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OZET

KANATLI PATOJENIK ESCHERICHJIA COLI'LERDE MOBILIiZE KOLISTIN
DIRENC GENI-1’IN ARASTIRILMASI

Yilmaz E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik
Mikrobiyolojisi Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Bu calisma, kanath patojenik Escherichia coli (APEC) izolatlarinda plazmit aracili
kolistin direnci saglayan mobilize kolistin diren¢ geni 1 (mcr-1) varliginin belirlenmesi ve

kolistin direngli izolatlarin antibiyotik direng profillerinin incelenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, kolibasillozis stipheli 200 broyler karaciger 6rnegi materyal
olarak kullanildi. E. coli izolasyonlar1 klasik konvansiyonel yontemler ile gerceklestirildikten
sonra identifikasyonlar ve antibiyotik duyarlilik testleri otomatize mikrobiyoloji sistemi (BD
Phoenix 100™, ABD) sistemi yardimi ile yapildi. Fenotipik olarak kolistin direngli oldugu

tespit edilen izolatlarda mcr-1 gen varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelendi.

Bulgular: Iki yiiz broyler karaciger 6rneginden elde edilen 156 (%78) E. coli’nin 10
(%6,4)’unun fenotipik olarak kolistin direngli oldugu saptandi. Kolistin direngli E. coli
izolatlarin  %380’inin levofloksasine, %70’inin sefazolin ve sefuroksime, %60’min
sefotazidime, %50’sinin gentamisin ve seftriaksona, %40’ 1nn sefepime, %30’unun seftolozan
tazobaktama, %20’sinin piperasilin tazobaktama direncli olduklar1 belirlendi. Tiim izolatlar
amikasin, ertapenem, imipenem, meropenem duyarli; ampisilin, amoksisilin klavulanat,
ampisilin sulbaktam, trimethoprim sulfamethoksazol ve tigesiklin direngli olup; ¢oklu
antibiyotik direncine (MDR) sahip idi. Fenotipik olarak kolistin direncli olduklar tespit edilen

tiim izolatlarin genotipik olarak da mcr-1 genini tasidiklari tespit edildi.

Sonug¢: Bu bulgular, APEC izolatlarinda kolistin direncinin mobilize olmasinin, plazmidik
direng genlerinin hizli yayilmasia ve genis kapsamli antibiyotik direncinin artmasina katki
sagladigim1 gostermektedir. Beseri hekimlikte de kullanilan antibiyotiklere direng saptanmis
olmast halk saglhigi igin potansiyel bir tehdit olusturabilir. Gelecekteki g¢alismalar, farkli
bolgelerden alinan orneklerle yapilmali ve bu riskin daha iyi anlagilmasi i¢in genis bir

orneklem grubunu igermelidir.
Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Ila¢c Direnci, Kolistin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MOBILE COLISTIN RESISTANCE GENE-1 IN AVIAN
PATHOGENIC ESCHERICHIA COLI

Yilmaz E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Veterinary
Medicine Microbiology Program, Master Thesis, Aydin, 2024.
Objective: This study aimed to determine the presence of mobilized colistin resistance gene 1
(mcr-1), which provides plasmid-mediated colistin resistance in poultry pathogenic
Escherichia coli (APEC) isolates, and to examine the antibiotic resistance profiles of colistin-
resistant isolates.

Material and Methods: In this research, 200 broiler liver samples suspected of colibacillosis
were utilized as the material. Following the isolation of E. coli through classical conventional
methods, identification and antibiotic susceptibility tests were conducted using an automated
microbiology system (BD Phoenix 100TM, USA). The presence of the mcr-1 gene in isolates
phenotypically determined as colistin-resistant was investigated using polymerase chain
reaction (PCR).

Results: Out of 156 (78%) E. coli isolates obtained from 200 broiler liver samples, 10 (6.4%)
were phenotypically determined to be colistin-resistant. It was found that 80% of colistin-
resistant E. coli isolates were resistant to levofloxacin, 70% to cefazolin and cefuroxime, 60%
to ceftazidime, 50% to gentamicin and ceftriaxone, 40% to cefepime, 30% to ceftolozane-
tazobactam, and 20% to piperacillin-tazobactam. All isolates were sensitive to amikacin,
ertapenem, imipenem, meropenem, and resistant to ampicillin, amoxicillin-clavulanate,
ampicillin-sulbactam, trimethoprim-sulfamethoxazole, and tigecycline, exhibiting multidrug
resistance (MDR). All isolates that were found to be phenotypically resistant to colistin were
also found to carry the mcr-1 gene genotypically.

Conclusion: These findings indicate that the mobilize colistin resistance in APEC isolates
contributes to the rapid spread of plasmid-mediated resistance genes and the escalation of
broad-spectrum antibiotic resistance. The detection of resistance to antibiotics used in human
medicine may be poses a potential threat to public health. Future studies should be conducted
with samples from different regions and include a diverse sample group to better understand

this risk.

Keywords: Colistin, Drug Resistance, Escherichia coli.
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1. GIRIS

Son yillarda, bakterilere karsi antimikrobiyal direng, kiiresel halk sagligi i¢in ciddi bir
tehdit olusturuyor. Ozellikle hayvanlarda ve insanlarda antibiyotik kullaniminin artmast,
antimikrobiyal direncin toplumda yayilmasina neden olmaktadir (Salam ve digerleri, 2023).
Hayvanlarda hastalik kontrolii veya biiylime arttirict olarak antimikrobiyal kullanima,
kommensal mikrofloranin direngli suslardan antimikrobiyal diren¢ genleri edinmesine yol
acar; bu silirecin temelinde yatan mekanizma yatay gen transferidir (Salinas ve digerleri,
2019). Arastirmalar, antimikrobiyal direncin insanlarda, gida kaynakli antibiyotik direng
genlerinin insan patojenlerine yatay transferi veya dogrudan direncgli bakterilerin transferi

yoluyla olusabilecegini gostermektedir (Marshall ve digerleri, 2011).

Escherichia coli, hem hayvanlarin hem de insanlarin bagirsaklarinda bulunan
Enterobacteriaceae ailesine ait bir mikroorganizmadir. Ancak, 6zellikle tavuklar da dahil
olmak {izere hayvanlarda ve insanlarda yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilir.
Antimikrobiyal direngli E. coli suslari, halk saghigi i¢in potansiyel bir risk olusturur ve
antimikrobiyal direng¢ belirleyicilerini kendi suslarina veya diger bakteri tiirlerine tasiyabilen

tastyicilar olarak iglev gorebilir (Rasheed ve digerleri, 2014).

Daha Once sistemik toksisitesi nedeniyle insan tibbinda kullanilmasindan kaginilan
kolistin, ¢oklu ilag direnci (MDR) gosteren Gram-negatif bakterilerin tedavisinde etkili
oldugu i¢in tekrar kullanilmaya baslanmistir (Poirel ve digerleri, 2017). Diinya Saglik
Orgiitii'ne (WHO) gore, kolistin, insan tibb1 agisindan hayati éneme sahip son ¢are antibiyotik

olarak kullanilmaktadir (WHO, 2019).

Kolistin ayn1 zamanda veteriner hekimlik alaninda da hastalik kontrolii ve gida iireten
hayvanlarda biiyiime arttirict olarak kullanilmaktadir (Liu ve digerleri, 2018). Hayvanlarda
kolistin kullaniminin yaygin olmasi, hayvan kokenli bakterilerde kolistin direncinin ortaya
cikmasia ve bu direncin insanlara yayilmasina neden olabilir (Poirel ve digerleri, 2016).
Insanlardaki direncli mikroorganizmalarin kaynagi, biiyiikbas hayvanlar ve gida iireten
hayvanlardan gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bakterilerdeki kolistin direnci, 2015
yilinda transfer edilebilir plazmid araciligiyla kesfedilen mcr-1 genin ortaya ¢ikisina kadar
kromozomal mutasyon sonucu olarak kabul ediliyordu. mcr ile ilgili kolistin direncinin ortaya

c¢ikisi, enfeksiyonlarin tedavisi agisindan biiytik bir tehdittir (Liu ve digerleri, 2016).



Diinyada mcr-1'in ilk bildiriminden sonra, bir¢ok calismada E. coli'de yeni mcr
genlerini siirekli olarak rapor edilmistir (Lemlem ve digerleri, 2023). mcr-1'in Cin'de
kesfinden sonra, Asya'da olmak {izere diinya genelinde, 6zellikle kiimes hayvanlarini igeren
gida hayvanlarinda kolistin direnci ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir (Kempf ve digerleri,
2016). Birgok iilke, hayvanlardaki artan kolistin direnci nedeniyle gida katki maddelerinde
biiyiime arttirict olarak kolistin kullanimini yasaklamigtir (Wang ve digerleri, 2020). Hayvan
iiretiminde kolistin tamamen yasaklandiktan sonra kolistin direnci azalmis olsa da, 6zellikle
domuzlardan ve kiimes hayvanlarindan olmak iizere diinya genelinde hala 6nemli diizeyde
kolistin direnci bildirilmektedir (Wang ve digerleri, 2020). Bugiine kadar bildirilen yaygin
kolistin direnci kodlayan genler, mcr-1'den mcr-10'a kadar olanlardir (Valiakos ve digerleri,
2021).

Tiirkiye'de ise kolistin direnci ile ilgili ¢alismalar sinirli olmakla birlikte, bu konuda
artan bir farkindalik bulunmaktadir. Hatay'da rapor edilen mcr-1 pozitif E. coli izolati, iilkede
bu konudaki ilk vaka olarak one ¢ikmustir (Kiirek¢i ve digerleri, 2018). Erzurum ve
Istanbul'da yapilan ¢alismalar da, kolistin direncinin tavuk etinden elde edilen izolatlarda
varligim siirdiirdiigiinii ve bu durumun genis bir cografyada énemli bir problem oldugunu

gostermektedir (Adigiizel ve digerleri, 2021; Erzaim ve ikiz, 2021).

Su anki bilgilerimize gore Tiirkiye'nin batisinda Aydin ilinde kanathi patojenik
Escherichia coli (APEC) izolatlarinda plazmit aracili kolistin direnci saglayan mcr-1
varliginin belirlenmesi ve kolistin direngli izolatlarin antibiyotik direng profillerinin
incelenmesi ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, APEC izolatlarinda mcr-1 geninin
varligin1 belirlemek ve kolistin direngli izolatlarin antibiyotik direng profillerini incelemek
amaciyla gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular, Tiirkiye'de bu konudaki bilgilerimizi
artirarak, kolistin direncinin yayilma potansiyelini ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz
sonuglar, APEC izolatlarinda mcr-1 geninin varligimin incelenmesinin ve bu izolatlarin
antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesinin, gelecekteki oOnleyici tedbirlerin ve tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilecegini vurgulamaktadir. Sonug olarak, bu tez
calismasi, hem veteriner hekimlik hem de halk sagligi acisindan 6nemli bir konuya
odaklanarak, kolistin direnciyle miicadelede daha genis kapsamli ve etkili stratejilerin
gelistirilmesine yonelik temel bir adim olarak 6nemli olmakla birlikte, antibiyotik direnglilik
test sonuglari, veteriner hekimlerin tedavi stratejilerini yonlendirmek ve antimikrobiyal

direncin izlenmeye devam edebilmesi i¢in bir rehber olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanath Patojenik Escherichia coli

Kanatli Patojenik Escherichia coli (APEC), ekstra-intestinal patojenik E. coli (EXPEC)
tiirtidiir ve tavuk, hindi, 6rdek ve diger kus tiirlerinde ¢esitli lokal ve sistemik enfeksiyonlara
neden olur (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). APEC, kiimes hayvanciligi endiistrisinde
onemli ekonomik kayiplara neden olan en yaygin bakteriyel patojendir. APEC'in etkili bir

sekilde kontrol edilmesi, hem hayvan hem de insan saglig1 a¢isindan faydalidir.

2.1.1. Zoonotik Tehlike ve Kontrol Yontemleri Uzerine Giincel Bakis

APEC'in tavuklarda sebep oldugu en yaygin enfeksiyonlar, perihepatit, airsakiilitis,
perikardit, yumurta peritoniti, salpingit, koligraniilom, omfalit, seliilit ve osteomiyelit/artrit
gibi c¢esitli hastaliklardir; bunlar genellikle avian kolibasiloz olarak adlandirilir (Dziva ve
Stevens, 2008). Ayrica, APEC tavuklarda sismis bas sendromu ve hindilerde osteomiyelit
kompleksine neden olur (Dziva ve Stevens, 2008). Kolibasiloz, kiimes hayvanlarinda
mortalite (%20'ye kadar) ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve ayni zamanda et
(canlt agirlikta %2'lik bir disiis, yem doniisim oraninda %2.7'lik bir bozulma) ve yumurta
iretiminde (%20'ye kadar) azalmaya, kulucka oranlarinin diismesine ve geng tavuklarda
yiiksek mortaliteye (%53.5'e kadar) neden olur (Guabiraba, 2015; Mellata, 2013). Tedavi
masraflariyla birlikte, APEC diinya ¢apinda kiimes hayvanciligi endiistrisine yilda yiiz
milyonlarca dolarlik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Ghunaim ve Abu-Madi, 2014).
Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD), sadece karkas hasari nedeniyle broyler
endustrisindeki ekonomik kaybin yilda 40 milyon dolara kadar olabilecegi tahmin

edilmektedir (de Brito , 2003).

APEC, tim tavuk tirlerini ve tretim sistemlerini etkileyebilir (Guabiraba, 2015).
APEC, tavuklarin tiim yas gruplarinda yaygindir (%9.52 ila %36.73 arasinda) (Lutful Kabir,
2010). Broyler tavuklar arasinda 4 ila 6 hafta arasindaki yas grup daha duyarlidir (Dho-
Moulin ve Fairbrother, 1999), ancak yumurtaci tavuklar, ozellikle pik yumurta iiretimi



donemi ve ge¢ yumurta donemi etrafinda APEC'ten etkilenirler (Dho-Moulin ve Fairbrother,
1999). ABD'de, ticari siiriilerin en az %30'unun herhangi bir zamanda APEC tarafindan
etkilendigi tahmin edilmektedir (Johnson ve digerleri, 2008). APEC ile iliskilendirilmis ¢ok
sayida serotip bulunsa da, {i¢ serotip (078, O2 ve O1) vakalarin ¢cogunlugunu (%80'den fazla)
olusturur (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999; Guabiraba, 2015). APEC, tavuklarda sistemik
enfeksiyonlara neden olurken ya birincil patojen ya da viral (enfeksiyoz bronsit (IBV),
Newcastle hastaligt (NDV), avian influenza (AIV)) ve Mycoplasma (Mycoplasma
gallisepticum (MG)) enfeksiyonlarina, immiinsiipresif hastaliklara (enfeksiyoz bursit hastalig
(IBD)), veya cevresel streslere (asir1 kalabalik, yiiksek seviyede toz ve amonyak) bagl olarak
oral ve solunum yollarindan girer (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999; Guabiraba, 2015). lging
bir sekilde, ¢alismalar, APEC'in hastalik yapmadan tavuklarin gastrointestinal ve solunum
yollarina yerlesebildigini ve yalnizca stres faktorleri (liretimle ilgili stres, immiinsiipresyon ve
es zamanli enfeksiyonlar) varliginda ekstra-intestinal bolgelere transloke oldugunu
gostermektedir (Collingwood ve digerleri, 2014). APEC, stres faktorleri varliginda
gastrointestinal ve solunum yollarina abrazyonlu trakeal ve intestinal epitel iizerinden invaze
olur ve kan dolagimina ve i¢ organlara ulasir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999; Guabiraba,
2015). Tavuklar kontamine yem ve su yoluyla enfekte olur ve digki-oral veya aerosol yoluyla
diger kuslara yayilabilir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999; Guabiraba, 2015). Ayrica, APEC,
enfekte ebeveynler araciligiyla kontamine yumurtalar yoluyla dikey olarak bulasabilir (Dho-
Moulin ve Fairbrother, 1999; Guabiraba, 2015). APEC, hastalik olusturmayan tavuklarin
gastrointestinal ve solunum yollarin1 kolonize edebilir ve yalnizca firsat¢1 bir patojen olarak
stres faktorleri varliginda ekstra-intestinal bdlgelere transloke olabilir (Collingwood ve
digerleri, 2014).

APEC, tavuklarda hastalik olusturmak i¢in 6zellikle adezinler, invazinler, protektinler,
demir edinim sistemleri ve toksinler olmak tizere ¢esitli viriilans ve patogenez faktorlerini
kullanir (Dziva ve Stevens, 2008). Bu faktorler, APEC'in tavuklarda enfeksiyonun olusmasina
izin vererek adezyon, invazyon, konak immiin yanitlarindan kacinma, kolonizasyon, ¢cogalma
ve sistemik yayilmasini kolaylastirir. Ayrica, bu faktorlere ek olarak, APEC patogenezinde tip
Il ve VI sekresyon sistemleri, quorum sensing (QS) sistemleri, transkripsiyonel
diizenleyiciler, iki bilesenli sistemler ve metabolizma ile iliskilendirilen genler dahil olmak
lizere gesitli diger bakteriyel faktorler de rol oynar (Palaniyandi ve digerleri, 2013). Bu
faktorlerin derinlemesine anlagilmasi, APEC patogenezinde yeni etkili dnleyici ve terapotik

tedavilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.



Yapilan arastirmalar, APEC'in (6zellikle ST95 ve ST131 dizilerine ait izolatlar veya O1,
02 ve O18 serogruplar1) potansiyel bir gida kaynakli zoonotik patojen olarak yami sira
insanlarda ekstra-intestinal enfeksiyonlarin kaynagi veya rezervuari olarak distiniildigiini
gostermektedir (Mellata, 2013; Liu ve digerleri, 2018). Ozellikle APEC, insan ExPEC'leri,
tiropatojenik E. coli (UPEC) ve neonatal meningitis E. coli (NMEC) ile genetik benzerlik
paylasir ve UPEC ve NMEC'yi tanimlayan viriilans genlerini tasir, bu da fare ve sigan
modellerinde idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ve menenjit olusturma yetenegi ile iliskilidir
(Mellata, 2013; Tivendale ve digerleri, 2010). Ayrica, insan EXPEC izolatlarinda APEC'e
0zgli ColV plazitlerinin tespit edilmesi, APEC'in tavuklardan insanlara olas1 bir zoonotik
gecisini diisiindiirmektedir (Liu ve digerleri, 2018). Bu nedenle, APEC, kiimes hayvancilig

endiistrisi ve halk sagligi i¢cin 6nemli bir patojendir.

Ayrica, tavuklart APEC enfeksiyonlarina karst korumak icin etkili bir as1 mevcut
degildir, bu durum genellikle kolibasilloz vakalariyla iliskilendirilen APEC serotiplerinin
cesitliliginden kaynaklanmaktadir (Ghunaim ve Abu-Madi, 2014). Su anda sadece iki asi
(canli zayiflatilmig APEC O78 AaroA Poulvac® E. coli asis1 ve F11 fimbrial ve FT flagellar
antijenler igeren inaktive Nobilis® E. coli asisi) tavuklarda kullanim igin ticari olarak
bulunmaktadir (Gregersen  ve digerleri, 2010). Bu durumlar, tavuklardaki APEC
enfeksiyonlarin1 kontrol etmek i¢in yeni ve alternatif tedavilerin gelistirilmesini gerektirir.
Probiyotikler, bakteriyofajlar ve ¢esitli yeni tedaviler (dogustan bagisiklik uyaricilari, biiyiime
ve QS inhibitorleri ve antimikrobiyal peptitler), APEC enfeksiyonlarini azaltmada umut
vadetmistir (Wang ve digerleri, 2016; Wang ve digerleri, 2017; Peng ve digerleri, 2018);

ancak bugtine kadar bunlardan higbiri saha uygulamalarina gegmis degildir.

2.1.2. Tavuklarda Antibiyotik Direnci ve APEC Kontrolii: Gelecegin Zorluklar: ve

Coziim Yollar:

Antibiyotikler, genellikle APEC enfeksiyonlarini kontrol etmek i¢in kiimes
hayvanciliginda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Agunos  ve digerleri, 2012).
Tetrasisiklinler  (tetrasisiklin, oksitetrasisiklin, klorotetrasisiklin), sulfonamidler
(sulfadimetoksin, trimetoprim, sulfadiazin, sulfametazin, sulfaquinoksalin, ormetoprim),
aminoglikozidler (apramisin, gentamisin, neomisin, spektinomisin), penisilinler (amoksisilin,

ampicilin),  sefalosporinler  (seftiyofur),  kinolonlar  (danofloksasin, sarafloksasin,



enrofloksasin), polimiksinler  (kolistin), kloramfenikoller (florfenikol), makrolidler
(eritromisin) ve linkosamidler (linkomisin) gibi farkli siniflara ait birgok antibiyotik, kiiresel
olarak APEC enfeksiyonlarini kontrol etmek amaciyla tavuk endiistrisinde kullanilmigtir
(Agunos ve digerleri, 2012). Ancak, APEC'in birden ¢ok antibiyotige direnci bildirilmistir
(Awad ve digerleri, 2020), bu da bu antibiyotiklerin kullanimini sinirlayan ve gelecekte bu

antibiyotikleri kullanmada zorluk yaratabilecek bir zorlugu isaret etmektedir.

Bununla birlikte, APEC'in ¢esitli antibiyotik siniflarina, 6zellikle de tibbi agidan
onemli antibiyotiklere (B-laktamlar, kolistin ve karbapenemler) karsi artan direnci,
tavuklardaki APEC enfeksiyonlarini kontrol etmede Oniimiizdeki zorluklari gostermektedir
(Nhung ve digerleri, 2017). Yapilan son c¢aligmalarda APEC'in karbapenemler disinda
neredeyse tiim antibiyotik siniflarina direng gosterdigini gostermektedir. Imipenem direnci de
son zamanlarda bildirilmistir (Saha ve digerleri, 2020). Direng genellikle ampisilin,
tetrasisiklin, trimetoprim, sulfametoksazol ve streptomisin antibiyotikleri ile en yaygin
goriilenidir. Onemli bir sekilde, APEC'in tibben &nemli antibiyotiklere, dzellikle B-laktamlar
ve kolistine yliksek diizeyde diren¢ gdsterdigi bildirilmistir, bu da antibiyotik direncgli bakteri
ve genlerin gida zinciri araciligiyla insanlara bulasma riskini artirabilir (Osman ve digerleri,
2018). ABD ve Avrupa Birligi (AB) tarafindan antibiyotiklerin gida-hayvan iiretiminde
kullanimimnin  kisitlanmasi  (biiylime tesviki amaciyla olmayan) ve tibben Onemli
antibiyotiklerin tedavi amaciyla kullaniminin sinirlanmasi yoniindeki stratejiler, bu riskin
azaltilmasina yardimei olabilir (Tang ve digerleri, 2017); ancak bu tiir 6nlemlerin antibiyotik
diren¢ sorunlarinit kontrol etmedeki faydalarinin gerceklesmesi zaman alabilir. Hayvan
kullanimi i¢in sadece antibakteriyellerin gelistirilmesi, ¢apraz diren¢ potansiyeli olmaksizin
veya antibiyotiklerin yerine gececek antibiyotik alternatiflerinin belirlenmesi, gida-hayvan

tiretiminde antibiyotik diren¢ sorunlariyla miicadelede yardimer olabilir.

2.1.3. APEC Enfeksiyonlarimin Kontroliinde Yeni Yaklasimlar ve Coziimler

APEC'in tavuklarda sistemik enfeksiyonlara neden olabilmesi icin birgok viriilans ve
patojenez faktorli koordineli bir sekilde rol oynamaktadir; bu nedenle, gelecekte etkili anti-
APEC terapotikleri formiile etmek i¢in demir edinim sistemleri, QS sistemleri, bakteriyel
metabolizma ve sekresyon sistemleri gibi tim faktorleri kapsayan biitiinliikk¢ii bir yaklagim

gereklidir. Ayrica, APEC'in insanlara zoonotik bulaginin somut kanitlarini saglamak i¢in daha



fazla arastirmaya ihtiyac vardir. Ozellikle ST95 ve ST131 veya O1, O2 ve O18 serogruplaria
ait APEC izolatlari, insanlarda ekstra-intestinal enfeksiyon kaynagi olarak hizmet edebilir.
Antibiyotiklere karst 6nemli diren¢ sorunlari ve antibiyotik direngli bakteri ve genlerin
insanlara bulagma yliksek riski nedeniyle, gelecekteki ¢oziim antibakteriyellerin sadece
hayvan kullanimi igin gelistirilmesi olabilir, mevcut antibiyotiklere karsi c¢apraz direng
gostermeyen. Ayrica, birden ¢ok APEC serotipine kars1 ¢apraz koruma saglayabilen ideal bir
APEC asisma ihtiyag vardir. APEC'in viriilans ve patojenez mekanizmalar1 {izerine elde
edilen bilgiler, yeni as1 adaylarini belirlemek i¢in kullanilmalidir. Son olarak, 6zellikle kiimes
hayvanciliginda kolibasilloz kontroliinde etkili olabilecek yeni hedeflere sahip kii¢iik molekiil
viriilans inhibitorleri veya biiylime inhibitorleri ile AMP'ler (antimikrobiyal peptitler) gibi
alternatif terapilere de odaklanilmalidir (Kathayat ve digerleri, 2021).

2.2. Kolistin Nedir?

Polimiksin B ve kolistin (ya da polimiksin E), antimikrobiyal ilaglarin siklik lipopeptit
grubunda polimiksin kompleksini olusturur. Polimiksin, bir yag asidi yan zincirine bagli on
aminoasit igeren bir dekapeptittir ve ilk olarak 1947'de Bacillus polymyxa'nin fermantasyon

iriinii olarak izole edilmistir (Bryskier, 2005).

2.2.1. Yapisi, Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Spektrumu

Polimiksin B ve kolistin, peptit halkasinin 6. pozisyonundaki sadece bir amino asit
farkiyla ayrilir ve ¢linkii ikinci molekiil, kolistin metansiilfonat olarak, ilacin etkisiz bir formu
olarak uygulanir. Her iki bilesik de benzer bir etki mekanizmasi ve aktivite spektrumuna

sahiptir (Poirel ve digerleri 2017).

Kolistin, Gram-negatif bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkaridin (LPS) lipid
A'ya baglanarak membran lipidlerinin divalen kationlarimi rekabetci bir sekilde yerinden
cikartir. Bu katyonik kolistin ile negatif yiiklii LPS arasindaki elektrostatik etkilesim, dis
hiicre zarinin diizensizlesmesine, bakteri igeriginin sizmasina ve hiicre liimiine neden olur

(Olaitan ve digerleri, 2014).



Antibakteriyel etki mekanizmasinin dogasi geregi, kolistin Gram-pozitif bakterilere,
Gram-negatif koklara ve Mycoplasma spp.'ye kars1 etkisizdir. Ayrica Proteus spp., Serratia
spp. ve Burkholderia spp. bu ilaca dogustan direnglidir. Bu nedenle, Kkolistin, fermantasyon
yapan (Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp.) ve fermantasyon yapmayan
(Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa) Gram-negatif bakterilere yonelik dar

bir spektrumlu antimikrobiyaldir (Poirel ve digerleri, 2017).

2.2.2. Kromozomal ve Plazmit Aracih Kolistin Diren¢ Mekanizmalari

Kolistin direncinin kromozomal ve plazmit aracili mekanizmalarma dair bilgiler,

literatiirdeki calismalara dayanarak su sekilde 6zetlenebilir:

Kromozomal direng mekanizmalar1 genellikle L-Ara4N ve pEtN gibi katyonik gruplarin
lipid A molekiiliine baglanmasi tizerinden gerceklesir. Bu siireg, genis bir gen ve operon
grubu tarafindan diizenlenir. PhoPQ ve PmrAB gibi iki bilesenli sistemler sentezi kontrol
ederken, pmrC-pmrE genleri L-Ara4N ve pEtN'nin LPS'ye eklenmesinden sorumlu olan
proteinleri kodlar. Bu mekanizma, LPS'nin nitel bir degisikligine neden olarak polimiksinlerin

bakteri yiizeyine olan baglanma yetenegini azaltir (Jeannot ve digerleri, 2017).

Bu kromozomal direng yollari, mutant suslarda MIC'yi 6nemli 6lcilide artirabilir, ancak
kromozomal mutasyonlarin in vitro ortamda istikrarsiz oldugu ve direngli suslarin sadece
dikey (klonal) olarak yayilabildigi g6z oniine alindiginda, kolistin direnci riski diistik kabul

edilmistir.

Cin'dei 2016 yilinda bir arastirma grubu, transfer edilebilir bir plazmit aracili direng
geni olan mcr-1'in ortaya ¢ikisini bildirdi. Bu gen, fosfoetanolamin transferazini kodlar ve
1626 baz ciftinden olusur. mcr-1 geni, hayvanlardan, insanlardan ve etten izole edilmistir.
Retrospektif analizler, mcr-1'in 1980'lerden bu yana dolasimda oldugunu ve en erken

izolatlarin tavuklardan geldigini gostermistir (Shen ve digerleri, 2016).

Bu gen, diinya genelinde gesitli bakteri tiirleri ve konaklarda yaygin bir sekilde
bulunmustur, bu da mcr-1'in genis bir yayilim gosterdigini ortaya koymaktadir (Kempf ve
digerleri, 2016). Veteriner izolatlardaki genin genis yayilimi, genellikle hayvanlarda bulunan
B-laktamazlar (6rnegin CMY-2) ile birlikte bulunmasi ve kolistinin veteriner hekimlik

alaninda insan hekimligine kiyasla yaygin olarak kullanilmasi, "hayvan diinyasi"nin direngli



bakterilerin bir rezervuart ve bunlarin insanlara aktariminin baglica kaynagi olarak
sug¢lanmasia neden olmustur (Catry ve digerleri, 2015; EMA, 2016; Poirel ve Nordmann,
2016).

Son yayinlar, yeni mcr genlerinin ve alel varyantlarinin siirekli olarak ortaya ¢ikmasini
ve rutin izlemede tanimlanmasinin zor olmasini bildirmistir. Ayrica, mcr genlerinin ¢esitli
plazid sablonlarinda yiiksek in vitro transfer oranlarina sahip oldugu ve genellikle B-
laktamazlar gibi diger direng belirleyicileri ile birlikte bulundugu tespit edilmistir (EMA,
2016).

2.2.3. Duyarhlik Testi Zorluklar:

Polimiksin duyarlilik testleri, bu biiyiik katyonik molekiillerin ortama diigsitk oranda
difiizyon gostermesi ve yaygin plastik malzemelere yapisma egilimleri nedeniyle zorluklar
icermektedir (Kempf ve digerleri, 2016). Ayrica, ayni sus icin kolistin ve polimiksin B
arasmda degisen Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) degerleri, baz tiirlerdeki daha
az duyarl altpopiilasyonlarin (heterodireng) varligi ve Salmonella spp. i¢in serovar diizeyinde
duyarhilik farkliliklar1 gibi faktorler laboratuvar ¢alismalarini karmasik hale getirmektedir

(Poirel ve digerleri, 2017).

Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST), kolistin duyarlilik testi i¢in kation-ayarli Muller Hilton
Broth (CAMHB) i¢inde mikrodiliisyon (BMD) kullanimini 6nermektedir (CLSI/EUCAST,
2016). Ayrica, agar diliisyon da giivenilir bir yontem olarak kabul edilmekte, BMD ile yiiksek
oranda korele olmaktadir ve bircok ¢alismada kullanilmaktadir (Poirel ve digerleri, 2017). Ote
yandan, disk difiizyon ve Etest seritleri gibi rutin duyarhilik testi yontemleri, genellikle
diliisyon yontemleri ile karsilagtirildiginda direng tespit oranlarinda 6nemli Olgiide diisiise

neden olduklart i¢in giivenilmez kabul edilmektedir (Poirel ve digerleri, 2017).

Veteriner antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in klinik kesim noktalar1 su anda mevcut
olmadig1 i¢in, epidemiyolojik kesim noktalar1 (ECOFF) degerleri veteriner izolatlarin1 duyarl
(kazanilmig diren¢ olmadan) ve duyarsiz (kazanilmis direngle) olarak siniflandirmak igin
kullanilmaktadir. Ayrica, mcr-1 pozitif suslar genellikle Kkolistine diisiik ila orta direng

gosterirler (0.5-32 pg/ml) ve genellikle mevcut ECOFF degerlerinin altinda MIC degerlerine



sahiptirler ve bu suslar genellikle saha suslari olarak simiflandirilir (Jeannot ve digerleri,
2017).

2.2.4. Kolistinin insan Hekimliginde Kullanimm

Kolistin, ilk kesfinden sonra Gram-negatif bakterilere bagl enfeksiyonlarin tedavisi igin
insan tibbinda kullanilmistir. Ancak, nefrotoksisite gibi ciddi yan etkiler nedeniyle, 1970'lerde
kinolonlar, B-laktamlar gibi daha etkili ve daha az toksik ilaglar tarafindan kolistin yerine
gecmistir. Kolistin'in kullanimi, sonraki 20 y1l boyunca topikal ve oftalmik kullanim ile sinirl
tutulmus, sistemik kullanim ise sadece sistik fibrozisli hastalarda ikincil enfeksiyonlarin

tedavisi i¢in kullanilmistir (Poirel ve digerleri, 2017).

Ancak, son yirmi yilda durum dramatik bir sekilde degismistir. Coklu ilaca direngli
(MDR), agsirt ilaca diren¢li (XDR) veya hatta pan-ilaca direngli (PDR) bakterilerin ortaya
¢ikmasi (Jeannot ve digerleri, 2017), yilda 700.000 kisinin 6limiine neden olmaktadir; bu
saymin 2050'ye kadar kanser kurbanlarmi gececegi tahmin edilmektedir (O’Neill, 2016;
Webb ve digerleri, 2017). "Post-antibiyotik donem"e yaklasan bir diinyada, kolistin,
karbapenemaz iireten Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa gibi direngli
bakterilere kars1 kullanilan bir son care ilaci olarak yeniden ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle,
Diinya Saghk Orgiitii (WHO), kolistini insanlar i¢in kritik éneme sahip antimikrobiyaller
listesine en yiiksek Oncelikle eklemistir (WHO, 2017). Hayvanlar i¢in ise kolistin, Gram-
negatif enterik enfeksiyonlara karsi kullanilan son derece 6nemli bir antimikrobiyal ajan

olarak kabul edilmektedir (OIE, 2015).

2.2.5. Kolistinin Veteriner Hekimliginde Kullanim

Kolistin, veteriner hekimlik alaninda profilaksi, metafilaksi, bakteriyel enfeksiyon
tedavisi ve biiylime tesviki i¢in yaygin bir sekilde kullanilmistir. Avrupa Birligi'nde (AB) bu
ilacin hayvancilikta tarihsel kullanimiyla ilgili pek bilgi bulunmamakla birlikte, ilk
uygulamasi 1950'li yillara kadar gitmektedir (Catry ve digerleri, 2015). Giiniimiizde, kolistin
iceren Uriinler ulusal diizeyde yetkilendirilmistir ve satiglar agisindan, polimiksinler, gida

iireten hayvanlar icin en ¢ok satilan besinci veteriner antimikrobiyaldir, liye iilkeler arasinda
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satiglarda genis bir degiskenlik gostermektedir (EMA/ESVAC, 2017). ABD Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) ve Kanada Halk Saghig1 Ajanst (PHA), agizdan kullanim igin kolistin iceren bir
irlinii hi¢ lisanslamamis olsa da, belgelenmis off-label (etiket dis1) kullanima izin veren
diizenleme bosluklar1 bulunmaktadir (Webb ve digerleri, 2017). Kiiresel diizeyde ise Cin,
kolistin tiretiminde lider konumda olup (17.5 milyon ton), ayn1 zamanda {iretiminin %90'dan
fazlasini tiikketen en biiyiik tiiketicidir (Liu ve digerleri, 2016). Kolistin, bu uygulamanin izin
verildigi llkelerde yemlere diisiik dozlarda eklenir ve biiylime tesvikcisi olarak kullanilir

(Kempf ve digerleri, 2013).

Kolistinin temel endikasyonu, domuzlarda, sigirlarda, kiiglik ruminantlarda ve
tavuklarda non-invaziv, duyarli Enterobacteriaceae'ye bagli gastrointestinal (GI)
enfeksiyonlarin tedavisidir (EMA, 2016). Kolistin {irtinleri genellikle grup tedavileri olarak,
oral yolla yem veya daha sik olarak icme suyu araciligiyla uygulanir. 2013 yilinda Avrupa'da
tilketilen 495 ton polimiksinin biiyiik bir kismi, 6zellikle domuzlara ve tavuklara oral olarak
uygulanmustir (Webb ve digerleri, 2017). Ornegin Fransa'da, domuzlarin Kolistine maruz
kalmasi, toplam antibiyotik maruziyetinin {igte birini olusturmus ve tavuklar i¢in bu oran daha
da yliksek olmustur (Kempf ve digerleri, 2013). Ancak, her gida iireten hayvan kategorisi i¢in
detayli tiiketim wverilerinin eksikligi dikkat ¢ekicidir ve su anda yalnizca toplu veriler
mevcuttur (EMA/ESVAC, 2017). Bununla birlikte, son Joint Interagency Antimicrobial
Consumption and Resistance Analysis (Ortak Kurumlar Antimikrobiyal Tiiketim ve Direng
Analiz) (JIACRA) raporunda, satis tahminlerini kullanarak hayvan tiirii diizeyinde
antimikrobiyal tiiketim verilerini ¢ikarmaya yonelik bir ¢aba, tavuk ve domuz kokenli
indikator E. coli'de polimiksin tiiketimi ile direng arasinda dnemli derecede pozitif bir iligki

oldugunu ortaya koymustur (ECDC/EFSA/EMA, 2017).

Kolistin 6zellikle domuz ve sigir iiretiminde E. coli ve Salmonella kaynakli enterik
enfeksiyonlar1 kontrol etmek (Ornegin, siitten kesilmis yavru domuzlarda goriilen post-
stitlenme ishal) veya metafilaksi i¢in kullanilmaktadir (Catry ve digerleri, 2015; Rhouma ve
digerleri, 2016). Tavuklar i¢in ise, antimikrobiyal kullanimin yasak oldugu Salmonella
enfeksiyonlart disinda kolistin i¢in uygun endikasyonlar bulunmamaktadir (Lohren ve
digerleri, 2009). Gergekten de, birkag yayin, tavuklarda kolistinin baslica endikasyonunun
hafif kolibasillozis tedavisi oldugunu belirtmektedir (Kempf ve digerleri, 2013; Catry ve
digerleri, 2015). Bununla birlikte, tavuklarda oral uygulama sonrasinda kolistinin
biyoyararliliginin ¢ok diisiik oldugu kanitlanmistir (6rnegin, kolistinn oral uygulamasindan

sonra yumurtalarda g¢ekilme siiresi bulunmamaktadir) (Goetting ve digerleri, 2011). Bu
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nedenle elde edilen kan ve doku seviyeleri, tavuklarda kolibasillozisin yaygin belirtilerini
tedavi etmek i¢in yetersizdir (Nolan ve digerleri, 2017). Bununla birlikte, polimiksinlerin
hafif kolibasillozis tedavisinde yedi giinden uzun siire ve daha yiiksek dozlarda uygulanmasi
halinde kullanilabilecegine dair anekdot kanitlar bulunsa da, sulfa ilaglari, tetrasiklinler ve
penisilinler gibi diger ilaglar kesinlikle daha uygun kabul edilmektedir (Lohren ve digerleri,
2009).

Veteriner hekimlikte kolistin kullaniminin tarihinde bir doniim noktasi, Birlesik
Krallik'n 2009'da Avrupa Ilag Kurumu (EMA)'na basvurusu olmustur. Bu basvuru, gida
tireten hayvanlarda igme suyu aracilifiyla kullanilan kolistin dozaji ve geri ¢ekilme
stirelerindeki farkliliklardan kaynaklanan kamusal ve hayvan sagligi endiselerini dile
getirmistir. Veteriner Ilag Kullanimi icin ilag¢ Uriinleri Komitesi (CVMP) Salmonella spp.
tarafindan meydana gelen GI enfeksiyonlarini ulusal Salmonella kontrol programlarina
miidahale nedeniyle, Uriin Ozellikleri Ozetinden ¢ikarmayi, negatif bir risk-fayda dengesi
temelinde onermistir (EMA, 2010). 2014 ve 2016'daki daha sonraki degisiklikler, profilaksi
icin tim endikasyonlari kaldirmis ve kolistin kullanimini sadece duyarli, non-invaziv E.
coli'ye bagh enterik enfeksiyonlarin tedavisi ile sinirlamistir. Ayrica, Kolistinin diger

antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanimini yasaklamistir (EMA, 2016).

2.2.6. Kommensal ve Patojen E. coli

Kolistin direnci, kanatli hayvanlardan elde edilen E. coli'lerde, tizerinde &nemle
calisilan bir konudur. Avrupa'daki iki antimikrobiyal diren¢ izleme raporu arasindaki
sonuglar, broyler ve hindi siiriilerinden elde edilen E. coli'lerdeki kolistin direnci igin
karsilagtirilabilir niteliktedir. Her iki izleme yili i¢in (2014 ve 2016) prevalans genellikle
tavuklarda ve hindilerde diisiik olsa da hindilerde ii¢ ila yedi kat daha yiiksek yiizdeler
goriilmiistiir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018). Ayrica, son g¢alismalar, tavuk eti i¢in diisiik
kolistin diren¢ oranlarin1 (3.9%) ancak hindi eti i¢in orta seviyede oranlari (10.1%)
gostermistir. Avrupa'daki diger ¢alismalardan elde edilen verilere gore, tavuk, hindi, tavuk
gibi E. coli'lerdeki kolistin direnci, ¢ok diisiik seviyelerde olan kuzey iilkelerinden (<1%)
Avrupa'nin geri kalanindaki diisiik seviyelere (<10%) kadar degismektedir (Apostolakos ve
Piccirillo, 2018). Almanya (Irrgang ve digerleri, 2016), italya (Battisti, 2016), Isvigre (Zurfluh

ve digerleri, 2016) gibi iilkelerde hindi siiriileri ve etlerinde orta seviyede yayginlik bulunmus
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ve Portekiz'de yiiksek prevalans saptanmistir (Manageiro ve digerleri, 2017). Italya’da, klinik
E. coli izolatlarinda mcr-1 ve mcr-2 yaygiligina odaklanan tek Avrupa g¢alismasi olarak,
hindi izolatlarinin %22.9'u mcr-1 pozitif bulunmus, bunun karsiliginda tavuklar ve tavuklarin
yumurtlayan siiriileri i¢in oranlar yaklasik olarak 10 kat daha diisiik olmustur (Apostolakos ve
Piccirillo, 2018). Diger kiimes hayvani tiirlerine ait veriler (6rnegin Ordekler, kazlar)
Avrupa'da mevcut degildir. Asya'da, gosterge E. coli'deki Kkolistin direnci yayginligi,
Avrupa'ya kiyasla daha yiiksekti. Cin'de, bu dirence sahip broyler izolatlar1 diisiik yiizdelerde
bulunmus, ancak Zhang ve digerleri (2017) calismasinda %14 prevalans saptanmistir. Shen ve
digerleri'nin (2016) retrospektif ¢alismasi, mcr-1 geninin 1980'lerden beri Kkolistin direnci E.
coli'lerde dolastigini ve direngli izolatlarin 2009'dan 2014'e kadar hizla arttigin1 gostermistir,
bu bulgu Huang ve digerleri (2017) tarafindan da dogrulanmistir. Japonya ve Giiney Kore'den
gelen veriler, tavuklarda kolistin direngli kommensal E. coli'nin diisiik prevalansini
gostermektedir; ancak ¢alisma sayisi sinirlidir. Asya'daki tavuk klinik E. coli ¢alismalari, Liu
ve digerleri'nin (2017) Cin'de bildirdigi %73.1 gibi istisnai yiiksek prevalans disinda diistik
kolistin direng oranlar1 rapor etmektedir. Tavuk disindaki kiimes hayvanlar iizerine tek
caligma olan Yassin ve digerlerinin (2017) ¢alismasinda, hastalikli 6rdeklerden izole edilen
kolistin direngli klinik E. colilerin %6.8 prevalans bildirilmistir. Giiney Amerika'dan
Brezilya’da yapilan ¢alismalarda Lentz ve digerleri (2016), ¢cok diisiik MIC degerlerini (0.25—
2 mg/l) ve 343 izolatin 10'unun mcr-1 pozitif oldugunu bildirirken; Monte ve digerlerinin
(2017) calismasinda tavuk etinde gen prevalansi orta diizeyde bulunmustur. Afrika'dan sinirlt
sayida c¢alisma, Giliney Afrikali ve Tunuslu broylerlerde diisiik prevalanshi klinik ve
kommensal E. coli'ler gostermistir. Yapilan bu retrospektif arastirma, mcr-1'in diisiik
prevalansin1 ve uluslararas1 bir kiimes hayvani kaynakli izolat koleksiyonunda bu genin

kommensal izolatlardaki yoklugunu ortaya koymustur (Barbieri ve digerleri, 2017).

2.2.7. Kanathlardan Elde Edilen Bakteri izolatlarinda Kolistin Direnci ve mcr Genleri

Italya’da son yillarda yaymlanan bir makalede, tavuklardan elde edilen bakteri
izolatlarindaki kolistin direnci ve mcr genleri iizerine 62 ¢alismanin verileri incelenmistir
(Apostolakos ve Piccirillo, 2018). Cogunlukla 2016 ve 2017 yillarinda yapilan ¢aligsmalarda,
Ozellikle Cin, Japonya, Danimarka ve Portekiz gibi iilkelerde kolistin direnci ve mcr

genlerinin yayginligina dair bilgiler sunulmustur (Apostolakos ve Piccirillo, 2018). Ayrica,
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2008 ile 2012 yillar1 arasinda toplanan 229 klinik E. coli susu tizerinde yapilan bir ¢alismada,
mcr-1 geninin varligi incelenmistir (Cavicchio ve digerleri, 2015; Niero ve digerleri, 2018).
Bulgulara gore, suslarin %12.6'sinda mcr-1 geni tespit edilmis, ancak mcr-2 pozitif sus
bulunmamuistir. mcr-1 geni tasiyan E. coli suslari 6zellikle hindilerde daha yiiksek oranda
bulunmustur. Genetik analiz, tiim suglarin orijinal mcr-1 sekansimna tamamen uydugunu
gostermistir (NCBI accession number: NG 050417). Bu suslarin ¢ogu, Avrupa Birligi'nin
kolistinle ilgili onerilen standartlarin1 asan MIC degerlerine sahip oldugu bildirilmektedir

(EUCAST, 2018).

Kolistin direnci ve mcr genlerinin kanatli hayvanlardaki prevalansi, 6zellikle kuzey
tilkeleri olmak iizere Avrupa'da genel olarak diisiik kalmaktadir. Kuzey iilkelerinde kolistin
veteriner uygulamalarinda ya hi¢ kullanilmamakta ya da minimal diizeyde kullanilmaktadir.
Daha ytiksek tespit oranlarinin seyrek goriilmesi, baz1 AB iilkelerinde artan kolistin kullanimi
ile iliskilendirilebilir. Daha 6nceki tahminler, kolistin kullanimi ile kanatli hayvanlarda direng
arasinda onemli bir iliski oldugunu One siirmiistii, ancak bu baglantiyt dogrulamak ve
hayvanlardaki kolistin kullanimin1 azaltmaya y6nelik dnlemlerin etkisini degerlendirmek i¢in
kanatli hayvanlara yonelik ayrintili tiiketim verileri elde etmek gerekmektedir (Apostolakos
ve Piccirillo, 2018).

Italya’da yapilan bir ¢alismada mcr-1 icin genel bir prevalansin %12,7 oldugunu ortaya
koydu ve bu da mcr-1 geninin 2016 yilinda bildirilmeden &nce Italyan kanatli hayvan
populasyonunda dolastigim1 gostermektedir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018). ilging bir
sekilde, mcr-1 pozitif E. coli'nin prevalansinin broyler ve tavuklara kiyasla hindi
populasyonunda daha yiiksek oldugu bulunmustur, ancak bazi izolatlarin mevcut EUCAST
ECOFF degerine gore vahsi tip olarak siniflandirildigi goriilmiistiir. Son Avrupa g¢aligmalart,
hindi ve hindi etinde diger kanath iiretim tiirlerine kiyasla yiiksek kolistin direng oranlarina
isaret etmis ve bu fenomenin altinda yatan nedenleri anlamak icin kapsamli bir incelemeyi

onermistir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Kolistin direnci, 6zellikle tavuklarda Salmonella spp. igin, genellikle dogal olarak
direngli S. Enteritidis ile iliskilidirken, diger serotipler i¢in direncin muhtemelen mcr genleri
aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir. Kiiresel olarak en biiyiik tavuk eti iireticilerinden Cin ve
Brezilya'da, tavuklarda kolistin kullaniminin tedavi ve biiylime tesvik pratigi nedeniyle ¢esitli
bakteri tlirlerinde yiiksek direng prevalansi goriilmiistiir. Bu endise verici egilim karsisinda,
kolistin genel yOnetimini azaltmaya ve biiylimeyi tesvik eden kullanimini yasaklamaya

yonelik diizenlemeler yapilmistir. Verilerin hala siirli veya eksik oldugu bolgelerde, 6zellikle
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zoonotik patojenler agisindan (6rnegin, E. coli, K. pneumoniae ve Salmonella spp. gibi),
kolistin direncinin epidemiyolojisi ve prevalansi lizerine daha derinlemesine bilgi edinmek

gereklidir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Incelenen veriler, mer-1'in genellikle kolistin direncli tavuk kokenli bakteriler arasinda
yiiksek prevalans gosterdigini ancak bu direng belirleyicisinin tek basina katkida bulunan
mekanizma olmadigin1 gostermektedir. Kromozomal mutasyonlar ve diger mcr genlerinin de
katkida bulundugu goriilmektedir. Gelecekteki arastirmalarda, tavuklarda yeni mcr genlerinin
kesfi ve bunlarin hizli tespiti igin ¢oklu polimeraz zincir reaksiyonu protokollerinin
gelistirilmesi g6z Oniine alindiginda, tiim mcr genlerinin izlenmesi i¢in siirekli gozetim

gereklidir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Incelenen calismalarda benzer gdzlemler, mcr-1 tasiyan tavuk izolatlarmin genellikle
duyarhilik sinirina yakin ve bazen 0.25 mg/1 gibi diisiik degerlerde MIC'lere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu tiir direng fenotiplerine sahip bakterilerin veteriner izolatlarinda tespit
edilmesi, rutin izleme islemlerinden kaginabilecekleri ve tespit edilmemis bir sekilde
yayilabilecekleri anlamina gelir, bu da mcr genlerinin yayginliginin yanls bir sekilde diistik

tahmin edilmesine neden olabilir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Italya’da yapilan calismada mcr-1 pozitif E. coli suslarinin kinolonlar ve genis
spektrumlu sefalosporinlere direng de dahil olmak iizere gesitli antimikrobiyallere karsi
direngli bulunmustur (Apostolakos ve Piccirillo, 2018). Bir¢ok c¢alisma, genellikle kritik
Ooneme sahip antimikrobiyallar1 iceren ¢oklu antibiyotik direng fenotipleri ve genotipleri
iceren kolistin direngli izolatlarin varligin1 rapor etmektedir. Bu durum, tavuk iretim
zincirinde ¢oklu antibiyotik direngli bakterilerin dolagimi endise verici bir fenomen olup,
diinya genelinde en 6dnemli protein kaynaklarindan birine yonelik potansiyel risklerin ayrintili

bir sekilde degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Kolistin etkinligini koruma amacrtyla kiiresel bir “One Health” ¢abas1 devam etmektedir.
Avrupa'da, Uye Devletlere 2020'ye kadar kolistin satislarinda %65'lik bir azalma elde etme
cagris1 yapilmistir. Veteriner hekimler genellikle non-invaziv E. coli'ye kars1 kolistin tedavisi
uygulamaktadirlar. Ancak kanatli hayvanlardaki kolistin direncindeki artig, E. coli disindaki
diger endikasyonlarin az olmasi ve bu antimikrobiyalin kolibasilloza kars1 etkinliginin zayif
olmas1 géz Oniine alindiginda, kanathi hayvanlardaki kolistin kullanimi dikkatlice gbzden

gecirilmelidir. Kolistin direnci egilimleri goz oOniine alindiginda, hayvanlardaki kolistin
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kullanimimi azaltmaya ve biiyiimeyi tesvik eden kullanimini yasaklamaya yonelik

diizenlemelerin 6nemi daha da artmaktadir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Tiirkiye'de kolistin direnci ile ilgili ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. (Kiirekei ve digerleri
2018), tavuk eti orneklerinden ilk mcr-1 pozitif E. coli izolatim1 bildirmistir. Adigiizel ve
digerleri (2021), test edilen 500 ornekten perakende tavuk etinde kolistine direngli E. coli
tastyan bir mcr-1 bulmustur. (Erzaim ve Ikiz 2021), Istanbul’da kesime gonderilen
tavuklardan alinan toplam 166 diski 6rneginden izole edilen E. coli'de fenotipik olarak
kolistin direncini ve genotipik olarak mcr-1 geninin varlinin arastirmiglar ve mcr-1 genini,
fenotipik kolistin direnci sergileyen izolatlar dahil (15 izolat, %7.5), ¢alisilan Grneklerin

hicbirinde saptanmadiklarini bildirmislerdir.

Sonug olarak, tavuklardan elde edilen E. coli suslarinda kolistin direnci ve mcr
genlerinin varligi, kiiresel Olcekte dikkate alinmasi gereken bir sorun olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu durum, veteriner ve halk sagligi acisindan ciddi bir endise kaynagi

olusturabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Bu calismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda bulunan aletler (mikroskop (Olympus), kuru blok 1sitic1 (Allsheng MK
200-1, Cin), vorteks (Velp Scientifica, Italya), mikrodalga firin (Arcelik, Tiirkiye),
mikrosantrifiij (Hettich Micro 200R, Almanya), biyogiivenlik kabini (Niive, Tiirkiye), pH
metre (Hanna, Cin), otoklav (Niive, Tiirkiye), hassas terazi (Shimadzu, Japonya), etiiv (Niive,
Tiirkiye), buzdolab1 (Samsung, Japonya), distile su cihazi (Niive, Tirkiye), derin dondurucu
(Samsung, Japonya), nanodrop (Maestro, ABD), termal dongiileme cihazi (Boeco, USA),
goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat Infinity VX2, Almanya), elektroforez tanki (VWR,
USA)) ve otomatize mikrobiyoloji sistemi (BD Phoenix 100™, ABD ) kullanilds.

3.1.2. Hayvan Materyali

Bu calismanin materyalini, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
rutin teshis laboratuvarma, bir yil boyunca (Ocak-Aralik 2023), aym kanatli entegrasyon
sirketine ait olan dort ciftlikte bulunan, 14-41 giinliik yasta, Ross 308 1rki 200 broylerin
hastalik teshisi amaci ile goénderilmis olan karaciger ornekleri olusturdu. Ornekler, steril bir

petri kutusuna konularak soguk zincir altinda laboratuvara ayni giin laboratuvara gonderildi.

Broylerlerde klinik belirti olarak antibiyotik tedavisine yanit vermeyen tekrarlayan
Oksiiriik, anoreksi, nefes darligi, ishal, kilo kaybi, topallik ve mortalite goriilmekteydi.
Orneklerin alindig1 tiim kiimeslerde iist solunum yolu veya sindirim sistemi enfeksiyonlarmin
tedavisi i¢in kolistin siilfat, sprey uygulama seklinde, enfeksiyon tedavisi amaci ile zaman

zaman kullanilmis oldugu bilgisi alind1.

Calismada kullanilan izolatlar, daha onceki ¢alismalar i¢in, Aydin Adnan Menderes

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na rutin hastalik teshisi amaciyla,
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getirilmis olan Karaciger drneklerinden elde edilmistir. Aydin Adnan Menderes Universitesi
Etik Kurul Yonetmeligi'min 8(o) maddesi geregince, "teshis ve tedavi amacli klinik

uygulamalar i¢in" etik kurul izni gerekmemektedir.

3.1.3. Referans Suslar

Molekiiler ¢alismalarda pozitif kontrol olarak mcr-1 geni pozitif E. coli NCTC 13846
susu negatif kontrol olarak da mcr-1 geni negatif E. coli ATCC 25922 susu; antibiyotik
duyarlilik testinde ise kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Calismada E. coli izolasyonu ve identifikasyonu amaci ile Eosin-Methylene Blue Agar
(Merc1.01347, Almanya), MacConkey Agar (Merc 1.05465, Almanya), izolatlarin
pasajlanmasinda kanli agar (Merc 1.10886, Almanya), nutrient agar (Oxoid CMO03,
Ingiltere), nutrient broth (Merc 1.05443, Almanya), izolatlarin uzun siireli saklanmasinda
%20 gliserinli brain heart infusion broth (Oxoid CM1135, Ingiltere) kullanilds.

3.1.4.1. Eosin Methylene Blue Agar

Bir litre distile su igerisine 36 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda
eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye

kadar sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.2. MacConkey Agar

Bir litre distile su igerisine 50 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda
eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye

kadar sogutularak petrilere dokiildii.
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3.1.4.3. Kanh Agar

Bir litre distile su igerisine 40 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda
eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye
kadar sogutuldu. Icerisinde %7 oraninda steril insan kan1 olacak sekilde kan ilave edilerek

petrilere dokiildii.

3.1.4.4. Nutrient Agar

Bir litre distile su igerisine 28 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda
eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye

kadar sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.5. Nutrient Broth

Bir litre distile su igerisine 8 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firmda
eritildi. pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Tiiplere 5’er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3.1.4.6. Brain Hearth Infusion Broth

Yiizde yirmi gliserinli brain heart infusion broth hazirlamak i¢in bir litre distile su
ierisine 3,7 g olacak sekilde besiyeri tartilarak mikrodalga firinda eritildi. Uzerine 20 ml
gliserin eklendi ve tekrar mikrodalga firin yardimi ile homojenize edildi. pH’s1 7,2+0,2 olacak
sekilde ayarlandi. Besiyeri ependorf tiiplere yaklasik bir ml olacak sekilde dagitilarak
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya kadar
buzdolab 1sisinda (2-8°C) saklandi.
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3.1.5. Ayirac ve Boyalar

3.1.5.1. Gram Boyama Seti

Elde edilen izolatlarin Gram morfolojilerinin belirlenebilmesi i¢in Gram boyama Seti

(Merck-111885) ticari olarak temin edilerek oda 1sisinda (2-8°C) muhafaza edildi.

3.1.5.2. Oksidaz Test Kiti

Elde edilen izolatlarin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci oksidaz test kiti

(Oxoid, BR 64) ticari olarak temin edilerek oda 1sisinda (2-8°C) muhafaza edildi.

3.1.5.3. Hidrojen Peroksit

Izolatlarin katalaz aktivitelerini belirlenebilmesi amaci ile icin ticari olarak %3’liik

hidrojen peroksit soliisyonu kullanildi.

3.1.6. Antibiyogram ve Kolistin Direncinin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

Otomatize mikrobiyoloji sisteminde BD Phoenix 100™ NMIC/ID-433 Gram-negatif
identifikasyon kart1 kullanilarak bakteriyel identifikasyon ile es zamanli olarak antibiyotik
duyarhilik testleri yapildi. Bu test sistemi BD Phoenix cihazi ve panellerinden olusmaktadir.
Sistem bakteri tanimlamada, bakteri iiremesinin kontrolii i¢in oksidasyon-rediiksiyon

indikatorii ile birlikte tiirbidometrik yontemi kullanmaktadir (BD Phoenix, 2023).
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3.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.1.7.1. Kullanilan Solusyon ve Boyalar

3.1.7.1.1. 10x Tris Borik Asit EDTA Buffer

Stok soliisyonu olan 10x Tris Borik Asit EDTA Buffer (TBE) asagidaki gibi

hazirlanarak kullanim siiresince oda 1sisinda muhafaza edildi.

Tris (hidroksimetil aminometan)...........ccoooet oo 108 g
BOMIK STt ..o 559
EDTA..... 00 ... A 750

Tartilan maddeler 800 ml distile suda eritildi. Daha sonra toplam hacim 1000 ml’ye
tamamlanarak pH 8,0’¢ ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Hazirlanan stok

soliisyon oda 1s1sinda muhafaza edildi.

3.1.7.1.2. 0,5x TBE

Kullanim soliisyonu olan 0,5x TBE buffer asagidaki gibi hazirlanarak kullanim

suresince oda 1sisinda muhafaza edildi.
JOX T BE ... 50 ml
DY (] [T TR PRRRRURRTR 950 ml

Hazirlanan kullanim kullanma soliisyonu, agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez

islemi esnasinda tank icerisinde kullanildi.

3.1.7.1.3. Yiikleme Tamponu

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi amplifikasyon iiriinlerini agaroz jele yiiklemek ve

sonrasinda elektroforez yapabilmek icin, 1 pl yiikleme tamponu (6x, ThermoFisher R0611)
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ile 5 ul amplikon karigtirilarak toplamda 6 pl olacak sekilde tiriin elde edildi. Ticari olarak
temin edilen yiikkleme tamponu buzdolab1 1sisinda (2-8°C) muhafaza edildi.

3.1.7.1.4. 5x FirePol® Master Mix

Bu ¢alismada kullanilan 5x FirePol® Master Mix (12,5 mM MgCl,) PZR igin gerekli
tim reaktifleri igeren kullanima hazir bir ¢6zeltidir. Reaktif bilesiminde sunlar bulunur:
FirePol® DNA polimerazi, 5x Reaksiyon Tamponu B (0,4 M Tris-HCI, 0,1 M (NH4)2SOa4,
%0,1 agirlik/volume Tween-20), 12,5 mM MgCl> (1x PCR ¢ozeltisi — 2,5 mM MgClp), 1
mM dNTP (1x PCR ¢ozeltisi — 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP ve 200 uM
dTTP) igermektedir.

3.1.7.1.5. Primerler

Kolistine fenotipik olarak direngli olan ve en 6nemli kolistin mobil direng geni olan
mcr-1 geni tagiyan E. coli izolatlarinin belirlenebilmesi amact ile Liu ve digerleri tarafindan

2016 yilinda 6nerilen primerler kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler.

Primer | Hedef Gen | Dizi (5°-3”) Amplikon biiyiikliigii (bp) | Tm
mcr-1.F | mecr-1 CGGTCAGTCCGTTTGTTC | 309 56,0
mcr-1.R CTTGGTCGGTCTGTAGGG 58,2

3.1.7.1.6. Agaroz Jel

0,5X konsatrasyonda 100 ml TBE buffer igerisinde agaroz iki gr tartilarak ilave
edildi. Karisim mikrodalga firinda orta sicaklikta yaklasik 3 dk 1sitildi ve agarozun erimesi

saglandi. Sonra 45-50°C’ye kadar karisim sogutuldu ve igerisine DNA boyasi olarak 6 pl

22



miktarda Safe View (ABM, Canada) Kkaristirildi. Hazirlanan karisim, elektroforez tablasina
dokiildii. Jelin katilasmasi igin yaklasik 30-45 dakika beklendi.

3.1.7.1.7. Elektroforez

Hazirlanan jel elektroforez tankina konuldu. 0,5x TBE tampon soliisyonu, jelin
iistline gelecek sekilde tank igerisine dokiildii. Amplikonlardan 5 ul alinarak, 1 ul 6X yiikleme
tamponu ile karigtirlldi. Sonrasinda elde edilen karigim jel tizerinde uygun kuyucuklara ilave
edildi. Elektroforez islemi 100 voltta 45 dakika olacak sekilde yapildi.

3.1.7.1.8. Goriintileme

Elektroforez ismemi uygulanan agaroz jel bilgisayarli UV transilliiminator kutusu i¢ine
yerlestirilerek goriintiilendi. Goriintiileme isleminden sonra amplikon biyiikliikleri, pozitif ve
negatif kontroller degerlendirildikten sonra, amplifiye edilen iiriin Tablo 2’de bildirildigi gibi

beklenen boyutta, net bir bant olusturdugunda mcr-1 genini tagidig: kabul edildi.

3.1.7.1.9. Marker

Olusan bantlarin biiyiiklerini goriintiileyebilmek i¢in 100 bp’lik Fermentas® (USA)
marka, 100-1000 bp arasinda isaretli, DNA ladder kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyel izolasyon

Kesim sirasinda aseptik bir sekilde alinan karaciger 6rneklerinin yiizeyleri, herhangi
bir kontaminasyon riskini 6nlemek amaciyla, ateste 1sitilmis bir spatiil kullanilarak steril hale
getirildi. Daha sonra, steril bir 6zge ile bu bélgeden alinan par¢alardan MacConkey agarlara
tek koloni ekimleri yapildi. Ekim igslemi sonrasinda petriler aerobik ortamda 37°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. MacConkey agarda laktozu fermente eden pembe kolonilerden bir tanesi
secilerek Eozin Metilen Mavisi (EMB) agara pasajlandi. Petriler aerobik ortamda 37°C’de 18-
24 saat inkiibe edildi. EMB agarda metalik yesil refle veren bir koloni Gram boyama ve
biyokimyasal testler (oksidaz, katalaz, indol) yapildi. Gram negatif comak morfolojisinde
olan, oksidaz negatif, katalaz ve indol testleri pozitif izolatlar E. coli siipheli olarak kabul
edildi (Koneman ve digerleri, 1997). izolatlar laboratuvar ¢alismalar1 (BD Phoenix otomatize
mikrobiyoloji sistemi kullanilarak bakteriyel identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarlilik
testleri; polimeraz zincir reaksiyonu ile de mcr-1 gen varligi) yapilincaya kadar -80°C’de %20

gliserollii BHIB igerisinde saklandi.

3.2.2. Bakteriyel Izolatlarin BD Phoenix 100™ ile identifikasyonu ve Antibiyotik

Duyarhlik Testlerinin Yapilmasi

BD Phoenix 100™ NMIC/ID-433 kiti ile izolatlarin dokuz antimikrobiyal aileye ait 20
antibiyotige (aminoglikozid (AG): amikasin (AN), gentamisin (GM); karbapenem: ertapenem
(ETP), imipenem (IMP), meropenem (MEM); cephem (CP): sefazolin (CFZ), sefuroksim
(CXM), seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), sefepim (FEP); penisilin (P): ampisilin (AMP);
B Laktam (BL): seftolozan tazobaktam (CT), amoksisilin klavulanat (AXC), ampisilin
sulbaktam (AS), piperasilin tazobaktam (TZP); lipopeptid (LP): kolistin (COL); folat (F):
trimetoprim siilfametoksazol (SXT); kinolon (K): siprofloksasin (CIP), levofloksasin (LF);
tetrasiklin (T): tigesiklin (TGC)) kars1 direng durumlart degerlendirilmektedir.

Testte, kalite kontrol susu olarak da E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglarinin yorumlanmasinda Avrupa Antimikrobiyal
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Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) tarafindan 2022 yilinda tanimlanan duyarlilik sinir
degerleri kullanildi. Kolistin direncinin fenotipik olarak saptanmasi i¢in EUCAST tarafindan

tanimlanan minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) sinir degerleri duyarli < 2 mg/L ve
direngli > 2 mg/L olarak tanimlanmistir (EUCAST 2022).
Bakteriyel identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri asagidaki gibi yapildu:

Saf olarak iiretilen kolonilerden tek bir tanesi alinarak kanli agara pasajlandi.

Phoneix Spec cihaz ile kiiltiirden ID Broth’a (Katalog No: 246001) 0,5-0,6 aras1 Mc
Farland bulanik olacak sekilde siispansiyon yapildi ve broth vorteks ile karistirilarak
homojenize edildi.

AST indikator soliisyonu AST broth tiipii (8 ml) igine, bir damla olacak sekilde eklendi.
Tiipilin kapagi kapatildi soliisyon hafif¢e calkalandi.

ID Broth tiip i¢indeki siispansiyonundan 25 pl alinip AST broth tiipii icine aktarildi.
Tiipiin kapagi kapatilarak AST tiipii birkag kez hafifge ¢alkalandi.

Bakteriyel identifikasyon  ve antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in hazirlanan

kullanilacak paneller panel tablasi {izerine yerlestirildi.

Hazirlanan bakteri siispansiyonlari, panelin uygun ID ve AST broth kuyucuklara

bosaltildi. Panel tizerindeki delikler plastik kapak yardimi ile kapatildi.
Paneller en en kisa siirede (en fazla 30 dakika icerisinde) cihaza yerlestirildi.

Ana ekran agilarak orneklerin kayit islemi gergeklestirildi. Bakteri siispansiyonlarini
iceren paneller cihaza yerlestirilerek 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra sonuglar
degerlendirildi. Cihazda ayn1 anda bakteri identifikasyonu yapildig:1 gibi antibiyotik duyarlilik

test sonuglar1 da sistem iizerinden alinmistir.

Izolat en az {i¢ veya daha fazla antimikrobiyal aileye direngli olmasi durumunda ¢oklu

antibiyotik direngli olarak kabul edildi (Magiorakos ve digerleri, 2012).

3.2.3. DNA izolasyonu, Miktar Tayinleri ve Saflik Kontrolleri

DNA ekstraksiyonu igin sonikasyon yontemi kullanildi (Maniatis ve Sambrook, 1989).

Sonikasyon yontemi ile DNA ekstraksiyonu asagidaki gibi gergeklestirildi:

E. coli stok kiiltiiriinden kanli agara ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirden tek koloni alinarak Nutrient Broth’a ekim
pasajlandi. Ayni sekilde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonun ardindan tiipler ti¢ dk 12000 rpmde
5 dak santrifiij edildi siipernatant atildi.

Tortu 1 ml steril deiyonize su ile sulandirildi (~108/ml). Siispansiyon vortekslendi.
Siispansiyona 40 Hz’de 10 dakika sonikasyon islemi (IsoLab, Tiirkiye) uygulanarak bakteri
hiicre duvariin pargalanmasi saglandi. Siispansiyon tekrar 12000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatantta bulunan DNA her PZR reaksiyonunda 3 pl olarak kullanildi.

Ekstraksiyonu yapilan genomik DNA’lar miktar tayinleri ve saflik kontrolleri i¢in
nanodrop kullanildi. Bunun igin DNA ekstraksiyonu yapilan her DNA’dan 3 pl alinarak 260
nm ve 280 nm’deki absorbans degerleri tespit edildi. OD260/0OD280 oraninin 1,6-2,0 arasinda
olmasi DNA’nin saf ve PZR i¢in uygun oldugunu; asagida olmasi ise RNA kontaminasyonu
ve yukarida olmasi ise protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir (Turner ve ark,

2004).

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

BD Phoenix 100 otomatize sistem kullanilarak identifikasyonlari ve antibiyotik
duyarhilik testleri yapilan, fenotipik olarak da kolistin direngli oldugu saptanan izolatlar
calisma materyali olarak kullanildi. En sik goriilen kolistin direng genlerinden birisi olan

mobilize kolistin direng geni 1’in saptanmasi PZR ile gerceklestirildi.

PZR reaksiyonu i¢in 25 pl toplam hacimde mastermiks hazirlamak igin, 5X master miks
enzimi tampon ¢Ozeltisi igin son konsantrasyon 1x, 10 pmol/ul konsantrasyonda her bir
primer i¢in i¢in son konsantrasyon 0,4 pmol, DNA son konsantrasyon 50 ng/ul olacak sekilde
gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler, konsatrasyonlar1 ve kullanilan miktarlar1 Tablo 2’de

belirtilmistir.
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Tablo 2. Mastermiksin hazirlanma oranlari.

Malzeme (Konsantrasyon)

Istenen Son Konsantrasyon

1 6rnek (ul)

Buffer (5x) 1X 5
Primer-F (10 pmol) 0,4 pmol 1
Primer-R (10 pmol) 0,4 pmol 1
DNA 50 ng/ul 3
dH20 Son miktara tamamlanir 15

Mastermiksler hazirlandi. PZR tiipleri numaralandirildi. Her 6rnek igin 22 ul master

miks her tipe konuldu. Ekstrakte edilen DNA’dan 3’er ul eklendi. Tiiplerin kapaklari

kapatildi ve termal dongiileme cihazlarina yerlestirildi. Termal dongiileme cihazi primerlerin

Tm dereceleri ve iirin boyutlar1 dikkate alinarak programlandi. DNA amplifikasyonu igin

cihaz programi: “95°C’de 5 dk o6n denatiirasyonu takiben; 30 siklus 95°C’de 30 sn

denatiirasyon, 54°C 30 sn baglanma,72°C 60 sn uzama ve 72 °C’de 10 dk son uzama” olacak

sekilde ayarlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyel izolasyon ve Identifikasyon

Bu ¢alismada, kolibasillozis siipheli 200 broylerden 156 (%78,8) E. coli izolasyonu
yapildi. EMB agarda metalik yesil refle veren ve MacConkey agarda pembe koloni olusturan
Gram negatif comak morfolojisinde, oksidaz negatif, katalaz ve indol testleri pozitif izolatlar

E. coli siipheli olarak degerlendirildi (Resim 1).

Resim 1. E. coli izolatlarinin biyokimyasal testleri. a. EMB agarda ireyen E. coli b.
MacConkey agarda iireyen E. coli c. Gram negatif comak morfolojisi d. Oksidaz test negatif
e. Katalaz test pozitif f. Indol test pozitif.

E. coli siipheli 156 izolatin hepsi BD Phoenix 100™ otomatize mikrobiyoloji
sisteminde NMIC/ID 433 panelleri kullanilarak E. coli olarak identifiye edildi. Otomotize test
sistemi yardimi ile gerceklestirilen identifikasyon islemi sonucunda izolatlarin biyokimyasal

test sonuglar1 asagida gosterilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. E. coli izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari.

Test Sonu¢ | Test Sonu¢ | Test Sonu¢
A-ARARR | V A-GLPRB | - A-GLYB -
A-GUGAH | - A-LARGH | - A-LGTA \Y
A-LEUH \ A-LPHET | - A-LPROB | -
A-LPYR - A-LTRY - A-LYALD | V
A-ACT - C-ADO - C-CIT -
C-CLST \ C-DMNT \ C-KGA \Y
C-MLO - C-PXB \% C-TIG -
M-NAG - N-LGGH - N-LPROT | V
P-BDGLU | - P-BPHO \ R-BALL \Y
R-BGEN - R-DEX + R-DFRU +
R-DGAL \ R-DGUA P R-DMLB \%
R-DSBT \ R-DSUC - R-GRA +
R-LARA + R-LRHA \% R-MBGU | -
R-MTU - R-NGA \ R-NGU +
S-ORN \ S-URE - t-ESC -
V: Degisken

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

E. coli olarak identifiye edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix
100™otomatize sistemi ile NMIC/ID 433 panelleri kullanilarak gerceklestirildi. Otomatize
sistem kullanilarak, 156 E. coli izolatinin dokuz antimikrobiyal aileye ait 20 antimikrobiyal

ilaca kars1 diren¢ durumlari incelendi.

Antibiyotik duyarlilik testi sonucunda 156 E. coli’nin 10 (%6,4) tanesinin fenotipik
olarak kolistin direngli olduklar1 tespit edildi. Kolistin direngli on izolatin antibiyotik

duyarhilik test sonuglar1 asagida gosterilmistir (Tablo 4, Tablo 5).
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Tablo 4. Kolistin direngli izolatlarin antibiyotik duyarlilik test sonugart.

Antimikrobiyal Aile | Antibiotik 1123|4567 (8|9]10
Aminoglikozid Amikasin S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
Gentamisin SIR|S|R|R|S|S|S|R|R
Carbapenem Ertapenem S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
Imipenem S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
Meropenem S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
Cephem Sefazolin RIRIRIR|I |R|R|I |[R|S
Sefuroksim RIR|{I |[R|S|R|R|R|R|S
Sefotazidim RIR|S|S|S|R|R|R|R|S
Seftriakson RIR|S|S|[S|S|R|R|R|S
Sefepim RIRIS|S|S|S|S|R|R|S
Penisilin Ampisilin RIRIRIR|R|IRIR|IR|R|R
Beta laktam Seftolozan tazobaktam S|IS|S|S|S|R|R|R|S|S
Amoksisilin klavulanat RIR|IR|RIRIR|R|R|R|R
Ampisilin sulbaktam RIRIR|R|RIRIRIR|R|R
Piperasilin tazobaktam S|S|R|S|S|S|S|S|S|S
Folat Trimethoprim sulfamethoksazol |[R|R|R|R|R|R|R|R|R|R
Kinolon Siprofloksasin RIR|IR|R|IRIR|R|R|R|R
Levofloksasin RIRIRIR|R|R|I |[R|IR|S
Tetrasiklin Tigesiklin RIRIR|IR|IR|R|R|R|R|R

Kolistin direngli E. coli izolatlarin 8 (%80)’inin levofloksasine; 7 (%70)’sinin sefazolin
ve sefuroksime; 6 (%60)’smin sefotazidime; 5 (%50)’inin gentamisin ve seftriaksona; 4
(%40)’iniin sefepime; 3 (%30)’iiniin seftolozan tazobaktama; 2 (%20)’sinin ise piperasilin
tazobaktama  direngli olduklar1 saptandi. Kolistin direngli izolatlarin hepsi amikasin,
ertapenem, imipenem, meropenem duyarli iken; ampisilin, amoksisilin klavulanat, ampisilin
sulbaktam, trimethoprim sulfamethoksazol ve tigesiklin direngli idi (Tablo 4, Tablo 5, Sekil
1).
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Tablo 5. Kolistin direngli E. coli izolatlarmin antibiyotiklere karsi duyarlilik ve direnglilik

durumiart.
Antimikrobiyal Aile-Antibiyotik Ad1 Toplam (n=10)

R (%) I (%) S (%)
Aminoglikozid
Amikasin 0 (0) 0 (0) 10 (100)
Gentamisin 5 (50) 0 (0) 5 (50)
Karbapenem
Ertapenem 0 (0) 0 (0) 10 (100)
Imipenem 0 (0) 0 (0) 10 (100)
Meropenem 0 (0) 0 (0) 10 (100)
Cephem
Sefazolin 7 (70) 2 (20) 1 (10)
Sefuroksim 7 (70) 1 (10) 2 (20)
Sefotazidim 6 (60) 0 (0) 4 (40)
Seftriakson 5 (50) 0 (0) 5 (50)
Sefepim 4 (40) 0(0) 6 (60)
Penisilin
Ampisilin 10 (100) 0 (0) 0 (0)
Beta laktam
Seftolozan tazobaktam 3 (30) 0(0) 7 (70)
Amoksisilin klavulanat 10 (100) 0(0) 0 (0)
Ampisilin sulbaktam 10 (100) 0(0) 0 (0)
Piperasilin tazobaktam 2 (20) 0 (0) 8 (80)
Folat
Trimethoprim sulfamethoksazol 10 (100) 0 (0) 0 (0)
Kinolon
Siprofloksasin 10 (100) 0 (0) 0 (0)
Levofloksasin 8 (80) 1(10) 1(10)
Tetrasiklin
Tigesiklin 10 (100) 0 (0) 0 (0)
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E. coli izolatlar1 baz1 antibiyotiklere (seftolozan tazobaktam, piperasilin tazobaktam)
diisiik (%10-%30), bazi antibiyotiklere (gentamisin, sefazolin, sefuroksim, sefotazidim,
seftriakson,  sefepim) orta (%31-%75) ve bazi antibiyotiklere (ampisilin, amokisillin
klavulanat, ampisilin sulbaktam, kolistin, trimethoprim sulfamethoksazol, siprofloksasin,

levofloksasin, tigesiklin) ise yiiksek (%76-%100) diizeylerde direngli idi.

Izolatlar iizerinde en etkili antibiyotikler amikasin, ertapenem, imipenem, meropenem
olurken; ampisilin, amoksisilin  klavulanat, ampisilin  sulbaktam, trimethoprim

sulfamethoksazol ve tigesiklin etkisiz antibiyotikler idi.

100 -

90 +

80 -

70 4

60 -

50 -

40 -

30 4

20 -

10 -

0 T T T T T T T T T T

$ & § & & & & TR
SN A N A S
‘r@ O@@ Q@Q \\*"& e}OQ %% %&@ ¥ %é& E ‘,,@ 0 \b‘ﬁ %\)\" ¥ OQ& @QO &.\gsg n (%)
g & N .;,\@ n @& é,@ o
Yo ge *
§F T
N
o
&

Sekil 1. Kolistin direngli E. coli izolatlarinin antibiyotiklere kars1 direglilik ve duyarlilik

durumlari.

Kolistin direngli E. coli izolatlarmin antibiyotik duyarlilik testine gore direngli, orta

derecede duyarli ve duyarli olduklar antibiyotik sayilar1 agagida gosterilmistir.
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Tablo 6. Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testine gore direngli veya duyarli olduklari

antibiyotik sayilari.

Antibiyotik Sayilari
Antibiyotik duyarhlik test sonucu |1 |2 |3 |4 |5 |6 7 8 9 10
Direngli 1211319 |9 |8 |11 |11 |12 |13 |7
Orta derecede duyarh 0 |0 |1 |11 |0 1 1 0 0
Duyarh 7 16 |9 19 (108 7 6 6 12

Bir izolat 7, bir izolat 8, iki izolat 9, iki izolat 11, iki izolat 12, iki izolat 13
antibiyotige direncli iken; li¢ izolat 6, iki izolat 7, bir izolat 8, iki izolat 9, bir izolat 10, bir

izolat ise 12 antibiyotige kars1 duyarli idi.

4.2.1. Coklu Antibiyotik Direnci

Kolibasillozisli broylerlerden elde edilen kolistin direngli on E. coli izolatinin hepsi
(%100) ¢oklu antibiyotik direncine sahip idi (Tablo 8).

Tablo 7. Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testine gore direngli veya duyarli olduklari

antimikrobiyal aile sayilar.

Antibiyotik duyarhlik test sonucu

1 |2 |3 (4|56 (7 (8|9 (10

Direngli olunan antimikrobiyal ailesayis1 (6 |7 |6 716 |6 |6 |6 |7 |6

Kolistin direngli on E. coli izolatinin 7 (%70)’si 6, 3 (%30)’t 7 antimikrobiyal aileye
kars1 direngli idi.
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4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tiim izolatlardan elde edilen DNAlar mcr-1 geni varligr yoniinden molekiiler olarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile incelendi. Fenotipik olarak kolistin direngli olduklart tespit
edilen on izolatin hepsininin genotipik olarak da mcr-1 genini tasidiklar1 tespit edildi (Resim
1)

7 8 9 10 PKNKM

400 bp
09 bp
00 bp

Resim 2. mcr-1 geninin kodladigi kolistin direnci i¢in jel elektroforezi. M: 100 bp DNA
Ladder, 1-10: mcr-1 genine sahip saha izolatlar1 (309 bp) 11: Pozitif Kontrol (E. coli NCTC
13846), NC: Negatif Kontrol (E. coli 25922).

Fenotipik olarak kolistin direngli izolatlarin hepsinde plazmit aracili mcr-1 geni

bulunuyordu (Resim 2.).
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5. TARTISMA

Kolistin ya da polimiksin E, ikinci Diinya Savasi'ndan kisa bir siire sonra kesfedilen
dekapeptit antimikrobiyal bir bilesiktir. Ancak, sistemik toksisitesi nedeniyle halk sagligina
ciddi bir risk olusturdugunun belirlenmesi sebebiyle kullanimi sinirlandirilmistir. Son
yillarda, Ozellikle Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Klebsiella
pneumoniae gibi ¢oklu ilaca direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara
kars1 son care antibiyotik olarak tekrar kullanilmasi artmistir (Poirel ve digerleri, 2017).
Insanlarda ve hayvanlarda mobil kolistin direnci belirleyicilerinin kesfi, antimikrobiyalin
gelecegi konusunda endiselere neden olmustur (Apostolakos ve Piccirillo, 2018). Bu nedenle
bu calismada, kolistin direnc¢li bakterilerle ilgili mevcut tedavi zorluklarini vurgulamak ve
broyler tavuklarda kolistin direncine dair giivenilir veriler eldebilmek i¢in ~ APEC
izolatlarinda plazmit aracili kolistin direnci saglayan mobilize kolistin direng geni 1 varliginin
belirlenmesini ve kolistin direngli izolatlarin antibiyotik diren¢ profillerinin incelenmesini
amagladik. mcr-1 geninin birgok iilkeye yayildigi ve ¢esitli cevresel kaynaklardan izole edilen
bakteri izolatlarinda varligi bildirilmistir (Skov ve Monnet, 2016). Bu durum, hayvan
yetistiriciligi ve tarim alanlarindan kaynaklanan kolistin direncinin ¢evreye ve insanlara
gecisini artirabilir. Bu nedenlerle, mcr-1 geninin yayilmasi ciddi bir halk sagligi sorununa yol
acabilir ve bu genin kontrol altina alinmasi, antibiyotik direnci ile miicadelede kritik bir

Ooneme sahiptir.

Gida iireten hayvanlar lzerinde yapilan c¢alismalarda, Ozellikle Asya'da kiimes
hayvanlar1 arasinda kolistin direncinin arttig1 gosterilmistir (Kempf ve digerleri, 2016; Webb
ve digerleri, 2017). Kiimes hayvanlarinin ucuz bir protein kaynagi olmalar1 ve kolistin
direncinin artma egiliminde olmasi, tavuklarda kolistin kullaniminin detayli bir sekilde

degerlendirilmesini gerektirmektedir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Veteriner hekimlikte, kolistin genellikle hastaliklar1 6nleme, tedavi veya biiyiime
tesvikinde kullanilmaktadir (Rhouma ve digerleri, 2016). Ancak, 2016 yilinda, bakteri tiirleri
arasinda transfer edilebilir bir plazmid aracili gen kesfedilmis ve bu durum kiiresel endiseye
neden olmustur (Liu ve digerleri, 2016). Mobil kolistin diren¢ genlerinden olan mcr-1 geni
2016 yilinda bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2016) ve birgok durumda hala direng gelisim

mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Fukuda ve digerleri, 2018). Epidemiyolojik
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veriler, kolistinin hayvancilikta yaygin kullaniminin, transfer edilebilir kolistin direncinin
ortaya ¢ikmasina ve bu direncin hayvanlardan insanlara aktarilmasina dair kanitlar oldugunu

gostermistir (Poirel ve Nordmann, 2016).

mcr-1 geni, bir bakteriden digerine gecebilen kiiclik bir DNA pargasi olan bir plazmid
tizerinde bulunur. Genin hizla diger bakterilere yayilma potansiyeli vardir ve halihazirda pek
¢ok antibiyotige direncli olan bakterilerin kolistine de direngli hale gelme olasiligini
artirmaktadir. Bu durum, antibiyotik direnci ile miicadelede kritik bir 6neme sahiptir

(Tenover, 2006).

Ulkelerde kolistin direncinin belirlenmesi ve bu konuda gen havuzlarmin olusturulmasi
kolistin direnci ile ilgili genlerin yayginligini tespit edilmesi acisindan ¢ok 6nemlidir (Etebu
ve Ukpong, 2016). E. coli'de kolistin direncini belirlemek i¢in en ¢ok kullanilan fenotipik
yontemler broth ve agar mikrodilusyon ve disk difiizyon yontemleridir. Fenotipik yontemler
standart yontemlerdir. Enterobacteriaceae icin MIC degerlerini belirleme referans olarak
broth mikrodiliisyon yontemi Onerilmistir (EUCAST, 2016). Ancak bu yontemler zaman
alicidir, pratik degildir ve laboratuvar becerisi gerektirir. Disk diflizyon yontemi ise daha hizli
sonuglar verir ve uygulanmasi basit bir yontemdir. Ancak, standardize edilmis disk difiizyon
zon ¢aplariin olmamasi ile birlikte duyarliligini tespit etmede disk difflizyon testi kullanmak,
kolistinin biiyiik molekiiler yapisi nedeniyle agara difiize olamamasindan dolayi, sorunlu bir
durumdur. Kolistin, agar ilizerinde zayif difiizyon gosterir. Bu nedenle disk diflizyon
yonteminin yorum hatalar1 yiiksek seviyededir ve giivenilirligi azaltir (Hindler ve Humphries,
2013; EUCAST, 2022). Kolistin molekiilii plastik yiizeylere kolayca baglandigindan, minimal
inhibe edici konsantrasyonlart (MIC) elde etmek icin broth mikrodiliisyon yontemi tek

glivenilir test olarak kalir (Turlej-Rogacka ve digerleri, 2017).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, E. coli izolatlarinda kolistin direncinin belirlenmesi
amaci ile otomatize sistemlerin kullaniminin biiyilik hataya sebep olmadig1 ve kabul edilebilir
performans gosterdigi bildirilmistir (Yis, 2022; Zhang ve digerleri, 2023). BD Phoenix 100
otomatize mikrobiyoloji sistemi, antimikrobiyal duyarlilik testlerini belirlemek i¢in kullanilan
otomatize bir sistemlerden birisidir. Bu sistem, minimum inhibe edici konsantrasyon
degerlerini belirlemek icin broth mikrodiliisyon yontemini kullanir. BD Phoenix 100
otomatize bir sistem olmasi nedeniyle test siire¢lerini hizlandirabilir ve operatér miidahalesini
azaltabilir. Otomatize sistemler, standartlastirilmis test kosullar1 saglar ve bu da daha tutarh
sonuglar elde edilmesine olanak verir. BD Phoenix 100, birgok farkli antibiyotige kars

duyarlilik testlerini ayni anda gergeklestirebilir (BD Phoenix, 2023). Bu ¢alismada, fenotipik
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kolistin direncinin belirlenmesinde hizli sonuglar, standartlastirilmis test kosullar1 ve ¢oklu
antibiyotik testleri gibi avantajlara sahip olmasi nedeni ile otomatize mikrobiyoloji
sistemlerinden birisi olan BD Phoenix 100 kullanilmistir. Ancak, yiiksek maliyet ve bazi
hetero-direng gibi 6zel durumlari tespit etme zorlugu gibi dezavantajlari da vardir. Bu
calismada, otomatize sistem kullanilarak, izolatlarin 10 (%6.4) tanesinin fenotipik olarak
kolistin direngli oldugu tespit edildi. Ayrica kolistin direncinin genetik mekanizmasini ortaya
¢ikarabilmek igin, tiim izolatlar mcr-1 gen varligi yoniinden de PZR ile incelendi. mcr-1 geni
tasiyan E. coli izolatlarinin hepsi, otomotize sistem ile yapilan antibiyotik duyarlilik testinde

MIC degerlerinin >2 pg/ml oldugu saptandi.

Bu ¢aligmada izole edilen mcr-1 geni tasiyan E. coli’ler, insan hastaliklar1 ve kiimes
hayvanciligi sektoriinde kullanilan antibiyotiklerin (ampisilin, amoxicillin clavulanate,
ampicillin  sulbactam, trimethoprim  sulfamethoxazole, ciprofloxacin, levofloxacin,
tigecycline) ¢oguna karsi direngli olup tiim izolatlar ayn1 zamanda ¢oklu antibiyotik direncine
de sahip idi. Benzer ¢oklu ilag direnci daha dnce tavuk etinden (Parvin digerleri, 2020), tavuk
cevresel ortamlarindan (Amin digerleri, 2020) ve insanlardan (Zhang digerleri, 2023) elde
edilen mcr-1 geni tasiyan E. coli'lerde bildirilmistir. Bu durum, Kolistin direnci tasiyan
bakterilerin ¢oklu ilag direncine sahip oldugunu ve tedavi seceneklerinin sinirl olabilecegini
gostermektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu tim genom dizileme yontemleri gibi genotipik yontemler
mcr genlerini hizli ve spesifik olarak tespit edebilir (Sekyere ve digerleri, 2016). Plazmid
araciligiyla kolistin direncinin E. coli ve Klebsiella spp'de mcr-1 geninin varligiyla
gerceklestigini ilk kez Liu ve digerleri (2016) bildirmis ve Cin'de yapilan bu calismada
domuzlardan elde edilen E. coli’lerde %20.6, domuz eti ve tavuk tirtinlerinde ise %14.9 mcr-1
geni saptandigr bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2016). Avrupa'da Salmonella ve E. coli i¢in
direng oranlar1 genellikle diisiik olup, yiiksek kolistin direnci diizeylerinin seyrek goriildiigi
belirtilmektedir. Kolistin kullanilmayan (6rnegin Norveg) veya gida iiretiminde minimal
miktarda kullanilan (6rnegin Danimarka) tlkelerde direngsizlik veya ¢ok diisiik oranlar
kaydedilmistir. Cin ve Brezilya gibi biiyiikk tavuk eti iireten iilkelerde, kolistinin yaygin
kullanimi, direng belirleyicilerinin ¢esitli bakteri tiirlerinde yayilmasina neden olmustur.
Endise verici bir sekilde, bu bakteriler genellikle genis spektrumlu sefalosporinler gibi diger
kritik dneme sahip antimikrobiyallere de direnglidir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Tiirkiye’de kolistin siilfat toz halinde genellikle kanatli hayvanlarm E. coli ve

salmonella tiirlerinden ileri gelen sindirim ve solunum sistemi enfeksiyonlarini tedavi etmek
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i¢in uygulanmaktadir. Bu c¢alismada da, materyal alinan ¢iftliklerde tedavi amaci ile broyler
tavuklarda kolistin kullanilmis oldugu bilinmektedir. Tiirkiye'de ise kolistin direnci ile ilgili
caligmalar sinirli olmakla birlikte, bu konuda artan bir farkindalik bulunmaktadir. Hatay'da
rapor edilen mcr-1 pozitif E. coli izolati, iilkede bu konudaki ilk vaka olarak 6ne ¢ikmistir
(Kurekci ve digerleri, 2018). Istanbulda yapilan bir ¢alismada broyler bagirsak érneklerinden
elde edilen 200 E. coli izolatinin 15'inde (%7,5) fenotipik olarak kolistin direnci saptanmig
ancak fenotipik kolistin direnci sergileyen izolatlar dahil, incelenen 6rneklerin higbirinde mcr-
1 genine rastlanmadigi bildirilmistir. Kolistin direnci tespit edilmesine ragmen plazmit aracili
mcr-1 geninin bulunmamasi, direncin kromozom kokenli oldugunu ya da direngten sorumlu
baska genlerin oldugunu diisiindiirmiistiir (Erzaim ve ikiz, 2021). Son olarak Hatay’da tavuk
stiriilerinden izole edilen kommensal E. coli suslarinda kolistin direncinin arastirilmasi ve
molekiiler karakterizasyonununu belirlemek amaci ile yapilan bir ¢alismada Kkloakal
stirtintiilerden izole edilen toplam 454 kommensal E. coli susunda kolistin direnci fenotipik ve
genotipik olarak incelenmis ve bes izolatin PZR ile mcr-1'i tasidigi bulunmustur. Bu
calismada gergeklestirilen tiim genom ve ¢oklu lokus dizi tiplemesine dayali filogenetik
analiz, suslarin diinyanin farkli bolgelerinden onceden bildirilen tavuk ve insan klinik
izolatlarindan mcr-1 tasiyan izolatlara yakin iliskili oldugunu ortaya koymustur (Aslantas ve
Kigiikaltay, 2023). Kromozomal dirence sahip izolatlar, plazmid araciligiyla direng transferi
yapmazlar, bu nedenle direncin diger bakterilere yayilma riski daha diisiiktiir. Bu ¢alismada
ise Istanbul’da yapilan ¢aligmanin aksine fenotipik olarak kolistin direngli olarak tespit edilen
izolatlarin hepsinde mcr-1 geni tespit edilmis ve direncin plazmid aracili yani mobilize oldugu
saptanmistir. Plazmid araciligiyla transfer edilen mcr-1 geni, diger bakterilere kolistin direnci
kazandirabilir, bu da hastalik yayilma riskini artirabilir. Ayrica, mcr-1 geni, hayvansal
kaynaklardan insanlara gegebilir ve bu durumda zoonotik enfeksiyon riskini artirabilir. Bu
calisma da dahil olmak iizere, yurdumuzda yapilan diger caligmalar da géz Oniine alindiginda
(Adigiizel ve digerleri, 2021; Erzaim ve Ikiz, 2021), kolistin direncinin tavuk etinden elde
edilen izolatlarda varligini siirdiirdiigiinii ve bu durumun genis bir cografyada 6nemli bir
problem oldugunu goriilmektedir.

E. coli'nin antimikrobiyal ajanlara kars1 direnci, hem gelismekte olan hem de gelismis
iilkelerde ortaya cikan bir tehdittir (Rahaman ve digerleri, 2014). Bu nedenle, izolatlarin
antibiyotik diren¢ desenlerini arastirmak, onlarin ortaya koyabilecegi direng tehdidini
anlamak Onemlidir. Bu ¢alismada incelenen kolistin direngli E. coli izolatlarinda ampisilin,
amokisillin  klavulanat, ampisilin sulbaktam, kolistin, trimethoprim sulfamethoksazol,

siprofloksasin, levofloksasin, tigesikline yiiksek diizeyde direng tespit ettik. Bu yiiksek direng
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oranlari, bu antibiyotiklerin veteriner hekimlik alaninda yaygin kullanimi veya yanlis
kullanim1 nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir; bu durum, insanlar1 enfekte edebilen ve edinilmis
bulasici hastaliklara katkida bulunabilen antimikrobiyal direngli bakterilerin birikimine yol
acmistir (Rahaman ve digerleri, 2014; Kamal, 2016). Ayrica, daha dnce yapilan galismalarda
da benzer sekilde tavuk izolatlarinin sirasiyla trimetoprim/siilfametoksazol (Clifford ve
digerleri, 2018), enrofloksasin (Zhang ve digerleri, 2018) ve tetrasiklin (Jahantigh ve
digerleri, 2020) ve siprofloksasine (Pormohammad ve digerleri, 2019) yiiksek oranlarda
diren¢ dikkat ¢ekmektedir. Muhtemelen, bu antibiyotikler igin yiiksek direng oranlari,
materyal alinan isletmelerdeki bu antibiyotiklerin kullanilmalar1 ile ilgili olabilir. Su anda,
siprofloksasin tavuk endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu antibiyotigin,
ayni smiftan antibiyotiklerin ¢apraz dirence neden olabilecegi, bu durumun yiiksek direng
oranlarina katkida bulunabilecegi unutulmamalidir (Uddin ve digerleri, 2022). Tetrasiklinler
ve trimetoprim siilfametoksazol gibi antibiyotikler, tavuk yetistiriciliginde yaygin olarak ve
yemde biiylime promotorii olarak kullanilmaktadir. Genellikle, tavuk ¢ift¢ileri bu ilaglari bir
veterinerin recetesiz onerisi olmadan kullanir (Sarker ve digerleri, 2019). Banglades'teki bir
calisma, tavuk cevrelerindeki coklu ilag direncine sahip E. coli'nin %94'iniin kolistin
MIC'sinin >4 pg/mL oldugunu ve bunlarin %13,5'inin mcr-1 pozitif oldugunu bildirmistir
(Amin ve digerleri, 2020). Yine benzer sekilde son yillarda yapilan bagka bir ¢alismada da
sasirtict bir sekilde, test edilen tiim mcr-1 pozitif E. coli izolatlarnin ¢oklu ilag direncine
sahip oldugu bulunmustur (Uddin ve digerleri, 2022). Bu calismada bu ¢aligmalara paralel bir
sekilde incelenen tiim mcr-1 pozitif E. coli izolatlarinin ¢oklu ilag direncine sahip idi. Benzer
sekilde kolistin direncli izolatlarin ayn1 zamanda ¢oklu antibiyotik direngli olduklar1 farkli
yillarda yapilan caligmalarla da bildirilmistir (Maciuca ve digerleri, 2019; Al Azad ve
digerleri, 2019). Daha 6nce mcr-1 kolistin diren¢ geninin ¢oklu ila¢ direngli bir plazmidde
bulundugu rapor edilmistir (Rahaman ve digerleri, 2014). Coklu ila¢ direncine sahip suslarin,
muhtemelen antimikrobiyal ajanlarin keyfi kullanimi sonucunda ortaya ¢ikan bir durum
oldugu goriilmektedir. Direngli izolatlarin hayvandan insana dogrudan ge¢me riski goz oniine
alindiginda, bu, hem veteriner hekimlik hem de insan saglig1 igin ciddi bir sorundur (Marshall
ve Levy, 2011).

Cin'de tarim iretim sisteminde 1980'lerin baslarindan bu yana kolistin yaygin bir
sekilde kullanilmis (Wang ve digerleri, 2017) ve bu durum da bundan sonraki yillarda da mcr-
l'in kiiresel yayiliminin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Maciuca ve digerleri, 2019). Son

yillarda tavuk bagirsaklarindan izole edilen. E. coli’lerde fenotipik kolistin direnci %60 gibi
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oldukga yiiksek oranlarda tespit edilmistir (Islam ve digerleri, 2020; Uddin ve digerleri,
2022). Bu calismalarda, daha onceki yillarda bu bolgede tavuk endiistrisinde muhtemelen
diger antimikrobiyallerle birlikte kolistinin sik¢a kullanildigini1 ve kolistin kullaniminin, mcr
genlerine ve fenotipik dirence sahip bakterilerin oraninda 6nemli bir artisa neden oldugu
bildirilmistir. Cin'de tavuk 6rneklerinin %28'inde mcr-1 tasiyan bir ¢alisma, bunun insanlarla
ve hayvanlarla iliskilendirildigini gostermistir (Liu ve digerleri, 2016). Hollanda'daki bir
calisma, tavuk Orneklerinde mcr-1'in beklenmedik yiiksek bir insidansint bulmustur (%24,8)
(Schrauwen ve digerleri, 2017). Ozellikle Banglades'te insanlarda ve hayvanlarda antibiyotik
kullaniminin diizensiz oldugu iilkelerde, tavuk Enterobacteriace'deki mcr-1 geninin daha

yiiksek oranda bulunmasi endise vericidir.

Bu ¢alismada, 6rnek alinan giftliklerde tigesiklin tedavi veya profilaksi amaci ile broyler
tavuklarda kullanilmamisti. Ancak izolatlarin hepsinin tigesikline direngli oldugu saptandi.
Bu duruma yol acan nedenler sunlar olabilir: Oncelikle, E. coli izolatlar1 bulunduklar1 ve
temas ettigi ortamdan veya baska herhangi bir kaynaktan tigesiklin direng genini kazanmis
olabilirler. Antibiyotik direncinin bakteriler arasinda hizli bir sekilde yayilmasimi saglayan
onemli mekanizmadan birisi, antibiyotik diren¢ genlerinin plazmitler araciligiyla taginmasidir.
Bir diger sebep ise giftliklerde ¢esitli amaglar igin siklikla kullanilan tetrasikline karsi
gelismis olan direncin bakterilerde ribozomal hedeflerde veya tasima sistemlerinde
degisikliklere yol agmasi ve bunun da tigesiklin direncini de tetikleyebilmis olma ihtimalidir.
Tetrasiklin ve tigesiklin, ayni ribozomal hedeflere baglanarak bakteri hiicrelerinin protein
sentezini engelleyen ve ayni etki mekanizmasina sahip iki antimikrobiyal ajandir. Bu nedenle
tetrasikline kars1 gelismis olan direng, bir sekilde, tigesikline kars1 direncin gelisimine katki

saglamig olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, APEC izolatlarinda mcr-1 geninin varligi belirlenmis ve fenotipik
olarak kolistin direngli izolatlarin antibiyotik direng profilleri incelenmistir. Bulgular,
Ozellikle kolistin  direncinin  yaygmhgm ve diger antibiyotiklere olan etkisini

vurgulamaktadir.

Calismada fenotipik olarak kolistin direngli olan tiim izolatlarin genotipik olarak mcr-
1 genini tasidigr tespit edilmistir, bu da kolistin direncinin plazmit araciligiyla mobilize

oldugunu gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, kolistin direncinin APEC izolatlarinda yaygin bir sorun
olabilecegini ve bu durumun antibiyotik tedavi segeneklerini simirlayabilecegini
gostermektedir. Antibiyotik direncinin hayvanlardan insanlara gecis riski halk saglig
acisindan ciddi bir tehdit olusturabilir. Kolistin, insan saglig1 icin son care antibiyotik olarak
kabul edilmektedir ve bu direncin yayilmasi, klinik tedavileri zorlastirabilir. Ayrica,
izolatlarin ¢oklu antibiyotik direncine sahip olmalari, tedavi stratejilerini daha da karmasik

hale getirebilir.

Bu caligmanin sonuglari, hayvansal kaynakli patojenlerdeki antibiyotik direncinin
izlenmesi ve kontrolil i¢in Onlemlerin alinmasi gerektigini vurgulamakta, veteriner saglik
politikalarinin gozden gecirilmesi ve kolistin kullaniminin siki bir sekilde diizenlenmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica, hayvan yetistiriciligi sektoriinde antibiyotik
kullaniminin izlenmesi ve siirdiiriilebilir uygulamalarin tesvik edilmesi, antibiyotik direncinin
kontrol altina alinmasi i¢in kritik bir adimdir. Ciftlik hayvanlarinda antibiyotik direnci ile
miicadele eden kontrol stratejilerinin olusturulmas1 ve uygulanmasi, hem hayvan sagligini
hem de insan sagligim1 korumak icin dnemlidir. mcr-1 geninin daha genis bir izleme ve
kontrol programina dahil edilmesi, bu diren¢ geninin yayilmasini dnlemede etkili bir strateji

olabilir.

Mobil kolistin direng genlerinin ortaya ¢ikmasi, kalabalik kiimes ortamlarinda yasayan
hayvanlarda antibiyotik diren¢ genlerinin daha kolay yayilmasina neden olabilir. Bu durum,
artan antibiyotik direnci, zoonotik hastalik riski, tedavi zorluklar1 ve ilag endiistrisinde

sorunlara yol agabilir. Bu nedenle, antibiyotik direncinin yayilmasin1 engellemek i¢in kontrol
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stratejileri bilyiilk 6nem tasimaktadir. Ayrica, bu ¢alisma, Kolistin direnci ve genetik yayilimi
konusunda daha fazla arastirma yapilmasinin ve uygun Onlemlerin alinmasinin dnemini
vurgulamaktadir. Gelecekteki caligmalarda daha genis bir 6rneklem grubu ve farkli cografi
bolgelerden almman Orneklerin dahil edilmesi, bu riskin daha kapsamli bir sekilde

degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.
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