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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KOPEK DISKILARINDAN iZOLE EDILEN ESCHERICHIA COLI' LERDE KOLISTIiN DIRENCININ
ARASTIRILMASI

AMINA FARZALIZADE

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyoloji Anabilim Dal

Veterinerlik Mikrobiyolojisi, Tezli Yiiksek Lisans Programi

Danisman :Prof. Dr.Beren BASARAN KAHRAMAN

Bu calismada Istanbul’un cesitli semtlerinde bulunan degisik yas ve cinsiyette, evde beslenen
100 adet sahipli ve saglikli kopegin diski 6rnekleri rektal svab yontemiyle Kasim-Aralik 2023
tarihleri arasinda toplandi. Toplanan ornekler E. coli varligi yoniinden konvansiyonel
bakteriyolojik kiiltlir yontemi ile incelendi. MacConkey besiyerindeki goriiniimlerine gore 59
izolatin (%59) E.coli siipheli koloni goriiniimiine sahip oldugu saptandi. Siipheli izolatlara
yapilan konvansiyonel biyokimyasal testler (katalaz, oksidaz, sitrat, indol, MR, iire, TSIA’da
H,S olusumu ve karbonhidrat fermentasyon testleri) sonucunda 59 izolatin E.coli oldugu
belirlendi. Konvansiyonel yontemlerle E.coli oldugu belirlenen 59 izolat BD Phoenix™ M50
cihazinda da konfirme edildi.

E. coli zolatlarmin florokinolon, aminoglikozit, tetrasiklin, fenikol, sulfonamid, penisilin ve
monobaktam grubu antimikrobiklere karsi duyarliliklart saptandi. Elde edilen sonuglarda iig
ve/veya ligten fazla ila¢g grubunda direng saptanan 18 izolat ¢oklu ila¢ direnci pozitif olarak
kabul edildi. Kolistin direncinin dogrulanmasi amaciyla sivi mikrodiliisyon yontemi
kullanildi. Calismada kopek digki orneklerinden elde edilen 59 E.coli izolatinda, kolistine
kars1 fenotipik direng sadece 1 izolatta (%1,69) belirlendi.

Bu calisma sonucu, kolistin direnci saptanan E. coli'nin pet hayvanlarinda kolonize
olabilecegini ve bu hayvanlar ile insanlar arasinda transfer edilebilecegini gdstermektedir.
Bulgular ayrica, gida hayvanlar1 ve insanlara ek olarak, pet hayvanlarinin kolistin direngli E.

Xii



coli rezervuar1 olarak hizmet edebilecegini ve toplumda plazmid aracili kolistin direncinin
hizla gelisen epidemiyolojisine baska bir karmasiklik katman1 ekledigini gostermektedir. |

Haziran 2024 , 68.sayfa.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal direng, E. coli, Kolistin, Képek
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF COLISTIN RESISTANCE IN ESCHERICHIA COLI
ISOLATED FROM DOG FECES

Amina FARZALIZADE

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of GraduateStudies
Department of Microbiology

MicrobiologyProgramme

Supervisor:Prof. Dr.Beren BASARAN KAHRAMAN

In this study, the faecal samples of 100 healthy and owned dogs of different age and sex from
various districts of Istanbul were collected by rectal swab method, between November and
December 2023. The samples were examined for the presence of E. coli by conventional
bacteriological culture method. According to their appearance on MacConkey agar, 59
isolates (59%) were found to have E. coli suspicious colony appearance. Conventional
biochemical tests (catalase, oxidase, citrate, indole, MR, urea, H,S formation in TSIA and
carbohydrate fermentation tests) performed on suspicious isolates revealed that 59 isolates
were E. coli. The 59 isolates identified as E. coli by conventional methods were confirmed by
BD Phoenix™ M50 device.

Susceptibilities of E. coli isolates were determined against fluoroguinolone, aminoglycoside,
tetracycline, phenicol, sulphonamide, penicillin and monobactam group antimicrobials. In the
results obtained, 18 isolates with resistance to three and/or more than three drug groups were
considered as multidrug resistance positive. Broth microdilution method was used to confirm
colistin resistance. Among 59 E. coli isolates obtained from dog faecal samples, phenotypic
resistance to colistin was detected in only 1 isolate (1.69%).

The results of this study indicate that colistin-resistant E. coli can colonise companion animals
and be transferred between these animals and humans. The findings also suggest that, in
addition to food animals and humans, companion animals may serve as reservoirs of colistin-
resistant E. coli, adding another layer of complexity to the rapidly evolving epidemiology of
plasmid-mediated colistin resistance in the community.
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1. GIRIS

Insan, hayvan ve ¢evre saghigini tehdit eden kiiresel bir sorun olan antimikrobiyal
direng (AMR), Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan en 6nemli Tek Saglik
sorunu olarak tamimlanmistir. Antimikrobiyallerin insan sagligt ve hayvansal iiretimde
uygunsuz kullanimi AMR' nin baslica nedenlerinden biridir. Antimikrobiyallerin etkinligini
korumak ve AMR ile miicadele etmek, bakteriyel infeksiyonlarin tedavisini iyilestirmek igin
stratejiler (6rnegin asilar, tedavi alternatifleri, hizli teshis araglar1) gelistirmek, Haziran 2021
G7 ve Eylil 2021 G20 toplantilarinda saglik giindeminin oncelikleri olarak one ¢ikmustir.
Coklu ilaca direngli (MDR) Gram-negatif bakterilere karsi yeni antimikrobiyallerin
yetersizligi, doktorlarin eski antibiyotikleri yeniden gozden gegirmesine yol agmigtir. 1949'da
kesfedilen polimiksinler (kolistin ve polimiksin B), 2012 yilinda Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan ¢oklu ilaca direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarinin
tedavisi icin kritik 6neme sahip olarak yeniden siniflandirilmis ve bu molekiillere olan ilginin

yeniden artmasina neden olmustur (Hussein ve dig., 2021).

Kolistin polimiksin E olarak da adlandirilir. Lipopolisakkaritin lipid A alt birimlerinin
negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime girerek katyonlarin (esas olarak Mg* ve Ca*?)
Gram-negatif bakterilerin dis zarindan yer degistirmesine yol agan ve hiicre sizintis1 ve
bakteriyel oliimle sonucglanan polikatyonik bir antibiyotiktir. Kolistine karsi direncin bir
zamanlar PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ iki bilesenli sistemleri veya negatif regiilator MgrB'yi
kodlayan genlerdeki kromozomal mutasyonlardan kaynaklandigi diisiiniilmekteydi. Ancak
2015 yilinda, Cin'de giftlik hayvanlari, ¢ig et ve insanlardan toplanan Escherichia coli
izolatlarinda, bazi Gram-negatif = bakterilerde kolistine direng saglayan
fosfoetanolamintransferaz i¢in kodlanan stabil bir plazmid aracili mobil kolistin diren¢ geni
(mcr-1) tanimlanmustir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar, mcr-1 genini kiiresel 6lgekte
cesitli Enterobacteriaceae'lerde tespit etmis ve bu plazmid aracili kolistin direncinin diinya
capinda ortak eylem gerektiren bir fenomen oldugunu dogrulamistir. Bu bulgular, coklu ilaca
direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu infeksiyonlara kars1 son ¢are tedavi segenegi
olan kolistinin kaybedilmesi konusunda ciddi endiselere yol agmaktadir. Bununla birlikte

kolistin, tarimsal {iretimde ve veteriner hekimlikte onlarca yildir yaygmn olarak



kullanilmaktadir ve son zamanlarda mobilize kolistin direnci (mcr) genlerinin hayvanlardan

insanlara kiiresel olarak yayilmasi, kolistinin klinik kullanimin ciddi sekilde tehdit etmektedir

(Rhouma ve dig., 2023).



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Polimiksin Sinifi Antibiyotikler

Bacillus polymyxa bakterisinden 1947 yilinda kesfedilen polimiksin grubu
antibiyotiklerden polimiksinler 1950'lerde ilk kez ticarilestirildiklerinde, Gram-negatif
bakterilere (GNB) karsi bakterisidal etkinlikleri ve diisiik diren¢ diizeyleri ile "mucize"
antibiyotikler olarak kabul edilmislerdir. Bugiine kadar on besten fazla polimiksin ¢esidi izole
edilmis ve karakterize edilmistir; bunlar arasinda en 6nemlileri polimiksin B ve polimiksin
E'dir. Polimiksin E kolistin olarak da bilinir. Polimiksinler, Gram-negatif bakteriyel
patojenlere kars1 onemli inhibitor etki gosterir, bu nedenle, B-laktamlar, aminoglikozitler ve
florokinolonlar gibi 6n saf antibiyotiklere zaten direngli hale gelen bu tiir patojenleri
hedeflemek i¢in nihai bir segenek olarak one ¢ikmaktadir. Bu nedenle polimiksinler, ¢oklu
ilaca direngli Gram-negatif patojenlere kars1 kullanilacak son care antibiyotik olarak kabul

edilmektedir (Hamel ve dig., 2021; Mohapatra ve dig., 2021).

Yapisal diizeyde polimiksinler, patojenlere karsi ilk savunma hatt1 olarak okaryotlar
tarafindan iiretilen katyonik antimikrobiyal peptitlere cok benzer. Bunlar dogada yaklasik 1,2
kDa kiitleye sahip lipopeptitlerdir. Polimiksinler tipik bir halka ve kuyruk yapisina sahiptir;
burada halka polikatyonik bir peptitten, kuyruk ise yag asitleri ile baglanmis tripeptit
zincirinden olusur. Polimiksin B ve kolistin, peptit halkasindaki tek bir amino asit kalintisinda
farklilik gosterir; kolistinde D-fenilalaninin yerini D-16sin kalintis1 alir. Katyonik peptit
halkast polimiksinlere hidrofilik bir yap1 kazandirirken, yagli asil zinciri hidrofobiktir. Bu
yapisal 6zellik genellikle polimiksinlerin hiicre membranlarina girerek parcalanmasina yol
acma yetenegine baglanir. Bu tipik oOzellik ayn1 zamanda insanlarda gozlenen
nefrotoksisiteden de sorumludur. Polimiksinler, ribozomal olmayan peptit sentetazlar
tarafindan sentezlenir ve bu nedenle ribozomal olmayan peptitler olarak adlandirilir

(Mohapatra ve dig., 2021).

Polimiksin B ve kolistin Gram-negatif bakteri tiirlerine karsi benzer antibakteriyel
ozelliklere sahiptir ve 6zellikle K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii gibi MDR

patojenlerin neden oldugu infeksiyonlara karsi son secenek olarak kullanilmaktadir. Birincil



olarak membran hedefleyen bir antibiyotik olan polimiksinler, kalin bir peptidoglikan
tabakanin varligi ve dis membranin yoklugu gz oniine alindiginda Gram-pozitif patojenlere
karst smirli aktivite gostermektedir. Polimiksinler membran biitiinliiglinii bozarak hiicre
Oliimiine yol agan hiicre hasarina neden olur. Bu mekanizma, polimiksinler insan hiicrelerinin
membranlariyla etkilesime girip onlar1 pargalayarak toksisiteye yol agtiginda da islemektedir.
Oncelikle bdbrek ve beyin dokularinda toksisite gozlenir, ancak bobrek dokularinda daha
fazla siddet gozlenir, bu nedenle 1990'larin ortalarina kadar kullanimlarinda uzun siireli
kesintiye yol agmistir. Son zamanlarda toksisiteyi azaltmak ig¢in ilag yapisinda kimyasal
modifikasyonlar  denenmistir.  Ayrica, dozajdaki degisiklikler, formiilasyonlardaki
modifikasyonlar toksisite seviyesini biiylik Ol¢lide azaltmistir. Polimiksin B'min 6n ilaci
kolistimetattan daha az toksik oldugu gosterilmistir, bu nedenle dogrudan uygulanabilir.
Bununla birlikte, kolistin genellikle kolistin iiretmek i¢in hidrolize ugrayan 6n ila¢ kolistin

metansiilfonat olarak uygulanir (Nang ve dig., 2021).

2.2. Kolistin (Polimiksin E)

Kolistin, 1947 yilinda Y. Koyama tarafindan Paenibacillus polymyxa subspecies
colistinus kiiltiirlerinden kesfedilen E grubu eski bir polipeptit antibiyotiktir. Cogu Gram
negatif etkene karsi bakterisidal, dar spektrumlu bir molekiildiir, ancak Gram-pozitif

bakterilere, anaerobik bakterilere ve mikoplazmalara karsi etkisizdir (Hamel ve dig., 2021).

2.2.1. Kolistinin Kimyasal Yapis1

Kolistin, bir a-amid baglantis1 yoluyla bir yag asidi zincirine baglanmis katyonik bir
siklik dekapeptitten olusur. Molekiiler agirligi 1750 Da'dir. Kolistin molekiiliindeki amino asit
bilesenleri D-16sin, L-treonin ve L-o-y-diaminobiitirik asittir. Sonuncusu, 6-metil-oktan-oik
asit (kolistin A) veya 6-metil-eptanoik asit (kolistin B) olarak tanimlanan yag asidi kalintisina
baglidir. Kolistinin farkli farmasotik preparatlart bu 2 bilesenden (kolistin A veya B) farkli
miktarlarda igerebilir. Ticari olarak iki kolistin formu mevcuttur: kolistin siilfat ve
kolistimetat sodyum (kolistin metansiilfat, pentasodyum kolistimetansiilfat ve kolistin
stilfonilmetat olarak da adlandirilir). Kolistimetat sodyum, kolistin siilfattan daha az giiglii ve
daha az toksiktir. Kolistinin formaldehit ve sodyum bistilfit ile reaksiyonu sonucu {iretilir.
Kolistin siilfat, bagirsak dekontaminasyonu i¢in agizdan (tablet veya surup) ve bakteriyel cilt

infeksiyonlarinin tedavisi icin topikal olarak toz halinde uygulanir. Kolistimetat sodyum



parenteral formiilasyonlarda mevcuttur ve intravendz, intramiiskiiller veya nebiilizasyon

yoluyla uygulanabilir (Matthew ve dig., 2005).

2.2.2. Kolistin Etki Mekanizmasi

Polimiksinlerin ana hedefi Gram negatif bakteri membranlarinin lipopolisakkaritidir
(LPS). LPS'nin dis kismindaki lipid A negatif yiikliidiir ve iki degerli katyonlarla (esas olarak
Mg*™ ve Ca™) etkilesime girerek dis membranin genel olarak stabilizasyonunu saglar. Net
pozitif yiikli bir molekiil olan kolistin, bu nedenle LPS'e baglanmak i¢in gii¢lii bir afiniteye
sahiptir ve elektrostatik etkilesim yoluyla katyonlarin yer degistirmesine yol agar. Bu da
LPSnin serbest kalmasiyla birlikte membran yapisinin diizensizlesmesiyle sonuglanir.
Kolistin daha sonra lipofilik asit-yag zinciri araciligiyla dis membrana sokulur. Kolistin dig
membranin gecgirgenligini degistirerek kendi i¢ine girmesine ve i¢ membrana ulasmasina izin
verir. Daha sonra fosfolipid cift tabakanin bitiinliigiiniin bozulmasiyla bu i¢ zarda bir
diizensizlik meydana gelir. Sonunda, bu zarn parcalanmasi hiicre i¢i igerigin serbest
kalmasina ve bakterinin Oliimiine neden olur. Bu siire¢, kolistinin antibakteriyel etkisini
aciklamak icin en yaygin kullanilan mekanizmadir, ancak hiicre 6liimiine yol acan nihai

mekanizmalar hala tam olarak anlagilamamistir (Hamel ve dig., 2021).

Vezikiil-vezikiil temasi gibi diger potansiyel etki mekanizmalari tanimlanmistir.
Kolistin dis membran1 gegtikten sonra, i¢ ve dis membran arasinda lipid degisimi gerceklesir
ve fosfolipid kaybiyla membranlarda yapisal degisikliklere neden olarak bakterileri lize eden
ozmotik bir dengesizlige yol acar. Kolistin tarafindan indiiklenen oksidatif strese bagl serbest
radikallerin birikimi de DNA, protein ve lipid hasarindan sorumlu bir yoldur ve bakteriyel
Oliime yol agar. Hayati solunum enzimlerinin inhibisyonu ve lipid A'nin endotoksin aktivitesi
de tanimlanmistir. Endotoksin aktivitesi, LPS molekiillerine baglanarak ve onlar1 nétralize
ederek, timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin 8 (IL-8) sitokinlerinin salinmasina ve
boylece sokun bastirilmasina neden olarak, LPS'nin lipid A'sinin bu aktivitesinin kolistin

tarafindan inhibe edilmesini icerir (Hamel ve dig., 2021).

2.2.3. Kolistinin Etki Spektrumu

Kolistin, bakteri hiicre membranini hedef alan bakterisidal bir antibiyotiktir. Katyonik
polipeptit yapist ile Gram-negatif bakterilerin dis membranindaki anyonik LPS tabakasina
elektrostatik etkilesimlerle baglanir ve bu yapiyr stabilize eden farkli katyonlar1 yer

degistirerek dis membranin biitiinliigiinii bozar. Bu da membran gecirgenliinin artmasina,



sitoplazmik igerigin sizmasina ve hiicre Oliimiine neden olur. Hiicre duvarindaki LPS
yapisinin lipid A kismu Gram-negatif bakterilerin endotoksin etkisinden sorumludur. Kolistin
bu bolgeye baglanarak ve noétralize ederek gilicli anti-endotoksin aktivitesi gosterir.
Polimiksinlerin bir diger etki sekli de bakteri i¢ zarindaki tip II NADH-kinonoksidorediiktaz
(NADH-2) solunum enzimlerini inhibe ederek mikroorganizmanin 6liimiine yol agmasidir

(Gogry ve dig., 2021).

2.2.4. Kolistinin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Kolistin metansiilfonat esas olarak renal yolla elimine edilirken, bir kism1 metabolize
edilerek kolistin formuna dondstiiriiliir. Kolistin, biiyiik renal tiibiiler reabsorpsiyonu
nedeniyle agirlikli olarak ekstrarenal yolla atilir. Kolistinin bakterisidal aktivitesi
konsantrasyona bagli oldugundan, insizyonel aktivitede ¢ok aktiftir ve 24 saat sonra yeniden
biliylimeyi engellemez. Ayrica plevral sivi, bilier sistem, BOS ve sinovyal sivilardaki dagilimi
zayiftir. Tedavide hedeflenen konsantrasyonlara ulasmada sorunlar yasandigindan klinikte
bagka bir ilacla kombine olarak kullanilmasi ve dozlar arasinda uzun araliklardan kag¢inilmasi

onerilmektedir.

Farmakokinetik ve farmakodinamik, kolistinin ilgili dozajin1 ve terapétiklerini belirler.
Oliimciil infeksiyonlar1 tedavi etmek igin bir ilacin etkili dozajmi belirlemek zorunludur.
Direncin artmasiyla birlikte uygun tedavi rejimini belirlemek i¢in kolistinin farmakokinetik
farmakodinamik iliskisinin incelenmesi gerekli hale gelmistir. Kolistinin farmakokinetik ve
farmakodinamik verileri, 0Ozellikle renal replasman tedavisi goren hastalarda iyi
raporlanmamustir. Bu nedenle, kritik hastalarda sabit dozlarin belirlenmesi amaciyla kolistinin
farmakodinamik ve farmakokinetik iligskisinin anlasilmasina yonelik zamana bagl ¢alismalara
ithtiyag vardir. Kolistinin etkinligi ve gilivenligi ile ilgili konularin daha fazla agikliga
kavusturulmasi i¢in acilen randomize kontrollii ¢alismalara da ihtiyag oldugu bildirilmistir

(Gogry ve dig., 2021).

2.2.5. Kolistinin Toksisitesi

Nefrotoksisite, kolistimetat sodyumun intravendz uygulamasini takiben yaygin olarak
gbzlenen advers etkilerden biridir. Kolistimetat sodyum ile tedaviyi diger antibiyotiklerle
veya diger antibiyotik rejimleri olmadan karsilastiran caligmalarda, nefrotoksisite alti
calismada kolistimetat sodyum (veya polimiksin B) ile anlamli olarak daha yiiksek, bes

calismada karsilastiricilarla benzer (ikisi hicbir olay iddia etmedi) ve ikisinde daha diisiiktii.



Bu sonucu degerlendirmek iizere tasarlanmis son calismalarda nefrotoksisite oranlari
bazilarinda %6 ile %14, bazilarinda ise %32 ile %55 arasinda degismektedir. Nefrotoksisite
oranlarindaki genis aralilk en azindan kismen bdbrek yetmezliginin farkli tanimlart ile
aciklanabilir. Baz1 calismalar RIFLE kriterlerinden (risk, yaralanma, basarisizlik, kayip ve son
donem bobrek hastaligi) herhangi birini kullanmis, bazilar1 basarisizlik veya {iistii esigini
kullanmuis, digerleri ise bobrek yetmezligini kreatinin>2 mg/dL olarak tanimlamistir. Farkli
caligmalarda bulunan nefrotoksisite risk faktorleri arasinda ileri yas, dnceden var olan bobrek
yetmezligi, hipoalbiiminemi ve non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin veya vankomisinin
birlikte kullanimi yer almaktadir. Daha yiiksek doz bobrek yetmezligi ile iligkilidir; bazi
caligmalar toplam kiimiilatif dozu, digerleri ise giinliik dozu bobrek yetmezligi i¢in belirleyici
olarak tanimlamaktadir. Nefrotoksisiteye kadar gecen siire ¢ogu ¢alismada bildirilmemistir.
Dort caligmada vakalarin cogunun tedavinin ilk haftasi icinde meydana geldigi bildirilmistir.
Hastalar1 tedaviden sonra 1-3 aya kadar izleyen ¢alismalar, hastalarin en az %88'inde bobrek
yetmezliginin tersine ¢evrilebilir oldugunu gostermistir. Genel olarak, nefrotoksisite oranlari
giiniimiizde muhtemelen eski ¢aligmalarda gozlemlenenlerden daha diisiiktiir. Daha diisiik
toksisite i¢in yapilan aciklamalar arasinda kolistimetat sodyumdaki kimyasal safsizliklarin
daha az olmasi, daha iyi yogun bakim {initesi takibi ve diger nefrotoksik ilaclarin birlikte
uygulanmasindan kaginilmasi yer almaktadir. Son c¢alismalarda ise  kistik  fibrozis
hastalarinda, kolistimetat sodyumun aslinda aminoglikozitlerden daha az nefrotoksik

olabilecegini one stiriilmistiir (Yahav ve dig., 2012).

2.3. mcr genleri

Plazmid aracili kolistin direnci ilk olarak 2015 yilinda Cin'de, E. coli izolatlarinda
belirlenmistir. Kolistine direng gelisiminden sorumlu mcr geni plazmidde kodlanmig

durumdadir.

mcr genleri, pEtN'nin LPS’nin lipid A'sina eklenmesinde gorevli pEtN transferazi
kodlayarak LPS modifikasyonuna neden olmaktadir. mcr-1 geninin kesfinden sonra simdiye
kadar, tiim kitalarda ve gesitli Gram-negatif bakterilerde, mcr-10'a kadar farkli varyantlar

tanimlanmaistir.



Mayis 2019'a kadar, mcr-1 ila mcr-9 olarak adlandirilan dokuz mobilize kolistin direng
geni tanimlanmustir (Carroll ve dig. 2019). Ayrica, mcr-10 geni 2020 yilinda tanimlanmistir
(Wang ve dig. 2020).

mcr genleri, Gram-negatif bakterilerin dis zarinin lipid A'sina bir fosfoetanolamin
(PEtN) parcas1 baglayarak net negatif yilikiinde bir azalmaya neden olan ve kolistin direncine

izin veren fosfoetanolamintransferaz enzimlerini kodlar (Hussein ve dig., 2021).

2.3.1.1. mcr-1 geni
Plazmid mcr-1 geni, Cin'de 2011-2014 yillar1 arasinda hayvan gidalarindan ve

etlerinden izole edilen E. coli'de ilk kez 2015 yilinin sonunda rapor edilmistir. Ayrica, gen
2014 yilinda Cin'de hastanede yatan hastalardan izole edilen K. pneumoniae ve E. coli
izolatlarinda da tespit edilmistir. Kolistin yillardir gida i¢in yetistirilen hayvanlarda yaygin
olarak kullanilmas1 mcr-1 yayilimi i¢in secilim baskisinin kolistinin veterinerlik kullanimi
tarafindan itildigini diisiindiirmektedir. ilk karakterizasyonundan kisa bir siire sonra, mcr-1
geninin insanlardan, hayvanlardan ve gevreden izole edilen Enterobacter cloacae, E. coli, K.
pneumoniae ve Salmonella tiirlerinde genis ¢apta yayildigi fark edilmistir. Cesitli bolgeleri
ziyaret eden gezginlerden elde edilen enterik bakteri izolatlarinda mcr-1 geninin kesfedilmesi
ve mcr-1'in Asya, Afrika, Giiney Amerika ve Avrupa'da hizli bir sekilde yayilmasi, mcr-1'in
evrensel yayiliminin insanlarin seyahatleri tarafindan da kolaylastirilldigini gdstermektedir

(Liu ve dig., 2016).

Kolistin direncinin plazmid ile aktarimi, mcr genlerinin en baskin tiirii olan mcr-1
genine atfedilmistir. mcr-1 bir fosfatidil-etanolamintransferazdir; LPS'nin lipid A kalintilarini
modiile ederek kolistinin hedef bolgesine daha diisiik bir baglanma afinitesine yol agar.mcr-1
geni, kolistinin hedefini modifiye ederek ve ardindan PEA'nin bakterinin dis zarindaki lipid
A'nin glukozaminsakkaridine aktarimini uyararak direng saglar, bu da lipid A bas grubunun
net negatif yiikiinde azalmaya ve kolistine daha diisiik baglanma afinitesine yol agar. mcr-1
katalitik mekanizmas1 (bakterilerin diger PEA-transferaz enzimleri) heniiz belirlenmemistir

(Hussein ve dig., 2021).

2.3.1.2. mcr-2 geni
mcr-1 geninin tespit edilmesinin ardindan bilimsel ilgi, varyantlarinin tanimlanmasina

yol agmustir. Xavier ve dig. (2016) Belgika'da E. coli'de mcr-2 de dahil olmak iizere birkag ek

mcr gen ailesinin ortaya ¢iktigini bildirmistir. mcr-2 proteininin iki alana sahip oldugu, ilkinin



bir tasiyict olarak calistigi ve ikincisinin (kalint1 230-538) bir transferaz alani olarak calistigi

Ongorilmiistiir.

mcr-2 ve mcr-1 proteinleri %80,65 benzerlik gostermektedir. Ayrica, mcr-2,
Moraxella osloensis etkeninin PEA transferazina (WP-062333180) %99 dizi kapsami, %64
benzerlik, %97 sorgu kapsami ile Paenibacillus sophorae (WP-063619495),
Enhydrobacteraero saccus (KND21726) ve Moraxella catarrhalis etkenlerine (WP-
003672704) sirastyla %65, %65 ve %61 6zdeslik gostermektedir (Hussein ve dig., 2021).

2.3.1.3. mcr-3 geni
mcr-3 geni, mcr-2 ve mcr-1 ile sirasiyla %47 ve %45 niikleotid dizisi 6zdesligi

sergilemektedir. Ayrica, mcr-3'iin amino asit dizisi, mcr-2 ve mcr-1 ile amino asit dizileriyle
sirastyla %31,7 ve %32,5 benzerlik géstermektedir. mcr-1 ve mcr-2 gibi, mcr-3 proteininin de
iki etki alanima sahip oldugu tahmin edilmistir. Ik alan (kalmt1 1-172) bes transmembran a-
heliksi igerirken, ikinci alan (kalint1 173-541) varsayilan katalitik merkeze sahip periplazmik
bir alandir. mcr-3'iin amino asit dizisi, on iki farkli iilkeden toplanan ¢evresel ve klinik
orneklerden izole edilen Enterobacteriaceac ve Aeromona Sspp. PEA transferazlar ile giiclii
bir sekilde hizalanmigtir. mcr-3 geni Avrupa, Giiney Amerika ve Asya'da hayvan ve
insanlardan izole edilen E. coli ve Aeromonas ve Proteus tiirlerinde bulunmustur (Carattoli ve
dig. 2017).

2.3.1.4. mcr-4 geni
Carattoli ve dig. (2017), calismalari kapsamindaki 125 izolattan 32'sinin mcr-1 ve

icliniin mcr-2 igin pozitif oldugunu; 11 izolatin ise Salmonella R3445'te tanimlanan yeni bir
mcr-4 geni sergiledigini bildirmistir. Daha sonra mcr-4 geni Italya, ispanya ve Belgika'da
insan ve domuzlardan elde edilen S. enterica serovar Typhimurium ve E. coli izolatlarinda
tespit edilmistir. mcr-4 proteininin, mcr-4 proteinini i¢ membrana baglayan ve onu
periplazmik katalitik alana baglayan integral bes a-sarmal transmembran alanda (N-terminus)
esnek bir baglayici ile baglanan iki alan igerdigi ongoriilmektedir. Periplazmik katalitik alan,
bir fosfoetanolamin grubunun eklenmesiyle Lipid A gruplarini modiile eder. Ayrica, mcr-4'tin

yapisinda tahmin edilen bes metal etkilesim kalintis1 ile tek bir ¢inko atomu bulunur (Zhang
ve dig.2019).

2.3.1.5. mcr-5 geni
Almanya'da, kiimes hayvanlari ve etlerinden elde edilen S. enterica serovar Paratyphi

B izolatinda yeni bir gen olan mcr-5'i rapor etmistir. Bagka bir ¢alismada, kesim sirasinda
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domuzlarin diski iceriginden ve ciftliklerdeki domuzlardan alinan digki Orneklerinden
toplanan orneklerde E. coli suslarinda ti¢ mcr-5 geni tespit edilmistir. Bu bulgular, mcr-5
tasiyan E. coli suslarinin domuzlarin gastrointestinal sisteminde sporadik olarak gelistigini
gostermistir; bu da gida zinciri boyunca dikey yayilmaya yol agabilecegi ve sonucta
tiiketicileri maruz birakabilecegi i¢in endise kaynagidir (Borowiak ve dig. 2017). Ma ve dig.
(2018), domuzlarin digkilarindan izole edilen Aeromonas hydrophila' da yeni mcr-5 geninin
ilk kez tanimlandigini bildirmistir. Arastirmacilar, mcr-5 geninin farkli bakteri tlirleri ve

cinsleri arasinda yayilabilecegini 6ne siirmiistiir.

2.3.1.6. mcr-6 geni
Abdun ve dig. (2017) Moraxella pluranimalium kromozomu iizerinde mcr-6 genini

kesfetmistir. Gen, E. coli‘den mcr-2 ile %87,9 oraninda 6zdeslik gostermistir. Avrupa‘da bir
hayvan kaynagindan izole edilen M. pluranimalium, mcr-6 genini barindiran tek izolat olarak
bildirilmigtir.
2.3.1.7. mcr-7 geni

Yakin zamanda, mcr homologu (mcr-7) agiklanmis ve GenBank'a kaydedilmistir.
Cin'de tavuktan elde edilen Klebsiella pneumoniae izolatinda mcr-7 geni tespit edilmistir
(Wang ve dig., 2018). Plazmid aracili kolistin direnci mcr-7.1 geni, mcr-3 geni ile %70
oraninda 6zdeslik gosterdigi bildirilmistir (Hussein ve dig., 2021).

2.3.1.8. mcr-8 geni
Yeni bir mcr varyanti olan mcr-8 geni, Cin'deki domuz ve insanlardan izole edilen K.

pneumoniae izolatlarinda tespit edilmistir. mcr-8'in amino asit dizisi mcr-7, mcr-6, mcr-5,
mcr-4, mcr-3, mcr-2 ve mcr-1 ile sirasiyla %37,46, %30,43, %33,51, %37,85, %39,96,
%30,26 ve %31,08 benzerlik gostermektedir. Daha 6nce tanimlanan mcr proteinleri gibi, mcr-
8 proteininin de iki alan igerdigi Ongoriilmistiir. Etki alani 1 (kalintt 1 ila 234) bes
transmembran a-helisi igerirken, ikinci etki alani (kalintt 235 ila 565) varsayilan katalitik
merkezi igerir. Bu nedenle, birinci alanin transmembran alani oldugu tahmin edilirken, ikinci

alanin PEA transferaz oldugu ongoriilmiistiir (Wang ve dig. 2018).

2.3.1.9. mcr-9 geni
2018 yilina kadar, taninan sekiz ayn1 mcr geni tespit edilmistir (mcr-1 ile mcr-8).

Carroll ve dig. (2019), antimikrobiyal direng genleri i¢in Salmonella genom dizilerinin rutin
kontrolii sirasinda tanimlanan yeni bir mcr geni olan mcr-9'u tanimlamistir. Washington'da bir

insan hastadan izole edilen ¢ok ilaca direncli bir S. enterica serovar Typhimurium izolatindan
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elde edilen mcr-9'un amino asit dizisi, amino asitlerin %64,5 benzerligi ve %99,5 kapsama
alani ile en ¢ok mcr-3'e benzedigi bildirilmistir. Dokuz mcr proteininin {i¢ boyutlu yapisi,
mcr-9, mcr-7, mecr-4 ve mcr-3'in yakin bir yapiy1 korudugunu gostermistir. mcr-1 ile mcr-9
genleri tarafindan kodlanan proteinler, membrana bagli ve ¢Oziiniir katalitik alanlar icin

yiiksek diizeyde koruma gostermistir (Carroll ve dig., 2019).

2.3.1.10. mcr-10 geni
Wang ve dig. (2020), klinik bir Enterobacter roggenkampii izolatinin IncFIA

plazmidinde yeni bir mcr geni olan mcr-10'u tanimlamigtir. mcr-10 geni, mcr-9 geni ile en
yiiksek niikleotid 6zdesligine (%79,69) sahiptir ve mcr-9 proteini ile %82,93 amino asit
Ozdesligine sahip mcr-10 proteinini  kodlar. mcr-10 geni bir¢cok iilkede birgok
Enterobacteriaceae tiirinde bulunmustur, bu da zaten yaygin bir dagilima ulastigini
belirlenmistir. mcr-10 proteini, Buttiauxella tiirlerinin kromozomal olarak kodlanmig mcr
benzeri fosfoetanol amintransferazlar ile %79,04-83,67 amino asit ozdesligi ve yiiksek
oranda korunmus tahmin edilen yapilar gosterdigi rapor edilmistir. Bu nedenle mcr-10, mcr-9
ve mcr-B proteinleri ortak bir atadan gelmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. U¢ boyutlu modeller,
mcr-1 ile mcr-10'un hem membrana bagli hem de ¢Oziiniir katalitik alanlarmin yiiksek

diizeyde korunuma sahip oldugunu gostermektedir (Wang ve dig., 2020).

2.4. Kolistin Duyarhlik Testleri

Kolistin direncini belirlemek i¢in kullanilan testler fenotipik ve genotipik olarak
gruplandirilmaktadir. Fenotipik testler Enterobacteriaceae ve nonfermentatif Gram-negatif
bakterilerde kolistin direncinin varligini ortaya koymaktadir. Tiim molekiiler testler, 6zellikle
Enterobacteriaceae'de fenotipik kolistin direncinden bagimsiz olarak mcr-1 genini ve diger

varyantlar1 tanimlamak i¢in tasarlanmistir (Adigtizel ve dig., 2021).

2.4.1. Fenotipik yontemler

Fenotipik yontemlerle antimikrobiyal duyarlilifin test edilmesi su anda AMR
stirveyansinin temel tasidir ve Kiiresel antimikrobiyal direng gozetim sistemi i¢inde kolistin
direncinin olusumunu belirlemek i¢in gereklidir. Bununla birlikte, kolistine karsi
antimikrobiyal duyarlilik i¢in fenotipik test karmagiktir. Kolistin duyarhilifina yonelik

fenotipik testlerdeki teknik zorluklar arasinda polimiksinlerin agardan zayif difiizyonu, bunun
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da hem disk diflizyon hem de gradyan difiizyon yontemlerinin performansini diisiirmesi ve
polimiksinlerin plastiklerin yiizeyine baglanma egilimi (6rnegin sivi mikrodiliisyonu ig¢in
kullanilan mikrotitre plakalarmin ve pipet uglarinin plastigi) yer almaktadir (Kempf ve dig.,
2016, Bortolaia ve dig. 2018).

Disk difiizyon testi ve E-test, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
(EUCAST) tarafindan yapilan degerlendirme sonrasinda kolistin direncini tespit etmede
yetersiz kalmistir. Su anda, zahmetli ve zaman alic1 olmasina ragmen, kolistin direncinin
tespiti i¢in giivenilir bir test olarak yalnizca sivi mikrodiliisyon yontemi Onerilmektedir.
EUCAST, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. i¢in kolistinin
Klinik direng araligini hassas <2mg/l, direngli >2mg/1 olarak belirlemistir (EUCAST, 2018).
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitisii (CLSI), Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp. i¢in klinik direng araligini belirlemistir (duyarli <2mg/l, orta = 4mg/1 ve
direngli >8mg/1) (CLSI, 2017). Ayrica CLSI, saha ve diger izolatlardan Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter aerogenes ve Enterobacter

cloacae i¢in 2 mg/l epidemiyolojik kesme degerleri belirlemistir (Adigiizel ve dig., 2021).

CLSI ve EUCAST gibi uluslararas1 standart belirleyici kuruluglar Mart 2016'da ortak
bir polimiksin kirilma noktalari ¢alisma grubu olusturmus ve kolistin duyarliligmin test
edilmesi i¢in sadece sivi mikrodiliisyonu Onermistir. Bu nedenle, Enterobacteriaceae,
P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. tiirlerinin kolistine karsi duyarliligi, katyon ayarli
Mueller-Hinton broth'un kullanildigi Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii standart sivi
mikrodiliisyon yontemine (ISO 20776-1) gore test edilmesi gerektigi belirlenmistir. Testin
herhangi bir boliimiine polisorbat-80 veya diger yiizey aktif maddeler gibi hicbir katki
maddesi dahil edilmemelidir. Ornegin polisorbat polimiksinlerle sinerjik olarak hareket
edebilir ve minimum inhibitér konsantrasyonunu yapay olarak diisiirebilecegi bildirilmistir.
Plakalar diiz polistirenden yapilmali ve polimiksinlerin siilfat tuzlari kullanilmalidir ve
kolistinin metan siilfonat tiirevi, ¢ozeltide yavasca pargalanan inaktif bir 6n ilag oldugu i¢in
kullanilmamalidir. Kolistin duyarlilik testi i¢in kullanilan farkli sivi mikrodiliisyon tabanl
sistemlerin performansina iligskin incelemelerde mevcuttur. Kolistin direncinin fenotipik
tespitinde kalite kontrolii esastir. Kullanilan yontemin giivenilir sonuglar verdiginden emin
olmak i¢in, diisiik seviyede kolistin direncine sahip bir susun (mcr-1-pozitif E. coli NCTC
13846 gibi) dahil edilmesi EUCAST tarafindan 6nerilmektedir (Bortolaia ve dig. 2018).
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Fenotipik sonuglar, vahsi tip ve vahsi tip olmayan popiilasyonlar1 tanimlayan
epidemiyolojik kesme noktasi (EUCAST veya CLSI'ya gore) veya klinik duyarlilik ve direnci

tanimlayan klinik kesme noktalar1 olarak yorumlanabilir ve raporlanabilir (Tablo 2-1).

Tablo 2-1MIC (A) vahsi tip dagihmlari ve (B) klinik kirilma noktalari ve Kolistin MIK
vahsi tip dagilimlar

Bakteri Vabhsi Tip Vahsi olmayan Tip Standart Referansh

Escherichia coli <2 ug/mL >2 ug/mL EUCAST, CLSI

Kolistin i¢in Klinik Kirilma Noktalar1

Bakteri Hassas Direngli Standart Referanshi

Enterobacteriaceae <2 ug/mL >2 ug/mL EUCAST

Not: EUCAST yabani tip olmayan ve direncli MiK'leri>2pug/mL olarak ifade ederken, CLSI kirilma noktasini >4pg/mL

olarak ifade eder, ancak islevsel olarak bunlar ayni kirilma noktasidir.

Ayrica, kromojenik besiyerleri (CHROMagar COL-APSE, SuperPolymyxin™ ve
LBJMR vb.) polimiksin direngli Enterobacteriaceae veya Gram negatif fermentatif olmayan
bakterileri ¢evresel faktorlerin yani sira digki ve kan gibi klinik 6rneklerden tanimlamak igin
gelistirilmistir.  SuperPolymyxin™'in = %100 duyarlilik ve 0Ozgiillige sahip oldugu
gosterilmistir. Ozellikle, polimiksin direncini hem dogrudan izolatlar hem de disk1 veya rektal
stirlintiiler gibi klinik Orneklerde tespit edebilir. Bu tiir besiyerleri, kolistin direnci olan
bakterilerin hizli ve kolay bir sekilde tanimlanmasini saglar. Hem beseri hem de veteriner

hekimlikte prevalans ¢alismalarinda 6nemli bir yere sahiptir (Adigiizel ve dig., 2021).

2.4.2. Genotipik yontemler

Genotipik olarak direng genlerinin saptanmasinda ise ¢ogunlukla PCR ve tiim genom
sekanslama yontemleri kullanilmaktadir. Konvansiyonel PCR, multipleks PCR ve Real-Time
PCR yontemleri ve ayrica tiim genom sekanslama yontemi giiniimiizde kullanilan genotipik
yontemlerdir (Adigiizel ve dig., 2021). Aktarilabilir kolistin direncini tespit etmek igin,
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dahil olmak iizere, yayinlanmis ve/veya ticari
olarak temin edilebilen birkag kolistin molekiiler tan1 testi mevcuttur. PCR testinde negatif bir

sonucun kolistin duyarliligin1 tahmin etmek i¢in kullanilamayacagi unutulmamalidir. Ciinkii
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test kromozomal direng mekanizmalarinin veya hatta testte yer almayan yeni mcr genlerinin
varligim dislayamaz. Bu sinirlamanm kaniti olarak, Brezilya ve Italya'da karbapenemaz
tireten ancak mcr genleri bulunmayan K. pneumoniae suslar1 arasinda yiiksek kolistin direnci
oranlar1 bildirilmistir. Bu ortamlarda, mcr genleri i¢in negatif bir PCR sonucu, kolistin duyarli

bir fenotip i¢in zayif bir 6ngorii degerine sahip olacaktir (Garcia-Fernandez ve dig., 2019).

Tiim genom dizilimi, mcr genlerinin ve kolistin direnci saglayan bilinen kromozomal
mutasyonlarin taranmasina olanak saglayacaktir. Biyoinformatik analiz, digerlerinin yani sira,
Center for Genomic Epidemiology Web araglar1 ve ResFinder 3.1.0 (bilinen tiim mcr-genleri
ve kromozomal nokta mutasyonlarini igerecek sekilde 10 Eyliil 2018 tarihinde gilincellenen
veritabani) ile gerceklestirilmektedir. Duyarlilik ve negatif prediktif deger, yeni direng
mekanizmalarina sahip suslarin dahil edilmesinden etkilenecek olsa da bu, su anda bilinen
tiim varsayilan kolistin diren¢ mekanizmalarini tespit etmek icin en kapsamli yontem oldugu
belirlenmistir. Ayrica yeni diren¢ mekanizmalar1 tanimlandik¢a dizileme verilerinin geriye
doniik analizini de miimkiin kilacagi bildirilmektedir. Kullanilan molekiiler yontem ne olursa
olsun, PCR'in su anda bilinen tiim mcr genlerini tespit ettiginden veya tiim genom dizileme
verilerinden diren¢ mekanizmalarini impute etmek i¢in kullanilan veri tabanlarinin giincel
oldugundan emin olmak kritik 6nem tasidigi gosterilmistir. Kolistin diren¢ mekanizmalarina
iligkin anlayig gelistikge, fenotipik ve genotipik test sonuglari arasindaki uyum da artacagi
diistiniilmektedir. Sonuglarin klinik yonetime rehberlik etmesi amaglaniyorsa, yalnizca
genotipik bir sonuca dayali fenotip ¢ikarimi, yalmizca genotipik sonug pozitif oldugunda
(yani, tespit edilen mekanizmalar veya genler), diren¢ fenotipinin muhtemel oldugu ancak
garanti edilmedigi konusunda uyarici bir notla birlikte gecerli olabilecegine de dikkat
cekilmistir. Genotipik testin sonuglar1 negatifse, fenotip hakkinda higbir ¢ikarim yapilmamasi

gerektigi de bildirilmistir (Zankari ve dig., 2013, Garcia-Fernandez ve dig., 2019).

2.5. Kolistine Karsi Diren¢ Mekanizmalari

2.5.1.1. Mutasyonel kolistin direnci
Dogal olarak duyarli tiirlerde polimiksinlere karst kazanilmis direng genellikle

lipopolisakkarit yapisindaki degisiklikler de dahil olmak iizere bakteri hiicre yiizeyindeki
modifikasyonlarin sonucudur. Bildirilen diger diren¢ mekanizmalar1 arasinda, Klebsiella
pneumoniae'in bazi izolatlarinda bulundugu gibi, polimiksinleri yakalayan veya baglayan

kapsiiler polisakkaritlerin dokiilmesi yer almaktadir. A. baumannii‘de, kromozomal olarak
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aracilik edilen kolistin direncinin iki temel mekanizmast tanimlanmistir. Birincisi
lipopolisakkarit iiretiminin kaybina, ikincisi ise bakterilerin ¢evresel kosullara yanit vermesini
saglayan sistemin modifikasyonuna, lipit modifikasyonunu etkilemesine ve bakteriyel

membran gegirgenligini azaltmasina baglidir (Olaitan ve dig., 2014; McPhee ve dig., 2003).

2.5.1.2. Aktariabilir kolistin direnci
Kolistine diren¢ kazandiran plazmid aracili bir gen olan mcr-1, ilk olarak 2015 yilinin

sonlarinda, 2011-2014 yillar1 arasinda Cin'de toplanan gida hayvanlar1 ve etlerinden elde
edilen E. coli izolatlarinda ve 2014 yilinda Cin'deki insan hastalardan toplanan E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinda bildirilmistir (Liu ve dig. 2016). Kolistin uzun yillar boyunca diinya
capinda gida iireten hayvanlarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen, 2017 yilina kadar
Cin'de insan klinik kullanimi i¢in mevcut degildi, bu da mcr-1'in yayilmasi icin secilim
baskisinin kolistinin veteriner kullanimi tarafindan yonlendirildigini diisiindiirmektedir (Skov
ve Monnet, 2016). Bu ilk tanimlamadan kisa bir siire sonra, mcr-1 geninin hayvan, gevre ve
insan kaynakli K. pneumoniae, E. coli, Enterobactercloacae ve Salmonella spp. izolatlarinda

kiiresel olarak yayildigi goriilmistiir (Liu ve dig. 2016, Bortolaia ve dig. 2018).

Giliney Amerika, Asya ve Afrika'da mcr-1 prevalansinin yiiksek oldugu tilkeleri ziyaret
ettikten sonra Avrupa'ya donen yolcularin enterik bakterilerinde genin bulunmasinin 6nerdigi
gibi, mecr-1'in kiiresel yayilimi muhtemelen insan seyahatleri ile de kolaylastirilmistir (Skov
ve Monnet, 2016).

Avrupa ve Cin'de insan ve hayvan kaynakli E. coli ve Salmonella spp. izolatlarinda bu
genlerden birden fazlasinin birlikte bulundugu bildirilmistir (Liu ve dig. 2016). Bugiine kadar
gida iireten hayvanlardan izole edilen bakterilerin, insanlardan izole edilen bakterilere kiyasla
mcr genlerini daha sik tasidigi goriilmektedir; bu da muhtemelen veterinerlik uygulamalarinda
kolistinin yaygm kullanimmin uyguladigi segici baskinin bir sonucu oldugunu
diistindiirmektedir (Olaitan ve dig. 2014). Daha da 6nemlisi, mcr aracili kolistin direnci
bakteri suslari, tiirleri ve cinsleri arasinda aktarilabilir oldugu bilinmektedir. Bu tiir genlerin
daha fazla yayilmasimi smirlamak i¢in, kolistine direngli, mcr kodlayan izolatlarin dogru

tanimlanmasi kritik 6neme sahip olduguna dikkat ¢ekilmektedir (Gogry ve dig., 2021).
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2.6. E. coli izolatlarinda Kolistin Direnci

E. coli, hem hayvanlardan hem de insanlardan elde edilen izolatlarda, bugiine kadar
bildirilen mcr-pozitif izolatlar arasinda en yaygin tiirdiir ve toplam mcr-pozitif izolatlarin
yaklasik %90'm1 olusturmaktadir (Luo ve dig., 2020). Bir mcr geni barindiran E. coli'nin en
erken kesfi 1980'lerde mcr-1 olmustur ve bu aymi zamanda bugiine kadar mcr-pozitif
bakterilerin en erken kesfidir. Cesitli kaynaklardan elde edilen E. coli izolatlarinin birgok mcr
genini barindirdigi bildirilmistir. Ayrica, hayvanlarda ve gida triinlerinde mcr-pozitif E.
colimin ortalama prevalansi, insanlardan elde edilen izolatlardan Onemli Olciide daha
yiiksektir ve bu da gida kaynakli bulagsmada bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (Elbediwi ve
dig., 2019). Vietnam'daki kirsal bir toplulukta ¢ogu ¢iftlik hayvaninin mcr barindiran kolistine
direngli kommensal E. coli'ye sahip oldugu bildirilmistir (Kawahara ve dig., 2019).

Her ne kadar mcr-pozitif E. coli izolatlarinin bazilar1 infeksiyona neden olmayan
kommensal bakteriler olsa da mcr-pozitif E. coli'nin klinik 6rneklerden sik sik izole edilmesi,
mcr-pozitif E. coli'nin insan veya hayvan infeksiyonlarmin nedeni olarak yayildigina isaret
ederek daha fazla endise yaratmaktadir (Rumi ve dig. 2019; Luo ve dig., 2020). Incl2, mcr-
pozitif E. coli'de en yaygin plazmid tipinin kiimes hayvanlari, insan, ¢evre ve gida
izolatlartyla iligkili en sik goriilen tip oldugu belirtilmistir (Elbediwi ve dig., 2019). mcr-
pozitif E. coli'den diger bakterilere yiiksek konjugasyon orani, mcr genlerinin hizh
yayilmasina katkida bulunabilecegine dikkat ¢ekilmistir Ayrica, E. coli'nin hem hayvanlarda
hem de insanlarda yaygin dagilimi ve konjugatif yetenegi, E. coli'yi 6nemli bir mcr tastyicist

ve yayicist haline getirmistir.

mcr-pozitif E. coli izolatlarinin dizi tipi (ST) gesitliligi dagimik ve klonal olmayan bir
yayginliga isaret etmistir. Luo ve dig. (2020) Cin'deki insan klinik E. coli izolatlarindan mcr-
1-pozitif ST'lerin (ST 156, 10, 410, 88 ve 131) daha once kiimes hayvanlari ve domuzlardan
izole edildigini bildirmistir. Bu bulgu, bu calismada en yaygin ST olan ve Hindistan'dan
donen yolculardan ve Avrupa'daki hayvanlardan da izole edilen ST10'u icermektedir. Ayrica,
Cin'den elde edilen veriler, Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL) iireten insan
mcr-pozitif izolatlar1 arasinda en yaygin GSBL geni olarak blactx-m-ss'l tanimlamistir; bu da
kolistin direncinin hayvanlardan insanlara olasi gegisinin bir baska gdstergesi olabilecegini

diistindiirmiistiir (Liu ve dig., 2015).
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2.7. Kopeklerde Kolistin Direncinin Prevalansi ve Diinyadaki Dagilimi

Veteriner hekimlikte kolistin, evcil hayvanlarda bakteriyel infeksiyonlarin 6nlenmesi
ve tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Kolistin son ¢are antibiyotik olarak adlandirildigindan,
direnc endiseleri artmaktadir. Ozellikle hayvanlardan, gidalardan ve insanlardan rapor edilen
aktarilabilir polimiksin direnci, bu endiselerin boyutunu saglamlastirmistir. Kolistinin asir1
kullaniminin hayvanlarin bagirsaklarinda kolonize olan bakterilerde kolistin direncine neden
oldugu dogrulanmistir. Kolistinin yeniden kullanimi, 6zellikle ¢oklu ilaca direngli bakterilerin
ve karbapeneme direngli bakterilerin yayilmasindan bu yana, gereklilik ve daha da sinirh
tedavi segenekleri nedeniyle yeniden ortaya cikmistir. Kolistin veteriner hekimlikte on
yillardir ¢iftlik hayvanlarinda yaygin bir tedavi olarak kullanilmaktadir, ancak kolistin

direncine iligskin veriler nispeten azdir (Adigiizel ve dig., 2018).

Son yillarda, insanlarin manevi seviyelerinin yiikselmesiyle birlikte, insanlar i¢in iyi
bir duygusal deger saglayabilen evcil kopekler tiim diinyada giderek daha fazla aile tarafindan
yetistirilmekte ve evcil hayvanlar insanlarla giinliik olarak yakin temas halinde olmaktadir.
Evcil hayvanlarda bulunan mikroorganizmalarin yani sira patojen bulagma riski ve antibiyotik
direng genlerinin daha iyi anlasilmasi ¢ok Onemlidir. mcr-1 tasiyan bakterilerin, evcil
hayvanlardan onlar1 koruma, eglence veya arkadaslik i¢in sahiplenen insanlara zoonotik
bulastig1 bildirilmistir. Kediler, kopekler gibi pet hayvanlar ve sahipleri arasindaki yakin
temas, antibiyotige direncli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina ve bulagsmasina neden

olmustur (Hamame ve dig., 2022).

Gilinlimiizde, kolistine diren¢li bakteriler onemli bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Bu nedenle, evcil hayvanlarda kolistine direncli bakterilerin yaygimliginin
belirlenmesi, kolistin direnci bulagmasi, 6zellikle de bakterilerin zoonotik bulasmasi i¢in
herhangi bir potansiyel risk faktoriiniin belirlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Hamame

ve dig., 2022, Zheng ve dig., 2023).

Escherichia coli, ana mcr gen tasiyicisi olmasi ve farkli hayvan konakgilari arasinda
kolayca aktarilabilmesi nedeniyle kolistin direncinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Plazmid
aracili mobil kolistin diren¢ geni mcr-1, diinya ¢apinda insanlar, gida ve pet hayvanmlardan

elde edilen E. coli'de gézlenmistir (Moo ve dig., 2020).
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mcr-1-pozitif suslarin fekal kolonizasyonu diinya ¢apinda evcil hayvanlar arasinda
tespit edilmistir. Cin'deki evcil hayvanlarda mcr-1-pozitif E. coli prevalanst %6,1 ile %14,3
arasinda degismektedir (Lei ve dig., 2021). Zhang ve dig. (2016) dort kopekten izole edilen
kolistin direngli E. coli'de mcr-1'in tespit edildigini ve mcr-1 barndiran E. coli'nin pet
hayvanlar ile bir kisi arasinda olasi bulasmasini rapor etmistir. Guenther ve dig. (2017),
cevresel Ornekler arasinda ¢izme Orneklerinde ve kopek diskisi, ahir sinekleri ve giibre gibi
emisyon kaynaklarindan gelen yedi mcr-1 pozitif E. coli susu tespit edildigini bildirmistir.
Cin'de yapilan bir calismada, evcil hayvanlarin %8,7'sinde Enterobacterales mcr-1
bulunmustur (Lei ve dig. 2017). Loayza-Villa ve dig. (2017) Ekvador’da bir evde mcr-1 geni
tastyan E.coli'nin potansiyel hayvan rezervuarlarini tespit etmeyi amaglamistir. Bir tavuk ve
iki kopekten ti¢ farkli kolistin direngli E. coli sekans tipi elde edildigi; bu izolatlarin insan

izolatindan farkli oldugu bildirilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Ortega-Paredes ve dig. (2019), bir sehir parkindaki
kopek diskisindan mcr-1/blacrx-m-6s barindiran E. coli izolasyonunun, bu suslarin insanlara
potansiyel bulasmasinin olup olmadigimi belirlemek i¢in daha fazla calisma yapilmasi
olasiligin1 ortaya ¢ikardigini belirtmistir. Ayrica, klonal analizin gosterdigi yliksek genotipik
cesitliligin, kopeklerdeki MDR E. coli'de bulunan direng belirleyicilerinin ¢esitli genetik
gegmislerine isaret ettigini bildirmislerdir. Ngbede ve dig. (2020), hastane ortamlarindan veya
deve ve kopeklerin rektal siirlintiilerinden elde edilen kolistin direngli bakterilerin higbirinin
mcr geni tasimadigini belirtmistir. Lei ve dig. (2021), 299 ailede (kopekler ve sahipleri) rektal
stirlintiilerden elde edilen mcr-1 tasiyiciligi prevalansmin %2,7 oldugunu ve kopekler ile

sahipleri arasinda mcr-1 tasiyiciligi a¢isindan anlamli bir iliski oldugunu bildirmistir.

Menezes ve dig. (2022) ¢alismasi, Lizbon bolgesindeki toplumda mcr-1-pozitif E. coli
suslar1 ile kolonizasyon/tasiyicilik sikliginin kopeklerde %7,8 ve insanlarda %3,2 oldugunu
ortaya koymustur. Kopeklerden elde edilen E. coli suslarinda beklenmedik derecede yiiksek
mcr-1 sikligi, kopeklerin bir rezervuar olarak sahip oldugu potansiyeli ve dolayisiyla bu
direng belirleyicisinin yayilmasinda insan-pet hayvani iliskisinin 6nemini vurgulamaktadir.
Nguyen ve dig. (2022) toplanan 51 kopek diskis1 6rneginden ligiinde (%5,95) mcr-1 geninin

pozitif oldugunu ve mcr-1 tasiyan dort izolatin yarisinin E. coli oldugunu gézlemlemistir.

Guangzhou, Cin ve Giiney Kore'de yapilan ¢alismalarda arastirmacilar, mcr genleri

(ST93, ST3285 ve ST160) tasiyan E. coli'nin kopeklerde ishal vakalarinda saptandigini
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belirlemistir (Wang ve dig., 2018; Moon ve dig., 2020). Avrupa (Fransa, Ispanya ve Portekiz)
ve Arjantin'de evcil hayvanlarda kolistine direngli bakterilerin neden oldugu idrar yolu
infeksiyonlar1 da saptanmistir. Cin, Ingiltere ve Misir'da kopeklerde ve sahiplerinde zatiirre ve
solunum yolu hastaliklarinda da ortaya konulmustur. Pnémopati, kolistine direngli suslarin
(mcr-1 veya mcr-9 tasiyan K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa ve E. hormaechei)
varligiyla da iliskilendirilmistir (Scott ve dig., 2018; Wang ve dig., 2018; Singleton ve dig.,
2021). Arastiricilar Ispanya'da yaptiklari calismada, kdpeklerden ve insanlardan izole edilen
mcr-1'1 barindiran E. coli'nin (ST372) varligimmi1 diger enteropatojenik ve gastrointestinal

hastaliklarda saptanmistir (Chen ve dig., 2017; Flament-simon ve dig., 2020).

2.8. Evcil Hayvanlarda Kolistin Tedavisi

Avrupa Birligi ilkelerinde kolistin kullanim miktar1 degiskendir. Asya ve Avrupa
tilkelerinde yem katki maddesi olarak, ayrica tedavi ve profilaktik amaglarla kullanilmaktadir.
Amerika Birlesik Devletlerinde FDA tarafindan onaylanmis olmasina ragmen ¢iftlik
hayvanlarinda kullanilmamaktadir. Cin, Hindistan, Japonya ve Vietnam gibi Asya lilkelerinde
ciftlik hayvanlarinda viicut agirligi artis1 icin hayvan yemi katki maddesi olarak kullanilmistir
(Kempf ve ark., 2016). Veteriner hekimlikte domuzlarda ve oOzellikle sigirlarda
infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Avrupa'da domuz, tavuk, sigir, koyun ve
kecilerde  Enterobacteriaceae'nin  neden  oldugu infeksiyonlarin  tedavisinde de
kullanilmaktadir (Adigiizel ve ark., 2021). Kolistin kullanimi Almanya’ tarim ve
hayvancilikta yiiksek miktarda iken, Fransa’daki kullanim orta seviye, Danimarka’da ise
kullanimi disiik seviyede olarak siiflandirilmaktadir (Watkins ve dig., 2016).

Avrupa'da iiriner patolojileri olan kedilerin %62'si ve dis hastaligr olan kopeklerin
%?36's1 kolistin dahil olmak tizere kritik 6neme sahip antibiyotikler ile tedavi edilmektedir.
Hayvanlarda kolistin kullanimi terapotik amaglar igin, yem katki maddesi olarak veya
metafilaktik tedavi i¢indir. Insanlara ve gida iireten hayvanlara uygulananlara kiyasla, evcil
hayvanlarda kolistin kullanimina iliskin daha zayif standartlar uygulanmaktadir.

Avrupa'da antimikrobiyallerin kullanimi, kediler ve kopekler de dahil olmak {izere
hayvanlarda arastirilmistir ve en sik kullanilan antimikrobiyaller, amoksisilin-klavulanat gibi
B-laktamlardir. Kedilerle ilgili olarak, bir antibiyotik olarak en yaygin kullanilan ikinci aktif
bilesik ise sefovesindir (liglincii nesil sefalosporin). Polimiksin B siilfat ise, evcil hayvanlarda

kullanilan tedavilerin %6'sii1 temsil ettigi bildirilmistir. Ayrica, polimiksin B siilfat, Diinya
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Saglik Orgiitii tarafindan en yiiksek &ncelige sahip kritik derecede énemli bir antimikrobiyal
olarak siniflandirilmistir (Hussein ve dig., 2021; Hamame ve dig. 2022).

Insanlarda ve onlarin evcil hayvanlarinda tanimlanan kolistine direngli izolatlar B-
laktam diren¢ genleriyle iliskilendirilmistir. Genom analizi sonucu mcr genlerinin f-
laktamazlarla (blatem, blactx-m ve blasyy) iliskisi ortaya konulmustur (Rapoport ve dig.,
2016; Lei ve dig., 2017; Ngbede ve dig., 2020; Pathak ve dig., 2020). mcr ve
karbapenemazlarin bir arada bulunmasi, evcil hayvanlar ile sahipleri arasindaki direncin
gecisini gosterdigine de dikkat ¢ekilmistir (Hamame ve dig., 2022). eptA ve B-laktamaz
genlerine sahip c¢oklu ilaca direngli bakterilerin, etkili bir terapdtik ¢oziim bulmanin karmasik

oldugu tiirler oldugu diisiiniilmektedir (Mulvey ve dig., 2016; Ngbede ve dig., 2020).

2.9. Kolistin Direnci I¢in Tek Saghk Perspektifi

Antimikrobiyal direng, Tek Saglik perspektifinin bir parcasi olarak kapsamli bir
calismaya uygun, karmasik epidemiyolojiye sahip bir halk sagligi sorunudur. Tek Saglik,
politika, aragtirma, egitim ve uygulama yoluyla insanlar, hayvanlar ve ¢evre i¢in en iyi sagliga
ulasmak amaciyla yerel, ulusal ve kiiresel olarak calisan birden fazla disiplinin ortak ¢abasi
olarak tanimlanmaktadir. Antimikrobiyal direncin etkenleri arasinda insanlarda, hayvanlarda
ve c¢evrede antimikrobiyal kullanimi ve istismari, ardindan direngli bakterilerin ve direng
belirleyicilerinin diinya ¢apinda bu sektorler arasinda yayilmasi yer almaktadir (\Wassenaar ve
dig., 2008).

Hayvan sagligi ve tarim sektorlerindeki baslica endiseler, Gram-negatif bakteri
infeksiyonuyla miicadelede son ¢are ilaglardan biri olan kolistin gibi insanlar i¢in kritik 6nem
tasiyan antimikrobiyallerin hayvanlarda kullanilmasidir. Kolistinin insan ve veteriner
hekimliginde kontrolsiiz kullanimi, Enterobacteriaceae familyasinda kolistin direncinin ortaya
cikmasma neden olmaktadir. mcr-1'in ortaya c¢ikisi, kolistinin Cin ve Giineydogu Asya
ciftliklerinde kullanilmasi ve daha sonra diizinelerce baska lilkeye yayilmasiyla daha da
siddetlenmistir. Kolistin direnci Ispanya, italya ve Yunanistan'da sirasiyla %31, %43 ve
%20,8 oraninda arttig1 bildirilmistir. Kolistin direnci, ¢oklu ilaca diren¢li bakteriler igin
terapdtik bir segenek olarak kullanilmasini zorlagtirmaktadir (Phillips ve dig., 2004; Kempf ve
dig., 2016).
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Beseri tibbin yani sira kolistin, ¢esitli veteriner bulasict hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Veteriner hekimlikte kolistin kullanimi tilkeler
arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Fransa, Avusturya ve Isveg'te kolistin, siitten
kesme sonras1 domuz ciftliklerinde kullanilmaktadir. Almanya ve Hollanda'da yapilan bir
aragtirma, kolistinin hayvancilikta trimetoprim/siilfonamidler, tetrasiklinler, linkozamidler ve
makrolidlerden sonra en yaygin kullanilan antibiyotik oldugu bildirilmistir (Bos ve dig.,
2013). Asya iilkelerinde de kolistin ve diger antibiyotikler hayvanlarda infeksiyonlarda ve
tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Centre, 2015; Norris ve dig. 2019).

Kolistine direngli bakterilerin ve kolistin direncli genlerin ortaya ¢ikmasi ve hizli bir
sekilde cografi olarak yayilmasi bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu nedenle, kolistin
direnciyle miicadele etmek icin entegre ve biitiinsel ¢ok sektorlii bir yaklagima, 6zellikle de
insan saghgi, veteriner hekimlik ve ¢evrenin daha iyi entegrasyonuna acil ihtiyag vardir.
Birgok iilke ve uluslararasi kurulus, antimikrobiyal direnci ele almaya yonelik eylem

planlara Tek Saglik perspektifini dahil etmistir (Robinson ve dig., 2016).

Onerilen eylemler arasinda antimikrobiyal kullanim diizenlemesi ve politikast,
siirveyans, idare, infeksiyon kontrolii, sanitasyon, hayvancilik ve antimikrobiyallere
alternatiflerdeki iyilestirmeler yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) yakin zamanda
tibbi agidan 6nemli antimikrobiyallerin gida iireten hayvanlarda kullanimina iliskin yeni
kilavuzlar yayinlayarak, ciftcilerin ve gida endiistrisinin saglikli hayvanlarda biiylimeyi tesvik
etmek ve hastaliklar1 onlemek i¢in rutin olarak antimikrobiyal kullanmay1 birakmasini israrla
tavsiye etmektedir (Hussein ve dig., 2021). Bu kilavuzlar, insan tibb1 i¢in 6nemli olan
antimikrobiyallerin hayvanlarda kullanimini azaltarak etkinligini korumay1 amaglamaktadir.
Kolistin tiiketimini ve diren¢ olusumunu kontrol etmek amaciyla Avrupa iilkelerinde farkl
izleme sistemleri kurulmustur. AMR'nin aciliyetine yonelik son ¢ok uluslu stratejiler arasinda
antibiyotige direngli bakterilerle miicadele igin ABD Ulusal Eylem Plan1 ve DSO
Antimikrobiyal Direng Kiiresel Eylem Plan1 yer almaktadir. DSO'niin Kiiresel Antimikrobiyal
Direng Gozetim Sistemi, iilkelerin ulusal slirveyans sistemlerini giiclendirmesine yardimci
olmakta ve daha kapsamli standartlastirillmis AMR siirveyans verileri saglamaktadir (Scott ve
dig., 2018; Gogry ve dig., 2021).

AMR c¢abalarinin 6n saflarinda yer alan iilkeler ve aglar, bu acil sorunun insan ve

hayvan sagligi, cevre, kiiresel ekonomi ve ulusal ve kiiresel giivenlik {izerindeki etkisini en
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aza indirmede genis kapsamli faydalar saglayacak etkili bir strateji gelistirmek i¢in ek
paydaslar1 dahil edilmesi gerektigine arastiricilar dikkat ¢ekmektedir (Norris ve dig. 2019;
Gogry ve dig., 2021).

2.10. Kolistin Direncini Tersine Cevirmek I¢in Giincel Gelismeler

Bugiine kadar, mcr ile iliskili kolistin direncini azaltmaya yonelik {i¢ temel yaklagim
arastirlmustir. Ik ¢dziim, mer pozitif organizmalara kars1 eravasiklin, plazomisin ve artilisin
gibi yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi olarak diisiiniilmektedir. Diger bir teknik ise etkili
kolistin uygulamasint ve sinerjik birliktelikler olusturmak i¢in ek ajanlarla kombinasyon
tedavilerinin olast kullanimini igeren standart strateji olma egilimindedir. Bu ajanlar,
amikasin, aztreonam, rifampin, azitromisin, Kklaritromisin, linezolid, azidotimidin, tigesiklin
ve triptamin tiirevleri gibi tipik olarak Gram-pozitif bakterilere kars1 kullanimi kisitli olan
antibiyotikleri icermektedir. Dogal tiriinler de adjuvan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir;
bunlardan bazilar1 pentamidin ve meridianin D analoglar1 gibi LPS'lerle etkilesime girerek dis
bakteriyel membran1 bozabilecegi de diistiniilmektedir. Buna karsilik, resveratrol,
pterostilben, osthol ve niklosamid gibi diger adjuvanlarin simdiye kadar spesifik rolleri
olmadigina da dikkat ¢ekilmektedir. Son fakat en 6nemli ve odaklanilmasi gereken yoniin,
mcr'yi hedef alan spesifik ilaglarin belirlenmesi oldugu raporlanmistir. mcr-1 mRNA'y1
hedeflemek i¢in peptit konjuge fosforodiamidat morfolino oligomerlerinin kullanimi, mcr-1
genine kars1 peptit niikleik asit ve mcr-1 barindiran plazmidleri hedeflemek igin
CRISPR/Cas9 sistemi gibi gen diizeyinde mcr ifadesini azaltmak i¢in tanimlanmis birkag
yontem ortaya konulmustur. Bununla birlikte, mcr'yi hedef alan spesifik ilaglart inceleyen ¢ok
az ¢alisma vardir ve sadece 1-phenyl-2-(phenylamino) ethanone tiirevleri ve lipid A analogu
ethanolamine i¢in umut verici sonuglar goézlemlenmistir. Etanolaminin mcr-1 ireten
bakterilere kars1 inhibitor etkisi, mcr-1 aktivitesinin bir inhibitdrii olarak kullanilabilecegini
daha da dogrulamak i¢in in vivo olarak da test edilmistir. Sonuglar, 4 mg/ml polimiksin B
varliginda, etanolaminin mcr-1 ekspresyonunu konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe
edebilecegini acik¢a gOstermistir. Ayrica, etanolamin, mcr ailesi i¢cindeki yapisal model ve
fonksiyonel birlesme 1s1¢inda mcr-1 aktivitesinin bir inhibitorii olarak kullanilabilir olarak
saptanmistir. Raporlar, etanolaminin diger mcr iiyelerinin inhibitorii olarak hareket ettigini
gostermektedir. Ancak bunun dogrulanmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
EptA, PEA'nin fosfatidiletanolaminden lipid A'ya 1 ve/veya 4’ bas grubu pozisyonlarinda

transferini katalize eder. EptA, bir N-terminal transmembran alani ve bir C-terminal ¢6ziiniir
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periplazmik bakan alandan olusan bir integral membran proteinidir. Ayrica, EptA enzimleri E.
coli, S. enterica, K. pneumoniae gibi bircok Gram-negatif patojende bulunur. Ekspresyonu
baskilayan potansiyel EptA inhibitorlerini tanimlamak ve optimize etmek i¢in derinlemesine
calismalar yiritiilmektedir. Buna ek olarak, Neisseria tiirlerinde EptA inhibisyonuna benzer
yaklagimlar yeni tedaviler gelistirmek i¢in faydalidir. Coklu ilaca direngli bakterilerin
bulagmasini etkili bir sekilde azaltmak i¢in anti-EptA bilesikleri ile birlikte yeni kombinasyon
tedavileri olarak kullanilabilecek fagositik hiicrelerin bakterisidal aktivitelerini artirmak i¢in
umut verici tedaviler su anda gelistirilmektedir. Bu soruna kars1 bir strateji, EptA tarafindan
lipid A modifikasyonunu inhibe eden yeni antiviriilans ajanlar1 gelistirmektir. EptA'nin
inhibisyonunun polimiksinin etkinligini geri kazandirmasi, infeksiyonun bagisiklik sistemi
tarafindan temizlenmesini desteklemesi ve kolistin direncinin ¢ogalmasini en aza indirmesi

umulmaktadir (Hamame ve dig., 2022).

2.11. Gozetim stratejileri

Kolistin  duyarlhilik testinin Oniindeki bircok teknik zorluk g6z Oniinde
bulunduruldugunda, klinik tani, numune alma ve siirveyans testleri i¢in net stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir. Yerel saglik hizmetleri ortamlarinda, onerilen teknoloji mevcutsa kolistin
direnci test edilmeli, teknoloji mevcut degilse numuneler gerekli teknik kapasiteye sahip
laboratuvarlara gonderilmesi gereklilik olarak bildirilmektedir. Ulusal diizeyde, uygun
kontroller ve standartlastirilmis yontemlerle kolistin direncini giivenilir bir sekilde izlemek
icin en az bir AMR referans laboratuvart kurulmasi onerilmektedir. Boyle bir AMR referans
laboratuvari, yerel laboratuvarlardan gelen talep ilizerine dogrulama testleri yapabilmelidir.
Dogrulama testi i¢in numuneler dikkatle seg¢ilmeli ve aktarilabilir kolistin direnci
kazandigindan stliphelenilen izolatlara dncelik verilmelidir. mcr aracili kolistin direncini tespit
etmek i¢in makul bir strateji, fenotipik direncin taranmasi ve ardindan bir veya daha fazla mcr
genini tespit etmek igin molekiiler tan1 yontemlerinden faydalanilmasi olarak diisiiniilmelidir.
Bu tiir molekiiler testler bir referans laboratuvarinda veya DSO ile is birligi yapan bir
merkezde gergeklestirilebilir olmalidir. ideal strateji olarak, kolistin duyarlilik testi AMR
stirveyanst i¢in ulusal planlara dahil edilmelidir. Giiglii ulusal AMR siirveyans programlarina
ve laboratuvar kapasitesine sahip {ilkeler, en azindan periyodik olarak, gida ireten
hayvanlardan ve ayrica gida ve ¢evre oOrneklerinden izole edilen bakterilerde kolistin
direncinin izlenmesini icerecek sekilde genisletilmesi diisliniilmelidir. Su anda, kolistin

direncinin tespiti, kaynaklarin sinirli oldugu ortamlar igin fenotipik bir tarama yontemi olarak
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onerilemeyecek kadar teknik agidan karmasiktir. Bu nedenle, laboratuvarlarin kolistin direnci
oldugundan siiphelenilen izolatlar1 saklamasi ve kolistin direncini dogrulamak ve olast mcr
genlerinin varligmi belirlemek i¢in AMR referans laboratuvarlar1 ve/veya DSO ile is birligi

yapan merkezlerle is birligi yapmasi1 6nemlidir.

Kolistin duyarlilik testi i¢in numune bazli siirveyans i¢in Kiiresel antimikrobiyal
direng gozetim sistemi (GLASS) protokolii 6nerilmektedir. Numune bazli siirveyansta vaka
bulma, klinik amaglarla rutin olarak laboratuvarlara goénderilen oncelikli numunelere
odaklanir. Buna ek olarak, epidemiyolojik bilgiler her numune i¢in mikrobiyolojik bilgilerle
ve pozitif kiiltiirler i¢in kaydedilen standart AMR gostergeleriyle acikea iligkilendirilmelidir.
Numune bazli yaklasim, duyarli, orta ve direncli izolatlarin oran1 ve drneklenen toplam hasta
sayist hakkinda bilgi edinilmesine olanak taniyarak test edilen popiilasyondaki belirli direng
tiirlerinin oranlarmi veya sikliklarini ¢ikarmayi miimkiin kilar. Test edilen hastalar arasinda
bu tiir direncin goriilme sikligina iliskin bilgiler, popiilasyondaki kolistin direncinin boyutuna
iliskin bir gosterge saglayabilir. Sadece yiiksek direngli suslarin test edilmesi durumunda
diren¢ oranlarinin abartilmamasi i¢in 6rnek popiilasyonunun dikkatlice tanimlanmasi ve

herhangi bir raporda agiklanmasi gerekmektedir (Bortolaia ve dig. 2018).
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3. YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Ornekler
Bu ¢alismada, Istanbul’un cesitli semtlerinde bulunan degisik yas ve cinsiyette, evde
beslenen 100 adet sahipli ve saglikli kopegin diski ornekleri Kasim-Aralik 2023 tarihleri

arasinda toplandi.

Sivablar Stuart tasiyict besiyeri igerisinde soguk zincirde Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina ulagtirildi ve
incelenene kadar -80°C’de saklandi. Ornek alinan kopeklerin yas, cinsiyet, 1k dzellikleri
kayit edildi (Tablo3-1).

Tablo 3-1 Calismada toplanan dérneklere ait alim tarihi, kopegin adi, yasi, cinsiyeti ve

ki

Ornek
No Alim Tarihi Kopegin Ad1 Yas Cinsiyet Irk
1 26.11.2023 Neva 3 Disi Samoyed
2 28.11.2023 Anug 1,5 Yas Erkek SiberianHusky
3 29.11.2023 Zara 12 Disi Min. Pinscher
4 29.11.2023 Alex 9 Erkek Min. Pinscher
5 29.11.2023 Brisha 6 Disi Min. Pinscher
6 3.12.2023 Zeytin 6 Ay Erkek CockerSpaniel
7 3.12.2023 Cesur 5 Erkek Anadolu Coban
8 3.12.2023 Gezi 10 Erkek LabradorRetriever
9 2.12.2023 Mars 5 Erkek Black MouthCur
10 3.12.2023 Pliiton 5 Erkek Rottweiler
11 3.12.2023 Lili 3 Disi TerrierMix
12 4.12.2023 Mia 2 Disi Sosis (Dachshund)
13 4.12.2023 Vino 2 Erkek Toy Poodle
14 3.12.2023 Lina 2,5 Yas Disi Pug
15 3.12.2023 Latte 13 Erkek Golden Retriever
16 3.12.2023 Papi 2 Disi Pug
17 3.12.2023 Daisy 3 Disi Pug
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18 4.12.2023 Sacha 4 Disi Miks

19 3.12.2023 Enzo 2 Erkek StaffordshireTerrier
20 5.12.2023 Tekila 8 Disi Terrier

21 5.12.2023 Duman 6 Erkek Akbag Kangal Kirmasi
22 5.12.2023 Maya 4 Disi Amerikan Bully
23 6.12.2023 Gaspar 2,5 Yas Erkek StaffBullTerrier
24 6.12.2023 Obi 1.10 Ay Disi Shi-Tzu

25 6.12.2023 Chiba 3.3 Ay Disi Shi-Tzu

26 6.12.2023 Tar¢in 4 Erkek Toy Poodle

27 6.12.2023 Bizu 8,5 Yas Disi Labrador

28 6.12.2023 Rain 7 Ay Disi Labrador

29 6.12.2023 Alex 4 Erkek Golden

30 6.12.2023 Freya 2 Disi Pointer

31 6.12.2023 Rocky 3 Erkek Pointer

32 6.12.2023 Sila 9 Disi Terrier

33 4.12.2023 Alev 6 Disi Pitbull

34 4.12.2023 Bailys 1 Disi Toy Poodle

35 4.12.2023 Bella 11 Ay Disi Chihuahua

36 4.12.2023 Prens 4 Erkek Chihuahua

37 4.12.2023 Karamel 2 Ay Erkek Chihuahua

38 7.12.2023 Nova 5 Erkek Taz1 Kirmasi

39 6.12.2023 Caki 6 Disi Beagle

40 6.12.2023 Roxy 3 Disi Labrador Mix
41 7.12.2023 Pody 3,5 Yas Erkek Poodle

42 7.12.2023 Lila 1,5 Yas Disi Maltipoo

43 7.12.2023 Kontes 2 Disi Alman Coban Kurdu
44 7.12.2023 Ares 1,5 Yas Erkek Pomeranian

45 8.12.2023 Ceku 5 Ay Disi Maltipoo

46 8.12.2023 Ceku 3 Ay Disi Morki

47 9.12.2023 Winter 4 Disi Terrier

48 10.12.2023 Targin 2 Disi JackRussel Kirmast
49 9.12.2023 Sherpa 3 Disi Ingiliz Setter

50 7.12.2023 Jolene 2 Disi Avustralya Coban
51 10.12.2023 Poffy 2 Erkek Toy Poodle

52 10.12.2023 Loki 8 Erkek Golden Retriever
53 7.12.2023 Rollo 11 Erkek Miks
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54 6.12.2023 Lokum 9 Disi Golden Retriever
55 6.12.2023 Alvin 1 Erkek Poodle

56 6.12.2023 Gofret 10 Ay Disi Golden Retriever
57 6.12.2023 Kaju 7 Disi Cocker

58 6.12.2023 Orfe 6 Disi Miks

59 11.12.2023 Luna 4 Disi JackRussel

60 10.12.2023 Gibson 5 Disi Kopay Av

61 10.12.2023 Mosyd 2 Erkek Toy Poodle
62 10.12.2023 Kuki 4 Disi Pinscher

63 10.12.2023 Satz 8 Erkek MalteseTerrier
64 9.12.2023 Badem 10 Disi Yorkshire

65 9.12.2023 Gudu 10 Disi Yorkshire

66 7.12.2023 Dobi 4 Ay Disi French Bulldog
67 12.12.2023 Glimiis 7 Ay Erkek Maltipoo

68 12.12.2023 Rocky 4 Erkek French Bulldog
69 12.12.2023 Lily 1,5 Yas Disi Setter

70 14.12.2023 Mocha 3 Erkek Rottweiler

71 10.12.2023 Lucky 5 Erkek JackRussel
72 17.12.2023 Mars 8 Erkek French Bulldog
73 13.12.2023 Alex 5 Erkek Golden Retriever
74 17.12.2023 Cooper 2,5 Yas Disi English Cocker
75 14.12.2023 Lily 4 Disi GermanSpitz
76 17.12.2023 Guti 8 Disi Golden Retriever
77 6.12.2023 Mickey 5,5 Yas Erkek Poodle

78 6.12.2023 Bobi 13 Erkek Malta Kopegi
79 6.12.2023 Garip 15 Disi Miks

80 6.12.2023 Moco 4 Disi Miks

81 8.12.2023 Nohut 11 Erkek Miks

82 9.12.2023 Barney 8 Erkek Golden

83 9.12.2023 Shans 6 Ay Disi Miks

84 9.12.2023 Karamel 2 Erkek Maltipoo

85 10.12.2023 Rollo 1 Erkek Poodle

86 10.12.2023 Borbe 6 Ay Disi Poodle

87 16.12.2023 Nita 3 Disi CavalierKing Charles
88 14.12.2023 Mars 2 Ay Erkek Poodle

89 16.12.2023 Milo 4 Erkek Terrier

90 14.12.2023 Monser 2,5 Yas Erkek Pug
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91 18.12.2023 Ati 2,5 Yas Erkek Miks

92 19.12.2023 Tar¢in 2,5 Yas Erkek Poodle

93 21.12.2023 Megi 6 Disi Pinscher

94 19.12.2023 Coni 2 Erkek Poodle

95 19.12.2023 Ceku 3 Disi Rottweiler

96 22.12.2023 Hera 1,5 Yas Disi Yorkshire Terrier
97 6.12.2023 Polo 2,5 Ay Erkek Poodle

98 24.12.2023 Findik 4 Erkek Alman Kurdu
99 22.12.2023 Bilek 7 Disi Alman Kurdu
100 22.12.2023 Badem 5 Erkek Miks

3.1.2. Besiyerleri

E. coli izolasyonu asamasinda MacConkey Agar (Oxoid CM0115), Nutrient Agar (%7
koyun kani ilave edilmis) (Kanli Agar) (Merck 1.01614.1000); identifikasyon asamasinda
Nutrient Broth (Acumedia 7146), Ure Agar (Oxoid CM0053), Methyl Red (MR) Broth
(Acumedia 7237), Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar) (Oxoid CMO0277), Simmons’ Citrate
Agar (Himedia MO09), Karbonhidrat Fermentasyon besiyeri (Himedia RM 005),
antimikrobiyal duyarlilik testi asamasinda ise Mueller Hinton Agar (Oxoid CM 129) ve
Katyon-Ayarli Mueller-Hinton Broth (Oxoid CM 0405) besiyerleri kullanildi.

3.1.3. Ayraglar ve Kimyasallar
Katalaz testinde %3 hidrojen peroksit soliisyonu; oksidaz testinde oksidaz

identifikasyon stripleri (Sigma Aldrich 40560); indol testinde kovaks ayiract; metil kirmizisi
testinde MR ayiraci kullanilda.

Antibiyotik Diskleri

e Siprofloksasin 5 pg

e Nalidiksik Asit 30 ug
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e Amikasin 30 ug

e Gentamisin 10ug

e Tetrasiklin 30 ug

e Kloramfenikol 30 pg

e Trimetoprim-Sulfametaksazol 1.25/23.75 ng
e Amoksisilin/Klavulonik Asit 20/10 pg

e Ampisilin/Sulbaktam 10/10 pg

e Aztreonam 30 pg

3.1.4. Diger

e Gram boyama Seti (GBL 5026/01,02,03,04)

e Gram negatif ticari identifikasyon kiti (BD Diagnostic Instrument Systems Becton,
Dickinson and Company, USA)

e Colistin sulfate salt (Sigma C4461)

e Resazurin sodium salt (Sigma R7017)

3.1.5. Standart Suslar
Izolasyon ve identifikasyonu ve antimikrobiyal duyarlilik testleri asamalarinda pozitif
kontrol olarak Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dal1 koleksiyonunda bulunan E. coli ATCC 25922 ve E. coli NCTC 13846 kullanildz.
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3.2. YONTEM

3.2.1. izolasyon

Diski 6rnekleri MacConkey agar besiyerlerine ekim yapildi ve 35 °C’de 24 saat aerob
kosullarda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda MacConkey agar’da iireyen
pembe renkli koloniler Gram boyama ydntemiyle boyanarak mikroskopta incelendi. Gram
negatif comak seklindeki bakteriler identifikasyonlarinin yapilmasi amaciyla kanli agarda

saflastirildi.

3.2.2. identifikasyon

Gram boyanma 6zelligi, katalaz, oksidaz, sitrat, indol, MR, iire, TSIA’da H,S olusumu
ve karbonhidrat fermentasyon testleri yapildi ve identifikasyon tamamlandi (Quinn ve dig,
1994; EFSA 2011). Elde edilen izolatlar1 dogrulamak amaciyla BD Phoenix M50 (BD
Diagnostic Systems, ABD) otomatik sistemi kullanildu.

3.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

E. coli izolatlarmin florokinolon, aminoglikozit, tetrasiklin, fenikol, sulfonamid,
penisilin ve monobaktam grubu antimikrobiyallere kars1 duyarliliklart EUCAST (2024) ve
CLSI (2014) yontemlerine gore saptandi.

Her bir izolatin 24 saatlik Kkiiltiirlinden steril FTS ic¢inde 0,5 MacFarland bulaniklik
standardina uygun siispansiyon hazirlandi, steril bir svap bu silispansiyona daldirildi, Mueller-
Hinton Agar yiizeyine ii¢ yonde siiriilerek ve plak yiizeyine diskler yerlestirildi. Test plaklari
35 °C sicaklikta 24 saat aerob kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan olusan {ireme

inhibisyon zonlar dl¢iilerek degerlendirildi (EUCAST, 2015).

Kullanilan antimikrobikler (disk icerigi), duyarlilik olarak kabul edilen zon caplar ve

kaynaklar tablo 3-2’de gosterildi.

3.2.3.1. Coklu Ila¢ Diren¢ (MDR) Varliginin Arastirilmast

Uc yalya da iigten fazla antimikrobiyal grubunda direnc saptanan izolatlar MDR
pozitif olarak degerlendirildi.
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Tablo 3-2 Calismada kullanilan antibiyotik disklerinin icerikleri, referans araliklari ve

kaynagi
Antimikrobiyaller Disk I¢erigi DI;::;Z;:YOH Zon;;lu;r::lr:) Kaynak

Siprofloksasin 5ug <15 >21 EUCAST 2015

Nalidiksik Asit 30 ug <13 >19 CLSI 2014
Amikasin 30 ug <14 >17 EUCAST 2015
Gentamisin 10pg <12 >15 EUCAST 2015

Tetrasiklin 30 pug <11 >15 CLSI 2014
Kloramfenikol 30 pug <17 >17 EUCAST 2015
Trimetoprim-Sulfametaksazol 1.25/23.75 pg <13 >16 EUCAST 2015
Amoksisilin/Klavulonik Asit 20/10 pg <19 >19 EUCAST 2015
Ampisilin/Sulbaktam 10/10 pg <14 >14 EUCAST 2015
Aztreonam 30 pg <21 >24 EUCAST 2015

3.2.3.2. St Mikrodiliisyon Y ontemi Ile Kolistin Direncinin Dogrulanmast
Kolistin direncinin dogrulanmasi amaciyla referans yontem olan sivi mikrodiliisyon

yontemi kullanildi. Elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri
EUCAST (2019) kriterlerine gore degerlendirildi.

Stok Kolistin Hazirlanmasi:

10 mg Colistin sulfate salt (Sigma C4461) tartildi, 5,71 ml’de distile suda ¢ozlindiriildi. 1/10

steril besiyeri ile diliie edilip filtreden gegirilerek steril edildi. Stok baslangi¢ konsantrasyonu

128 pg/mL olarak hesaplandi. Ependorf tiiplerine 300 pL boliinerek -80°C’de sakland.

Bakteri Siispansivonu Hazirlanmasi:

1 ml 0,5 McFarland yogunlugunda (1X108 CFU/mL) bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu
siispansiyon 1/20 diliie edildi ve boylece 5x10° CFU/mL bakteri siispansiyonu elde edildi. Bu
siispansiyondan ilgili kuyulara 10 pl ilave edilerek, son bakteri yogunlugu 5x10° CFU/mL
orani elde edildi. Hazirlanan siispansiyon 15 dk i¢inde mikroplakataki kuyulara dagitilarak
kullanildi.

Resazurin Hazirlanmasi:

Resazurin sodyum salt (Sigma R7017) 0,001 gr tartilip 10 mL steril distile suda ¢6ziildii ve
filtreden gegirildi.

Calisma YoOntemi:




32

[k asama olarak tiim kuyucuklara 100 pl besiyeri eklendi. ikinci asamada ise ilk kuyucuga
diliisyon yapilmis kolistinden 100 pl ilave edildi ve seri diliisyonlar1 yapildi. Bu asama ile
kolistin konsantrasyonu 64-0,03 pg/ml olarak elde edildi. Uciincii asamada, bakteri
stispansiyonundan tiim kuyucuklara 10 pl eklendi. Son asamada ise resazurinden her
kuyucuga 10 pl ilave edildi. Plakalarin tizeri kapak ile kapatildiktan sonra 35°C’de 20 saat
inkiibe edildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Inkiibasyon siiresi sonunda plakalardaki renk degisimi goz ile degerlendirildi. Resazurinin
maviden pembe veya renksiz hale donmesi pozitif yani bakteriyel iireme olarak
degerlendirildi.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri resazurinin maviden pembeye veya
renksiz hale donmesini engelleyen en diisiik konsantrasyon olarak belirlendi.

Test tiim Ornekler i¢in iki kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon

Calismada Istanbul’un cesitli semtlerinde bulunan degisik yas ve cinsiyette, evde

beslenen 100 adet sahipli ve saglikli kopegin diski 6rnekleri rektal svab yontemiyle toplandi.

MacConkey besiyerindeki goriiniimlerine gore 59 izolatin (%59) E. coli siipheli koloni

goriiniimiine sahip oldugu saptandi (Sekil 4-1).

Siipheli izolatlara Quinn ve dig. (1994)’na gore yapilan konvansiyonel biyokimyasal testler
(katalaz, oksidaz, sitrat, indol, MR, iire, TSIA’da H,S olusumu ve karbonhidrat fermentasyon
testleri) sonucunda 59 izolatin E.coli oldugu belirlendi. Konvansiyonel yontemlerle E. coli
oldugu belirlenen 59 izolat BD Phoenix™ M50 cihazi ile de konfirme edildi.

Sekil 4-1 Calismada elde edilen E. coli siipheli izolatin MacConkey agardaki goriiniimii
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4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Kullanilan antimikrobiyaller (disk igerigi), duyarlilik olarak kabul edilen zon c¢aplari,

kaynaklar ve izolatlarin sonuglar1 tablo 4-1’de gésterildi.

4.2.1. Coklu Ila¢ Diren¢ Varhgmin Arastirilmasi
Elde edilen antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina gore 18 izolatin ii¢ ve/veya daha fazla ilag
grubuna direng gosterdigi saptandi. Bu nedenle %30,5 (18/59) oraninda ¢oklu ilag direnci

gosteren izolat belirlendi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1 Calismada kullanilan antibiyotik disklerinin icerikleri, referans araliklari,
kaynaklar ve izolatlarin sonuglari

Beta laktam grubu
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7 S S S R S S S S S S
8 S S R R S S S S S S
12 S S S S S S S S S S
13 S S S S S S S S S S
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17
18
20
21
22
23
25
31

32

35

37

38
39
41

42

43
44
46

47

49

50
52

53
54
56
57

58
59
60
61

63
64
65
70
71
72
73
75
79
80
81

82

83
86
93




36

94 S S S S S S S S S S
96 S S S S S S S R S R
98 S S S S S S S S S S
99 S R S S R R R R S R
100 R R S S R R S R S S

S: Susceptible R: Resistant

4.2.2. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Kolistin Direncinin Dogrulanmasi
Calismada kopek diski orneklerinden elde edilen 59 E. coli izolatinda kolistine karsi direng
fenotipik olarak arastirildi ve yapilan sivi mikrodiliisyon testi sonucunda 1 izolatin (100

numarali 6rnek) fenotipik olarak kolistine direngli oldugu saptandi.

Caligmanin dogrulugunun teyit edilmesi amaciyla ayn islem iki kez yapildi ve buna gore 59
izolattan 1 tanesinde (%1,69 oraninda) fenotipik diren¢ (MIK degeri >2 pg/ml) oldugu

saptandi.

Negatif kontrol olarak kullanilan kolistin duyarli E. coli ATCC 25922’nin kolistin MIK
degeri<2 pg/mL, pozitif kontrol E. coli NCTC 13846 kolistin MIK degeri >2 pg/mL olarak

belirlendi.
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5. TARTISMA

Diinya genelinde 223 milyondan fazla evcil hayvana sahip olundugu tahmin
edilmektedir. Evcil hayvanlar her zaman insanlara eslik etmek, onlari eglendirmek ya da
onlara sefkat gostermek i¢in beslenmektedir. Cogu evcil hayvan sahibi, evcil hayvanlara
cocuklar1 ve aile iiyeleri gibi davranmaktadir. Bununla birlikte, insanlar ve evcil hayvanlar
arasindaki yakin temas, antimikrobiyal direngli bakteriler de dahil olmak tizere patojenlerin
bulasma riskini arttirmaktadir (Lei ve dig., 2021). Onceki ¢alismalar, antimikrobiyal direngli
bakterilerin kopekler de dahil olmak iizere pet hayvanlarindan siklikla izole edildigini

gostermistir.

Escherichia coli, ana mcr gen tasiyicisi olmasi ve herhangi bir tiir engeli olmadan
farkli hayvan konakgilar1 arasinda kolayca aktarilabilmesi nedeniyle kolistin direncinde
onemli bir rol oynamaktadir (Loayza-Villa ve dig., 2020). Bununla birlikte, kdpeklerden izole
edilen kolistin direnci barindiran E. coli'ye iliskin az sayida rapor bulunmaktadir. Bu
calismada Istanbul’un gesitli semtlerinde bulunan degisik yas ve cinsiyette, evde beslenen 100
adet sahipli ve saglikli kopegin diski 6rnekleri incelendi ve 59 izolatin E. coli oldugu

belirlendi.

Son yillarda, ¢oklu ilaca direngli bakteri tiirlerinin, 6zellikle de genis spektrumlu B-
laktamaz veya karbapenemaz iireten Gram-negatif enterobakterilerin yayilmasi, diinya
capinda saglik hizmetlerinde t¢iincii kusak sefalosporinlere ve karbapenemlere alternatif bir
antimikrobiyal olarak kolistin kullanimini tesvik etmistir. Bununla birlikte, kolistinin tibbi
kullanimim1 Gram-negatif basiller arasinda kolistin direnci raporlarinda bir artis izlemistir

(Yasugi ve dig., 2023).

Insanlarda mcr-1-pozitif bakteri prevalansi diinya genelinde %0,02 ile %28,3 arasinda
degismektedir (Lei ve dig., 2021). Hayvanlardan ve hayvansal kaynakli gidalardan elde edilen
bakterilerde kolistin direncine iliskin veriler nispeten azdir. 2014 yilina kadar kolistin,
Avrupa'da hayvan kokenli bakterilerin = siirveyansinin  Enterobacteriaceae  zorunlu
antimikrobiyal paneline dahil edilmemistir (Komisyon Uygulama Karar1 2013/652/EU).
Bir¢ok iilkede kolistinin insanlarda veya hayvanlarda eksik veya sinirlt kullanimi, bu
tilkelerdeki hayvan kokenli bakterilere iliskin epidemiyolojik calismalarda ve slirveyans

sistemlerinde polipeptitlerin hari¢ tutulmasinda muhtemelen rol oynamaistir.
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Kolistin direncini belirlemede metodolojik zorluklar 6n plana ¢ikmaktadir. Bir yag
asidi zincirine bagl siklik bir dekapeptit olan ve bu nedenle agarda iyi yayilmayan kolistine
kars1 bakteriyel duyarliligin analizi klasik disk difiizyon yontemlerini engellemektedir. Sonug
olarak, kolistin diski etrafindaki inhibisyon bolgeleri kii¢iik olmasinin sonucunda Kkolistine
duyarli ve direngli suslarin ayirt edilmesini zorlastirmaktadir. Kolistin ayrica plastik panellere
de baglanmasi sonucunda ortamdaki aktif konsantrasyonda belirsizliklere neden olmaktadir.
Mikrodiliisyon metoduyla bu yapismayi azaltmak i¢in yiizey aktif maddelerin kullanimi
onerilmektedir (Kempf ve dig., 2016). CLSI ve EUCAST gibi uluslararasi standart belirleyici
kuruluslar kolistin duyarliliginin test edilmesi i¢in sadece sivi mikrodiliisyonu onermistir. Bu
caligmada Kolistin direncinin belirlenmesi amaciyla referans yontem olan sivi mikrodiliisyon

yontemi kullanilmistir.

Yeni antibiyotiklerin karsilastirildigr klinik calismalar, Gram negatif bakterilerin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kolistinin klinik etkinligine iliskin yeni veriler
saglamaktadir. Klinik sonuglara gore kolistin, 6zellikle diger baska ilaglarin mevcut oldugu
durumlarda, zayif bir monoterapdtik secenek olarak  goriinmektedir.  Ozellikle,
farmakokinetigi hastalar arasinda biiyiik farkliliklar gosterdiginden, kolistin dozu karmasiktir.
Bu nedenle, su anda belirlenen kesme noktalarinin ve epidemiyolojik kesme degerlerinin
klinik kararlar1 dogru bir sekilde bilgilendirip bilgilendirmedigini belirlemek i¢in klinik
sonuclarin daha fazla gézden gecirilmesi gerekmektedir (Boyen ve dig., 2010; WHO 2015;
Nordmann ve dig., 2016; Abdul Momin ve dig., 2017; Nation ve dig., 2017).

Bu yontemlerin performansi bakteri tiirline ve kolistin diren¢ mekanizmalarina
baghdir. Kolistin duyarliligimin daha basit, daha gilivenilir in vitro testlerine ve kolistine
direngli, mcr-pozitif izolatlar1 segici olarak belirlemeye yonelik yontemlere duyulan ihtiyag
teknik gelismeyi yoOnlendirmektedir ve gelismis fenotipik test iirlinlerinin kullanima
sunulmasi beklenmektedir. Diger birgok antimikrobiyal ajan sinifinda oldugu gibi, molekiiler
testler kolistin direncinin izlenmesi i¢in fenotipik testlere bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Kiiresel antimikrobiyal diren¢ gozetim sistemi (GLASS), erken uygulama asamasinda sadece
fenotipik testlerle elde edilen hedef patojenlerin antimikrobiyal duyarliligi hakkinda veri
toplamaktadir ve heniiz spesifik direng mekanizmalarinin dagilimi hakkinda veri
toplamamaktadir. Bununla birlikte, genotipik siirveyans, antimikrobiyal duyarlilik icin
miiteakip fenotipik testler icin izolatlarin se¢imi icin bir temel olarak kullanilmasi

onerilmektedir. Bu sonuglar GLASS'a gonderildikten sonra olagandis1 fenotipik direng(ler)e
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sahip izolatlar i¢in diren¢ mekanizmalarinin tamamlayici bir aragtirmasi kullanilmasi faydali
bulunmaktadir. Bu tiir calismalar, AMR'nin epidemiyolojisinin ve insan klinik, hayvan sagligi
ve tarim sektorlerinin AMR sorununa goreceli katkilarinin anlasilmasina yardimci olabilecegi
distiniilmektedir. Ayrica GLASS'taki Gelisen Antimikrobiyal Diren¢ modiiliine (GLASS-
EAR sistemi) raporlamay1 da gelistirebilecegi 6ne ¢ikmaktadir. Genotipik sonuglar, belirtilen
kolistin diren¢ mekanizmasinin veya geninin varligi veya yoklugu olarak raporlanmalidir
(Boyen ve dig., 2010; WHO 2015; Nordmann ve dig., 2016; Abdul Momin ve dig., 2017,
Nation ve dig., 2017).

Norveg ve Isveg’te evcil hayvanlarla ilgili olarak, iki calisma kopek izolatlarinda
direncin ¢ok diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir (Swedres-Svarm, 2015; Simonsen ve
Urdahl, 2017). Sivi mikrodiliisyon yontemlerine gére, Isveg'teki kdpeklerden elde edilen
kolistine direngli 690 E. coli izolatinda %5 olarak bildirilmistir (Swedres-Svarm, 2015).
Norveg’te ise kopeklerden izole edilen 179 E. coli izolatinda sivi mikrodiliisyon CLSI

yontemi ile kolistin direnci %0,6 oraninda saptanmistir (Simonsen ve Urdahl, 2017).

Isvigre'de yapilan baska bir ¢alismada, kedi ve kdpeklerin klinik érneklerinden izole
edilen izolatlarin %2'sinde (4 izolattan 2'si, tiim kopeklerde) kolistin direnci tespit edilmistir.
Bu suslardan sadece biri idrardan izole edilen E. coli (MIiK 2 mg/L)’dir. Bu ¢alismadaki
kolistin direng oranlar1 kedi ve kopek suslarinda farklilik géstermektedir ve diger calismalarla
da farklilik gostermektedir. Bu ¢alismada mcr-1, mcr-2 ve mcr-3 genleri icin pozitiflik
saptanmis olsa da direncin baska farkli mekanizmalarla da ortaya ¢ikma ihtimali g6z oniinde
bulunduruldugunda, fenotipik olarak belirlenen bu kolistin direncinin hem kedi ve kopek
popiilasyonlarinda yayilmasi hem de insan sagligi acisindan risk olusturmasi agisindan goz

ardi edilmemesi gerektigi rapor edilmistir (Simmen ve dig., 2016).

Ngbede ve dig. (2020) kopek rektal swaplarindan 42/110 E. coli izole etmis, bu
izolatlarin sadece 2’sinde MIK yontemi ile direng gdzlediklerini bildirmislerdir. Loayza-Villa
ve dig. (2020) Ekvator’da yaptiklari bir ¢alismada bir kopekte kolistin direnci saptadiklarini
bildirmistir.

Zheng ve dig. (2023) Cin’de yaptiklar ¢alismada kdpeklere ait intestinal drneklerden
593/769 (%77,11) kolistin direngli E. coli saptadiklarini bildirmis, kolistin direnci bulunan
izolatlarda MDR varliginin dikkat ¢ekici diizeyde goriildiigiinii rapor etmislerdir.
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Tirkiye'de yapilan bir c¢alismada, kopeklerden izole edilen E. coli suslariin
%37,8'inde fenotipik olarak kolistin direnci tespit edildigi, ancak bu fenotipin incelenen mcr-

1, mcr-2 ve mcr-3 genleriyle iliskili olmadigi bildirilmistir (Sezener ve dig., 2022).

Bu calismada elde edilen sonuglarda ii¢ ve/veya iigten fazla ilag grubunda direng
saptanan 18 izolat MDR pozitif olarak kabul edildi. Bununla beraber, izolatlarin 58’1 kolistine
duyarli (MIK degeri <2 ug/ml), sadece 1°i kolistine direngli (MIK degeri >2 pg/ml) bulundu.
Calismamizda saptanan bu diisiik oran imit vaat etmektedir. Bununla birlikte iilkemizde az
sayida ¢alisma oldugu g6z oniine alindiginda, kolistin direncinden sorumlu olan tiim genlerin
arastirilacagi ve farkli hayvan tiirlerinde ¢ok sayida orneklememin yapilacagi ¢alismalarin

yapilmasi onemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiim diinyada 6nemini koruyan antimikrobiyal direng sorunu, insan ve hayvanlardan
izole edilen E. coli izolatlarindaki direng ile bir kez daha dikkatleri lizerine ¢ekmistir.
Kolistin, karbapenem diren¢li Gram-negatif bakterilere karsi en etkili antibiyotiktir. Kolistinin
veteriner tedavisinde kullanimi smirli iken, hayvan izolatlarinda kolistine diren¢li Gram-
negatif bakterilere rastlanmistir. Insanlarda, bobrek fonksiyonlarmin bozulmasi nedeniyle
kullanimi1 sinirli olan kolistin, gliniimiizde ¢oklu antibiyotik direngli Gram-negatif bakterilerin

neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.

Insanlar ve evcil hayvanlar arasindaki sik ve yakin temas nedeniyle, calismamiz
kolistin direngli Enterobacteriaceae' nin her iki gruba da bulasmasi i¢in firsatlarin mevcut
oldugu ortaya koymustur. Pet hayvanlarinda ve gida iireten hayvanlarda kolistine direngli

Enterobacteriaceae’ yi azaltmak icin daha fazla gézetim ve kontrol ¢abasina ihtiyag vardir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alisma sayisi sinirlidir. Bu arastirmalarin sonuglarina gore kolistin
direnci diisiik oranda saptanmis olunsa bile bu durumun gelecek i¢in bir tehlike olabilecegi
disiiniilmistlir. Kolistin kullaniminin sinirlandirilmasinin segici baskilart biiylik olcilide
azaltmasi ve boylece plazmid aracili kolistin direncini kontrol etmesi beklenmektedir. Gerek
pet hayvanlarinin tedavisinde gerek hayvansal iiretimde kolistinin sinirlandirilmas: ve etkili
faktorlerin kapsamli bir sekilde incelenmesi karmasik olan antibiyotik direnci sorununu tam
olarak ortadan kaldirmasa bile etkili stratejiler ve Onleyici tedbirler saglayacagi

diistiniilmiistiir.
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