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Escherichia coli (E. coli), kanatlilar da dahil olmak {iizere birgok hayvan
tiirlinlin bagirsak florasinda bulunan kommensal bir mikroorganizmadir. Kanatlilarda
klinik semptomlarla iliskili izolatlar genellikle avian patojenik E. coli (APEC) olarak
adlandirilir.

Kolistin, orijinal olarak spor olusturan toprak organizmasi Paenibacillus
polymyxa'dan izole edilen ve polimiksinler olarak bilinen bir antimikrobiyal ajandir.
Kolistinler glinimiizde insan sagliginda kullanilan son g¢are antimikrobiyallerden
olup kolistine kars1 diren¢ diinya capinda biiyiik ilgi géormektedir. Kolistin hem
beseri hem de veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilmakla birlikte, genellikle
coklu ilaca direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek amaciyla
uygulanmaktadir.

Bu tez caligmasinda, hem insan hem de hayvan sagligiin Onemli
sorunlarindan ve antimikrobiyal direncinin énemli orneklerinden biri olan kolistin
direncinin, saglikli tavuk kloakal ornekleri ile beraber ¢evresel orneklerden de izole
edilen E. coli suslarindaki durumunun belirlenmesi, direngten sorumlu bazi mcr
genlerinin prevalansinin ortaya konularak s6z konusu izolatlarin ve dolayisiyla bu
izolatlarin elde edildikleri tavuklarin kolistin direnci yoniinden rezervuar olabilme
potansiyellerinin belirlenmesi amaglandi.

Bu calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda, altlik, yemlik/suluklardan

ve kloakal svaplardan elde edilen toplam 317 adet E.coli izolatinin % 4.7’sinin mcr-
1, %24.3’linlin mcr-2, sadece kloakal svaplardan elde edilen E. coli izolatlarinin ise
%10,1’inin mcr-3 geni yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
toplam E. coli izolatinin % 83,6’sinda Coklu Antimikrobiyal Direnci (MDR) tespit
edildi.

Sonu¢ olarak, kolistin direncine sahip olan ve mcr-1, mcr-2, mcr-3 geni
barindiran bakterilerin saglikli kanathi digkilari ile birlikte ¢evresel drneklerden de
izole edilebiliyor olmasi, bu E. coli izolatlarinin halk sagligini tehdit edebilecek
potansiyel risk oldugunu ortaya koymakta olup, bunun tek saglik yaklagimi ile
coziilmesi gereken bir sorun oldugu agiktir. Aynit zamanda kolistin direncine sahip
olan E.coli 1izolatlarimin Onemli oOl¢lide c¢oklu antimikrobiyal direng profili
sergilemesi, kolistin direncinin azaltilmasini destekleyen evrensel bir strateji
gelistirmek igin ilgili tim uzmanlar arasinda disiplinler arasi bir isbirligi ve iletisimin
gerekli oldugu kanisini ortaya ¢ikarmaistir.

Anahtar Sozciikler: E.coli, Kolistin, Direng



ABSTRACT

INVESTIGATION AND GENOTYPING OF COLISTIN AND MULTIPLE
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED
FROM HEALTHY CHICKEN FEASTS AND ENVIRONMENTAL MATERIALS

Ali SERDAR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology
Ph.D., February/2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu FINDIK

Escherichia coli (E. coli) is a commensal microorganism found in the intestinal
flora of many animal species, including poultry. Isolates associated with clinical
symptoms in poultry are often referred to as avian pathogenic E. coli (APEC).

Colistin is an antimicrobial agent originally isolated from the spore-forming
soil organism Paenibacillus polymyxa and known as polymyxins. Colistin is one of
the last resort antimicrobials used in human health today and resistance to colistin is
of great interest worldwide. Colistin is widely used in both human and veterinary
medicine, but is usually administered to treat infections caused by multidrug-
resistant bacteria.

In this thesis, it was aimed to determine the status of colistin resistance, which
is one of the important problems of both human and animal health and one of the
important examples of antibiotic resistance, in E. coli strains isolated from healthy
chicken cloacal samples as well as environmental samples, to determine the
prevalence of some mcr genes responsible for resistance, and to determine the
potential of these isolates and thus the chickens from which these isolates were
obtained to be reservoirs in terms of colistin resistance.

In line with the findings obtained from this study, 4.7% of a total of 317 E.coli
isolates obtained from litter, feeders and cloacal swabs were positive for mcr-1,
24.3% for mcr-2 and 10,1% of E.coli isolates obtained only from cloacal swabs were
positive for mcr-3 gene. At the same time, Multiple Antibiotic Resistance (MDR)
was detected in 83.6% of a total E.coli isolates.

In conclusion, the fact that colistin-resistant bacteria harboring mcr-1, mcr-2,
mcr-3 genes can be isolated from healthy poultry feces as well as environmental
samples reveals that these E.coli isolates are a potential risk that may threaten public
health, and it is clear that this is a problem that needs to be solved with a single
health approach. At the same time, E.coli isolates with colistin resistance exhibited a
significant multi-antimicrobial resistance profile, suggesting that interdisciplinary
collaboration and communication among all relevant experts is necessary to develop
a universal strategy to support the reduction of colistin resistance.

Keywords: E.coli, Colistin, Resistance
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar yeryiiziiniin en eski canlilaridir ve degisen yasam
kosullarina hizla uyum saglayabilme 6zelligine sahiptirler. Bu yetenekleri sayesinde
kendilerine karst gelistirilen her yeni antimikrobiyalden kacacak bir yol
bulmaktadirlar ve sonu¢ olarak da infeksiyonlarla savasta en onemli engel olan
antimikrobiyallere diren¢ sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Antimikrobiyal ajanlara karsi
gelisen direng gilinlimiizde biitiin insanlhi@1 tehdit edecek diizeyde ¢ok onemli bir

sorundur.

Polimiksinler, 1970’li yillarda insan hekimliginde sikca kullaniliyorken, toksik
etkileri, 6zellikle de bobrekler ve sinir sistemi {izerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
kullanimindan vazgecilmistir (Falagas et al., 2005; Gallardo-Godoy et al., 2016).
Ancak son yillarda ¢oklu ilaca direngli (MDR), 6zellikle de genisletilmis spektrumlu
sefalosporinlere ve karbapenemlere direngli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarin prevelansindaki artis nedeniyle tekrar alternatif bir etken madde
olarak 6n plana ¢ikmistir (Aghapour et al., 2019; Baron et al., 2016). Bununla
birlikte kolistinin son yillarda yeniden kullanima girmesiyle, direng sorunu da ortaya
¢ikmig ve bu durum klinik durumu daha da karmasiklastirmistir. Kolistinin etkinligi
hakkinda degisik iilkelerden yapilan ¢aligmalarin sayis1 giderek artmaktadir. Ancak
tilkemizde c¢oklu ilaca direncli Gram negatif patojenlere karsi kolistinin etkinligini

bildiren ¢alisma sayis1 oldukga sinirlidir.

Escherichia coli (E. coli), kanatlilar da dahil olmak iizere bircok hayvan
tiirlinlin bagirsak florasinda bulunan kommensal bir mikroorganizmadir (Guabiraba
and Schouler, 2015). Baz1 suslar firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilirken, bazilari
birincil hastalia neden olmalarin1 saglayan spesifik viriilans faktorleri icermektedir
(Nolan et al., 2020). Kanatlilarda klinik semptomlarla iligkili izolatlar genellikle
avian patojenik E. coli (APEC) olarak adlandirilir.

Antimikrobiyal ilaglar (AMD'ler), 1947'de kesfedilmelerinin ardindan,
kolistinin de klinik kullanima girmesiyle birlikte bakteri yiikiinii ve hastalik riskini
azaltmak amaciyla hem insan sagliginda hem de veteriner hekimlikte 50 yildan
fazladir sigir, koyun, domuz ve kanatlilarda gastrointestinal infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmiglardir (Brownlee and Jones, 1948; Li et al., 2019; Mead et al.,

2022). Kolistin, orijinal olarak spor olusturan toprak organizmast Paenibacillus



polymyxa'dan izole edilen ve polimiksinler olarak bilinen bir antimikrobiyal ajandir.
Bu gruptaki molekiiller polimiksin A, B, C, D ve E’dir ve bunlardan sadece
polimiksin E (kolistin) ve polimiksin B insanlarda klinik olarak kullanilmaktadir

(WHO, 2018).

Kolistinler =~ glinimiizde  insan  sagh@inda  kullanilan  son  care
antimikrobiyallerden olup kolistine karst direng diinya ¢apinda bilylik ilgi
gormektedir. Kolistin hem beserl hem de veteriner hekimlikte yaygin olarak
kullanilmakla birlikte, genellikle ¢oklu ilaca direngli ve yaygin olarak ilaca direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaciyla uygulanmaktadir

(Magiorakos et al., 2012).

Mikroorganizmalarin ~ antimikrobiyal ilaglara maruz  kalmasi, yeni
antimikrobiyal diren¢ (AMR) mekanizmalarinin gelismesine veya antimikrobiyal
direng genleri ve mutasyonlar1 barindiran suslarin artmasina yol agarak sonraki

tedavilerin etkinligini azaltabilir (Larsson and Flach, 2022).

AMR, cagimizin su anda karst karsiya oldugu en oOnemli halk sagligi
tehditlerinden biridir ve Diinya Saglik Orgiitii'niin en biiyiik dnceliklerden biridir
(WHO, 2022).

'Tek Saglik', Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan, birden fazla sektoriin
daha iyi halk sagligi sonuglar elde etmek i¢in iletisim kurdugu ve birlikte calistigi
programlar, politikalar, mevzuat ve aragtirmalar1 tasarlamak ve uygulamak icin bir
yaklasgim olarak tanimlanmaktadir. Cok sayida benzer mikroorganizmalar,
yasadiklar1 ekosistemleri paylastigt hem hayvanlari hem de insanlar1 enfekte
etmektedir. Bu nedenle sadece bir sektoriin gabasiyla bu sorunlarin 6niine gegcmek
miimkiin degildir. Herhangi bir konuya “Tek Saglik” perspektifinden yaklasmak,
insanlarin, evcil hayvanlarin, vahsi yasamin, bitkilerin ve ¢evrenin etkilesimlerine
birlikte bakmayr gerektirir (WHO, 2022). Antimikrobiyal direng, Tek Saglik
perspektifinin  bir pargasi olarak kapsamli bir calismaya uygun, karmasik
epidemiyolojiye sahip bir halk sagligi sorunudur. Antimikrobiyal direncin etkenleri
arasinda insanlarda, hayvanlarda ve ¢evrede antimikrobiyal kullanim1 ve istismari,
ardindan direngli bakterilerin ve direng belirleyicilerinin diinya ¢apinda bu sektorler
arasinda yayilmasi yer almaktadir. Hayvan sagligi ve tarim sektorlerindeki baslica
endiseler, Gram negatif bakteri enfeksiyonuyla miicadelede son care ilaglardan biri

olan kolistin gibi insanlar i¢in kritik dneme sahip antimikrobiyallerin hayvanlarda



yaygin olarak uygulanmasidir. Insan ve veteriner hekimliginde nadir goriilen bu
durum Enterobacteriaceae familyasinda kolistin direncinin ortaya ¢ikmasina neden
olur. mcr-1'in ortaya c¢ikisi, kolistinin Cin ve Gilineydogu Asya ciftliklerinde
kullanilmast (Liu et al., 2016) ve daha sonra diizinelerce bagka iilkeye yayilmasi
(Marston et al., 2016; Mendes and Burdmann, 1992; Wang et al., 2018;) nedeniyle
kesinlikle daha da siddetlenmistir. Daha 6nemlisi, antimikrobiyal direng, direngli
bakteri ve direng belirleyicilerinin bu sektorler i¢inde ve diinya genelinde yayilmasi
ele alinmalidir. Bu sorunu daha iyi yonetmek, mevcut antimikrobiyallerin, 6zellikle
yiiksek hacimlerde kullanildig1 yerlerde, uygunsuz kullanimlarini ortadan kaldirmak
suretiyle, etkinliklerinin devamliligini saglamak yoniinde adimlar atilmasini

icermektedir (WHO, 2022).

Bu tez ¢alismasinda, hem insan hem de hayvan sagliginin 6nemli sorunlarindan
ve antimikrobiyal direncin 6nemli 6rneklerinden biri olan kolistin direncinin, saglikli
tavuk kloakal o6rnekleri ile beraber ¢evresel 6rneklerden de izole edilen Escherichia
coli suslarindaki durumunun belirlenmesi, direngten sorumlu bazi mcr genlerinin
prevalansinin ortaya konularak s6z konusu izolatlarin ve dolayisiyla bu izolatlarin
izole edildikleri tavuklarin kolistin direnci yoniinden rezervuar olabilme

potansiyellerinin belirlenmesi amaglanda.



2. GENEL BIiLGILER

Patojenik mikroorganizmalarla miicadelede etkili olan antimikrobiyaller,
kesfedildikleri 20. yilizyildan bu yana hastaliklarin énlenmesi ve tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal kontaminasyon ve antimikrobiyal direnc,
kiiresel ¢evre ve saglik sorunlar1 haline gelmistir. Beseri hekimlikte ve hayvancilikta
cok sayida antimikrobiyal kullanilmakta ve bu da artik antimikrobiyallerin ¢evreye
sirekli olarak sagilmasina yol agmaktadir. Antimikrobiyal kullanim1 sadece ekolojik
zarara neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda antimikrobiyal direncin olugsmasini ve
yayilmasint da tesvik eder. Antimikrobiyal kontaminasyonda ve antimikrobiyal
direncin yayilmasinda ¢evresel faktorlerin rolii genellikle goz ardi edilir (Wang et al.,
2023). Antimikrobiyal diren¢ gilinlimiizde diinya ¢apinda insan, hayvan ve g¢evre
sagligin1 tehdit eden ciddi bir sorundur. Bu durum 2050 yilina kadar kontrol altina
alinmazsa, ciddi ekonomik kayiplar ve hayvancilik tiretiminde 6nemli bir diisiisle

kars1 karstya kalmabilir.

E. coli, insanlarda idrar yolu enfeksiyonlarinin ve yenidogan menenjitinin ana
nedenidir ve ayrica kiimes hayvanlarinda ciddi bir bulasici hastalik olan kanath
kolibasillozuna da neden olur. Tavuklarda E. coli'nin neden oldugu diger durumlar
arasinda yumurta saris1 enfeksiyonlari, perikardit, peritonit ve osteomiyelit yer alir.
E. coli, insanlarda ve tavuklarda bulunan, diren¢ genlerini diger patojenlere tasiyan
ve yayan, halk sagligini tehdit eden kommensal bir mikroorganizmadir. Kemirgenler,
multidrug-resistant (MDR) E. coli de dahil olmak iizere insan saghigin tehdit eden
farkl1 zoonotik patojenleri tasir ve bulastirir. Cevremizdeki kemirgenler, insanlar,
ciftlik hayvanlar1 ve g¢evreleri arasindaki etkilesim, antimikrobiyale direngli
bakterilerin ve onlarin diren¢ genlerinin tasinmasini kolaylastirabilir. Caligmalar,
kiimes hayvanciligimin yaygin oldugu kirsal alanlarda, kiimes altliklarinin
insanlardan ve hayvanlardan gelen daha yiiksek antimikrobiyal kalintilariyla
kirlenmesine, bunun da antimikrobiyal diren¢ genlerinin artmasina ve yayilmasina

yol actigini1 belgelemistir (Sonola et al., 2021).

Yapilan cesitli aragtirmalarla Gram negatif bakterilerin kolistin duyarliliklar
belirlenmistir. Diinyanin farkli yerlerinden Enterobacteriaceae'larda  kolistin
direncini ortaya koyan bircok rapor vardir. Italya'da 2010-2011 yillar1 arasinda
toplanan karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) izolatlarinda

kolistin insidans1 %18,6’dir. Ayrica bu oran Italya'nin yogun bakim iinitelerinde



%36,1'dir (Capone et al., 2013). Tiirkiye’de gida zehirlenmesi vakalarindan izole
edilmis Salmonella spp. suslarinda kolistine fenotipik direng oran1 %44,1 olarak

bildirilmistir (Kizil, 2020).

Sipahi (2023), yilinda yaptig1 bir ¢alismada, 96 adet tavuk diski Ornegiyle
calismis ve laktozu fermente edemeyen mikroorganizmalari tanimlayarak direng
karakterlerini belirlemistir. Buna gore izolatlarin 23’iinde (%85.18) test edilen 19
farkli antimikrobiyalden en az 1 antimikrobiyale kars1 direng goriilmiistiir. Ayrica 17
izolatta (%63) coklu ila¢ direncine rastlanmistir. Bu oranin oldukg¢a yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii ornekler ticari ciftliklerden toplanmamig, test materyal
kaynagi olarak geleneksel tip kdy tavuklari secilmistir. Bu tavuklarin herhangi 6zel
bir vitamin, antimikrobiyal ve benzeri bir takviye almadiklar1 bildirilmistir.
Dolayisiyla ticari tavuk ciftliklerinden alinan 6rneklerde bu oran daha da yiiksek
olabilmektedir. Daha O6nce yapilan bir ¢aligmada, tavuk digkilarindan (ticari tavuk
ciftliklerinden toplanmis) izole edilen E. coli’lerde %100 oraninda ¢oklu ilag
direncine rastlanmistir (Al-Azad et al., 2019). Diger bir calismada ise, Salmonella
serovarlar1 i¢in bu ¢oklu ilag direnci oran1 %89.51 olarak bildirilmistir (Sahan ve ark.

2016)

ABD’de, Zhao vd. (2005), elde ettikleri 95 APEC izolatindan %359’ unun
nalidiksik aside, %16’simin enrofloksasine ve %?3’linlin siprofloksasine direncli
oldugunu ve kinolonlara direncin gyr4, gyrB ve parC’deki mutasyonlar ve acrAB
tarafindan kodlanan ¢oklu ila¢ direnci pompasinin asir1 calismasiyla ilgili oldugunu
bildirmiglerdir. Ayni arastirmada izolatlarin %92’sinin 3 veya daha fazla
antimikrobiyale direngli oldugu belirtilmistir. Cin’de yapilan bir bagka calismada, 10
kanatli kiimesinden alinan tavuk karaciger orneklerinden 71 E. coli izolatinin
%80’inin 8 ve lizeri antimikrobiyale direnc¢li oldugu tespit edilmistir (Yang et al.,

2004).

Kolistin ABD'de kullanilmamakla birlikte, Avrupa'daki gida iireten
hayvanlarda terapotik bir ajan olarak ve ayrica bircok Asya lilkesinde biiyiimeyi
tesvik edici olarak kullanilmaktadir. Hayvanlarda kolistin direncinin ortaya ¢ikmasi
ve daha sonra insanlarda da saptanmasi endiseyi daha da artirmistir. Direngli
mikroorganizmalarin hayvanlardan insanlara bulastigini bildiren ¢aligmalar vardir.
Yakin zamana kadar, aktarilabilir bir kolistin direnci varligi belirlenememis olup

genellikle ¢ok az arastirmact kolistin direncini arastirmakla ilgileniyordu. mcr-1



geninin ilk kesfinden sonra, kolistin direncine ilgi artmaya baglamistir ve bu konuyla
ilgili cok sayida makale yaymlanmistir (Liu et al., 2016). Bugiine kadar, mcr aracili
direncin epidemiyolojisi biiyiik Ol¢iide belirsizligini korumaktadir ve mutasyon
aracili diren¢ dahil olmak iizere bu direncin epidemiyolojisi hakkinda daha iyi bir
goriis elde etmek icin yeni ve iyi planlanmis ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Cogu calisma giinlimiizde mcr aracili direng iizerine odaklandigindan, mutasyon
aracili diren¢ ihmal edilmistir. Bununla birlikte, kolistin direncinin yayilmasindaki

onemi goz ardi edilmemelidir (Butaye and Wang, 2018).
2.1. Kolistinin insan ve Hayvan Hekimliginde Kullanim

1950'lerde kesfedilen polimiksinler, Gram negatif bakterilere (GNB) karsi
Oonemli aktiviteye sahip antimikrobiyal ajanlardir. Polimiksinler, Bacillus polymyxa
subspecies colistinus'tan tliretilmekte ve sadece Gram negatif bakterilere kars1 aktif
olarak kullanilmaktadir. Polimiksinlerin antimikrobiyal 6zelligi ilk olarak 1940'l
yillarda, kolistinin ise 1950’lerde tanimlanmistir. Daha sonra kolistinin polimiksin E
ile ayn1 oldugu tespit edilmistir (Stansly et al., 1947; Koyama et al., 1950). Kolistin
1980’lerin baslarina kadar Gram negatif basil infeksiyonlarini tedavi etmek amaciyla
kullanilmistir. Fakat nefrotoksisitesi ve ikinci/iiciincii kusak sefalosporinlerin
mevcudiyeti nedeniyle, kolistinin tedavide kullanimina bir siire ara verilmistir

(Falagas et al., 2005; Gallardo-Godoy et al., 2016).

Polimiksin ailesindeki antimikrobiyaller, bes farkli kimyasal bilesikten
(polimiksin A, B, C, D ve E) olusur (Falagas et al., 2005; Gallardo-Godoy et al.,
2016). Bu bilesiklerden sadece polimiksin B ve kolistin (polimiksin E) klinik olarak
kullanilmaktadir (Landman et al., 2008; Cassir et al., 2013). Polimiksin B ile
polimiksin E (kolistin) arasindaki fark tek bir aminoasit degisikligi (D-fenilalanin, D-
16sinin yerine gecer) sonucu meydana gelmektedir (Stansly et al., 1947; Koyama et
al., 1950). Kolistin siilfatin ticari preparatlari, yag asidi tortularina gore farklilik
gosteren kolistin A ve kolistin B'dir. Toksisite nedeniyle, kolistin siilfat sadece
topikal tedavi i¢in kullanilir. Kolistimetat sodyum (ayrica kolistin metansiilfonat
olarak da adlandirilir) parenteral kullanim i¢in daha az toksik bir preparasyondur ve
kolistinin formaldehit ve sodyum bisiilfat ile islenmesiyle iiretilir. Mevcut
miistahzarlar yag asidi kalintilarindan farkli olarak kolistimetat A ve B'den

olusmaktadir (Li et al., 2006).



Kolistin, ¢oklu ilaca diren¢li Gram negatif bakterilerin tedavisinde karsilagilan
sorunlar nedeniyle son zamanlarda beseri hekimlikte 'yeniden kesfedilen' bir
antimikrobiyaldir. Bagirsak enfeksiyonlarimin tedavisi i¢in kullanimi, ekonomik
degeri olan hayvanlarla, 6zellikle domuzlarla sinirliydi. Bununla birlikte, diinya
capinda baska kullanimlar da bildirilmistir. Kolistin ABD'de kullanilmamakla
birlikte, Avrupa'da ekonomik degeri olan hayvanlarda terapdtik bir madde olarak ve
ayrica birka¢ Asya iilkesinde ciftlik hayvanlarmin biiylimesini hizlandirict olarak

kullanilmaktadir (Butaye and Wang, 2018).

Kolistin hem beseri hekimlikte hem de veteriner hekimlikte ticari olarak
kullanilan katyonik antimikrobiyal bir peptitdir. Son birka¢ yildir kolistin, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve K. pneumoniae gibi ¢oklu
ilaca diren¢li (MDR) ve hatta genis Ol¢iide ilaca direngli (XDR) Gram negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara karsi son savunma hatt1 olarak kabul
edilmektedir. Baska bir ifadeyle MDR Gram negatif bakterilerin ortaya ¢ikmasi
bilim adamlarinin polimiksinlerin énemini daha da iyi anlamalarina neden olmustur
(Falagas and Kasiakou, 2005; Munoz-Price et al., 2013; Poirel et al., 2017). Ozellikle
B-laktam, aminoglikozid veya kinolon grubu antimikrobiyallerin kullanimlarinin
yetersiz kaldigi durumlarda, polimiksinler, 6zellikle de kolistin, tedavide alternatif

olarak kullanilmaktadir (Li et al., 2005; Landman et al., 2008).

Kolistin, hayvanlarda profilaksi, metafilaksi ve tedavi amaciyla kullanilmasinin
yaninda ekonomik degeri olan hayvanlarda biiyliimeyi tesvik etmek i¢in bir yem katki
maddesi olarak da kullanilmaktadir (Poirel et al., 2017). Kolistin, ekonomik degeri
olan hayvanlarda son 50 yildan beri yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, veteriner
hekimlikte kolistin direnci ile ilgili veriler, beseri hekimligindeki verilere oranla
oldukca azdir. Sinirhh diren¢ verilerine dayanarak, ekonomik degeri olan
hayvanlardan elde edilen izolatlar arasinda (% 0.9-76.9) kolistin direnci, insanlardan
gelen izolatlardan (% 0.1-8.8) daha yiiksek oranda goriilmektedir (Manageiro et al.,
2017; Garcia et al., 2018).

Avrupa Ilag Ajanst (EMA)-Antimikrobiyal Tavsiye Uzman Grubu (AMEG);
kolistin kullaniminin, insan ve hayvan saglig1 iizerindeki etkisinin, direncin
sonuglarmin ~ ve hangi alternatif tedavilerin mevcut oldugunun tekrar
degerlendirilmesini istemistir. Ayrica yeterli risk yonetimi 6nlemlerinin de alinmasi

istenmistir. Grubun tavsiyelerinin Veteriner Kullanimma Iliskin Tibbi Uriinler



Komitesi ve Insan Kullanimimna Yonelik Tibbi Uriinler Komitesi tarafindan
onaylandigin1 da belirtmislerdir. EMA, tiim Avrupa Birligi (AB) iiye devletlerinin,
hayvanlarda kolistin kullanimini, Popiilasyon Diizeltme Birimi (PCU) basina en az 5
mg kolistin hedef seviyesine diisiirmesi gerektigini 6nermektedir. Bagarili bir sekilde
uygulandiginda bu durumun, AB diizeyinde veteriner kullanimi i¢in mevcut kolistin
satiglarinda yaklasik %65'lik bir diisiise yol agabilecegi vurgulanmistir. Haziran
2016’da, EMA, Avrupa veteriner hekimlik uygulamalarinda kolistin kullanimiyla
ilgili tavsiyelerini giincellemis ve kolistinin, AMEG’in 2. kategorisine dahil edilmesi
gerektigini sOylemistir (EMA/AMEG, 2016). EMA, bu kategorinin, Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan insan sagligi icin kritik &nem tasryan belirli antimikrobiyal

siiflar igerdigini de belirtmektedir (EMA, 2016).

Hayvanlarda kolistin tiiketimi, 20. ylizyilin ortasindan bu yana 6zellikle diisiik
ve orta gelirli iilkelerde (Brezilya, Rusya, Hindistan, Cin ve Giiney Afrika'da)
olduk¢a artmigtir (Laxminarayan et al., 2016). Cin'deki ekonomik degeri olan
hayvanlarda yillik kolistin kullanimi, 2011'den 2015'e kadar 2470 ila 2875 ton
arasinda degismistir ve bu da Cin'i diinyadaki en biiylik polimiksin kullanicisi
yapmustir (Shen et al., 2016). Ayrica, Cin Tarim Bakanligi, Temmuz 2016'da
hayvanlarda kolistinin biliylime faktorii olarak kullanilmasini yasaklamistir (Walsh

and Wu, 2016).

Avrupa Birligi’nde, kolistin bulasici hastaliklarin tedavisi ve Onlenmesi
amactyla kullanilmasma ragmen, 2006 yilinda ekonomik degeri olan hayvanlarda
bliylime faktorii olarak kullanimi yasaklanmistir (Maron et al., 2013). Avrupa
Veteriner Antimikrobiyal Tiiketim Siirveyans agi, polimiksinlerin 2013-2015
doneminde en ¢ok tiiketilen besinci antimikrobiyal oldugunu bildirirken, Finlandiya,
Izlanda ve Norveg'te polimiksin satilmadigini bildirmistir. Kanada ve Amerika
Birlesik Devletleri gibi bazi gelismis iilkelerde, kolistinin hayvanlarda kullanimi
hi¢bir zaman onaylanmamistir (EMA/AMEG, 2016).

2.2. Kolistinin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Kolistinin antibakteriyel aktivitesi Gram negatif bakterilerin dig zarinda (OM)
meydana gelir. Ayn1 zamanda, Gram negatif bakteriler, hiicre yiizeyini olusturan ve
hidrofobik bilesenlerin ve antimikrobiyallerin girisini sinirlayan lipopolisakkarit
(LPS) zarinin varligiyla karakterizedir (Gogry et al., 2021; Vidaillac et al.; 2012;
Zgurskaya et al., 2015). Gram pozitif bakteriler hiicre duvarlarinda LPS



icermedikleri i¢in polimiksinlerin aktivite spektrumunun disinda tutulurlar.
Kolistinin en sik kullanim alani; ¢oklu direngli nozokomiyal patojenlerden; P.
aeruginosa, A. baumannii, Klebsiella spp. (karbapenemlere direngli) ve E. coli, bazi
Enterobakter tiirleri, Salmonella spp, Shigella spp, Haemophilus influenzae,
Bordetella pertussis, Legionella pneumophila vb. Gram negatif bakterilerdir (Falagas
and Kasiakou, 2005; Lim et al., 2010; Sultan et al., 2020). Fakat, Proteus tiirleri,
Providencia tiirleri, Morganella morganii, Pseudomonas mallei, Chromobacterium
tiirleri, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens, Edwardsiella tiirleri,
Campylobacter, Vibrio cholera ve Brucella, Legionella gibi bazi cinslere dahil tiirler
kolistine dogal olarak direnglidir. Ayrica kolistinin Gram negatif koklara (Neisseria
tiirleri), anaerobik bakterilere (Falagas and Kasiakou, 2005; Poirel et al., 2017) ve
Aeromonas tiirlerine (Aeromonas jandaei harig) karsi etkili olmadigi, Aeromonas
hydrophila'nin ise kolistine karsi indiiklenebilir bir dirence sahip oldugu bildirilmistir

(Fosse et al., 2003; Yahav et al., 2012).
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Sekil 2.1. Gram negatif Hiicre Membraninda Kolistinin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi (Biswas et
al., 2012).

Kolistinin ilk hedefi GNB’nin dis membraninda bulunan LPS bilesenidir
(Powers and Hancock, 2003; Nation et al., 2014). Kolistin 6ncelikle LPS'e ve
spesifik olarak LPS'nin anahtar bileseni olan lipid A'ya, kolistinin pozitif yiiklii Dab
molekiilleri ve lipid A'nin negatif yiiklii fosfat gruplari arasindaki elektrostatik
etkilesimi yoluyla baglanir (Sekil 2.1) (Velkov et al., 2009). Kolistin, normal olarak
LPS'in yapisin1 saglamlastiran kalsiyum (Ca*?) ve magnezyumun (Mg'?) yer



degistirmesine neden olur ve sonug olarak LPS'in ii¢ boyutlu yapis1 degisir. LPS’in
ve i¢ hiicresel iceriklerin kaybi, sitoplazmik zarin bozulmasina ve bakteriyel dliime
sebep olur. Kolistin, LPS i¢in iki degerli (*?) katyonlara gére en az ii¢ kat daha fazla
etkilidir (Gogry et al., 2021; Hancock, 1997).

Kolistin, OM'nin permeabilizasyonuna ve stabilizasyonuna yol agar (Hancock
and Scott, 2000; Straus and Hancock, 2006). Bu mekanizma, kolistinin diger
antimikrobiyallerle olan sinerjistik etkisini ortaya koyar (Hancock, 1997).
Rifampisin, vankomisin, meropenem, B-laktam, tigesiklin ve gentamisin gibi etkili
hidrofilik antimikrobiyaller, kolistin tarafindan membran biitlinligiiniin bu sekilde

bozulmasi nedeniyle sinerjistik olarak calisabilirler (Bolla et al., 2011).

Ayrica GNB’de hayati respiratorik enzimlerin (tip II NADH-kinon
oksidorediiktazlar NADH-2) kolistin tarafindan engellenmesiyle baska bir etki
mekanizmas1 daha ortaya ¢ikar (Deris et al., 2014). Kolistinin alternatif stratejisi,
kolistinin lipid membrana baglanmasi yoluyla hidroksil radikallerin tiretimi ve hizl
hiicre 6liimiiniin indiiklenmesiyle gerceklesir. Serbest radikaller, kolistin bakteriyel
dis membran1 (OM) gectiginde tretilir. Hidroksil radikali tiretimi, reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimi yoluyla gerceklesir; hidroksil radikalleri (OH"), siiperoksit (O2") ve
hidrojen peroksit (H20.), oksidatif strese neden olur. Kolistin OM ve IM'ye girip
gectiginde O™ dretilir, ardindan Oz siiperoksit dismutaz tarafindan H»O>'ye
doniistiiriiliir. Daha sonra H,O» ferrdz demiri (Fe**) ferrik demire (Fe*") oksitler,
ayrica OH’ olusumuna neden olur; bu siire¢ Fenton reaksiyonu olarak bilinir. Bu
reaksiyon bakteriyel DNA, protein ve lipitlerde oksidatif hasara yol acarak hiicre
Olimiine yol acabilir. Bu 06ldiirme mekanizmasinin, A. baumannii ve E. coli'nin
kolistine duyarli ve goklu ilaca direngli (MDR) izolatlarinda meydana geldigi ancak
polimiksine direngli suslarda gergeklesmedigi gosterilmistir (Talbot et al., 2006 ;
Velkov et al., 2013).

Kolistin, LPS'in lipid A bilesenine baglandig1 i¢in ayrica bir anti-endotoksin
aktivitesine de sahiptir (Falagas et al., 2005). Bu nedenle kolistin, LPS molekiillerine
baglanarak ve onlar1 notralize ederek lipid A'nin endotoksin aktivitesini inhibe eder.
Bu antibakteriyel aktivite mekanizmas1 yalnizca in vivo olarak ortaya cikar (Falagas
et al., 2005; Li et al., 2005; Sherry and Howden, 2018). Bu sekilde kolistin,
endotoksinin tiimoér nekrozis faktdr-alfa (TNF-a) ve Interleukin (IL)-8 gibi
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sitokinlerin salinmasi sonucu meydana gelebilecek sok olusturma kabiliyetini de

Onlemis olur (Sentiirk, 2005; Baeuerlein et al., 2009).
2.3. Kolistin Diren¢ Mekanizmasi

Kolistine karsi direncin ana mekanizmasi belirsiz olmasina ragmen GNB,
kendilerini kolistine karst ve diger polimiksinlere karsi korumak i¢in cesitli
mekanizmalar  kullanirlar  (Sekil 2.2). Literatiire gore kolistine direng
mekanizmalarinin  ¢ogu, in vitro maruziyet sonrasinda ortaya ¢ikan adaptif
mekanizmalardir (Aghapour et al., 2019; Biswas et al., 2012). LPS'in farkl1 yollardan
modifikasyonu sonucunda kolistin direnci ortaya ¢ikmaktadir. Kolistine kars1 gelisen
direncin en yaygin sebeplerinden biri, LPS'nin degistirilmesi ve negatif yiikiiniin
azaltilmas: yoluyla bakteriyel dis membranin modifikasyonudur (Srinivas and
Rivard, 2017; Dalmolin et al., 2018; Landman et al., 2008; Nation and Li, 2009).
Diger strateji, akis pompasi sistemlerinin asir1 miktarda salinmasidir (Bengoechea
and Skurnik, 2000). Baska bir mekanizma ise kapsiil polisakkaritinin agir1 tiretimidir.
(Campos et al., 2004; Kim et al., 2014). Hicbir enzimatik diren¢ mekanizmasi
bildirilmemistir. Ancak P. polymyxa suslarinin kolistinaz tiretebildigi bildirilmistir

(Aghapour et al., 2019; Ito-Kagawa and Koyama, 1980).
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Sekil 2.2. Duyarli hiicrelerde (A) kolistinin etki seklinin ve direngli hiicrelerde (B) kolistine direncin
molekiiller mekanizmalarinin gematik gosterimi. A- Kolistin, dis ve i¢ zarlarin indiiklenen
bozulmasina bagli olarak duyarli hiicrelerin lizisine neden olur. Kolistinin pozitif yiikli kismi ile
LPS'nin lipit A'sinin negatif yiiklii fosfat gruplar arasindaki ilk etkilesimler, LPS yapisini etkileyen
kalsiyum ve magnezyum katyonlarmnin yer degistirmesine yol agar. Gegirgenligin bir sonucu olarak,
kolistin i¢ zara niifuz eder ve biitiinligiinii degistirerek hiicre i¢i materyalin sizmasma ve hiicre
6liimiine yol acar. B- Kolistine direng birgok ortak mekanizma yoluyla ortaya ¢ikar. 1. Lipid A'ya
PEtN parcasi eklenmesinin bir sonucu olarak (pmrCAB, eptA'nin mutasyonlar1 ve asir1 ekspresyonu
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veya plazmit aracili mcr genlerinin varligt), dis zarm genel yiikii degisir, boylece kolistin artik lipit A
ile etkilesime giremez. 2. LPS biyosentetik yolunun etkisizlestirilmesi, kolistinin hedef molekiilii olan
LPS'in yokluguyla sonuglanir. 3. Spesifik akis pompalarinin asir1 ekspresyonu, kolistinin verimli bir
sekilde disar1 atilmasina yol agarak dirence neden olur (Novovic and Jovcic, 2023).

Kolistine kars1i diren¢ mekanizmalar1 baglica dogal ve kazanilmis direng

mekanizmalar1 olmak tizere ikiye ayrilmistir.
2.3.1.Dogal Diren¢

Polimiksinler, ¢ogu Enterobactericeae grubu GNB’ye karsi duyarhidir fakat
Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp., Serratia marcescens,
Burkholderia mallei, Burkholderia cepacia complex, Chromobacterium spp.
Edwardsiella spp., Brucella, Legionella, Campylobacter ve Vibrio cholerae gibi bazi
cinslere dahil tiirler polimiksinlere dogal olarak direnglidirler (Tablo 2.1) (Doern and
Morse, 1980; Landman et al., 2008; Poirel et al., 2017). Ek olarak, polimiksinler
Gram negatif koklar, Gram pozitif ve anaerobik bakterilere kars1 da dogal olarak

direnclidirler.

Polimiksinlere kars1 direng, Proteus mirabilis ve Serratia marcesens'te LPS'nin
katyonik ikame yoluyla modifikasyonu sonucunda dogal olarak meydana gelir. Bu
tirlerdeki diren¢ mekanizmasi, arnBCADTEF operonunun ve eptB geninin
ekspresyonuyla baglantilidir. Bu sekilde LPS'e sirasiyla 4-amino 4-deoksi-L-
arabinoz (L-Ara4N) ve fosfoetanolamin (pEtN) katyonik gruplar1 bu operon ve gen
tarafindan eklenir. P. mirabilis'in LPS'inin L-Ara4N icerdigi ve bu bakterinin
genomunun, LPS'in PETN ile modifikasyonuna aracilik eden eptC genini igerdigi
gosterilmistir (Aquilini et al., 2014; Sidorezyk et al., 1983). P. mirabilis'teki
varsayilan lokuslar, amino arabinozun biyosentezinde veya transferinde rol alan bir
tagima proteinini, 47Paz genini ve O-asetiltransferaz genini kodlayan sap operonunu
igerir (McCoy et al., 2001). Ayrica rppA/rppB TCS (Iki komponentli Sistem)’nin
varliginin da arnBCADTEF operonunun aktivasyonunda rol oynadigi kesfedilmistir
(Jiang et al., 2010). Benzer sekilde bu operon, S. marcescens'te kolistine kars1 dogal

direncten sorumludur (Aquilini et al., 2014; Jiang et al., 2010; Poirel et al., 2017).
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Tablo 2.1. Kolistinin patojen bakterilere kars1 etkinligi (WHO, 2018).

Organizma Dogal Durum (Polimiksinlere Karsi1 Direncli veya Duyarh )
Escherichia coli Duyarli

Klebsiella spp. Duyarli

Enterobacter spp. Duyarlt

Pseudomonas aeruginosa Duyarli

Acinetobacter spp. Duyarli

Salmonella spp. Duyarli

Shigella spp. Duyarlt

Pasteurella spp. Duyarli

Haemophilus spp. Duyarli

Proteus spp. Dogal Direncli

Providencia spp. Dogal Direngli

Morganella morganii Dogal Direngli

Serratia spp. Dogal Direncli

Brucella spp. Dogal Direngli

Neisseria spp. Dogal Direngli

Chromobacterium spp. Dogal Direngli

Burkholderia spp. Dogal Direngli

Gram-pozitif bakteriler Dis membranlarinin bulunmamasi nedeniyle dogal direnglidirler.

2.3.2. Kazanilmis Direng

Kolistin direncinin ortaya ¢ikmasi, bu ilacin ampirik ve hedefe yonelik
tedavide yaygm olarak kullanilmasina bagli olabilir (Oostdijk et al., 2013).
Bakterilerin kolistine duyarliligi, hiicre membranimin igerdigi fosfolipid miktar1 ve
ortamda bulunan divalan katyonlarin diizeyi ile iliskilidir. Kazanilmis direng
mekanizmalari, E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. gibi
Enterobacteriaceae familyasiin bazi liyelerinde tanimlanmis ve diger bakteri tiirleri
icin tam olarak bilinmemektedir. Diren¢ mekanizmalarinin, yatay gen transferi
yoluyla aktarilamayan kromozomal mutasyonla baglantili oldugu varsayilmaktadir
(Blair et al., 2015; Olaitan et al., 2014). Su ana kadar aktarilabilir mekanizma olarak
yalnizca bir diren¢ mekanizmasi (plazmid aracili mcr gen/leri ile) tanimlanmistir

(Tablo 1) (Aghapour et al., 2019; Poirel et al., 2017).
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Bir¢ok gen ve operon, LPS'nin modifikasyonunda rol oynar ve bu da kolistin
direncine yol acar. Bunlar arasinda; pmrC ve pmrE genleri ve pmrHFIJKLM operon
gibi LPS modifikasyonunda dogrudan rolii olan enzimleri kodlamaktan sorumlu
genler ve operonlar; ( Falagas et al., 2010; Olaitan et al., 2014), PmrAB ve PhoPQ
dahil diizenleyici iki bilesenli sistemler (TCS) ve PmrAB sistemini diizenleyen
crrAB; (Cheng et al., 2016; Jayol et al., 2015), PmrAB ve PhoPQ dahil olmak iizere
TCS'lerin negatif bir regiilatorii olan mgrB geni; (Cannatelli et al., 2014), plazmid
aracilt mcr genleri; (Liu et al., 2016; Xavier et al., 2016), kapsiil biyosentezinin
upregiilasyonunun diizenleyicisi olarak Cpx ve PhoPQ sistemini diizenleyen efluks
pompast, KpnEF’nin aktivatorii olarak Rcs yer almaktadir. Gram negatif bakterilerin
kolistin direnci kazanmada kullandiklar1 dogal ve kazanilmis stratejileri Tablo 2.1°de

verilmistir (Aghapour et al., 2019).

Kolistine kars1 kazanilmis direng kromozomal ve plazmid aracilt direng olmak

tizere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
2.3.2.1. Kromozomal direng:

mgrb Geni ve PmrAB/PhoPQ Iki Bilesenli Diizenleyici Sistemler

Baz1 operonlar ve diizenleyiciler, LPS'nin PmrAB ve PhoPQ TCS'ler
tarafindan degistirilmesinde rol oynar. pmrABC operonu, diizenleyici bir protein
olarak PmrA'y1r (BasR), sitoplazmik membrana bagli sensor kinaz olarak PmrB'yi
(BasS) ve varsayilan bir membran proteini olarak PmrC'yi kodlar (Gun, 2008). 1-
fosfat veya 4-fosfat grubuna, L-arabinozamin (L-Ara4N) eklenmesi kolistin
direncine yol agar (Olaitan et al., 2014). Genellikle L-Arad4N 4-fosfata baglanir ve
onu modifiye ederken PETN 1-fosfata baglanir (Helander et al., 1994; Zhou et al.,
2001). pmrHFIJKLM operonu (arnBCDADTEF veya pbgPE olarak da adlandirilir)
ve PmrE, iiridin difosfat glukuronik asitten L-Ara4N'yi sentezler ve bunu lipit A'ya
sabitler (Gatzeva et al., 2005; Yan et al., 2007). L-Ara4N'nin biyosentezi pmr (arn)
operonuna baghdir. Ayrica, makrofaj fagozomlar1 gibi ¢evresel uyaricilar altinda,
yiiksek demir konsantrasyonu (Fe**) ve aliiminyuma (A1**) maruz kalmanin yan1 sira
asidik pH da, PmrB'nin aktivasyonuna yol agar (Gun, 2008; McPhee et al., 2003).
Ote yandan, diisiikk Mg?* veya Ca** konsantrasyonu phoQ'nun aktivasyonuna yol agar
(Gunn and Miller, 1996; Moskowitz et al., 2004). PmrB, PmrA'y1 fosforilasyon
yoluyla aktive eder ve PmrA da pmrABC ve pmrHFIJKLM operonlariin ve pmrE

geninin diizenlenmesini aktive eder. Daha sonra bu operonlar ve genler, lipit A'ya
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PETN ve L Ara4N eklenerek LPS modifikasyonuna yol agar (Barrow and Kwon,
2009; Gun, 2008). pmrA/pmrBmnin mutasyonu, pmrABC ve pmrFHIJKLM
operonlarinin ve pmrE geninin yukari regiilasyonuna neden olur. pmr4 ve pmrB
genlerindeki kolistin direncine yol acan mutasyon Klebsiella pneumoniae ve
Salmonella entericca'da tanimlanmistir (Tablo 1) (Nordmann et al., 2016; Olaitan et
al., 2015). Ote yandan phoPQ TCS, PhoP'yi bir diizenleyici protein olarak ve
PhoQ'yu bir sensor kinaz olarak kodlar. Diisiik magnezyum veya kalsiyum, asidik
PH veya katyonik antimikrobiyal peptid kosullar1 altinda PhoPQ etkinlestirilir ve
bakterileri korur. (Gunn and Miller, 1996; Moskowitz et al., 2004). Aktive edilmis
PhoPQ, Lipid A'min iki yolla modifikasyonuna yol agar: PhoQ, pmrFHIJKLM
operonunun transkripsiyonunu aktive eden fosforilasyon yoluyla kinaz aktivitesi ile
PhoP'yi aktive eder, ardindan Lipid A; (Groisman, 2001; Park and Groisman, 2014)
ve PhoP, PmrD konnektdr proteinini atlayarak dolayli olarak pmrA'yr aktive eder,
ardindan pmrHFIJKLM operonunun transkripsiyonunu aktive eder ve onu Lipid A'ya
aktaran PETN'yi sentezler (Abavisani et al., 2023; Aghapour et al., 2019; Cheng et
al., 2010; Groismann, 2001; Olaitan et al., 2014).

eptA (pmrC), eptB (pagC) ve eptC (cptA) gibi gesitli PETN kodlayan genler,
LPS'nin farkli bolgelerine PETN ekleyebilmektedir (Park et al, 2015). K
pneumoniae ve E. coli'de kazanilmis kolistin direncine yol acan phoP/Q genlerinde
mutasyon oldugu tespit edilmistir (Cheng et al., 2015; Choi and Ko, 2013;
Nordmann et al; 2016).

mgrB geni, PhoPQ TCS iizerinde negatif geri bildirim uygulayan 47 amino
asitten olusan kii¢iik bir transmembran proteinini kodlar (Lippa and Goulian, 2009).
Bu protein PhoQ'nun kinaz aktivitesini inhibe eder ve bu da phoQ geninin
ekspresyonunu baskilar. Bununla birlikte, mgrB geninin mutasyonu/inaktivasyonu,
phoPQ operonunun yukar regiilasyonuna ve ardindan pmrHFIJKLM operonunun
aktivasyonuna neden olur. Son olarak L-Ara4N'nin tretimi, Lipid A'nin
modifikasyonuna ve kolistin direncine yol agar (Cannatelli et al., 2013). mgrB
geninde silinme, anlamsizlik, yanlis anlam, inaktivasyon ve ekleme mutasyonlar
gibi ¢esitli mutasyonlar veya bozulmalar rapor edilmistir. Raporlara gore K.
pneumoniae ve K. oxytoca'da mgrB inaktivasyonunun, kolistin direncinin en yaygin
mekanizmasi oldugu tespit edilmistir (Cheng et al., 2015; Poirel et al., 2014). mgrB

geninde bildirilen diger degisiklikler arasinda sirasiyla mgrB'de erken sonlanmaya ve
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amino asit ikamelerine yol acan anlamsiz ve yanlis mutasyonlar da yer almaktadir.
53,77 Goulian ve arkadaglari, mgrB geninin silinmesinin, E. coli'de PhoP tarafindan
diizenlenen genin yukari regiilasyonuna yol agtigini gostermistir (Lippa and Goulian,

2009).
CrrAB Iki Bilesenli Sistem

CrrAB operonu iki proteini kodlar: diizenleyici protein olarak CrrA ve sensor
kinaz proteini olarak CrrB. Wright ve arkadaslari, c»#B mutasyonunun K.
pneumoniae'de kolistin direncine yol actigini bildirmislerdir. Mutasyona ugramis
CrrB proteini glikosiltransferaz benzeri bir proteini kodlayan crr4B'ye bitisik bir
geni diizenler ve bu da Lipid A'nin modifikasyonuna yol acar (Wright et al., 2015).
Cheng ve arkadaslarinin ¢alismasinda, CrrB proteinindeki alti aminoasit ikamesinin,
kolistine kars1 yiiksek dirence yol actigr bildirilmistir (Cheng et al., 2016). Ancak
crrB  geninin mutasyonu/inaktivasyonu, pmrAB operonunun asiri ekspresyonu
yoluyla pmrHFIJKLM operonunun ve pmrC ve pmrE genlerinin aktivasyonuna yol
acmistir. Ayrica L-Ara4N ve PETN'nin lipid A'ya iiretimi ve eklenmesi kolistine
kars1 diren¢ kazanilmasina yol agmaktadir (Wright et al., 2015). CrrC'nin CrrAB ve
pmrAB sistemleri arasinda bir baglanti sagladigi gosterilmistir. cr#B  geninin
mutasyonu crrC transkripsiyonunun artmasina neden oldu. Ote yandan, CrrB
proteininin amino asit ikamelerinin bu proteinin otofosforilasyonunun artmasina ve

dolayisiyla kolistin direncine yol agtig1 ileri siiriilmiistiir (Cheng et al., 2016).

E. coli'de kromozomal ve plazmid aracili kolistin direncinin mekanizmasi,
kisaca su sekilde 6zetlenebilir. Bir transmembran sensor protein kinazi olan PmrB,
normalde gevresel diisiik pH, yiiksek Fe* ve AI*" iyonlar tarafindan aktive edilir.
Aktive edilmis PmrB, sirasiyla PEtN ve L-Ara4N ekleyerek lipid A'y1 degistiren
pmrCAB ve arnBCADTEF operonlarmi yukari regiile eden PmrA'y1 fosforile eder.
Lipid A modifikasyonu OM'in daha az negatif yiikiine yol acarak kolistin girisini
engeller. Diisiik pH ve Mg?" iyonlari, PhoP'yi fosforilasyon yoluyla aktive eden
bagka bir sensor protein kinazi olan PhoQ'yu aktif hale getirir. PhoPnin
etkinlestirilmesi, PmrD ve arnBCADTEF operonu dahil olmak iizere ¢esitli genlerin
ekspresyonuna yol acar. PmrD, fosforile edilmis PmrA'y1 stabilize ederek PhoPQ ve
PmrAB'yi baglar. PhoP ayrica MgrB ekspresyonunu diizenler ve MgrB, PhoQ
aktivitesini inhibe eder. TCS'lerin ve bunlarin diizenleyicilerinin farkli kisimlarinin

asir1 ekspresyonu, kolistine karsi kromozomal aracili dirence yol agar veya

16



E.coli'deki kolistin direncine plazmit kaynakli kolistin diren¢ genleri (mcr) de
aracilik eder. mcr genleri mcr'yi kodlar. PEtN ekleyerek lipit A'yr degistiren
fosfoetanolamin transferaz enzimi, kromozomal yollara benzer sekilde membranin
daha az negatif yiikiine neden olur (Abavisani et al., 2023; Groisman, 2001;
Winfield and Groisman, 2004).

diisiik Mg2*/Ca?*/pH yiiksek Fe*/Low pH

[ arnBCADTEF c:-peror> | pmrCAB operob
Lipid A'ya LAra4N I. » | Lipid A’ya PEtN

eklenmesi eklenmesi
J =

|

LPS’in modifikasyonu _ Lipid A'ya
kolistin direncine neden olur = <*———— galaktozamin ilavesi

-

Sekil 2.3. Gram negatif mikroorganizmalarda polimiksin direncinde rol oynayan LPS modifikasyon
mekanizmalar1 (Ezadi et al., 2019) Salmonella spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa'da katyonik bilesiklerin (polimiksinler) varligi, diisiik Mg?" ve Ca?'
konsantrasyonlari, asidik pH ve yiiksek Fe>* konsantrasyonlar1 gibi cesitli stres kosullarinin histidin
tarafindan algilanmasi kinazlar PhoQ ve PmrB, sirasiyla iki bilesenli sistemler (TCS'ler) PhoP-PhoQ
ve PmrA-PmrB'yi aktive eder. arnBCADTEF ve pmrCAB operonlarinin daha sonra aktivasyonu,
sirastyla 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) ve fosfoetanolaminin (PEtN) lipid A'ya sentezine
ve eklenmesine yol agar. Ek olarak pmrAB, pmrD geninin {iriinii araciligryla PhoP-PhoQ tarafindan
aktive edilir ve bu da arnBCADTEF operonunun aktivasyonu i¢in PmrA'yr aktive eder. MgrB'nin
(PhoP-PhoQ sisteminin negatif bir regiilatorii) amino asit ikameleri ile etkisizlestirilmesi, phoP-phoQ
operonunun asir1 ekspresyonuna da yol acarak pmrHFIJKLM operonunun aktivasyonuna neden olur,
dolayistyla L Ara4N iiretimine yol agar. pmrCAB operonunun ve naxD geninin yukari regiilasyonu,
sirastyla PEtN ve galaktozaminin Lipid A'ya eklenmesini tesvik eder. Ayrica yakin zamanda
tanimlanan fosfoetanolamin transferazi kodlayan mcr-I geninin polimiksin direncinin ana
mekanizmasi oldugu gosterilmistir.
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Kolistin direnci ¢ogunlukla kromozomal olup, genellikle spesifik iki bilesenli
regiilator sistemlerini kodlayan genlerde mutasyonlara neden olabilen degisiklikler
sonucu meydana gelmektedir. PhoP/PhoQ ve PmrA/PmrB iki komponentli
diizenleyici sistemlerdir ve GNB’de kolistin direncine neden olan genlerin
ekspresyonlarini kontrol ederler. MgrB geni PhoP/PhoQ sisteminin regiilatorii olan
MgrB proteininini kodlar. Bu gende meydana gelen inaktivasyonlar ve mutasyonlar
kolistin direnci ile iligkilendirilmistir. Kromozomal mutasyonlardan kaynaklanan
direng, genellikle bakteriler arasinda yatay olarak aktarilmamaktadir (McPhee et al.,
2003). Kolistin veya diger polimiksinlere karst kazanilmig diren¢ hakkinda g¢ok
simirli veri vardir. Giliney Almanya’da yapilan bir ¢alismada kistik fibrozisli
hastalarda mukoid olmayan P.aeruginosa suslarimin %15.3’1i, mukoid P.aeruginosa
suslarinin ise %3.2’sinin kolistine kars1 direng gelistirdigi tespit edilmistir (Gales et
al., 2006). Salmonella spp. ve E. coli’deki polimiksin'e karsi olusan kazanilmig
diren¢ mekanizmasinin, LPS'deki fosfat gruplarinin yer degistirmesi ile baglantili
oldugu diisiiniilmektedir (Peterson et al., 1987). A.baumannii'de ise, kromozom
aracihi kolistin direncinin iki ana mekanizmasi tamimlanmistir. Birincisi,
lipopolisakkarit {iretiminin kayb1 ikincisi de bakterilerin ¢evresel kosullara cevap
vermesi, lipid modifikasyonunu etkilemesi ve bakteriyel membran gecirgenligini
azaltmasina izin veren sistemin modifikasyonudur (Olaitan et al., 2014; Ahmed et

al., 2016).

Salmonella spp. ve E. coli’de polimiksinlere karsi kazanilmis direng
gbzlenmistir. Bu patojenler icin, fosfat gruplarinin lipopolisakaritlerin iginde
bulunmasi, polimiksinlere kars1 daha az duyarliliga neden olmustur (Boll et al., 1994;
Landman et al., 2008; Nummila et al., 1995; Peterson et al., 1987). Lipid A
gruplarinin esterlenmesi, 4-fosfat (4-amino 4-deoksi-L-arabinopiranoz) ve glikosidik
difosfat (2-aminoetanol ile) gibi anyonik yiiklerde bir azalmaya neden olur. Yiizey
yiikiindeki bu degisim, katyonik polimiksinlerin bakterilerin anyonik ylizeylerine
baglanmalarinda azalmaya neden olur. K. pneumoniae igin, 4-amino-4-deoksi-L-
arabinopiranoz ile lipopolisakaritlerdeki fosfat gruplarmin yer degistirmesi de
polimiksinlere direng ile iliskilendirilmistir (Helander et al., 1996; Landman et al.,

2008).

Bazi bakteriler i¢in polimiksin direncinin kiiltiir ortamimin kosullarindan

etkilendigi kabul edilmistir. Ornegin Salmonella enterica serovar Typhimurium
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hiicrelerinde, karbon, azot veya fosfat yoniinden zenginlestirilmemis besi yeri
kullaniminin, bu bakterilerin polimiksinlere kars1 duyarliliklarinin azalmasina neden
oldugu tespit edilmistir (McLeod and Spector, 1996). Ayrica, Typhimurium'da Mg*?
seviyelerinin diisiik olmasi, pmrCAB lokusunun bir transkripsiyonel aktivatorii olan
PhoP'nin indiiklenmesine yol agmaktadir. PmrA ile aktive olan genler vasitasiyla,
lipopolisakarit molekiillerinde negatif yiikler azalmakta, boylece Mg*? icin membran
gereksinimi azalmaktadir. Boylece polimiksinler i¢in gerekli katyonik baglanma

gerceklesememekte ve direng gelismektedir (Groisman et al., 1997).
2.3.2.2. Plazmid Aracih Direng

Cok yakin zamana kadar, aktarilabilir kolistin direncinden bahsedilmemekteydi
ve az sayida arastirmaci genel olarak kolistin direnciyle ilgileniyordu. Ancak mcr-1
geninin ilk kesfinden sonra, arastirmacilar bu konuyla daha fazla ilgilenmeye basladi
ve bu konuda pek cok literatiir yaymnlandi (Liu et al., 2016). Bugiline kadar, mcr
aracilt direncin epidemiyolojisi biiylik Ol¢lide belirsizligini korurken, mutasyon
aracili diren¢ de dahil olmak iizere bu direncin epidemiyolojisi hakkinda daha iyi bir
goriis elde etmek icin yeni calismalarin yapilmasi gerekiyordu. Cogu calisma artik
mcr aracili dirence odaklandigindan, mutasyon aracili direng ihmal edilmistir. Ancak
mutasyon aracili direncin kolistin direncinin yayilmasindaki G6nemi de

kiicimsenmemelidir.

Plazmid aracili kolistin, diren¢ genlerinin duyarli suslara kolay aktarim
nedeniyle 6nemli bir sorun ve kiiresel bir endise kaynagidir. mcr genleri kolistin
direncinin yatay transferinden sorumludur. Bu plazmid aracili genler ilk olarak
Kasim 2015'te Cin'de domuz ve etten izole edilen E.coli'de rapor edilmistir. MCR,
PETN enzim ailesinin bir iliyesidir ve ekspresyonu, PETN'nin lipid A'ya eklenmesine
yol agmaktadir. Literatlire gore izolatlar, mcr-I genini tasiyanlar, baska direng
mekanizmalar1 olmaksizin kolistine karsi direng gosterirler. Izolatlarda mcr-1'in
varligi, diger diren¢ mekanizmalar1 olmaksizin kolistin direnci i¢in yeterlidir, ¢linki
bu geni tasiyan izolatlar, kolistin MiK'inde dort ila sekiz kat artis gdstermistir. mcr-1
iretiminin lizozimlere kars1 dirence yol actigini belirtmekte de fayda vardir. Devam
eden kesifler ile mcr genlerinin gesitliligi giderek daha fazla 6nem kazanmistir. mcr
direng genlerinin varlifi, yiiksek oranlarda kolistin kullanan iilkelerle hig
kullanmayan iilkeler de dahil olmak iizere tiim diinyada tespit edilmistir. Bugiine

kadar, ¢ok yakin zamanda rapor edilen mcr-10 ile birlikte, 10 farkli mcr geni
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kesfedilmistir (Wang et al., 2018; Wang et al.,2020). mcr genlerinin varligi, insanlar
ve sinekler de dahil olmak iizere ¢ok cesitli hayvanlarla iligkilendirilmistir (Zhang et
al.,, 2017; Zang et al., 2018). Farkli genlerin prevalansi, kiiltiir veya kiltlir dis1
teknikler kullanildiginda 6nemli 6l¢tide farklilik gosterir. Ayrica, bu mcr genlerinin
her birinin ¢oklu varyantlar1 vardir (Zhang et al., 2017; Zang et al., 2018; Chen et al.,
2018). Bu durum birlikte ele alindiginda, mcr ile iligkili kolistin direng
mekanizmalarinin yakin zamanda kesfedildigini gostermektedir. Bugiine kadar,
kolistin direnci esas olarak kommensal bakterilerde tespit edilmis ve hayvan
patojenlerini inceleyen az sayida caligma bulunmaktadir. Ancak 2010 yilinda,
hayvanlardan izole edilen patojenik E. coli' suslarinda kolistin direncinde keskin bir

artis oldugunu ortaya koyan calismalar yapilmistir (Boyen et al., 2010).

mcr 1le iligkili kolistin direncinin epidemiyolojisini tam olarak anlamak igin,
kolistinin kullanildig: iilkeler de dahil olmak iizere diinyanin farkli yerlerinde mcr
genlerinin yayginligi, varyantlari, konumu (plazmitler) ve klonal soylar1 hakkinda iyi

standardize edilmis ¢alismalara ihtiya¢ oldugu aciktir (Butaye and Wang, 2018).

[k plazmid aracili kolistin diren¢ mekanizmas1 2015 yilinda bildirilmistir (Liu
et al., 2016). Sangay’da ciftlik hayvanlarinda E. coli'ye yonelik yapilan yillik direng
gozetimi sirasinda, domuzlardan elde edilen E.coli 1izolatlar1 arasindaki kolistin
direnci prevalansinin (%55'in {lizerinde) sasirtict diizeyde yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Wu et al., 2018). Kolistin direncinin bu kadar yaygin olmasinin, transfer
edilebilir bir kolistin diren¢ mekanizmasinin varligina isaret edebilecegi
diisiiniilmistiir. Bu hipotezi test etmek i¢in konjugasyon deneyi yapilmis ve kolistine
direngli E.coli susu SHP45'ten biri secilerek kolistin direnci aliciya basariyla
aktarilmistir. Transfer edilen plazmid pHNSHP45, tam olarak sekanslanmis ve mcr-1
(mobil-kolistin direnci) olarak adlandirilan genin kolistin direnci ile iliskili oldugu
kesfedilmistir. mcr-1 tarafindan kodlanan proteinin islevi, Lipid A analizi ile
dogrulanmistir (Liu et al., 2016). Plazmid aracil1 bir kolistin diren¢ geninin (mcr-1)
ortaya c¢ikmasi, kolistin direncinin gelismesini hizlandirabilecegi ve bdylece
kolistinin etkinligini tehdit ederek kiiresel kaygiya yol agabilecegini diislindiirmiistiir.
Bugiine kadar, 50'den fazla iilkede mcr-1 genini tagiyan suslarin varligi gosterilmis
ve bu gen c¢evre, gida, insan ve hayvan kaynakli birgok Enterobacteriaceae tiirtinde
(E. coli, K. pneumoniae, Salmonella enterica, Shigella sonnei, Enterobacter

aerogenes, Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazakii, Kluyvera ascorbata,
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Citrobacter freundii, Citrobacter braakii, Providencia rettgeri ve Raoultella
ornithinolytica) tespit edilmistir (Bakthavatchalam et al., 2017; Feng, 2018). Ayrica
farkl1 tlkelerde yapilan c¢alismalarda 10 mcr varyanti tespit edilmis ve bu
varyantlarin verileri Genbank’ta mevcuttur (mcr-1, mcr-2, mer-3, mcr-4, mcr-5, mcr-
6, mcr-7, mcr-8, mcr-9, mcr-10) (Tablo 2.2) (Dalmolin et al., 2018; Wang et
al.,2020). mcr-2 geni 1.617bp uzunlugunda, mcr-1'den (1.626 bp) dokuz baz daha
kisadir ve mcr-1'le 9%76.7 oraninda niikleotit benzerligine sahiptir (Xavier et al.,
2016). mcr-3 geni ise mcr-1 ve mcr-2 genleriyle sirastyla %45 ve %47 oraninda
niikleotid benzerligine sahiptir. mcr-3 ayrica li¢ Aeromonas tiirinde bulunan
proteinlerle %94.1 ile %94.8 oraninda aminoasit 6zdesligi gostermistir. Bu bulgular
Enterobacterales'teki  mcr-3  geninin  Aeromonas tiirlerinden kaynaklanmis
olabilecegini diisiindiirmektedir (Yin et al., 2017). mcr-4, kendiliginden konjuge
olmayan kiiciik bir plazmid i¢ine yerlestirilmekte bu plazmide yardimci bir plazmid
ilave edilmesi konjiigasyonu tesvik etmektedir (Carattoli et al., 2017). mcr-9 geni,
2010 yilinda Washington Eyaletindeki bir insandan izole edilen ¢oklu ilaca direngli
(MDR) Typhimurium (S.7yphimurium) susunda saptanmis ve mcr-9'un aminoasit
sekansinin, mcr-3’le %64.5 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Dokuz
mcr homologu (mcr-1/9) ile iligkili protein yapilarinin ikili karsilagtirmalar
sonucunda, mcr-9, mcr-3, mcr-4 ve mcr-7mnin yapisal diizeyde yiiksek derecede
benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, mcr-9'un
Enterobacteriaceae'da da kolistine fenotipik direng sagladigi tespit edilmis ve bunun

dikkate alinmas1 gerektigi vurgulanmistir (Carroll et al., 2019).

Tablo 2.2. mcr varyantlarinin iilkelere ve hayvan tiirlerine gore dagilimi (Dalmolin et al., 2018; Wang
et al.,2020).

Gen Ulke Hayvan tiirii  Bakteri Referans Varyant
mcr-1 Cin Tavuk, E.coli, Liuetal., 2016 mer-1.2-
domuz K.pneumoniae mer-1.13
mcr-2 Belgika Domuz, sigir  E.coli Xavier et al., 2016 mcr-2.2
mcr-3 Cin Domuz E.coli Yin et al., 2017 mer-3.2-
mer-3.12
mer-4 italya, Domuz S. enterica, E.coli Carattoli et al.,, mcr-4.2
Ispanya, 2017
Belgika
mcr-5 Almanya Domuz S.enterica subsp. Borowiak et al., mcr-5.2
enterica serovar 2017

Parathyphi B.
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mcr-6

mcr-7

mcr-8

mcr-9

mer-10

Biiyiik
Britanya

Cin
Cin

USA

Cin

Domuz

Tavuk

Domuz,
Tavuk

Insan

Insan

Moraxella spp. Abu Oun et al., -
2017

K.pneumoniae Yang et al., 2018 -

K.pneumoniae Wang et al., 2018 -

S.enterica serotip Carrol et al., 2019 -
typhimurium

E. roggenkampii Wang et al.,2020  mcr-9

Ayrica, yapilan c¢alismalar sonucunda, Enterobacteriaceae suslari arasinda

mcr-1 genini tastyan plazmidlerin transfer sikliginin c¢ok yiiksek oldugu tespit

edilmis, bu da mcr-1 geninin hizla yayilma potansiyeline sahip oldugunu ortaya

koymustur (Liu et al., 2016; Zhi et al., 2016). mcr-1 geninin hayvanlardan orjin

aldip1 diisiiniilmektedir. Bu durumu destekleyen birkag hipotez 6ne siiriilmiistiir. Tk

olarak, veteriner hekimlerin tedavi amaciyla kolistin uygulamalari sonucu bu gen

hayvanlar arasinda kolay bir sekilde yayilabilmektedir. ikinci hipotez ise, mcr-1

geninin ilk olarak domuz patojeni olan Actinobacillus pleuropneumoniae'dan

tanimlanmis olan ISApll ile iligkili olmasidir. Ayrica, mcr-1 pozitif suslarin

genellikle sadece veteriner hekimlikte kullanilan ve florfenikol'e direng gosteren floR

genini tasidigi tespit edilmistir (Poirel and Nordman, 2016).
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Tablo 2.3. Gram negatif bakterilerin kolistin direnci kazanmada kullandiklar1 dogal ve kazanilmis direng stratejileri (Aghapour et al., 2019).

Genler Gen fonksiyonu E. coli  Kpneumoniae JSE:;.erobacter ;S‘;rl:nonella C. freunddii P. mirabilis  S. marcescens
pmrdlpmrB arnBCADTEF operon pmrC and
pmrE genes tarafindan lipidA + + + + - - -
modifikasyonu
phoP/phoQ pmrHFIJKLM operononun
aktivasyonu ile/ pmrD
tarafindan pmrAB’nin aktivasyonu * * " - - - -
ile lipid A modifikasyonu
Et L-4AraN tarafindan lipid A
arnBCADTEF f)n O(Ii\ilflflfasyonua tarafindan lipid . 4 4 N a N N
mgrB Mutasyonu phoPQ asiri ekspresyonu ve . 4 B B a a B
pmrHFIJKLM aktivasyonu
ramA lipid A biyosentezinin modiilasyonu - + - - - - -
crrB mutasyonu pmrAB/aktivasyonun upregiilasyonu B N 3 B 3 3 B
ile lipid A modifikasyonu
merl Fosfoetanolamin transferaz + + + + + - -
mcr2 Fosfoetanolamin transferaz + - - + - - -
mcr3 Fosfoetanolamin transferaz + - - + - - -
mcr4 Fosfoetanolamin transferaz + - + + - - -
mcrS Fosfoetanolamin transferaz + - + + - - -
mcr6 Fosfoetanolamin transferaz - - - - - - -
mcr7 Fosfoetanolamin transferaz - + - - - - -
mcr8 Fosfoetanolamin transferaz + + - - - - -
acrB Mutasyonu Efflux pompasi + + - - - - -
KpnEF Mutasyonu Efflux pompasi - + - - - - -
sapABCDF Mutasyonu Efflux pompasi - - - - - + -
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2.4. Kolistin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Identifikasyonu
2.4.1. Fenotipik Identifikasyon

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) gibi uluslararasi standart belirleme
kuruluglari, Mart 2016'da sadece kolistin duyarliliginin test edilmesi i¢in Buyyon
Mikrodiliisyon (BMD) yontemini 6neren ortak bir polimiksin duyarliligi belirleme
calisma grubu olusturmustur. BMD, polimiksinlerin agar yiizeyine zayif diffiizyonu
vb. teknik zorluklar nedeniyle, altta yatan diren¢ mekanizmasini tam olarak tespit
edememesine ragmen polimiksinlerin duyarlilik profilini belirlemek i¢in referans test
olarak kabul edilmektedir (Falagas et al., 2005; WHO, 2018). Bu nedenle,
Enterobacteriaceae, P.aeruginosa ve Acinetobacter spp. tiirleri, katyon ayarl
Mueller-Hinton buyyonun kullanildig: Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii standart
BMD yontemine (ISO 20776-1) gore test edilmelidir. Testin higbir kismina
polisorbat-80 veya diger yiizey aktif maddeleri dahil edilmez, c¢ilinkii Ornegin
polisorbat 80, polimiksinlerle sinerjistik bir etkiye girebilir ve minimum inhibitor
konsantrasyonunu yapay olarak diistirebilir. Yiizeyler diiz polistirenden yapilmali ve
polimiksinlerin stilfat tuzlart kullanilmalidir (kolistin metan siilfonat tiirevleri,
coOzeltide yavasga pargalanan aktif olmayan bir 6n ilag oldugu icin kullanilamaz)
(WHO, 2018). Kolistin direncinin fenotipik tespitinde kalite kontrolii esastir.
Kullanilan yontemin giivenilir sonuglar vermesini saglamak i¢cin EUCAST tarafindan
diisiik seviyeli kolistin direncine sahip bir susun (mcr-1-pozitif E. coli NCTC 13846
gibi) dahil edilmesi onerilmektedir. Fenotipik sonuglar ya saha susu ya da saha susu
olmayan popiilasyonlar1 tanimlayan epidemiyolojik (EUCAST veya CLSI'ye gore)
veya klinik duyarlilik ve direnci belirleme testleri olarak yorumlanabilir ve rapor

edilebilir (WHO, 2018).

Yeni antitimikrobiyallerin karsilastirildigi klinik calismalar, GNB’lerin neden
oldugu infeksiyonlarin tedavisi i¢in kolistinin klinik etkinligi hakkinda yeni veriler
sunmaktadir. Klinik sonuglara gore, kolistin 6zellikle diger ilaglar mevcut oldugunda
zayif mono-terapdtik bir secenek gibi gdriinmektedir (Groisman, 2001). Ozellikle,
farmakokinetigi hastalar arasinda genis dlgiide farklilik gosterdiginden kolistin dozu
karmasiktir (Lippa and Goulian, 2009). Bu nedenle, halihazirda belirlenen sinir

degerlerin ve epidemiyolojik esik degerlerin klinik kararlar1 dogru bir sekilde
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bilgilendirip bilgilendirmedigini belirlemek i¢in klinik sonuglarin daha fazla gézden

gecirilmesi gerekmektedir.

BMD ile antimikrobiyal duyarlilik testi, standart disk difiizyonu ve gradyan
difiizyon yontemleri ve diger fenotipik yontemlerden daha fazla laboratuvar
kapasitesi gerektirir. Bununla birlikte, diger yontemler ya yeterince dogru degildir ya
da bilinen tiim kolistin diren¢ mekanizmalarini ifade eden farkli tiirler (yani ¢ogu
Enterobacteriaceae ve Gram negatif fermente edici olmayanlar) dahil olmak {iizere
bliylik bakteri koleksiyonlar1 ile titiz ¢ok merkezli bir degerlendirmeye tabi
tutulmamistir. Bu nedenle, bu yontemler heniiz en iyi uygulama olarak dnerilemez.
Umut verici goriinen ancak yine de yukarida agiklanan titiz degerlendirmeye tabi
tutulan ve kolistin direncini tespit edebilen birka¢ fenotipik test daha bulunmaktadir,
bunlar: Colistin MAC Testi (CMT); Birlesik Disk Testi (CDT); Kolistin MIK
Indirgeme Testi (CMR); Modifiye Rapid Polymxin NP Testi (modifiye-RPNP) ve
Zeta potansiyel testlerinin degistirilmesi gibi testlerdir (Coppi et al., 2018). Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlar1 hastane ortamlarindaki tagiyicilar1 tanimlamak i¢in hizlh
ve gilivenilir bir tarama ortamina ihtiya¢ vardir. Girlich vd. (2018), hem ticari olarak
temin edilebilen besiyerleri olan ChromID Colistin R ve Superpolimiksin'in kolistin

taramasinda yararl araglar oldugunu gostermislerdir.
2.4.2. Genotipik Identifikasyon

Kiiresel Antimikrobiyal Direng Izleme Sistemi (GLASS), fenotipik testlerle
sadece hedef patojenlerin antimikrobiyal duyarliligi hakkinda veri toplanabilecegini
fakat spesifik diren¢ mekanizmalarinin dagilimi konusunda veri toplanamayacagini
vurgulamaktadir. Genotipik sonuglar, belirtilen kolistin direng mekanizmasini, direng
geninin varligl veya yoklugu olarak rapor etmelidir. Su anda uygulanan molekiiler
testler kolistin diren¢ mekanizmalarini yeterince duyarli veya spesifik ozellikte
belirleyebilme &zelligine sahip degildir. Ozellikle, genotipik ydntemler fenotipik
kolistin direncinin ¢ogundan sorumlu oldugu bilinen tiim kromozomal mutasyonlar1
tespit edebilecek oOzellikte degildir, sadece kazanilmis kolistin direng genlerini
saptayabilmektedir (Olaitan et al., 2014). Kolistin direncinin belirlenmesine yonelik

molekiiler yontemler asagidaki sekilde siralanabilir:

e Gen Mutasyonlarimi Tespit Etmek I¢in PCR Amplifikasyonu ve Dizileme

e mcr Genlerinin Varligin1 Saptamak icin Ger¢ek Zamanli gPCR
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e Plazmid iizerinde kodlanan mcr Genlerini Saptamak i¢in PCR
e Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-PCR)

e Mikroarray Teknolojisi

e Dongii Aracili Izotermal Amplifikasyon (LAMP)

e Dogrudan Direng Analizi ile Yeni Yaklagimlar

Molekiiler biyoloji yontemleri, direng genlerinin veya direng saglayan
mutasyonlarin varhigin1 degerlendirerek antimikrobiyal direncini belirlemede en
hassas yontemlerdir. Bu yontemler fenotipik teknikleri tamamlayici niteliktedir ve

bakteri izolatlarinin direngli durumunu dogrular. (Bardet and Rolain, 2018).

mcr-1 geninin varligin1 saptamak i¢in hizli bir kantitatif teknik olan RT-PCR
yontemi uygulanabilir. Bu tlir amaglar i¢in, Liu vd., (2016) , orijinal ¢alismanin
primerlerini kullanarak veya standart PCR veya RT-PCR icin SYBR Green
testleriyle birlikte, TagMan probu veya diger FAM etiketli prob veya HEX etiketli
proba dayali yontemlerle kendi primerlerini tasarlayarak g¢alismalarimni
gerceklestirmislerdir (Wright, 2010; Bontron et al., 2016; Irggang et al., 2016;
Lekunberry et al., 2017; Nijhuis et al., 2016; Snesrud et al., 2017; Yang et al., 2017).

Xavier vd. (2016), 567 bp'lik bir iiriin veren mcr-2'yi taramak igin yeni
primerler tasarlarken bazi arastirmacilar ise, standart PCR uygulamalari i¢in kendi
primerlerini tasarlamis ve qPCR uygulamalarinda kullanmak tizere bir TagMan testi
gelistirmislerdir (Barbieri et al.,2017; Roschanski et al., 2017; Simmen et al., 2016;
Sun et al.,, 2017). Konvansiyonel PCR ile hem mcr-I hem de mcr-2 genlerini
saptamak i¢in klasik bir primer ve bunlar1 qPCR testi ile belirlemek i¢in yeni bir
primer ve bir prob tasarlayarak calismalarini daha ileri boyuta tagimislardir (Barbieri
et al.,2017; Poirel et al., 2017; Terveer et al., 2017). Bdylece konvansiyonel PCR ile
mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 genlerini saptamak i¢in primerler tasarlamislardir (Borrowiak
et al., 2017; Carattoli et al., 2017; Yin et al., 2017). Sonug olarak, mcr-1, mcr-2,
mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 genlerinin es zamanli saptanmasi amactyla multipleks SYBR
Green qPCR testini gelistirmiglerdir (Bardet and Rolain, 2018; Li et al., 2017; Rebelo
et al., 2018).

Borowiak vd. (2020) yilinda Almanya'da 2011-2018 yillar1 arasinda rutin
teshislerin yani sira ulusal izleme ve siirveyans programlari ¢ercevesinde toplanan

besi hayvanlarindan, gidalardan ve evcil hayvanlardan elde edilen toplam 407 adet
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kolistine direngli S. enterica izolatinda 254 mcr tasiyan izolati, daha once
yaymlanmis bir mcr-1 ile mcr-5 multipleks PCR testi (Rebelo et al., 2018), ile
kombinasyon halinde mcr-6 ile mcr-9 genlerini tespit edebilen yeni bir multipleks

PCR testi gelistirmislerdir.

Cwiek vd. (2021) yilinda yaptiklari ¢alismada, farkli kanatli hayvan tiirlerinden
(etlik pili¢, yumurta tavugu, hindi, kaz ve 6rdek) izole edilen E. coli suslar1 arasinda
mcr genlerinin (mcr-1,mcr-5) prevalansim degerlendirmek amaciyla, mcr-pozitif
suslarin antimikrobiyal duyarlilik fenotiplerini belirleyerek gozlenen fenotiplerin
AMR genlerinin varligin1 PCR yontemi ile, mcri-pozitif E.coli suglarmin genetik

iligkisini ise multilokus dizi tiplendirme yontemiyle (MLST) tespit etmislerdir.

Tiim Genom Dizisi (WGS) ve PCR, kiiltiirlenmis bakterilerin yan1 sira klinik,
fekal, cevresel ve gida kaynakli 6rneklerde de mcr genini tanimlamak i¢in kullanilan
referans testler olarak kabul edilirler (Rebelo et al., 2018; Sekyere and Asente, 2018).
PCR, spesifik primerler ve problar nedeniyle sadece bilinen mcr genlerini
saptayabilirken, WGS bilinen veya bilinmeyen tiim kolistin direng mekanizmalarini
2 giin i¢inde tanimlayabilir. Diger molekiiler testler ise, hem laktamazlar1 hem de
mcr-1/-2 genlerini ayn1 anda tespit edebilen ticari mikrodizilerdir. Ancak bu testler
yetersiz kaynaklara sahip laboratuvar sartlarinda uygulanmamaktadir (Dalmolin et

al., 2018; Sekyere and Asente, 2018).

Transfer edilebilir kolistin direncini saptamak i¢in uygulanan veya ticari olarak
da temin edilebilen; mcr-1 ile mcr-5’e kadar kolistin direncini tespit edebilen
multipleks PCR testleri bulunmaktadir. PCR molekiiler testinde negatif sonuglar
kolistin duyarliligin1 belirlemek i¢in kullanilmamaktadir. Ciinkii test kromozomal
direng¢ mekanizmalarinin varligin1 veya teste dahil olmayan yeni mcr genlerinin
varhgini ortadan kaldiramaz. Bu smirlamanin kaniti olarak, Brezilya ve italya'da
yapilan caligmalarda karbapenemaz iireten fakat mcr genleri olmayan K.pneumoniae

suslar1 arasinda yiiksek kolistin diren¢ oranlari bildirilmistir (WHO, 2018).

E. coli izolatlarimin tiplendirilmesi ve ayurt edilebilmesi i¢in uygulanan
yontemlerden biri de Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)
metodudur. Bu metot, diger molekiiler yontemlere goére daha hassas ve daha uygun
maliyetlidir (Osek, 2000; Wang, 1993). RAPD-PCR, rastgele dizilime sahip kisa
oligoniikleotidlerin kullanildigi PCR tabanli basit bir genotipleme yontemidir
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(Williams et al., 1990). Rastgele diziler rastgele priming bolgelerine baglanir ve
degisken uzunluktaki DNA segmentlerini ¢ogaltir (Hadrys et al., 1992). Bu, kiigiik ve
bliyiilk DNA parcalarindan olusan bir modelle sonuglanir (Williams et al., 1990).

RAPD'"nin giicii ¢oklu primer dizilerinin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Molekiiler yontemler her ne kadar duyarliliklart diisiik olsa da, su anda bilinen
tiim kolistin diren¢ mekanizmalarini saptamanin en kapsamli alanlaridir. Ayrica, yeni
diren¢ mekanizmalar1 agiklandik¢a, molekiiler testler sekanslama verilerinin geriye
doniik analizlerini de mimkiin kilacaktir. Molekiiler testler, kolistin direncinin
belirlenmesi icin fenotipik testlere bir alternatif sunabilir. Bununla birlikte,
sonuglarin klinik tedaviye rehberlik etmesi amaglaniyorsa, sadece bir genotipik
sonuca dayanan fenotipin c¢ikarilmasi, ancak genotipik sonu¢ pozitif oldugunda
muhtemel olabilir. Genotipik testin sonuglari negatifse, fenotip hakkinda herhangi bir

¢ikarim yapilmamalidir (WHO, 2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Ornekler

Samsun’un 3 farkli ilgesinde kurulmus olan 10 farkli kiimesten toplam 510 adet
ornek toplandi. Caligma materyalini olusturmak iizere Amerikan tip rastgele
ornekleme metodu ile her kiimesteki tavuklardan 25’er adet olmak iizere toplam 250
adet kloakal svap ornegi ile 25’er adet olmak iizere toplam 250 adet yemlik/suluk

materyali ve 1’er adet olmak tlizere toplam 10 adet altlik materyali alindi.
3.2. Izolasyon ve Identifikasyon

Laboratuvara getirilen 6rneklerden izolasyon amaciyla MacConkey, Eozin-
Metilen Blue (EMB) ve Triptik Soy Agar (TSA) olmak {izere {i¢ farkli besi yeri

kullanilmastir.

3.2.1. Althk ve Yemlik-Suluk Materyallerinden izolasyon ve
Identifikasyon

Altlik materyallerinden 10 6rnek, yemlik ve suluk materyallerinden 250 6rnek,

Oon zenginlestirme amaciyla 100 ml tamponlanmis peptonlu su (TPS) igerisine
konularak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkubasyonu takiben TPS igerisinden 100pul
alinarak MacConkey Agar’a ¢izme ekim metodu kullanilarak ekimler gergeklestirildi
ve 37°C’de 24 saat boyunca inkubasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda laktoz
pozitif olan pembe renkli kolonilerden tek koloni olacak sekilde alinarak EMB
Agar’da 37°C’de 24 saat subkiiltiire edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda metalik rofle
olusturan koloniler E. coli olarak identifiye edildi. Molekiiler ve antimikrobiyal

duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere izolatlar TSA’da pasajlandi ve saf

kolonilerden gliserinli buyyon igerisine alinarak -20°C’de sakland.

3.2.2. Kloakal Svap Materyallerinden izolasyon ve Identifikasyon

Toplam 250 adet kloakal svap 6rnegi MacConkey Agara ¢izme ekim metodu
kullanilarak inokule edildi ve 37°C’de 24 saat boyunca inkubasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda laktoz pozitif olan pembe renkli kolonilerden tek koloni
olacak sekilde alinarak EMB Agar’a inokule edildi ve 37°C’de 24 saat subkiiltiire

edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda metalik rofle olusturan koloniler E.coli olarak

identifiye edildi. Molekiiler analizler ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
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kullanilmak tizere izolatlar TSA’da pasajlandi ve saf kolonilerden gliserinli buyyon

icerisine almarak -20°C’de saklandi.

3.3. Antimikrobiyal Duyarhhlik Testi

Isletmelerden izole edilen ve E. coli olarak identifiye edilen izolatlarin
eritromisin, amoksisilin+klavulanik asit, trimetoprim+siilfometaksazol, gentamisin,
sefotaksim, meropenem ve oksitetrasiklin olmak tizere 5 farkli gruptan
antimikrobiyale karsi duyarliliklar1 Kirby-Bauer Disk Diflizyon Metodu ile
gerceklestirildi. TSA’da pasajlanan izolatlarin fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde
0,5 MacFarland yogunlugunda siispansiyonlar1 hazirland1 ve bu siispansiyonlardan

100°er pl alinarak Miller-Hinton Agar (MHA) yiizeyine yayma ekimleri yapildi.
Daha sonra MHA yiizeyine antimikrobiyal diskleri yerlestirilerek 37°C’de 24 saat

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda olusan zon caplar1 dlgiilerek CLSI 2020’ye gére
degerlendirildi (CLSI, 2020). izolatlarin ¢oklu ilag diren¢ durumlari, izolatlarin ii¢
veya daha fazla antimikrobiyal grubuna birden sergiledikleri direng dikkate alinarak

degerlendirildi.

3.4. Kolistinin Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Kolistinin altlik, kloakal ve ¢evresel materyallerden izole ve identifiye edilen
E. coli izolatlar1 i¢in minimal inhibitér konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
mikrobuyyon diliisyon teknigi kullanildi. Bu amagla kolistin siilfat tuzunun 128
mg/L’den 0,25 mg/L’ye kadar seri sulandirmalar1 katyon-ayarli Mueller Hinton
Buyyon kullanilarak yapildi. Test edilecek tiim izolatlarin fizyolojik tuzlu su
igerisinde 0,5 MacFarland (~1-2x10® kob/ml) yogunlugunda bakteri siispansiyonlar
hazirlandi. Mikropleytteki tiim kuyucuklara 100 pl katyon ayarli Mueller Hinton
buyyon steril kosullarda eklendi. ilk kuyucuga hazirlanan kolistin siilfatin stok
soliisyonundan 100 pl ilave edilerek kolistin siilfatin ¢ift katli sulandirmas1 yapildi.
Besi yeri ve antimikrobiyal igceren kuyucuklarin igerisine test edilecek izolatlardan

100 pl inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
MIK, EUCAST (2021)de belirtilen sekilde degerlendirildi. MiK’e gére

degerlendirme; kolistine duyarli <2 mg/L, kolistine direngli >2 mg/L sekilde yapildi.
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3.5. izolatlarin DNA Ekstraksiyonu

izolatlarin molekiiler yonden degerlenmesi igin iireyen saf kolonilerden DNA
ekstraksiyonlar1 kaynatma metodu ile gergeklestirildi. Bu amagla 500 pl steril distile
su igerisine birka¢ koloni alinarak 100°C’de 10 dakika kaynatildi ve homojenizat
10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda supernatant
DNaz/RNaz ari tiiplere alinarak DNA konsantrasyonlar1 dl¢iildii. Ol¢iim sonrasinda

her bir izolata ait DNA’lar 5 ng/ml olacak sekilde ayarlanarak -20°C’de saklandh.

3.6. Kolistin Direncinden Sorumlu mcr Genlerinin Belirlenmesi

Isletmelerden izole edilen E. coli suslarinda kolistin direncinden sorumlu mcr-

1, mer-2 ve mcr-3 genlerin belirlenmesi i¢in PCR analizleri gergeklestirildi. mcr-1,

mcr-2 ve mer-3 genlerine ait primerler Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. mcr-1, mcr-2, mer-3 genlerinin belirlenmesinde ve genotiplendrimede kullanilan primerler.

. Amplikon
Hedef Primer - Dizilimi Biiyiikligi Kaynak
(ler) Adi (bp)

CLRF5  CGGTCAGTCCGTTTGTTCCTITG ;
mer-1 CRLF5 GTCGGTCTGTAGGG 309 bp Liuetal., 2016

MCR; TGGTACAGCCCCTTTATT Xavier et al.,

mer-2 MCR,  GCTTGAGATTGGGTTATGA 567 bp 2016

MCR3  TTGGCACTGTATTTTGCATTT .
mer-3 MCR3  TTAACGAAATTGGCTGGAACA 542 bp Yinetal., 2017

Versalovic et al.,

Degisken  ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG  Coklu bant (1991)

3.6.1. mcr-1 Gen Varh@inin Arastirilmasi

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 20 pl olacak sekilde, 4 pl master miks,
13 ul DNaz/RNaz'dan ari distile su, forvard ve revers primerlerden 0,5’er pl ve 2 pl
kalip DNA kullanilarak hazirlandi.

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 95°C’de 12 dk baslangi¢ denatiirasyonu,
95°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn primer baglanmas1, 72°C’de 45 sn sentez

dongiisiinden toplam 30 dongii ve son sentez asamas1 72°C’de 7 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi.
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3.6.2. mcr-2 Gen Varh@inin Arastirilmasi

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 20 pl olacak sekilde, 12,5 ul master
miks, 3,5 pl DNaz/RNaz'dan ari distile su, forvard ve revers primerlerden 1’er ul ve 2

ul kalip DNA kullanilarak hazirlandi.

Amplifikasyon 1s1 déngii cihazinda; 94°C’de 15 dk baslangic denatiirasyonu,
94°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 90 sn primer baglanmasi1, 72°C’de 60 sn sentez

dongiisiinden toplam 30 dongii ve son sentez asamasi 72°C’de 10 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi.
3.6.3. mcr-3 Gen Varh@inin Arastirilmasi

PCR reaksiyonu karisimi; toplam hacim 25 pl olacak sekilde, 14,2 pl
DNaz/RNaz’'dan ari distile su, 2,5 pl 10x PCR buffer, 1,5 ul MgClo, 0,6 ul dNTP,

0,2 pl Taq Polimeraz, forvard ve revers primerlerden 0,5’er ul ve 5 pl kalip DNA
kullanilarak hazirlandi.

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 95°C’de 15 dk baslangig denatiirasyonu,
95°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 90 sn primer baglanmasi, 72°C’de 45 sn sentez

dongiisiinden toplam 30 déngii ve son sentez asamasi 72°C'de 7 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi.
3.7. Genotiplendirme

Kolistin direncinden sorumlu mcr-1, mcr-2 ve mcr-3 genlerine sahip oldugu
belirlenen kloakal, yemlik/suluk ve altlik izolatlarinin ayr1 ayr1 RAPD-PCR ile
genotiplendirilmesi yapildi. ERIC-2 primerleri kullanilarak yapilan RAPD-PCR,
Versalovic vd. (1991) tarafindan bildirilen metod ile gergeklestirildi. Her bir izolat
icin ayr1 olmak lizere DEPC-treated water, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl, 200 mM
dNTP, 2,5 U Taq Polimeraz, 25 pmol ERIC-2 primeri ve 5 ul hedef DNA iceren 25
pl’lik RAPD master karisimi olusturuldu. Bu karisim 95°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 40°C’de 1 dakika annealing, 72°'C’de 3 dakika ekstensiyon olmak
lizere 40 siklus ve 72°C’de 7 dakika son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine
tabi tutuldu. Amplikonlar etidyum bromid (2 mg/ml) iceren %1,5’lik agaroz jel

elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
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Gorilintiileme sonucunda olusan paternlerin filogenetik agaglar1 UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) metodu ile goriintii
analiz programi kullanilarak ¢izildi. Izolatlar arasindaki filogenetik iliski %70 esik

degeri baz alinarak belirlendi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. izolasyon ve identifikasyon

On farkli kiimesten alinan altlik numunelerinden 6 adet E. coli (%60) izole
edildi. Ayn1 kiimeslerden alinan kloakal svaplardan toplam 200 adet E. coli (%80)
izole edilirken, yemlik ve suluk 6rneklerinden toplam 111 adet E. coli (%44,4) izole
edildi.

Elde edilen izolatlar ve izolatlarin orjinleri Tablo 4.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Altlik, yemlik-suluk ve kloakal svaplardan elde edilen E.coli izolatlari.

Orneklerin alindig yer Kiimes sayisi Toplam Ornek Sayisi E.coli
Altlik materyali 10 10 6
Klokal svap 10 250 200
YemlikSuluk Materyali 10 250 111

4.2. izolatlarin Antimikrobiyal Direnc Profilinin Belirlenmesi

Isletmelerden izole edilen toplamda 317 E.coli izolatin eritromisin,
amoksisilintklavulanik asit, trimethoprim+siilfometaksazol, gentamisin, sefotaksim,
meropenem ve oksitetrasikline karsi duyarliliklart her bir numune tipine gore tablolar

halinde verilmistir.

Althk numunelerinden izole edilen E.coli izolatlarinin tamaminin
amoksisilintklavulanik  asit, eritromisin ve trimethoprim+siilfometaksazole,
%83,3’linilin sefotaksim ve oksitetrasikline, %66,7’sinin gentamisine direnc¢li oldugu
belirlendi. Izolatlarin tamaminin meropeneme duyarli oldugu ortaya konuldu. Ayrica

izolatlarin tamaminin ¢oklu antimikrobiyal dirence sahip oldugu belirlendi (Tablo

4.2 ve Tablo 4.5).
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Tablo 4.2. Altlik numunelerinden izole edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antimikrobiyaller
Beta-laktam Aminoglikozit Makrolit Siilfanomid Tetrasiklin
AMC! MEM? CTX? CN* E’ SXT® TE’
R n 6 0 5 4 6 6 5
% 100 0 83,3 66,7 100 100 83,3
I n 0 0 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0 0 0
S n 0 6 1 2 0 0 1
% 0 100 16,7 33,3 0 0 16,7
n 6
MDR o, 100

1: Amoksisilintklavulanik asit, 2: Meropenem, 3: Sefotaksim, 4: Gentamisin, 5: Eritromisin, 6:
Trimethoprim+siilfometaksazol, 7: Oksitetrasiklin, R: Direncli, I: Orta derecede duyarli, S: Duyarli, n:
Izolat sayis1, MDR: Coklu Antimikrobiyal Direnci.

Yemlik ve suluklardan izole edilen E. coli izolatlarinin amoksisilintklavulanik
asite  %93,7, meropeneme %2,7, sefotaksime %48,6, gentamisine %24,3,
eritromisine %97,2, trimethoprim+siilfometoksazole %86,4 ve oksitetrasikline kars1
ise %87,3 oraninda direngli oldugu tespit edildi. Ayrica izolatlarin %91,8’inin ¢oklu
antimikrobiyal dirence sahip oldugu belirlendi (Tablo 4.3 ve Tablo 4.5).

Tablo 4.3. Yemlik-suluklardan izole edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antimikrobiyaller
Beta-laktam Aminoglikozit Makrolit  Siilfanomid Tetrasiklin
AMC' MEM? CTX3 CN* B’ SXT® TE’
R n 104 3 54 27 108 96 97
% 93,7 2,7 48,6 24,3 97,2 86,4 87,3
I n 0 1 0 3 3 0 4
% 0 0,9 0 2,7 2,8 0 3,7
S n 7 107 57 81 0 15 10
% 6,3 96,4 51,4 73 0 13,6 9,0
n 102
MDR % 91,8

1: Amoksisilintklavulanik asit, 2: Meropenem, 3: Sefotaksim, 4: Gentamisin, 5: Eritromisin, 6:
Trimethoprim+siilfometoksazol, 7: Oksitetrasiklin, R: Direngli, I: Orta derecede duyarli, S: Duyarli, n:
Izolat sayis1, MDR: Coklu Antimikrobiyal Direnci.
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Kloakal svaplardan izole edilen E. coli izolatlarinin amoksisilint+klavulanik
asite %78, sefotaksime %63, gentamisine %31,5, eritromisine %92,
trimethoprim+siilfometoksazole %74,5 ve oksitetrasikline kars1 ise %78,5 oraninda
direngli oldugu tespit edildi. Izolatlarmn tamammin meropeneme duyarli oldugu
ortaya konuldu. Ayrica izolatlarin %78,5’inin ¢oklu antimikrobiyal dirence sahip

oldugu belirlendi. (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5).

Tablo 4.4. Kloakal svaplardan izole edilen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antimikrobiyaller
Beta-laktam Aminoglikozit Makrolit  Siilfanomid  Tetrasiklin
AMC! MEM? CTX3 CN* E’ SXT® TE’
R n 156 0 126 63 184 149 157
% 78,0 0 63 31,5 92 74,5 78,5
I n 0 1 0 10 7 0 0
% 0 0,5 0 5 3,5 0 0
S n 44 199 74 127 9 51 43
% 22 99,5 37 63,5 4,5 25,5 21,5
n 157
MDR % 78,5

1: Amoksisilintklavulanik asit, 2: Meropenem, 3: Sefotaksim, 4: Gentamisin, 5: Eritromisin, 6:
Trimethoprim+siilfometoksazol, 7: Oksitetrasiklin, R: Direngli, I: orta derecede duyarli, S: duyarli, n:
1zolat say1s1, MDR: Coklu Antimikrobiyal Direnci.

Tablo 4.5. Kloakal, Altlik ve Yemlik-suluk numunelerinden izole edilen E. coli izolatlarinin
antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antimikrobiyaller
Beta-laktam Aminoglikozit ~Makrolit  Siilfanomid  Tetrasiklin
AMC! MEM? CTX3 CN* E’ SXT® TE’
R n 266 3 185 94 298 251 259
% 83,9 0,9 58,3 29,6 94 79,1 81,7
0
I n 0 2 0 13 10 0 4
% 0 0,6 0 4,1 3,1 1,2
S n 51 312 132 210 9 66 54
% 16 98,4 41,6 66,2 2,8 20,8 17
n 265
MDR % 83,5

1: Amoksisilintklavulanik asit, 2: Meropenem, 3: Sefotaksim, 4: Gentamisin, 5: Eritromisin, 6:
Trimethoprim+siilfometoksazol, 7: Oksitetrasiklin, R: Direngli, I: orta derecede duyarli, S: duyarli, n:
Izolat sayis1, MDR: Coklu Antimikrobiyal Direnci.
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E.coli izolatlarinin ¢oklu antimikrobiyal direnci, fenotipik ve genotipik ortak

ozelliklerini gosteren izolat sayilart Tablo 4.5’te belirtilmistir.

Tablo 4.6. E. coli izolatlarinin goklu antimikrobiyal, fenotipik (MiK) ve genotipik ortak dzellikleri.

Coklu Antimikrobiyal, Fenotipik ve Genotipik Ortak Ozellikler

Ortak Ozellikler Kloakal Yemlik/Suluk Althk
MDR+ Fenotipik (MIK)+Genotipik (mcr-1) 3 0 1
MDR+Fenotipik (MIK)+Genotipik (mcr-2) 26 7 3
MDR+ Fenotipik (MIK)+Genotipik (mcr-3) 28 0 0

MDR: Coklu Antimikrobiyal Direnci, MIK: M inimum Inhibitér Konsantrasyonu.

Timmermans vd. (2021), yilinda yaptiklart bir ¢aligmada 2012-2016 yillart
arasinda Belgika'da saglikli kiimes hayvanlarindan izole ettikleri 40 adet kolistin
direngli kommensal E. coli koleksiyonundaki izolatlarin tiimiini ¢oklu
antimikrobiyale direngli suslar olarak tespit etmislerdir. Bu izolatlarda
antimikrobiyallere karsi diren¢ sirasiyla: ampisilin (%100); tetrasiklin (%97.,5);
stilfametoksazol (%97,5); trimetoprim (%87,5); siprofloksasin (%77,5); nalidiksik
asit (%72,5); kloramfenikol (%62,5); gentamisin (%47,5); sefotaksim (%32,5);
seftazidim (%30); azitromisin (%12,5); ve tigesiklin (%35) oraninda belirlenmistir.
Hic¢ bir izolatta meropeneme karst direng gézlenmemistir. Bu ¢alismada, kloakal,
althk ve yemlik-suluk izolatlarindan elde edilen mcr-1, mcr-2 ve mcr-3 genlerini
tastyan 103 E.coli izolatinin amoksisilintklavulanik asite (%83,4), meropeneme
(%0,9), sefotaksime (%43,6), gentamisine (%38,8) eritromisine (94,1),
trimethoprim+siilfometoksazola  (%83,4), oksitetrasikline  (%81,5) oraninda
direnglilik gosterdigi belirlenmistir. Izolatlarm biiyiikk ¢ogunlugunda g¢oklu

antimikrobiyal direncinin goriilmesi bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Khong vd. (2023), broyler tavuk kiimeslerinden toplanan altliktan izole edilen
E. coli suglariin antimikrobiyal direng profilini aragtirmislardir. Disk diflizyon ile 10
antimikrobiyale karsi1 diren¢ gozlenmistir. E. coli izolatlar1 en yiiksek direnci
sefalotine (%54,4) kars1 gosterirken bunu, tetrasiklin (%27,9), streptomisin (%29.,4),
ampisilin (%20,6), kolistin (%13,2), siilfonamidler (%8,8) ve imipeneme (%]1,5)

karst diren¢ oranlart izlemistir. Ayrica izolatlarin %22,1'inde en az 3 grup
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antimikrobiyale karsi diren¢ (MDR) gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda altliklardan
elde  edilen izolatlarda  ¢oklu  antimikrobiyal  direncinin = goriilmesi
(amoksisilin+klavulanik asit, eritromisin ve trimethoprim+siilfometaksazole (%100),
sefotaksim ve oksitetrasikline (%83,3), gentamisine (%66,7), mcr-1 ve mcr-2 genleri
tagtyan E.coli izolatlarinin kolistine (%66,6) bu calisma ile benzer 06zellik

tasimaktadir.

4.3. E.coli izolatlan icin Kolistinin Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu

(MiK) Bulgulan

Farkli isletmelere ait altlik numunelerinden izole edilen toplam 6 izolatin, 2

(%33,3) tanesinin kolistine duyarli oldugu, diger 4 (%66,6) izolatin ise minimal

inhibitdr konsantrasyonunun 128 mg/L’den daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Yemlik ve suluk materyallerinden izole edilen toplam 111 izolatin, 56 (%50,4)
tanesinin kolistine duyarli oldugu, 55 (%49,5) izolatin ise direngli oldugu belirlendi.

Kloakal svaplardan izole edilen toplam 200 izolatin, 104 (%52) tanesinin

kolistine duyarli oldugu, 96 (%48) izolatin ise direngli oldugu tespit edildi.

Tiim izolatlara ait belirlenmis olan kolistinin MIK degerleri Tablo 4.6'da

verilmistir.

Tablo 4.7. E. coli izolatlarmin kolistin MiK degerleri.

MIK Degerleri (mg/l)

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

izolat Sayis1

Altlik 4 - . . . . . . ; 1
Yemlik-Suluk 32 2 5 2 6 8 9 4 3 7
Kloakal 19 5 15 27 20 10 9 5 5 8

Cwiek vd. (2021), cesitli kanath tiirlerinden (broyler, hindi, 6rdek, kaz vb.)
topladiklar1 lezyonlu organlar ve kloakal siiriintiilerden izole ettikleri mcr-1 genini
tastyan E.coli suslarmin antimikrobiyal duyarlilik profilini arastirmislardir. Tim
mcr-1 pozitif E. coli suslarininin meropeneme duyarli (%100) (MIiK degeri 0,03
pg/ml) oldugunu, suslarin ¢ogunun ise azitromisine (%94,12, MIK aralig1 2-8

pg/ml), seftazidime (%82,35, MIK aralig1 0,5-1 pg/ml), sefotaksime (%82,35, MIK
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araligi 0,25-1 pg/ml) ve tigesikline (%76,47, MIK aralig1 0,25-0,5 pg/ml) duyarl
oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde gentamisine duyarli suslarin yiizdesini de
nispeten daha yiiksek (%76,47; MIK araligi 0,5-1 pg/ml) bulmuslardir. Diger
taraftan tiim suslarm (%100) ampisiline direngli oldugunu (MIK>64 pg/ml),
tetrasiklin  (%88,24), kloramfenikol (%82,35), nalidiksik asit (%76,47) ve
siprofoksasine (%64,71), direngli izolatlarin varliginin da yiiksek oranda oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar 318 adet E. coli susunun 17 (% 5,34) tanesini mcr-1
pozitif olarak tespit etmisler ve bu 17 susun 9 (%52,94) tanesini fenotipik olarak
kolistine direngli bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda 200 adet kloakal E. coli susunun
12 tanesi mcr-1 pozitif olarak bulunmustur. Bu 12 susun 5 (%41,6) tanesinin
fenotipik olarak kolistine direngli bulunmasi bu ¢aligma ile benzerlik gostermektedir.
Ayrica mcr-1 pozitif 12 E. coli izolatinin amoksisilintklavulanik asite (%58,3),
sefotaksime (%8,3), gentamisine (%16,6) eritromisine (91,6),
trimethoprim+siilfometoksazola  (%66,6), oksitetrasikline (%66,6) oraninda

direnclilik gosterdigi belirlenmistir.

Dawadi vd. (2021), gelismekte olan Giiney Asya iilkelerindeki kiimes
hayvanlarinda E. coli'nin yiizde prevalansi hakkinda tek tip nicel tahmin saglamanin
yani sira kolistin direncini analiz etmeyi amaglamislardir. Arastiricilar E.coli
prevalansi ve kolistin direncine iliskin birlestirilmis verileri analiz etmisler ve Giiney
Asya bolgesinde (Nepal, Banglades, Pakistan ve Hindistan) yapilan 9 caligmanin
meta-analizinde, E. coli'nin birlestirilmis prevalansini %73, kiimes hayvanlarindan
elde edilen E. coli'ye kars1 kolistin direncinin birlestirilmis prevalansini ise %28
bulmuslardir. Bu oranlarin yiiksek oldugunu bildiren aragtirmacilar, ¢iftlik
hayvanlariin yetistirilmesinde antimikrobiyallerin denetlenmesi gerekliligi tizerinde
durmuslardir. Bu ¢aligmada, altlik, yemlik/suluk ve kloakal sivaplardan elde edilen
izolatlarin kolistine daha yiiksek oranda (%48,9, MiK>4 mg/1) direngli bulunmasi da
antimikrobiyal diren¢ sorununun agik¢a ortada oldugunu ve acil olarak kontrol altina

alinmas gerektigini gostermektedir.
4.4. Kolistin Direncinden Sorumlu mcr Genlerinin Belirlenmesi
4.4.1. mcr-1 Gen Varh@imin Belirlenmesi

mcr-1 genine yonelik yapilan PCR sonuglarina gore; altliklardan elde edilen E.

coli izolatlarindan 1 tanesinde (%16,6) gozlenen 309 bp’lik bant, bu izolatin mcr-1
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pozitif oldugunu ortaya koydu. Ayni sekilde, yemlik ve suluklardan izolatlarindan 2
tanesi (%1,8) de mcr-1 pozitif olarak degerlendirilirken kloakal izolatlardan 12 tanesi

(%6) mcr-1 yonlinden pozitif bulundu. Sonuglar Sekil 4.1 ve Tablo 4.7°de

gosterilmistir.

Sekil 4.1. mcr-1 genine spesifik PCR goriintiilenmesi M: Marker (100-1000 bp); Pozitif izolatlar:
2,6,9; Negatif izolatlar: 1,3,4,5,7,8.

4.4.2. mcr-2 Gen Varhgimn Belirlenmesi

mcr-2 genine yonelik yapilan PCR sonuglarina gore; altliklardan elde edilen E.
coli izolatlarindan 4 tanesi (%66,6) 567 bp’de bant olusturmak suretiyle mcr-2

pozitif olarak belirlenirken, yemlik ve suluklardan elde edilen izolatlardan 21 tanesi
(%18,9) ve kloakal izolatlardan 52 tanesi (%26) de mcr-2 pozitif olarak
degerlendirildi. Sonuglar Sekil 4.2 ve Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. mcr-2 genine spesifik PCR goriintiilenmesi M: Marker (100-1000 bp); Pozitif izolatlar: 3,7,
Negatif izolatlar: 1,2,4,5,6,8,9.

4.4.3. mcr-3 Gen Varhgimn Belirlenmesi

mcr-3 genine yoOnelik yapilan PCR sonuglarina gore; altliklardan, yemlik ve

suluklardan izole edilen E.coli izolatlarindan hig¢birinde mcr-3 geni tespit edilemedi.
Bununla birlikte kloakal E.coli izolatlarindan 32 tanesinin (%16) 542 bp’lik bant

olusturdugu goriildii ve bu izolatlar mcr-3 pozitif olarak degerlendirildi. Sonuglar

Tablo Sekil 4.2 ve 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. mcr-3 genine spesifik PCR goriintiilenmesi M: Marker (100-1000 bp); Pozitif
izolatlar1,2,4,5,6,7,8,9; Negatif izolatlar:3.

Tablo 4.8. E. coli izolatlarimin kolistin direncinden sorumlu mcr-1, mcr-2 ve mer-3 gen varliklari.

mcr-1, mer-2 ve mcr-3 Gen Varhklari

mcr-1 geni Pozitif mcr-2 geni Pozitif mcr-3 geni Pozitif
& % g % g %
Pozitif 1 Pozitif 4 Pozitif 0
Althik 16,6 —— 66,6 0
Negatif 5 Negatif 2 Negatif 6
Yemlik- Pozitif 2 Pozitif 21 Pozitif 0
Suluk \ 1.8 — 189 : 0
Negatif 109 Negatif 90 Negatif 111
Pozitif 12 Pozitif 52 Pozitif 32
Kloakal 6 ——mm 26 16
Negatif 188 Negatif 148 Negatif 168
Pozitif 15 Pozitif 77 Pozitif 32
Toplam 4,7 24,3 10,1
Negatif 302 Negatif 240 Negatif 285

mcr-1 geninin aracilik ettigi kolistin direnci, hayvan kaynakli E. coli suslar
arasinda en yaygin olani ve mcr-1 tasiyan E. coli, orta-dogu Cin'de siklikla tespit
edilmistir. Qinghai Eyaletinde yapilan bir calismada (Tang et al., 2022), 13 kiimes
hayvan ciftliginden 375 digki 6rnegi toplanmis ve sekizi mcr-1 tasiyan 346 E.coli
susu izole edilmistir. E.coli suslarinin ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit ve
tetrasikline kars1 diren¢ oranlari %90'in iizerinde, siprofloksasin, sefotaksim,
seftiofur ve florfenikole kars1 direng oranlar1 ise %70'in {izerinde bulunmustur. Coklu
ilaca direngli suslar toplam izolatlarin %95,66'sin1 olusturmustur. On iki E.coli susu
kolistin direnci gostermis, bunlardan toplam 46 antimikrobiyal direng geni ve 36

viriilans faktorii tiim genom dizilimi yoluyla tanimlanmistir.

Kolistin direng (mcr) geninin birden fazla ilag diren¢ geniyle bir arada
bulunmasi, tedaviyi zorlastiracak ilaca direngli bakterilerin gelismesi olasiligina
iliskin endiseleri artirmistir. Karim vd. (2023), kiimes hayvanlar1 ve kiimes hayvani

etlerinden elde edilen kolistin direngli  Enterobacteriaceae izolatlarinin
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antimikrobiyal direng profillerini ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin bir arada
bulunma durumunu arastirmiglardir.  Izolatlarn  ¢ogunda yedi smifa kadar
antimikrobiyal karsi antimikrobiyal direnci olan ¢oklu ilag direng¢ (MDR) profili
gorilmistlir. Tim mcr barindiran, kolistin direngli Enterobacteriaceae izolatlar1 bu
MDR fenotipini gostermistir. mcr-I barindiran E.coli izolatlart birden fazla
antimikrobiyal diren¢ genini birlikte barindirmaktaydi. Bu tez ¢alismasinda, mcr-1
genini barindiran E.coli (%4,7) suslarinin ayn1 zamanda en az 3 grup antimikrobiyal
siifina (%383,6) birden direncli oldugu yani ¢oklu ila¢ direnci sergiledigi belirlendi.
Bu smif antimikrobiyallere karsi direng¢ genlerinin varligi bu tez c¢alismasinda
arastirilmamis olup yapilacak diger calismalarda degerlendirilmesi gereken bir husus

olarak diistiniilmiistiir.

Perrin-Guyomard vd. (2023), 2020 yilinda Fransa'da, kanatli iiretiminde
kolistine direng prevalansinin piliglerde %1 oldugunu ve 2014'ten bu yana
kanatlilarin kolistine maruz kalmasinda %68'lik bir azalma ile 6nemli 6l¢iide pozitif
bir korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilar, kolistine direngli E. coli
suslarinda sadece mcr-1 geni tespit etmisler ve izolatlarin %80'inden fazlasinin ¢coklu
ilaca direngli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar, fenotipik antimikrobiyal
direng¢ paternini hindi izolatlarinda kolistin, ampisilin, siprofloksasin/nalidiksik asit,
stilfametoksazol, tetrasiklin ve trimetoprime kars1 (%16,7), broyler izolatlarinda ise
kolistin, ampisilin, siilfametoksazol ve trimetoprime karsi (%16,7) olarak
belirlemislerdir. Fransa'da kiimes hayvanlar1 arasinda kolistin direncinin azalmasinin,
kolistin kullaniminin azaltilmasina yonelik ulusal eylem planlarinin olumlu bir
sonucu olarak degerlendirilebilecegini ifade etmislerdir. Zhang vd. (2018), Cin’de
yaptiklar1 bir c¢alismada, kanath isletmelerinden 1.696 adet kloakal siiriintii
toplayarak elde ettikleri E.coli izolatlarinda kolistin direncini arastirmislardir. Elde
ettikleri sonuglara gore; mcr-1 prevalansimi kazlarda (%71,7), tavuklarda (%31,8),
ordeklerde (%34,6) ve giivercinlerde (%]13,1) olarak tespit etmislerdir. mcr-2
prevalansini tavuklarda (%5,5), 6rdeklerde (%2,3), kazlarda (%S5,5) ve giivercinlerde
(%0) oraninda bulmuslardir. mcr-3 prevalansini ise, tavuklarda (%35,2), ordeklerde
(%13,8), kazlarda (%11,9) ve giivercinlerde (%35,1) olarak belirlemislerdir. Bu
calisma ile Cin'de kiimes hayvanlarinda yiiksek oranda mcr prevalansinin var
oldugunu gostermigler ve kolistin direncini 6nlemek i¢in daha kapsamli siirveyans ve

kontrol programlarina ihtiya¢ oldugu kanisina varmislardir.

42



Amin vd. (2020), kanath kiimeslerinden aldiklar1 ¢evresel 6rneklerden elde
ettikleri 104 izolattan 98'inin (%94) MiK'ini 4 pg/mL bulmuslar ve izolatlardan
14'int (%13,5) mcr-1 yoniinden pozitif olarak tespit etmislerdir. Ayrica 14 adet mcr-
1 pozitif E. coli izolatlarinin tiimiinii ligiincii kusak sefalosporin ve tetrasikline karst
direncli, 12'sini florokinolon ve siilfametoksazole, 10'unu aminoglikozitlere ve 3'linii

nitrofurantoine karsi direngli olarak bulmuslardir.

Anyanwu vd. (2021), tavuklarin digkilarindan ve kloakal siiriintiilerinden
topladiklar1 785 adet ornekten kolistine direngli Enterobakterileri izole etmislerdir.
Bu izolatlarin kolistine karsi diren¢ durumlart ile Dbirlikte diger bazi
antimikrobiyallere duyarlilik testleri, mcr-1 ile mcr-10 genlerinin molekiiler tespiti,
multilokus sekans tiplemesi ile sus tiplemesi (MLST) ve rastgele amplifiye edilmis
polimorfik DNA (RAPD) uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Son olarak, test edilen 32
E.coli susunun higbiri karbapenemlere karsi direngli bulunmamistir. Tiim izolatlar;
aminopenisilinlere (32 sustan 30'u), gentamisin ve tobramisine (26/32),
florokinolonlara (24/32), ve kotrimoksazola (24/32) kars1i direng 0Ozellikleri
gostermistir. Analiz edilen 48 kolisine direnc¢li Enterobacterales'in 23'tinde (%47,9)
mcr-1 geni tespit edilmis; bunlar arasinda 32 E.coli susunun 22'si (%68,8) ve 12 K.
pneumoniae susunun 1'1 (%38,3) yer almistir. mcr-1 pozitif E.coli’lerin %90,9°u mcr-
1.1 varyant1 olarak tanimlanirken, ikisinde (%8,7) yeni bir mcr-1 varyanti (mcr-1.22)
tespit edilmistir. Degerlendirdikleri 785 numuneden 45’inin (%5,7) kolistine direngli
oldugu bulunmus ve bunlarin arasindan 23'{iniin mcr-/ genini barindirdigini tespit
etmislerdir. Bu ¢alismada mcr genlerinin mevcut varyantlarina dair bir arastirma
yapilamamis olup daha kapsamli ¢alismalarda mutlaka degerlendirilmesi gerektigi

diistiniilmektedir.

National Database of Antibiotic Resistance Organisims (NDARO) verilerine
gore, mer-pozitif izolatlarin cogu cesitli Enterobacteriaceae tiirlerini, 6zellikle de E.
coli, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter spp.’yi
kapsamaktadir. Bununla birlikte, mcr-3'tin Aeromonas tiirleri arasinda yaygin oldugu
ve bu tiirlerin rezervuar olabilecegi belirtilmistir. Aym1 zamanda, mcr-3 ve mcr-7
arasindaki genetik mesafenin kii¢iik oldugu kanitlanmis ve mcr-7nin kaynaginin da
Aeromonas spp. olduguna kanaat getirilmistir (Ling et al., 2020). Kolistin, ¢oklu
ilaca direncli Gram negatif basillerin Multi Drug Resistance-Gram Negative bacteria

(MDR-GNB) neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilan son ¢are bir
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antimikrobiyaldir. Ozellikle mcr genleri dahil olmak iizere mobil genetik
elementlerle baglantili olan kolistin direncinin ortaya ¢ikis, MDR-GNB
enfeksiyonlarinin yonetimi i¢in biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Timmermans vd.
(2021), kolistin direngli kommensal E.coli koleksiyonundaki mcr-1 ile mcr-5
arasindaki genlerin varligin1 arastirdiklar1 ¢alismada, tiim izolatlarin en az bir mcr
geni tasidigini tespit etmislerdir. Belgika'da yapilan bu g¢alismada, domuzlarin,
sigirlarin ve kiimes hayvanlarinin kommensal bagirsak florasinda en az 5 yil boyunca
(2012-2016) gozlenen bir mobil kolistin direng genleri rezervuarinin (mcr-1 ile mcr-
5) varligin1 ortaya koymuslardir. Yapilan bu c¢alisma ile plazmid kaynakli kolistin
direng genlerinin varligim1 ve potansiyel yayilimimi izlemek icin antimikrobiyal
direncin izlenmesine mcr genleri ve diger antimikrobiyal diren¢ genlerinin
eklemesinin Onemini ortaya ¢ikarmislardir. Birden fazla gen kolistine direng
kazandirir, bunlar arasinda en son tanimlananlar mobil mcr genleridir. Simdiye kadar
bilinen 10 mcr geni varyanti vardir (Hussein et al., 2021). Bu tez calismasinda,
broyler kiimeslerindeki tavuklardan ve gevresel materyallerinden izole edilen E. coli
suslarinda, kolistin direncinde sorumlu mcr genlerinden sadece mcri, mcr 2 ve mcr
3’lin varhigi arastirilmis olup diger varyantlarin var olup olmadig1 ve prevalanslari
hakkinda da arastirma yapilmasi hem diger epidemiyolojik c¢aligmalara hem de
kolistin diren¢ sorununun kontrol altina alinmasi i¢in gelistirilecek stratejilere 151k

tutmasi1 yoniinden onemlidir.

Badr vd. (2022), yaptiklar1 ¢calismada, Misir'in {i¢ vilayetindeki tavuk ciftlikleri
arasinda coklu ilaca direngli kanatli patojeni E.coli prevalansini arastirmislardir.
Hastalikl1 pili¢lerden (%46,7) alinan 120 birlestirilmis 6rnekten toplam 56 E. coli
izole etmislerdir. E. coli izolatlari, basta klindamisin, tetrasiklin, streptomisin ve
ampisilin olmak {lizere 10 antimikrobiyale karsi sirasiyla %100, %100, %96.4 ve
%92.9 oraninda ¢oklu ilaca direngli paternler gostermistir. Ote yandan kolistin
direncini Antimikrobiyal Duyarlilik Testi (AST) ile %41.1 olarak tespit etmislerdir.
Tim E. coli izolatlari, kromojenik besiyerinde pozitif kolistin direnci varligimi
gosterse de, MIK sonuglar1 bu durumu %25’lik oranda teyit edebilmistir. PCR
sonugclari, tiim izolatlarin mcr-1'1 barindirdigini, ancak hicbir izolatin diger mcr (2-5)
genlerini barindirmadigini ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak, pili¢ siiriilerinde ¢oklu
ilaca direngli, 6zellikle kolistine direngli E. coli'nin varli§im1 ortaya koymuslar ve

kolistin direncine sebep olan ana genin mcr-I oldugunu gostermislerdir. Bu
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calismada, farkli olarak, incelenen tiim farkli tip materyallerden izole edilen E. coli
suslarinda mcr-2 geninin direng oran1 diger genlere (mcr-1 ve 3) gore daha yaygindi.
Gen prevalanslarinin ve mevcudiyetinin kanatli ¢iftliklerine, bolgelere ve iilkelere
gore degistigi goriilmektedir. Dolayisiyla 6zellikle ulusal siirveyans sistemleri ile s6z
konusu risk olusturan genleri barindiran izolatlarin ve bunlarin hem hayvanlar
arasinda, hem de hayvanlardan insanlara gecis potansiyellerinin degerlendirilmesi

gerekmektedir.
4.5. Genotiplendirme

Kloakal, althik ve yemlik-suluk oOrneklerden elde edilen fenotipik olarak
kolistin direngli (MIK) ve mcr-1, mcr-2 ve/veya mcr-3 genlerine sahip izolatlarn
filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi i¢in ERIC-2 primerinin kullanildigit RAPD-
PCR gerceklestirildi.

Kloakal izolatlara yapilan RAPD-PCR analizi sonucunda ¢izilen dendogramda
%70 esigi baz alindiginda RAF, RAI, RAL, RAM olmak iizere ayirt edilebilen 4 adet
kiime ve RAA, RAB, RAC, RAD, RAE, RAG, RAH, RAJ, RAK olmak iizere 9 adet
benzersiz tip bulundu. Kloakal orneklerinden izole edilen suslarin RAPD-PCR
sonucunda suslar arasinda %35’den %88’e kadar benzerlik tespit edildi. 2’ser
izolattan olusan 2 farkli kiime, 4 izolattan ve 5 izolattan olusan 1’er farkli kiime
olusturdugu belirlendi. Iki izolattan olusan 2 farkli kiimenin sirasiyla %77, %72
oraninda, 4 izolattan olusan kiime %72-%88 oraninda, 5 izolattan olusan kiime %71-
%385 oraninda benzelik gosterdigi ¢izilen dendogram sonucunda ortaya konuldu.
Kloakal izolatlarin nispeten agirlikli olarak bulundugu RAL ve RAM kiimelerinde
yer alan izolatlarin tamami1 hem mcr-2 hem de mcr-3 genlerini birlikte igermekteydi.
Kloakal izolatlara ait RAPD-PCR goriintiisii Sekil 4.4’te dendogrami Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

1 2 5 7 1112 14 20 24 26 27 28 32 34 36 37 38 39 54 64 70 87 93 122

Sekil 4.4. Kloakal numunelerden izole edilen fenotipik olarak kolistin direngli mcr-1, mcr-2 ve/veya
mcr-3 genlerine sahip izolatlarin RAPD-PCR jel goriintiisii.
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Sekil 4.5. Kloakal numunelerden izole edilen fenotipik olarak kolistin direngli mcr-1, mcr-2 ve/veya
mcr-3 genlerinden biri veya birkagina sahip izolatlara ait dendogramu.

Altlik ve yemlik-suluk izolatlarina yapilan RAPD-PCR analizi sonucunda
cizilen dendogramda %70 esigi baz alindiginda RBA ve RBF olmak iizere ayirt
edilebilen 2 adet kiime ve RBC, RBD ve RBE olmak {iizere 3 adet benzersiz tip
bulundu. Altlik ve yemlik-suluk orneklerinden izole edilen suslarin RAPD-PCR
sonucunda suglar arasinda %18’den %85’e kadar benzerlik tespit edildi. 2’ser
izolattan olusan 2 farkli kiime olusturdugu belirlendi. Iki izolattan olusan 2 farkli
kiimenin sirastyla %80, %85 oraninda benzelik gosterdigi ¢izilen dendogramda
goriilmektedir. Sadece RAB kiimesindeki 1 izolatin mcrl ve mcr-2"yi birlikte tasidig
belirlendi. Diger kiimedeki (RAF) 2 izolat da sadece mcr-2 geni tasimaktaydi. Altlik
ve yemlik-suluk izolatlarina ait RAPD-PCR goriintiisti Sekil 4.6’da dendogrami ise
Sekil 4.7°de gosterilmistir.

YS11  YS99 YS106 YS117 YS118 YS123 YS128 YS134 A8 A9 A10

Sekil 4.6. Altlik ve yemlik-suluk numunelerden izole edilen fenotipik olarak kolistin direngli mcr-1
ve/veya mcr-2 genlerine sahip izolatlarin RAPD-PCR jel goriintiisii.
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Genotip lizolat no.
RBA1 A10

10,80

RBA2 A9

018 RBC YS123
0,67
RBD YS117
0,32
RBE YS11
0,59
RBF1 A8

RBF2 YS106

Sekil 4.7. Altlik ve yemlik-suluk numunelerden izole edilen fenotipik olarak kolistin diren¢li mcr-1
ve/veya mcr-2 genlerine sahip izolatlara ait dendogramu.

Coklu ilag direncinin oldugu, fenotipik ve genotipik olarak kolistin direncinin
belirlendigi izolatlara yapilan RAPD-PCR islem sonucunda ¢izilen dendogramda
%70 esigi baz alindiginda RCE, RCM, RCN, RCO, RCP ve RCR olmak {izere ayirt
edilebilen 6 adet kime ve RCA, RCB, RCC, RCD, RCF, RCG, RCH, RCI, RCJ,
RCK ve RCL olmak iizere 11 adet benzersiz tip bulundu. MDR, fenotipik (MIK) ve
genotipik olarak pozitif kloakal, altlik ve yemlik-suluk 6rneklerinden izole edilen
suslarin RAPD-PCR sonucunda suslar arasinda %14’den %93’¢ kadar benzerlik
tespit edildi. 2’ser izolattan olusan 4 farkli kiime, 5 izolattan ve 6 izolattan olusan
I’er farkli kiime olusturdugu belirlendi. Iki izolattan olusan 4 farkli kiimenin
sirastyla %81, %71, %71, %93 oraninda, 5 izolattan olusan kiime 9%71-%89
oraninda, 6 izolattan olusan kiime %74-%93 oraninda benzelik gosterdigi cizilen
dendogram sonucunda ortaya konuldu. Kloakal, altlik ve yemlik-suluk izolatlarinda
antimikrobiyal direnglilik genine sahip olma oranlarinda RAPD-PCR ile belirlenen
hi¢bir genotip kiimesinin agirligi olmadig tespit edildi. Kiimeler i¢inde nispeten
daha fazla izolatin yer aldigi (dominant) kiimelerden RCN kiimesindeki izolatlarin
tamaminin hem mcr-2 hem de mcr-3’i barindirdig1 fark edilirken yine baskin
kiimelerden biri olan RCR i¢indeki izolatlarin mcr-1 veya mcr-2 genlerinden sadece
birini tasidiklart goriildi. On bir adet benzersiz tip izolatin higbirinin mcr-1
barindirmadigi, diger (mcr-2 ve/veya mcr-3) genleri tagidigi goriildii. S6z konusu
kolistin direng genlerinin genotiplerdeki dagilimi rastgele gibi goriinse de, kloakal ve
cevresel Orneklerden izole edilen E. coli’lerde baskin olarak mcr-2 ve mcr-3

genlerinin birlikte bulundugu fark edildi. Kloakal, altlik ve yemlik-suluk izolatlarina
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ait RAPD-PCR goriintiisii  Sekil 4.8’de dendogram goriintsii  Sekil 4.9’da

gosterilmistir.

1 56 7T 8 U 12141 20 242 27 8 32 34 36 338 39 34 6470 80 82 88 93 122 A8 AS AL0 B11 B99 B106B117B1188123B134

Sekil 4.8. Kloakal, altlik ve yemlik-suluk numunelerden izole edilen MDR ve fenotipik olarak kolistin
direngli mcr-1, mer-2 ve/veya mcr-3 genlerine sahip izolatlarin RAPD-PCR jel goriintiisii.
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RCP1 8
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RCR4 BI17
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Sekil 4.9. Kloakal, altlik ve yemlik-suluk numunelerden izole edilen MDR ve fenotipik olarak kolistin
direngli mcr-1, mcr-2 ve/veya mcr-3 genlerine sahip izolatlara ait dendogramu.

Salehi vd. (2008), yaptiklar1 ¢aligmada 33 adet kanath E.coli izolatinda RAPD-
PCR yontemini uygulamislar ve 31 adetinin (%93,6) ve 28 adetinin (%84,8) sirasiyla
700bp ve 900bp’de DNA pargalar1 irettigini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak
kullandiklar1 Oligoniikleotid primer 1247, kanatli E. coli izolatlar i¢in ayirt edici

olmustur.
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5. SONUC

Gilinlimiizde, kanathilarin en 6nemli patojenlerinden biri olan E. coli (APEC),
patojenitesi ve kanatli oliimlerindeki etkisi nedeniyle dénemli bir sorundur. Ote
yandan E. coli’'ye karsi antimikrobiyal direncin gelismesi ve bu direncin diinya
capinda hizla yayilmasi sonucu halk sagligi da 6nemli oranda etkilenmektedir. APEC
ile enfekte olan kanathilar (piligler, yumurtacilar, 6rdekler ve kazlar) genellikle
seliilitis, omfalitis, perikarditis, perihepatitis, sismis kafa sendromu ve diger
kolibasilloz belirtileri gibi kolibasilloz ve koliseptisemi belirtileri géstermektedirler
(Badr et al., 2022; Nolan et al., 2013). Kanath E. coli izolatlar1 arasindaki AMR, son
yillarda global bir saglik sorunu haline gelmistir. Kanatl iiretiminde antimikrobiyal
kullaniminin, AMR bakterilerinin dogrudan transferi veya antimikrobiyal direngten
sorumlu genlerin insan patojenlerine yatay transferi sonucunda, insanlarda da olasi
bir AMR nedeni oldugu bildirilmistir ( Badr et al.,, 2022; Hoelzer et al., 2017).
Kolistin, 6zellikle Misir gibi asir1 antimikrobiyal kullaniminin yaygin oldugu az
geligmis  iilkelerde  veteriner hekimlik  pratiinde en stk kullanilan

antimikrobiyallerden biridir (Badr et al., 2022; Moawad et al., 2018).

Yakin zamana kadar, kolistin direncinin c¢ogunlukla kromozomal olarak
kodlandig1 ve mutasyonla kazanildigi, yalnizca horizontal bulasmaya izin verdigi ve
dolayisiyla dogasi geregi nadir ve kendi kendini smirlayici oldugu diisiiniilityordu
(Landman et al., 2008). Ancak daha sonra bir fosfoetanolamin transferazi kodlayan
plazmid aracili  mcr-1 geni tanimlanmis (Liu et al., 2016) ve bu direng
mekanizmasinin varhigr diinya ¢apinda hizla yayilmistir (Schwarz and Johnson,
2016). Son yillarda, giderek artan sayida mcr geninin varlig1 (yani, mcr-2'den mcr-
10'a) tespit edilmis ve bu durum, kiiresel saglik endiselerini de artiran mcr ailesinin

hizl bir sekilde evrimlestigini gostermistir (Li et al., 2020; Wang et al., 2020).

Bu calismada, altlik, yemlik/suluklardan ve kloakal svaplardan elde edilen
toplam 317 adet E.coli izolatinin %4.7’sinin mcr-1 geni, %24.3’tiniin mcr-2 geni,
sadece kloakal svaplardan elde edilen E.coli izolatinin ise %10,1’inin mcr-3 geni
yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. Sonuclar, mcr-1, mcr-2 ve mcr-3 geninin
yiiksek yayginlikta bulundugunu ve kiimes hayvanlarinin, mcr-1-2-3 tastyan E. coli

suslart icin onemli bir rezervuar olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte bu

calismada elde edilen 6nemli bulgulardan biri, mcr-2 ve mcr-3 genlerinin de E.coli
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izolatlarinda yiiksek oranda, hatta mcr-1'den de daha yiiksek oranda bulunmasidir.
Ozellikle mcr-2 geni bulunan izolatlarin ¢cogunlukla yemlik/suluk, altlik ve kloakal
svap olmak iizere tiim materyallerden izole edilmis olmasi, bu geni barindiran
izolatlarin kanatli ¢iftliklerinde ©Onemli bulasma kaynagi teskil edebilecegini
gostermektedir. Calismada sadece kloakal svaplardan izole edilen suslarda bulunan
mcr-2 geni igin de diger tim mcr genleri ile birlikte izleme caligmalarinin devam
ettirilmesi gerekmektedir. Kaldi ki, kolistin direncinden sorumlu genlerin sadece bu
calismada arastirilmis 3 mcr geni ile sinirli olmadigr da bir gergektir. RAPD-PCR
analizlerinde genel olarak E. coli izolatlarinin, Ozellikle de kloakal izolatlarin
nispeten sayica daha agirlikli olarak yer aldiklar1 kiimelerde, mcr-2 ve mcr-3
genlerinin birlikte bulunmasi dikkat ¢eken bir nokta olarak degerlendirilebilir.
Bununla birlikte benzersiz tip olarak ayirt edilen genotiplerin s6z konusu genleri
bulundurma ve dagilimlart olduk¢a farkli bulundu. Dolayisiyla farkli orijinli suslar
arasinda genlerin bulunma ve dagilimlar1 arasinda bir korelasyon saptanmadi.

Bununla beraber genel olarak sugslar arasinda genotipik cesitlilik oldugu da fark

edildi.

Bu calismada suslar arasinda gerek fenotipik gerekse genotipik olarak tespit
edilen kolistin direnci ile birlikte 6zellikle yliksek oranda oldugu belirlenen c¢oklu
antimikrobiyal direnci, hem hayvan hem de insan saglig1 agisindan biiyiik endise
uyandirmaktadir. Ozellikle transfer edilebilme potansiyeli olan kolistin direnci ile
iligkili mcr genlerinin yliksek oranlari, potansiyel halk saglhigi riskini isaret
etmektedir. Insanlarda, hayvanlarda ve cevrede ortaya ¢ikan kolistin direncinin
azaltilmasin1 destekleyen evrensel bir strateji gelistirmek ig¢in ilgili tiim uzmanlar
arasinda disiplinler aras1 bir igbirligi ve iletisim gereklidir. Bilim camiasi, uzmanlar
ve devlet yetkilileri, kolistin kullaniminin azaltilmasi i¢in 1srar etmekte ve kolistinin
kat1 kosullar altinda son c¢are olarak yalnizca enfeksiyonlarin tedavisi i¢in recete
edilmesini dnermektedir. Kolistin kullanimi, diger ilaglarin etkinliginin bilimsel bir
degerlendirmesini igermeli ve miimkiin oldugunda Enterobakterlerin neden oldugu
enfeksiyonlara karsi alternatif stratejiler uygulamali ve 6zellikle onleyici stratejilerde
antimikrobiyallerden kag¢milmalidir. mcr-1 geni birgok iilkede izole edilmis
olmasmin yanisira en endise verici olani, insan ve hayvan izolatlarinda ve ¢evresel
izolatlarda da belirlenmis olmasidir. Ayrica, mcr-10'a kadar bilinen plazmid iizerinde

kodlu mcr genlerini barindiran bazi E.coli izolatlari, ayn1 zamanda antimikrobiyal
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direnci olusturan ESBL veya karbapenemaz enzimi iireticileridir. Tiim bu gercekler,
insanlarda c¢oklu ilaca direngli Gram negatif basillerin tedavisine iliskin kolistin
etkinliginin azalmasi veya tamamen kaybolmasi konusunda biiyiik endiselere neden
olmaktadir. Pan-direngli suglarin gelismesini Onlemek ic¢in kolistinin akilci
kullanimin1 6n plana ¢ikarmak amactyla hizli ve dogru Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri (AST)'lere acilen ihtiyag vardir. Ayni zamanda yeni mcr genlerinin
tanimlanmasi, plazmid kaynakli kolistin direncinin izlenmesini iyilestirmek ig¢in
kullanilabilir ve bu durum da etkili kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesine yardimci

olabilir.

Kolistine direngli bakterilerin ve kolistin direngli genlerin ortaya ¢ikmasi ve
hizli bir sekilde cografi olarak yayilmasi 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir.
Bu nedenle, kolistin direnciyle miicadele etmek i¢in entegre ve biitiinsel ¢cok sektorlii
bir yaklasima, Ozellikle de insan sagligi, veterinerlik ve cevrenin daha iyi
entegrasyonuna acil ihtiya¢ vardir (Andersson and Hughes, 2014; Larsson, 2014).
Bircok iilke ve uluslararasi kurulus, antimikrobiyal direnci ele almaya yonelik eylem
planlarma Tek Saglik perspektifini dahil etmistir. Gerekli eylemler arasinda
antimikrobiyal kullanim diizenlemesi ve politikasi, siirveyans, idare, enfeksiyon
kontrolii, sanitasyon, hayvancilik ve antimikrobiyallere alternatiflerdeki
iyilestirmeler yer almaktadir. Diinya Saglk Orgiiti (WHO) yakin zamanda tibbi
acidan Onemli antimikrobiyallerin gida iireten hayvanlarda kullanimia iliskin yeni
kilavuzlar yayinlayarak c¢iftgilerin ve gida endistrisinin saglikli hayvanlarda
bliylimeyi tesvik etmek ve hastaliklar1 6nlemek icin rutin olarak antimikrobiyal
kullanmay1 birakmasini tavsiye ediyor. Bu kilavuzlar, insan tibbi i¢in 6énemli olan
antimikrobiyallerin hayvanlarda kullanimmi azaltarak etkinligini korumayi
amaclamaktadir (Hoelzer et al., 2017; Scott et al., 2018). Kolistin tiiketimini ve
direncin ortaya ¢ikisini kontrol etmek amaciyla siirveyans i¢cin Avrupa tlkelerinde
farkli izleme sistemleri kurulmustur. AMR'in aciliyetine yonelik son ¢ok uluslu
stratejiler arasinda antimikrobiyale direngli bakterilerle miicadele icin ABD Ulusal
Eylem Plan1 ve DSO Antimikrobiyal Direng Kiiresel Eylem Plani yer almaktadir
(WHO, 2015). DSO'niin GLASS"1 (Kiiresel Antimikrobiyal Diren¢ Gézetim Sistemi),
ilkelerin ulusal siirveyans sistemlerini gliclendirmelerine yardime1 olmakta ve daha
kapsamli standartlagtirilmig AMR siirveyans verileri saglamaktadir (Tornimbene et

al., 2018). AMR c¢abalarinin 6n saflarinda yer alan iilkeler ve aglar, bu acil sorunun
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insan ve hayvan saghigi, cevre, kiiresel ekonomi ile ulusal ve kiiresel giivenlik
tizerindeki etkisini en aza indirmede genis kapsamli faydalar saglayacak etkili bir

strateji gelistirmek i¢in ek paydaslar1 dahil etmelidir.

Sonug olarak; ¢alismada gerek kloakal gerekse cevresel materyallerden izole
edilen E. coli suslarindaki fenotipik ve genotipik olarak belirlenen kolistin direnci,
kanatlilarin ve ¢evrenin antimikrobiyal direncin kazanilmasinda, yayilmasinda ve
stirdiiriilmesinde 6nemli birer rezervuar oldugunu isaret etmektedir. Suslar arasinda
fark edilen ¢oklu diren¢ direnci de ayrica bir endise yaratmaktadir. Tiim bunlar
dikkate alindiginda, isaret edilen sorunun c¢o6ziimiine yonelik  “Tek Saglk
Konsepti’'nde” arastirmalarin yogunlastirilmasi, etkili slirveyans sistemleri ile elde
edilen anlaml bilgiler dogrultusunda, ulusal ve uluslararas1 boyutlarda stratejilerin

olusturulmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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