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OZET

Erzaim, N. (2019). Tavuk Diskilarindan Izole Edilen Escherichia coli’lerde Plazmit
Aracili Kolistin Direnci Saglayan mcr-1 Geninin Arastirilmasi, istanbul Universitesi-
Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitlisti, Veterinerlik Mikrobiyolojisi ABD. Yiiksek

Lisans Tezi. Istanbul.

Bu calismada, Tiirkiye’de kesime sevkedilen tavuklardan elde edilen diski
orneklerinden izole edilen Escherichia coli’lerde, kolistin direnci ve yakin donemde
kesfedilen, plazmit aracili kolistin direnci saglayan mcr-1 geni varliginin arastirilmasi

amaclandi.

Bu amacla calismaya alinan broyler piliclere ait bagirsak orneklerinden elde
edilen digkilardan 200 adet E.coli izole ve identifiye edildi. S6z konusu izolatlar,
fenotipik kolistin direng profilinin ortaya g¢ikarilmasi agisindan katyon-ayarli Broth
Mikrodiilisyon yontemi kullanilarak her bir izolat igin kolistine ait Minimum inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) belirlendi. 7 farkli kesimhaneden elde edilen ve calisilan toplam

200 adet E.coli den 15 tanesinde (%7,5) fenotipik kolistin direnci gézlemlendi.

Izolatlardan elde edilen plazmit DNA’lar kullanilarak, genotipik kolistin
direncinin saptanmasi amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemiyle plazmit aracili
kolistin direnci saglayan mcr-1 geni varligi arastirildi. Fenotipik kolistin direnci gosteren
izolatlar dahil olmak iizere c¢alisilan Orneklerin higbirinde mcr-1 genine rastlanmadi.
Kolistin direnci saptanmasina ragmen plazmit aracili mcr-1 geninin bulunmamasi ve
direncin kromozom kaynakli olmasi nispeten iimit verici olarak degerlendirilebilir.
Ancak, yeni ortaya ¢ikan plazmit aracili genlerinin de arastirilacagi gelecek bir calisma

yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin, broyler, E.coli, mcr-1, antibiyotik direnci

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 22837
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ABSTRACT

Erzaim, N. (2018). Investigation of the Plasmid Mediated Colistin Resistance Gene
mcr-1 in Escherichia coli Isolates from Chicken Feces. Istanbul University-Cerrahpasa,
Institute of Graduate Studies, Department of Veterinary Microbiology. Master of Science

Thesis. Istanbul.

In this study, it was aimed to investigate colistin resistance and recently
discovered plasmid-mediated colistin resistance gene, mcr-1, in Escherichia coli isolated

from fecal samples obtained from broiler chickens in Turkey.

For this purpose, 200 E.coli was isolated and identified from feces obtained from
intestine samples of broiler chickens. In order to reveal the phenotypic colistin resistance
profile of the isolates, the minimum inhibition concentration (MIC) of colistin for each
isolate was determined using the cation-adjusted Broth Microdulition method.
Phenotypic colistin resistance was observed in 15 out of 200 E.coli (7,5%) obtained from

seven different slaughterhouses.

The presence of mcr-1 gene that provides plasmid mediated colistin resistance
was investigated by Polymerase Chain Reaction (PCR) method for the detection of
genotypic colistin resistance by using plasmid DNAs obtained from isolates. Mcr-1 gene
was not found in any of the studied samples including isolates showing phenotypic
colistin resistance. Despite the detection of colistin resistance, the absence of the plasmid-
mediated mcr-1 gene and the fact that the resistance is chromosome originated might be
evaluated as relatively auspicious. However, it is considered that a future study to

investigate the newly emerged plasmid mediated genes would be necessary.

Key Words: Colistin, broiler, E.coli, mcr-1, antibiotic resistance

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
22837



1. GIRIS VE AMAC

Kolistin (Polimiksin E), hem insan sagliginda hem veteriner hekimliginde 50 yildan
fazladir yer alan, toksisitesi nedeniyle insanlarda kullanimi sinirlandirilmis fakat domuz
ve tavuk yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Insanlarda uzun
stireli kullanimi, bobrekler ve sinir sistemi iizerindeki etkilerinden dolayr sakincali
bulunsa da ¢oklu antibiyotik direnci (MDR) gosteren tiirlerin sayisinin artmasiyla, Gram
negatif bakterilerden kaynakli hastaliklarin tedavisinde son ¢are olarak kolistin kullanimi1
tekrar giindeme gelmistir. Kolistin, sigir, koyun, domuz ve kanatlilarda Escherichia coli
kaynakli gastrointestinal infeksiyonlarin sagaltiminda kullanilmis ve kullanilmaya devam

edilmektedir.

Polimiksin direnci, genellikle bakterilerin  hiicre duvarinda bulunan bir
lipopolisakkarit olan Lipid A’nin modifiye olmasi ile ilgilidir. Boylece hiicrenin
polimiksine afinitesi azaltilir. Yakin ge¢mise kadar polimiksin direnci kromozomal
SNP’ler (tek niikleotid polimorfizimleri) ya da mutasyonlarla iliskilendirilmistir. Ancak
son arastirmalar, kolistin direncinden sorumlu plazmit aracilit mcr-1 geni varligini ortaya

koymustur.

Skov ve arkadaglarinin (2016) belirttigine gore “mcr-1 geni, (i) birgok ilkeye
yayilmis, (i1) cesitli hayvan yemlerinde, nehir sular1 dahil bircok c¢evresel materyalde,
cesitli et ve sebze lriinlerinde, infekte olmus ya da belirti gostermeyen, uluslararasi
yolcular1 kapsayan insan tasiyicilarindan elde edilen bakteriyel izolatlarda bulunmus, (iii)
Escherichia coli basta olmak tizere bir¢ok bakteri tiiriinde ve (iv) farkli plazmitlerden elde
edilen, in vitro transfer seviyesi yiiksek bir gendir”. Mcr-1 geninin transfer seviyesi

alicinin tliriine ve susa gore degismektedir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 2012 yilinda kolistini, tip hekimligi i¢in kritik 5nem
tasiyan bir ilag olarak tekrar smiflandirmistir. Kolistin, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii gibi ¢oklu antibiyotik
direnci gosteren bakterilerde son care tedavi olarak kullanilmaktadir. Bakteriler, kolistin
direnci saglayan ve plazmit aracilifiyla aktarilabilen mcr-1 geni ile c¢oklu ya da
genisletilmis antibiyotik direnci kazanirsa, hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilacak tedavi
secenegi kalmayacaktir. Mcr-1 tasiyan plazmitin  yayilma mekanizmasinin
aydinlatilmasi, hayvanlardan insanlara ve insanlar arasi bulagmalar1 smirlamak ve

uygulanacak dozlarin optimizasyonu agisindan 6nemlidir.



Cogunlukla icme sular1 ve yemlere katilmak suretiyle kanathi hayvan iireticileri
tarafindan lireme destegi, profilaksi ve hastalik durumunu kontrol altina almak amagli,
sagaltim ve verim odakli kullanilan antibiyotikler arasinda kolistin onemli bir yer
tutmaktadir. Kolistin ve diger antibiyotiklerin yiiksek oranda kullanimi hem hayvan hem

de insan sagligini etkileyecek direngli bakterilerin yayilmasina zemin hazirlamaktadir.

Bu ¢alismada amag, Tiirkiye’de kesime sevk edilen broylerlerden elde edilen diski
orneklerinden izole edilen E.coli’lerin, kolistin direnci ve plazmit aracili kolistin direnci
saglayan mcr-1 geni tasimasi yoniinden arastirilmasidir. Tiirkiye’de kolistin direnci
lizerine yapilan c¢alismalar oldukc¢a smirlidir. Ulkemiz tavuk yetistiriciliginde, gerek
kromozomal gerekse transfer seviyesi hayli yiiksek ve tiirler arasi aktarimi kolay olmasi
dolayisiyla yiiksek tehlike arz eden plazmit aracili kolistin direng geni varliginin
arastirilmasi, gelecek doneme dair alinmast muhtemel onlemler ve mevcut tablonun

gozler Oniine serilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E.coli), normalde zararsiz bir kommensal olup, edindigi yer
degistirebilen genetik elementler sayesinde gastroenterit, idrar yolu infeksiyonu, merkezi
sinir sistemi ve kan dolasimi infeksiyonlari gibi genis bir yelpazede patojenite gostererek
her yil diinya ¢apinda yiizlerce milyon insan1 ve hayvam etkileyen yiiksek derecede

adaptif bir bakteridir (Croxen ve Finlay, 2010; Omerovic ve ark., 2017).

Patojenik suglar, temel olarak, ishale sebep olan intestinal diyarejenik (DEC) ve
ekstraintestinal (ExPEC) olarak ikiye ayrilir. Diyarejenik suslara ait Enteropatojenik
E.coli (EPEC), Enterohemorajik E.coli (EHEC), Enterotoksijenik E.coli (ETEC),
Enteroinvazif E.coli (EIEC), Enteroagregatif E.coli (EAEC) ve difiiz aderan E.coli
(DAEC) olmak iizere alt1 farkli patotip vardir. En ¢ok rastlanilan ektraintestinal (ExPEC)
patojenik suslar ise liropatojenik (UPEC), neonatal meninjit E.coli (NMEC), septisemik
patojenik E.coli (SEPEC), avian patojenik E.coli (APEC) olup, yakin zamanda meme
patojenik E.coli (MPEC) ve endometriyal patojenik E.coli (EnPEC) olmak iizere
hayvanlarda hastalik yapici iki farkli sug daha tanimlanmistir (Omerovic ve ark., 2017).

Birtakim 6zel yer degistirebilen genetik elementlerin kayb1 ya da kazanimi
halinde bakteriler patojenite kazanabilirler. Bu siirecteki en Onemli mekanizma
organizmalar arasi dikey gen aktarimidir (HGT) ve yeni karakterlerin hizla yayilmasinda

etkili role sahiptir (Shames ve ark., 2009).

Patojen bakterileri patojen olmayanlardan ayiran virulans faktorlerin biiyiik bir
boliimii patojenite adalar1 (PAI) olarak adlandirilir ve plazmit iizerinde ya da kromozomal
olarak tasinir. Patojenite adalar1 cogunlukla bakteriyofajlar, insersiyon sekanslar1 ya da

transpozonlar araciligiyla tRNA genlerinin yakinina yerlesirler (Croxen ve Finlay, 2010).
2.1.1. E.coli Patotipleri ve Patojeniteleri

Ozellikle ¢ocuklarda &liimle sonuglanan ishal vakalarmin ¢ogundan sorumlu olan
Enteropatojenik E.coli (EPEC), temel olarak konakgi hiicrenin mikrovilluslarina
baglanmak suretiyle epitelyal hiicre iskeletindeki aktin proteinlerinin yapisini bozar ve
polimerleserek birikmesine yol acar. Bu 6zellik, LEE (locus of enterocyte effacement)
diye adlandirilan 35 kb biiylikliiglindeki patojenite adasinin (PAI) varligiyla edinilir
(McDaniel ve ark., 1995). Plazmitle tasinan EPEC adezyon faktorii (EAF), adhezyon



stirecinden ve olusan yapisal bozukluklardan sorumlu olan temel faktordiir (Omerovic ve

ark., 2017).

Gelismis tilkelerde goriilen genis ¢apli gastroenterit salginlarindan sorumlu olan
Enterohemorajik E.coli (EHEC), insanlarda distal ileum ve kalinbagirsakta kolonize olur
ve oldukga bulasici bir profil gosterir. Sigirlar, bu sus i¢in temel rezervuar organizmalar
olup insanlara bulasma kontamine yiyecek ve su yoluyla gergeklesir (Croxen ve Finlay,
2010).

Enterotoksijenik E.coli (ETEC), gelismekte olan {ilkelerde ¢ocukluk c¢agi
ishallerinin temel etkenlerinden biridir. Hastaligin seyri vakaya gore hafif, orta ve agir
olmak iizere farklilik gosterir. Bu iilkelere yolculuk eden turistlerde rastlanan sulu ishal
vakalarinin biiylik bir cogunlugu bu etkenin varligindan kaynaklanir. Evcil hayvanlarda
goriilen ishal olgularinda baglica etken olan ETEC, enterotoksin salgisi, sahip olduklari
fimbrialar ve afimbrial adhezinler ile patojenite gosterir (Kaper ve ark., 2004; Omerovic
ve ark., 2017).

Enteroagregatif E.coli (EAEC), gelismis ve gelismemis tilkelerde, yetiskinlik ve
cocukluk donemi persistan ishal salginlarina yol agar. Human epitelyal tip 2 (HEp-2)
hiicrelerine, oto-agregatif diye adlandirilan bir patern ile birbirlerinin {izerine yapisarak
kolonize olurlar. Yapilan ¢alismalar, HEp-2 hiicrelerine difiiz (ger¢ek) yapisma gosteren
Diffiiz aderan E.coli (DAEC)’lerin de, ishal vakalariyla iliskili oldugunu ortaya
cikarmistir (Gomes ve ark., 2016; Kaper ve ark., 2004; Omerovic ve ark., 2017).

Enteroinvazif E.coli (EIEC), gerek biyokimyasal gerekse genetik 6zellikler ve
sergiledikleri patojenite agisindan Shigella tiirleriyle bircok benzerlik gosterir ve
taksonomik acidan neredeyse ayirt edilemeyen tliyeleri vardir. Cogunlukla sulu ishale yol
acmakla beraber, invazif inflamatuar kolit ve nadiren dizanteri vakalarinda da goriiliir.
Shigella tiirlerinden bazi biyokimyasal testler araciligiyla ayirt edilebilse de bu patotipler
benzer temel virulans faktorlerine sahiptir (Kaper ve ark., 2004; Omerovic ve ark., 2017).

Uropatojenik E.coli (UPEC), idrar yolu infeksiyonlarina (UTI) yol agar. Kdpek,
kedi ve insanlardaki sistit vakalarinda bu etkene rastlanmakta olup hastalik durumundan

sorumludur (Moulin-Schouleur ve ark., 2007).

Kanatlilarda ytliksek morbidite ve mortalite ile ekonomik agidan 6énemli zararlara

yol agabilen ekstraintestinal infeksiyonlardan sorumlu olan Avian patojenik E.coli



(APEC), koliseptisemise yol agan 6nemli bir sustur. Yapilan bazi ¢aligmalar, APEC ve
ExXPEC suslarinin iligkili oldugunu ortaya koyarak yenidogan meningitis vakalarinda

APEC’in zoonotik etken olabilecegini ifade etmistir (Moulin-Schouleur ve ark., 2007).
2.2. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotikler, mikrroorganizmalar tarafindan diger mikroorganizmalarin
tiremelerini durdurmak ya da yavaslatmak i¢in salgiladiklar1 ve diisiik miktarlarda bile

ciddi etkileri olan kimyasal ajanlardir (Schlegel, 2003).

Antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi sonucunda, ilk kesiflerinden ve insan
sagaltiminda kullanimindan 50 yil sonra, bilinen antibiyotiklere karsi direng profili
sergileyen bakteri suslar1 ortaya ¢ikmaya baslamistir (Akt: Etebu ve Ukpong, 2016).
Bakteriler dogal olarak kendi iirettikleri antibiyotiklere karsi direnglidir. Kazanilmis
antibiyotik direnci ise, bakterilerin daha 6nceden duyarli olduklar1 bir antibiyotige karsi

sonradan gosterdikleri direng olarak tanimlanir (Etebu ve Ukpong, 2016).

Antibakteriyel diren¢ mekanizmalar1 agagidaki gibi siranalabilir:
e Eflux
e Hiicresel hedef bolgenin modifikasyonu
e Antibiyotigin yapisini bozacak enzimlerin tiretimi

e Antibiyotigi etkisiz hale getirmek icin alternatif metabolik yollarin

etkinlestirilmesi

e Antibiyotik ajanin igeri girmesini engellemek i¢in transmembran

proteinlerinin iiretiminin durdurulmasi

e Hedef enzimin yiiksek miktarlarda iiretilmesi (Etebu ve Ukpong, 2016)

Kazanilmis antibiyotik direnci, diren¢ mekanizmalarindan birini harekete gegirecek
kromozomal mutasyonlar sonucu olusabildigi gibi, s6zkonusu direnci sergileyen baska
bir organizmadan gen ya da gen gruplart aktarimi ile de ortaya ¢ikabilir (Baquero ve
Martinez, 2000; Tenover, 2006)



2.3. Polimiksin Sinifi Antibiyotikleri

Polimiksin sinifi antibiyotikleri ilk olarak 1960’larda kesfedilmesine ragmen, bu
gruba ait bircok antibiyotik, yliksek nefrotoksisite gosterdigi i¢in insanlarda kullanimi
oftalmik ve topikal olarak sinirlandirilmis fakat veteriner hekimligi uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmaya devam edilmistir. Bununla beraber, Polimiksin ailesi icinde,
kismen giivenli kabul edilen Polimiksin B ve Polimiksin E (Kolistin), ¢coklu direng profili
sergileyen Gram negatif bakteri infeksiyonlari karsisinda insanlarda sistemik olarak
tekrar kullanilmaya baslanmistir. Polimiksin kullaniminin tekrar yayginlasmasi ve
uygunsuz kullanimiyla polimiksin direncinde de artis gdzlemlenmistir (Baron ve ark.,
2016; Levin ve ark 1999; Srinivas ve Rivard, 2017).

2.3.1. Kolistin (Polimiksin E)

Polimiksin sinifi antibiyotiklerden biri olan Kolistin (Polimiksin E), Paenibacillus
polymyxa tarafindan iretilen, hidrofilik ve hidrofobik kisimlara sahip bir polikatyonik
lipopeptittir. Bakterilerin hiicre duvarinda bulunan Lipopolisakkaritlere (LPS) katyonik
kisimlartyla baglanir. Molekiiler diizeyde, halkasal polipeptit A ve B’den olusur. Temel
etki mekanizmasi, sivi ortamda bakterilerin hiicre duvarlarin ¢6ziilmesine yol agmaktir

(Caniaux ve ark., 2016).

Kolistin katyonik bir peptittir ve gram negatif bakterilerin dis zarindaki anyonik
lipopolisakkaritlere (LPS) baglanarak etkisini gosterir. Kolistin, segici olarak baglandigi
Lipopolisakkarit A  molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesim  sonucu,
lipopolisakkaritleri stabilize eden magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin yerlerini
degistirerek hiicre duvari tizerindeki etki bolgesinde diizensiz iyon dagilima yol agar.
Bunun sonucunda hiicre duvarinin gegirgenligi ve stabilitesi degiserek hiicre i¢eriginin

disar1 ¢ikmasi ile bakterinin 6liimiine neden olur (Karaiskos ve ark., 2016).

Kolistinin molekiiler agirligi 1750 dalton olup, yag asidi zincirine bagl katyonik
halkasal dekapeptit igermektedir. Molekiiliin amino asit igerigi D-16sin, L-treonin ve L-
a-¥-diaminobiitirik asittir. Son amino asit, 6-metil-oktanoik asite baglanirsa Kolistin A,
6-metil-eptanoik aside baglanirsa Kolistin B elde edilir. Ilag olarak kullanilan formlari
farkli miktarlarda Kolistin A ve B bilesenleri igerebilir. Ticari olarak kolistin siilfat ve
kolistimetat sodyum (pentasodyum kolistimetansiilfat, kolistin siilfonil metat ve kolistin
metan siilfat) olarak piyasada bulunur. Kolistin siilfat, kolistin bilesikleri arasinda

toksisitesi en yiiksek olanidir (Falagas ve Kasiakou, 2005).



Kolistin birgok iilkede hayvancilikta hastaliklarin kontroliinde kullanilmasina
ragmen, yiiksek toksisitesi, bobrek ve sinir sistemi lizerine etkileri sebebiyle insanlarin
sagaltiminda kisith olarak kullanilmistir. Buna ragmen, son yillarda rastlanan ¢oklu
direng profili sergileyen Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve E.coli
gibi zorlu bakteri infeksiyonlarinin siklig1 artinca yeniden kullanimi giindeme gelmistir
(Caniaux ve ark., 2016).

2.3.2. Kolistin Diren¢ Mekanizmalari
2.3.2.1. intrensek Direng

Gram pozitif ve anaerob bakteriler, lipopolisakkarit igeren hiicre duvarina sahip
olmadigindan polimiksinlere karsi dogal direng gosterirler. Gram negatif bakterilerden
ise Brucella spp., Burkholderia cepacia, Edwardsiella spp., Morganella morganii.,
Proteus spp., Prodivencia spp. ve Serratia spp., hiicre duvarlarindaki lipopolisakkaritlere
katyonik bilesikler ekleyerek polimiksin baglanma bdlgesine olan afiniteyi diisliren

genlere sahiptir ve bu sekilde polimiksin direnci sergilerler (Baron ve ark., 2016).
2.3.2.2. Lipopolisakkarit (LPS) Modifikasyonu

Polimiksin direncinin en yaygin mekanizmas1 bakteri dis zarindaki
lipopolisakkaritlerin modifikasyonudur. Kromozomal mutasyonlar sonucunda sergilenen
direng, cogunlukla kolistinin temel baglanma bdlgesi olan hiicre duvarindaki Lipid A
molekiiliiniin yapisal degisikligi sonucu ortaya ¢ikar. Bu degisikliklerden en sik goriileni,
Lipid A molekiiline baglanan 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara-4-N) ve

fosfoetanolamin (PEtN) katyonik bilesiklerinin eklenmesidir (Srinivas ve Rivard, 2017).
2.3.2.3. Plazmit Aracih Kolistin Direnci

Plazmit aracili kolistin direnci ilk kez Liu ve arkadaslar1 (2016) tarafindan E. coli
ve Klebsiella ’da rapor edilmistir. Yeni bulunan ve kolistin direncine yol agan mcr-1 geni,
PEtN transferaz enziminin {retilmesi mekanizmasiyla Lipid A molekiiliine
fosfoetanolamin (PEtN) eklenmesine yol agar ve Incl2 tip plazmit araciliiyla tasinir
(Baron ve ark., 2016).

Yakin zamanda yapilan arastirmalar, plazmit aracili kolistin direncinden sorumlu
mcr-1 geni varhigini ortaya cikarmistir. Plazmit aracilt direncten g¢ogunlukla mcr-
Isorumlu tutulmakla birlikte son iki yil icinde varyantlar1 olan mcr-1.1, mcr-1.2, mcr-

1.3 genleri disinda, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-7.1 ve mcr-8



genlerinin de Enterobacteriaceae’da kolistin direnci kazandirdigini ortaya ¢ikarmistir
(Carattoli ve ark., 2018; Di Pilato ve ark., 2016; Garcia-Graells ve ark., 2018; Principe ve
ark., 2018; Xavier ve ark., 2016; Yang ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018). Bu genler,
temel olarak fosfoetanolamin transferaz enziminin kodlanmasindan sorumludur
(Borowiak ve ark., 2017; Carattoli ve ark., 2017; Liu ve ark., 2016; Xavier ve ark., 2016;
Yin ve ark., 2017).

Fenotipik plazmit aracili kolistin direnci EUCAST’1n referans metot olarak kabul
ettigi broth mikrodiilisyon yontemi ile belirlenirken, kolistin direncinin genotipik olarak
belirlenmesinde ¢ogunlukla PCR ve tiim genom sekanslama yontemleri verimli olarak
kullanilmistir. Spektroflorometri, MALDI-TOF MS, mikroarray ve multipleks real-time
PCR yontemleri ise gelecekte kullanimi yayginlagsmasi beklenen tespit yontemleridir
(Osei  Sekyere ve ark.,, 2016). Buna ragmen, Jayol ve arkadaslart (2016),
Enterocabteriaceae’da kolistin direnci saptanmasi i¢in kullanilabilecek yeni gelistirilen
Rapid Polymyxin NP test, BD Phoenix Otomasyon sistemi ve referans yontem olan broth
mikrodiliisyon metodunu karsilastirdiklar1 calismalarinda, BD Phoenix otomasyon
sisteminin yiliksek oranda yanlis duyarlilbik sonucu verdigini ve sonuglarin Broth
mikrodiliisyon metodu ile kontrol edilmesi gerektigini ortaya koymustur. Bununla
birlikte, Rapid Polymyxin NP test, biiyiikk oranda Broth mikrodiliisyon yontemiyle
tutarlilik gosterse de, MIK degerlerinin belirlenmesi gerektiginde Broth mikrodiilisyon

yontemine bagvurulmasini tavsiye etmislerdir (Jayol ve ark., 2017).
2.3.2.4. Diinyada Plazmit Aracili Kolistin Diren

Liu ve arkadaslari, mcr-1 geni varligiyla, E.coli ve Klebsiella’da ilk kez plazmit
aracili kolistin direncini rapor etmistir (Liu ve ark., 2016). S6z konusu ¢alismalarinda,
domuzlardan elde ettikleri E.coli izolatlarinin %20,6’sinda, perakende satilan domuz eti
ve tavuk Uriinlerinin %14,9’unda ve Cin’deki hastalardan elde ettikleri izolatlarin
%1,4’tinde mcr-1 genine rastlanmistir. Cin’den gelen ilk rapordan sonra Kambocya
(Stoesser ve ark., 2016), Japonya (Suzuki ve ark., 2016), Laos (Olaitan ve ark., 2016),
Malezya (Petrillo ve ark., 2016; Yu ve ark., 2016), Tayvan (Kuo ve ark., 2016), Tayland
(Akt:Schwarz ve Johnson, 2016), Vietnam (Malhotra-Kumar ve ark., 2016; Thanh ve
ark., 2016), Belgika (Xavier ve ark., 2016; Malhotra-Kumar ve ark., 2016), Danimarka
(Hasman ve ark., 2015) , Fransa (Haenni ve ark., 2016; Perrin-Guyomard ve ark., 2016),
Almanya (Falgenhauer ve ark., 2016), ingiltere (Anjum ve ark., 2016; Doumith ve ark.,



2016), Italya (Cannatelli ve ark., 2016; Giufré ve ark., 2016), Litvanya (Ruzauskas ve
Vaskeviciute, 2016), Polonya (Akt:Schwarz ve Johnson, 2016) , Portekiz (Figueiredo ve
ark., 2016), Ispanya (Prim ve ark., 2016), Isvi¢re (Zurfuh ve ark., 2016), Hollanda
(Kluytmans-van den Bergh ve ark., 2016; Veldman ve ark., 2016), Tunus (Grami ve ark.,
2016), Cezayir ve Nijerya (Olaitan AO ve ark., 2016) , Giiney Afrika (Akt:Schwarz ve
Johnson, 2016), Misir (Elnahriry ve ark., 2016), Arjantin (Liakopoulos ve ark., 2016;
Rapoport ve ark., 2016), Venezuela, Brezilya (Fernandes ve ark.,2016) , Kanada
(Akt:Schwarz ve Johnson, 2016) ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (McGann ve ark.,
2016) insan, domuz, kanatli ve yiyeceklerden elde edilen izolatlardaki enterik
bakterilerde mcr-1 genine rastlanmistir. Bu da genin tim diinyaya yayildiginin bir
gostergesidir. Bugiine kadar Salmonella, Shigella, Klebsiella, Vibrio ve Enterobacter’de
mcr-1 varhigi rapor edilse de E.coli’de diger tiirlere gore mcr-1 goriilme sikligi daha
fazladir (Irrgang ve ark., 2016; Zeng ve ark., 2016).

Amerika Birlesik Devletleri’nin Pensilvanya eyaletinde 49 yasinda, idrar yolu
infeksiyonu olan bir hastadan elde edilen E.coli’lerde mcr-1 genine rastlanmustir. izole
ettikleri MRSN 388634 susu, ilk kez Ingiltere’de idrar kiiltiiriinde rastlanmis, ST457
sekans tipine ait ender bir sustur (McGann ve ark., 2016).

Karbapenem Direngli Enterobacteriaceae (CRE) ¢ok az antibiyotik tiirline karsi
duyarlidir ve kolistin (Polimiksin E), bu bakterilerin yol agtig1 infeksiyonlar1 sagaltmada
bagvurulacak antibiyotiklerden biridir. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’lerde
mcr-1 genine rastlanmasi, tedavi segeneklerini oldukga kisitlayacaktir. Delgado ve
arkadaglar1 (2016) , Venezuela’da yaptiklar: ve 2015 yilina ait 16’s1 insan ve 8’1 kopek
olmak tizere 24 digki 6rnegi, 17 domuz, 16 kanatli ve 36 ¢evresel materyalden (lagim
camuru) elde ettikleri toplam 93 izolattan iki tanesinde mcr-1 ile karbapenem direnci
saglayan blaNDM-1 genine birlikte rastlamislardir. Calismada, insandan izole edilen
ornegin, beta laktam antibiyotiklerine direng saglayan bir¢ok gen ile birlikte ¢esitli direng
genlerini tagimasiyla oldukca direncli bir profil sergilemekte oldugu belirtilmektedir

(Delgado ve ark., 2016).

Antibiyotikler, sadece hasta hayvanlart tedavi etmek i¢in degil, hayvan
yetistiriciliginde hastaliklart 6nlemek i¢in de kullanilir. Bununla beraber uzun yillar
biiyiimeye yardimci olmak amaciyla da kullamilmistir (Watkins, 2016). Avrupa Birligi

tilkelerinde kolistin kullanim miktar1 degismekte olup Almanya tarim ve hayvancilikta
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yiiksek miktarda kolistin kullanmaktadir. Bununla beraber, Danimarka’da kolistin
kullanim1 diisiik seviyedeyken Fransa’daki kullanim orta seviye olarak degerlendirilebilir

(Watkins ve ark., 2016).

Irrgang ve arkadaslar1 (2016), gerceklestirdikleri arastirmada, 10,609 E.coli izolatini
inceledikleri kapsamli ¢caligmalarinda, fenotipik olarak kolistine direngli 505 6rnekte mcr-
1 geni aramiglardir. Mcr-1 geninin toplam prevalansint %3,8 olarak belirledikleri
caligmada, hayvanlara gore dagilima bakildiginda %11,8 prevalansla hindilerde bu gene
rastlanma sikliginin en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Toplam 1,809 tavugun incelendigi
ayni ¢alismada, en yiiksek ikinci prevalansi %6,7 ile broyler pilicler ve %4,3 ile tavuk
etleri gostermistir. Etci sigirlarda ve bunlardan elde edilen siit ve peynir gibi tirliinlerde
plazmit aracil1 diren¢ genine rastlanmayip, domuzlarda %1,5 gibi diisiik bir oranda mcr-
1 geni goriilmiistiir. Mcr-1 genine kanatlilarda rastlanma yiizdesi, sigir ve domuzlardan
fazladir ve bu durum Asya iilkelerinde tam tersidir. Asya iilkelerinde, mcr-1 genine en
¢ok domuzlardan elde edilen izolatlarda rastlanmistir. Kusumoto ve digerleri (2016),
1991-2014 yillar1 arasinda elde edilmis, domuzlarda hastalik etkeni olan ve hasta
domuzlardan izole ettikleri 684 E.coli susunu (serogrup 0139, 0149,0116 ve OSB9)
mcr-1 varligi agisindan incelemislerdir. Bunlar arasindan fenotipik olarak kolistin direnci
saptadiklar1 309 (%45) ornegin 90 (%]13) tanesini mcr-1 pozitif olarak belirtilmistir.
Calismaya gore, domuzlarda hastalik etkeni olan E.coli suslarinin neredeyse yarisinin
kolistin direncine sahip oldugu goriilmektedir. Avrupa iilkelerine bakildiginda, Almanya
gibi Fransa’da hindi ve tavuklarda mecr-1 varlig: yiiksek olsa da Almanya’da rastlanma
oran1 Avrupa genel ortalamasindan ytiksektir. Bu durum, Almanya’da polimiksin grubu
antibiyotiklerin tarim ve hayvancilikta kullaniminin diger Avrupa iilkelerine gore yiiksek

olmasina baglanmistir (Irrgang ve ark., 2016).

Cin’de tarim ve hayvancilikta yogun kolistin kullaniminin bir sonucu olarak mcr-1
tasiyan E.coli’lerde artis oldugu belirtilmektedir. Ayrica, ¢oklu antibiyotik direnci
saglayan genlerin de ayn1 plazmit aracilifiyla aktarilabilmesi ithtimali, kullanilan diger
antibiyotiklerin de kolistin direncine yol acabilecegi dngoriilmektedir (Watkins ve ark.,
2016).

Kolistin direncine yol agan ve plazmit aracili taginan mcr-1 geni, sadece ciftlik
hayvanlar1 ve cevresel oOrneklerde tespit edilmemis olup, vahsi hayvanlarda da

gozlemlenmistir. Bu durum, mcr-1 tasiyici organizmalarin sayisinin artmasi agisindan
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endise vericidir (Sellera ve ark., 2016). Ruzauskas ve arkadaslar1 (2017), yaptiklari
calismada, giimiis martilarda (Larus argentatus) mcr-1 geni tasiyan E.coli’ye
rastlamislardir . Benzer sekilde, bir bagska mart1 tiirii olan Larus dominicanus’ta da mcr-
1 pozitif E.coli’lere rastlanmistir (Liakopoulos ve ark., 2016). S6zkonusu deniz kuslarinin
yanisira, Macellan penguenlerinde (Spheniscus magellanicus) de ayni durum
gozlemlenmistir (Sellera ve ark., 2016).

Yeni Kaledonya’da, bir yeni dogan hastanin mide sivisindan ve 42 yasindaki bir bagka
hastanin karin boslugundan elde edilen 6dem sivisindan mcr-1 pozitif E.coli’lere
rastlanmistir. Okyanusya’ya ait bildirilen ilk olgularin birbiriyle iligkisinin ve hayvanlarla
dogrudan temaslarinin olmadig1 belirtilmistir (Robin ve ark., 2016).

Barcelona’da lagim sularini inceleyen bir ¢alismada, iki ayr1 atik su artima tesisinde
toplam 29 adet mcr-1 geni tasiyan E.coli’ye rastlanmistir. Ayni bélgede, nehir sularinda
s0z konusu direncli bakterilere rastlanmamakla birlikte, atik su tesislerinde mcr-1 tagiyan
bakterilerin bulunmasi, bolgede yasayan insan ve hayvanlar arasinda da bdyle bir direng
profili sergileyen bakterilerin yaygin olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Ovejero ve
Muniesa, 2017). Cin’de yapilan bir ¢aligmada, kirsal kesime ait sebeke sularinda da mcr-
1 tasiyan ve bununla birlikte ¢oklu antibiyotik diren¢ profiline sahip E.coli’ler tespit
edilmistir (Sun ve ark., 2017).

Brezilya’da, marketlerde satilan tavuk etlerinde, insan ve hayvanlardan izole edilen
E.coli’lerde gozlemlenen ve IncX4 plazmiti ile tagman mcr-1 genine rastlanmistir. Bu
durum, tiikketimde olan etlerin de s6z konusu gen acisindan rezervuar olarak

degerlendirilebilecegi anlamina gelmektedir (Monte ve ark., 2017).

Cin’de, 1136 E.coli’nin incelendigi bir ¢alismada, %5.11 oraninda mcr-1 genine
rastlanmis olup, bunlardan elde edilen izolatlardan ST155 susunda, mcr-1.3 olarak
isimlendirilen yeni bir plazmit aracili direng¢ geni varyanti tanimlanmustir (Yang ve ark.,
2017). Bu varyanta, bir baska ¢alismada saglikli bir bireyden izole edilen ve kolistin
direnci gosteren Salmonella enterica serovar Typhimurium’da da rastlanmigtir (Lu ve
ark., 2017).

980 adet Avian Patojenik E.coli (APEC)’nin dahil edildigi bir arastirmada, izolatlar
mcr-1 geni varlig agisindan incelenmistir. Kolibasilloz teshisi olan hasta hayvanlardan
elde edilen s6z konusu bakterilerin yani sira, kontrol grubu olarak 220 adet Avian Fekal

E.coli (AFEC) kullanilmis olup, hasta hayvanlarin 12 tanesinde ilgili gene rastlanmistir.
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Saglikli fekal oOrneklerdense mcr-1 pozitif E.coli izole edilememistir.  Calisma,
hayvancilik faaliyetlerindeki yanlis uygulamalarin kolistin direncinin artmasina sebep

oldugunu destekler niteliktedir (Barbieri ve ark., 2017).

Tek Saglik yaklagimi kapsaminda, toplumda goriilen mcr-1 tasiyict bakterilerle,
kolistinin hayvancilikta kullanimi arasinda sistemli bir epidemiyolojik analizin yapilmasi
gerektigini savunan Trung ve arkadaglart (2017), Vietnam’da yiriittiikleri ve ciftlik
basina bir ¢iftei diisecek sekilde 204 adet c¢iftlik ve 204 adet ciftciyi dahil ettikleri
calismalarinda, ciftliklerden ve ciftcilerden fekal 6rnekler toplamislardir. Kontrol grubu
olarak, yas ve cinsiyeti eslesen, tavukgulukla ilgisi olmayan ve giftlik hayvanlariyla
dogrudan temas1 olmayan, kirsalda ve sehirde yasayan 204’er kisiden de 6rnekler almiglar
ve bulgulart karsilagtirmislardir. Calisma gostermistir ki, mecr-1 pozitif tavuklara maruz
kalan ¢ift¢ilerde, mcr-1 pozitif E.coli’lere rastlanma siklig1 daha yiiksektir (Trung ve ark.,
2017).

Kolistin dahil olmak tizere “son ¢are” olarak degerlendirilen antibiyotiklerin tarim ve
hayvancilikta kullanimmin yasaklanmasi tavsiye edilmektedir (The Review on

Antimicrobial Resistance, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Ornekler

Istanbul, Tekirdag, Balikesir, Sakarya ve Izmir illerinde yer alan yedi farkli
kesimhanede Ocak 2017 - Haziran 2017 tarihleri arasinda kesime sevkedilen saglikli
broyler piliglere ait bagirsak ornekleri belirli araliklarla Istanbul Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirildi. Calismaya alinan her
hayvandan bir adet olmak iizere toplanan bagirsak Orneklerinden digki numuneleri
alinarak 200 adet E.coli izolat1 elde edilinceye kadar 6rnek toplanmasina devam edildi.

Tesisler ve alinan 6rnek sayilart Tablo 3. 1°de belirtildi.
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Biyokimyasal Testler ve Ayraclar
3.1.2.1. Mac Conkey Agar

1.5465.05, Merck

25 g besiyerine 500 ml distile su eklenerek hazirlandi. 15 dakika siire ile 121
°C’de otoklavda sterilize edilerek 25 ml hacimde petri kutularina dagitildi. Hazirlanan

besiyerleri 4 °C’de muhafaza edildi.
3.1.2.2. Ure Agar
CMO0053, Oxoid

12,5 g besiyerine 95 ml distile su eklenilerek hazirlanip, 15 dakika siire ile 121
°C’de otoklavda sterilize edilerek sogumaya birakildi. Bu sirada 5 ml %40’lik iire
soliisyonu steril ortamda filtre edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar soguyan 95 ml hazirlanmis
tire besiyerine, son konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklendi. Hazirlanan karigim 5 ml

hacminde steril cam tiiplere dagitildi ve yatik halde katilagtirilarak 4 °C’de saklandi.
3.1.2.3. Tyriptic Soy Broth (TSB)
1.05459.05, Merck

3 g besiyerine 100 ml distile su eklenerek hazirlandi. 15 dakika siire ile otoklavda
121 °C’de sterilize edilerek 4 ml hacimde steril cam tiiplerde yatik olarak katilastirildi.
Kullanilana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.
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3.1.2.4. Triple Sugar Iron Agar (TSIA)
CMO0277, Oxoid

6,5 g besiyerine 100 ml distile su eklenerek hazirlandi. 7 ml hacimde steril cam
tiplere dagitilip otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca steril edildi. Yatik olarak
katilastirildiktan sonra 4 °C’de saklandi.

3.1.2.5. Sitrat Agar (Simmons-Citrat Agar)
1.02501.05, Merck

2,25 g besiyerine 100 ml distile su eklenerek hazirlandi. Steril cam tiiplere 7 ml
hacimde dagitilip 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda steril edildi. Yatik olarak
katilastirilip 4 °C’de saklandi.

3.1.2.6. Metil Red-Voges Proskauer Broth (MR-VP Broth)
1.05712 Merck

1,7 g besiyerine 100 ml distile su eklenerek hazirlandi. 4 ml hacimde tiiplere
dagitilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2.7. Oksidasyon/Fermentasyon Besiyeri

Asagidaki oranlara gore hazirlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi ve
sogumaya birakildi. Steril kosullarda igerisine 1,5 ml serum eklenerek 4 ml hacimde steril

cam tiiplere dagitildi. Kullanilanilana kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

Icerik Miktar
Pepton 02¢g
Yeast 0,1g
Glikoz 1g
NaCl 0,59
K2HPO4 0,03 g
Agar 03¢
Bromthymol blue 0,039

Distile su 100 mli
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3.1.2.8. Jelatin Hidrolizasyon Besiyeri

Asagidaki oranlara gore hazirlanip 4 ml hacimde cam tiiplere dagitilarak

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmis ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Icerik Miktar
Jelatin 129
Pepton 059
Beef Extract 039
Distile su 100 ml

3.1.2.9. Fenilalanin Deaminaz Besiyeri

Asagidaki oranlara gore hazirlanip 7 ml hacimde cam tiiplere dagitilarak otoklavda
121 °C’de 15 dakika steril edildi ve 4 °C’de muhafaza edildi.

icerik Miktar
DL Phenyl 029
Agar 12g
NazHPO4 0lg
NaCl 0,59
Yeast Extract 0,39

Distile su 100 ml
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3.1.2.10. Karbonhidrat Fermentasyon Test Besiyerleri

Asagida belirtilen icerige sahip besiyerleri 2 ml hacimde cam tiiplere dagitilarak
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Tiiplerdeki besiyerlerine 500 ul %1°lik ilgili
steril karbonhidrat soliisyonlar1 eklenerek 4 °C’de muhafaza edildi. Bu calisma igin

inositol, laktoz, mannoz, ksiloz, mannitol, maltoz ve sorbitol soliisyonlar1 kullanild:.

Icerik Miktar/Konsantrasyon
Bakteriyolojik pepton 59

NaCl 259
Bromkresol moru %0,0025

Distile su 100 ml

3.1.2.11. Katyon-Ayarh Mueller-Hinton Broth (MHB)
90922, Fluka

22 g besiyerine 1000 ml distile su eklenerek hazirlandi. 121 °C’de 15 dakika steril
edilerek +4 °C’de saklandi.

3.1.2.12. Diger Biyokimyasal Testler ve Ayraclar

Identifikasyon sirasinda kullanilan diger biyokimyasal testler ve ayraglar

sunlardir:

Gram Boyama Seti (GBL 5026/01,02,03,04), MR ayrac1 olarak metil red, Indol
testi i¢in Kovaks ayraci, Katalaz testi i¢cin Hidrojen Peroksit (H20), Oksidaz stikleri
(BR64A, Oxoid), Voges-Proskauer Ayraci A ve B (Barrit’s Reagent A, Sigma, 29333 ve
Barrit’s Reagent B, Sigma, 39442).

3.1.3. Kolistin Siilfat

Calismada kullanilan antibiyotik olan Kolistin (Polimiksin E), EUCAST 1n

caligmalarda kullanilmas1 yoniindeki tavsiyesine gore Kolistin Siilfat Tuzu (CAS
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numarast 1264-72-8) formunda, toz halinde ambalajlanmis olarak SIGMA-ALDRICH
firmasindan temin edildi (Potens > 15000 UN/mg).

3.1.4. Cahsmada kullamlan mcr-1 Pozitif Plazmit Ornekleri

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere mcr-1 genini tagiyan
E.coli’lerden ekstrakte edilmis plazmit DNA’lar, Fransa’dan L’Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire de [’alimentation, [’environnement et du travail (ANSES) ve

Danimarka’dan Statens Serum Institut olmak {izere iki farkli kurumdan temin edildi.
3.1.5. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Geregler
3.1.5.1. Plazmit DNA Ekstraksiyon Kiti

Plazmit DNA ektraksiyonunda Qiagen firmasina ait ticari kit kullanildi (QIAmp
DNA Mini).

Kit icerigi asagidaki gibidir:
e  QIAmp Mini Spin kolonlar1
e Toplama tiipleri (2ml)
e ATL tamponu
e Proteinaz K
e AL tamponu
e AW 1 tamponu
e AW 2 tamponu
e AE tamponu
3.1.5.2. Plazmit DNA Ektraksiyonu Sirasinda Kullanilan Diger Geregler
Ekstraksiyon sirasinda kit iiretici firma tarafindan saglanmayan geregler:
e Etanol (96-100 %)
e 1,5 ml mikrosantrifiij tiipleri (Axygen)
e Aecrosol bariyerli mikropipet uclar1 (Axygen, 1000 pul)

e Mikrosantrifiij (Hetttich, 2 ml tiiplere uygun rotor ile birlikte)
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e Vorteks (Biosan)

e Isitic1 blok (56 °C) (Labnet)

e Su banyosu (70 "C) (Biosan)
3.1.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Kiti

Ilgili genin amplifikasyonu icin QIAGEN® Multiplex PCR ticari kiti kullanild:
(206143).

Kit igerigi agsagidaki gibidir:
e QIAGEN® Multiplex PCR Master Mix*
e Q -solution
e Distile su (DNAz ve RNAz’dan arindirilmais)

*15 mM MgCl; igerir ve reaksiyon konsantrasyonu 1,5 mM olacak sekilde

ayarlandi.
3.1.5.4. Primerler

Amplifikasyonda kullanilan primerler asagida gosterilmistir.

Hedef Gen Primer Dizisi Kaynak

CLR F 5>CGGTCAGTCCGTTTGTTC*3

mcr-1 Liu ve ark., 2015
CLP R 5°CTTGGTCGGTCTGTAGGG’3

3.1.5.5. Amplifikasyon Sirasinda Kullanilan Diger Geregler
e Thermal cycler (Axygen Maxygen)
e 0,2 ml PCR tiipleri (Axygen, ince cidarli, DNAz ve RNAz’dan arindirilmis)

e 0,5 ml PCR tiipleri (Axygen, ince cidarli, DNAz ve RNAz’dan arindirilmais)
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3.1.5.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan geregler:

6X ylikleme boyasi (R0611, Thermo Scientific)

Agaroz (A9539, Sigma)

Agaroz jel elektroforez sistemi (Agagel Mini-Wide)
Etidyum Bromiir (E1510, Sigma)

Gii¢ kaynagi (Biometra-Power pack P25)

Mikrodalga 1sitic1 (Vestel)

O’GeneRuler 100 bp marker (SM1153, Thermo Scientific)
TAE tamponu (AM9869, Thermo Scientific)

UV Jel goriintiileme sistemi (Infinity, Vilber Lourmat)

3.1.5.7. Diger Gerecler

10 ul Pipet uclar1 (Axygen, steril, filtreli, DNaz ve RNaz’ dan arindirilmais)
100 pl Pipet uclar1 (Axygen, steril, filtreli, DNaz ve RNaz’ dan aridirilmis)
1000 pl Pipet uclar1 (Axygen, steril, filtreli, DNaz ve RNaz’ dan arindirilmis)
96 kuyucuklu plakalar (Sigma)

Etiiv (Niive, Aerob)

Hassas terazi (BEL)

Otoklav (Atik ve kirli malzeme i¢in, ALP)

Otoklav (Temiz malzeme i¢in, Niive)

Otomatik pipetler (0.5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, Thermo Scientific)
Oze (halka ve igne uclu)

Petri kutular1 (Lamtek, steril, 9cm)

Steril kabin (Heal Force)



20

3.2. Yontem
3.2.1. Izolasyon ve identifikasyon

Broyler piliglere ait bagirsak 6rneklerinin dis ylizeyi daglandiktan sonra steril 6ze
ile alinan bagirsak icerigi izolasyon amaciyla MacConkey agar besiyerine inokiile
edilerek aerob kosullar altinda 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu
MacConkey agar iizerinde laktoz pozitif 6zellik gosterdigi diisliniilen pembe renkli
koloniler E.coli siipheli olarak segilerek saf kiiltiir eldesi i¢in kanli ve MacConkey agara

pasajlandi. Pasajlanan kiiltiirler yine 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda identifikasyon i¢in gram boyanma 6zelligi, katalaz,
oksidaz enzimi varligi ve O/F test besiyerinde iireme Ozellikleri saptandi ve E.coli’ye
uygun Ozellik gosteren izolatlarin identifikasyonunun tamamlanmasi i¢in Metil Red-
Voges Proskauer testi, indol testi, sitrat testi, TSIA’da H>S olusumu, lireaz aktivitesi gibi
biyokimyasal testlerden ve karbonhidrat fermantasyon testlerinden faydalanildi.
Izolatlarin E.coli olarak tanimlanmas i¢in kullanilan Quinn ve ark. (1994)’da belirtilen

biyokimyasal testlere ait sonuglar Tablo 3-1’de gosterilmistir.
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Tablo 3-1 : E.coli i¢in baz1 biyokimyasal testler (Quinn ve ark. 1994)

Test Sonug¢ Test Sonug¢
Katalaz + Fenialanin deaminaz -
Oksidaz - Inositol -
Indol + Mannoz +
Voges Proskauer - Ksiloz +
Metil Red + Laktoz +
Sitrat - Mannitol +
Ure - Maltoz +
H2S - Sorbitol +
Jelatin - O/F Fermentatif

Gram boyanma 6zelligi: Gram(- ) comak

- :Negatif sonu¢ + : Pozitif sonug

Yukarida verilen biyokimyasal ozellikleri gosteren izolatlar E.coli olarak
tanimlandi ve ¢alismanin daha sonraki boliimlerinde kullanilmak iizere iizere -20°C’de
saklandi. Bunun i¢in bir gece 6nce TSB besiyerlerine ekimleri yapilarak inkiibasyona
birakildi. 0,5 ml %50lik gliserol ve 1 ml taze kiiltiirden ihtiva eden stok, steril tiiplere
konuldu (Quinn ve ark.,1994).

3.2.2. Bakterilerin Kolistin (Polimiksin E) Duyarhliginin Fenotipik Yontemle

Belirlenmesi
3.2.2.1. MiK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)

E.coli izolatlarinin kolistine karst Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK),
CLSI-EUCAST Polimiksin Direnci Calisma Grubu’nun, 22 Mart 2016 tarihinde
yayimladigr bildiriye istinaden, Enterobacteriaceae i¢in gegerlilik ve giivenilirligi
yoniinden referans metod olarak kabul ettigi Broth Mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir (ISO-standart Broth Mikrodiilisyon Yontemi 20776-1). Mikrodiilisyonda
EUCAST tavsiyesine gore katyon-ayarli Mueller Hinton Broth (MHB) kullanildi.

Izolatlarn Broth Mikrodiliisyon ydntemiyle Kolistin MIiK degerlerininin

belirlenmesi i¢in asagidaki adimlar izlendi:
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e Katyon ayarli MHB igerisinde Kolistin Siilfat tuzu aktif maddesi ISO standardi
20776-1’¢ gore konsantrasyonu 128-0,125 mg/l olacak sulandirildi.

e Antibiyotikli besiyeri U tabanli polistiren 96 kuyucuklu mikroplakaya, her bir
kuyucukta 50 pl olacak sekilde dagitildu.

e 24 saat 5nceden TSB’de inkiibe edilmis bakterilerden 0,5 McFarland (1x10® cfu/ml)

derigiminde siispansiyon hazirlandi.

e icerisinde 9,9 ml TSB bulunan tiipe, hazirlanan bakteri soliisyonundan 100 ul

eklenerek bakteri yogunlugu 1x10° cfu/ml olacak sekilde ayarlandi.

e Icerisine 6nceden 50 pl antibiyotikli besiyeri eklenmis kuyucuklara, her bir kuyucuga
50 pl olmak iizere konsantrasyonu 1x10° cfu/ml olan bakteri siispansiyonu eklenerek

her kuyucukta son bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olarak elde edildi.

e Mikroplakanin sondan bir 6nceki kuyucuk sirasina canlilik kontrolii i¢cin MHB ve
inokulum konuldu. Son kuyucuk sirasmnada da yalmizca besiyeri konularak

kontaminasyon kontrolii sagland.

e Kapag kapatilmig mikroplakalar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi ve iremenin

goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kaydedildi.

EUCAST kriterlerine gére Kolistin i¢in MIK esik degeri 2 mg/L olarak belirlenmistir
(Anonim, 2016)

3.2.3. izolatlarin Kolistin (Polimiksin E) Duyarhhigmm Genotipik Yéntemle

Belirlenmesi.
3.2.3.1. Plazmit DNA’nmin Ekstraksiyonu

E.coli izolatlarina ait plazmit DNA, ticari kit kullanilarak iretici firmanin

tavsiyesine gore gergeklestirildi. Buna gore:

e Ektraksiyonda kullanilacak bakteriler bir gece dnceden MacConkey agara ekildi.
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24 saatlik kolonilerden 1 6ze dolusu alinip 1,5 ml mikrosantrifiij tiipli i¢erisine

konulmus 180 ul ATL tamponu igerisinde dagitildi.

20 ul Proteinaz K eklenerek vortekslendi ve 56 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Saat

bas tiipler vortekslendi.

1,5 ml mikrosantrifiij tiipleri inkubasyon sonrasi kapakta olusabilecek

damlaciklar1 toplamak i¢in kisa siire santrifiij edildi.
Icerisine 200 pl AL tamponu eklenerek 15 saniye vortekslendi. 10 dk siire ile
70 °C su banyosunda inkiibe edildi.

1,5 ml mikrosantrifiij tiipleri inkubasyon sonrast kapakta olusabilecek

damlaciklar1 toplamak i¢in kisa siire santrifiij edildi.

Inkiibasyon sonras1 elde edilen lizat {izerine 200 ul etanol eklendi ve 15 saniye
vortekslendi. Vorteks sonrasi kapak iizerinde olusan damlaciklar1 toplamak i¢in

kisa siire santrifiij edildi.

Tiip igerigi kit ile verilen 2ml toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilnis kolona aktarildi

ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon, kit ile verilen temiz bir 2 ml toplama tiipiine alinarak tizerine 500 ul AW

1 tamponu eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon, kit ile verilen temiz bir 2 ml toplama tiipiine alinarak {izerine 500 ul AW

2 tamponu eklendi ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Kolon, kit ile verilmeyen temiz bir 2 ml eppendorfa alinarak 14000 rpm’de 1

dakika siire ile santrifiij edildi.

Kolon, kit ile verilmeyen 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinarak tizerine 200 ul AE
tamponu eklendi ve 1 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra 8000

rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edildi.

Kolon, kit ile verilmeyen 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinarak tizerine 200 ul AE
tamponu eklendi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra 8000
rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edildi.

Kolon atildi, ektrakte edilen DNA igerigi -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.3.2. Amplifikasyon

izole edilen plazmitler iizerindeki 309 bp uzunlugundaki mcr-1 geni varligmi
arastirmak i¢in, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ilgili gen ¢ogaltildi. Bu islem i¢in

QIAGEN® Multiplex PCR ticari kiti kullanildi (Katolog no : 206143).

Primerler, iiretici firmanin tavsiyesine gére TE tamponu kullanilarak 100 uM stok
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi ve -20 °C’de muhafaza edildi. Daha sonra 2
ul stok alinarak tizerine 98 pl TE tamponu eklenmis ve 2 uM konsantrasyonda calisma
stogu elde edildi. Her bir PCR reaksiyonunda son konsantrasyon 0,2 uM olacak sekilde
ayarlandi.

Tablo 3-2: Ornek PCR ¢alismasi

Icerik 1x 10x

Mastermix 12,5 ul 125 ul
Q solution 2,5 ul 25 ul
CLR F Primer 2,5 ul 25 ul
CLR R Primer 2,5 wl 25 ul

309 bp uzunlugundaki mcr-1 genini ¢ogaltmak icin, Avrupa Birligi Referans
Laboratuvari olan Statens Serum Institute (Kopenhag, Danimarka) tarafindan optimize
edilen PCR protokolii kullanildi (Cavaco ve Hendriksen, 2015).

Bu amacla, 94 °C’de 15 dk 6n denatiirasyon yapildi. Bunu takiben 35 siklus
olacak sekilde, 30 saniye 94 °C’de denatiirasyon , 58°C’de 90 saniye primer baglanmasi
ve 72 °C’de 60 saniye sentez asamasi gerceklestirildi. Son asamada sentezin
tamamlanmasi i¢in 6rnekler 72 °C’de 10 dakika bekletildi ve islem tamamlandiktan sonra

+4 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonucu elde edilen DNA iiriinlerini goriintiillemek i¢in agaroz jel
elektroforezinden yararlanildi. Agaroz jel, 1g agaroz ve 100 ml TAE tamponu
kullanilarak %1°lik olacak sekilde kaynatilarak hazirlandi. Jel karisimi sogumaya

birakildiktan sonra igerisine DNA boyasi olarak 10 pl etidyum bromiir eklendi.

Jel iizerindeli ilk kuyucuga DNA marker, ikinci kuyucuktan itibaren ise pozitif ve
negatif kontrolleri takiben calisma Orneklerine ait PCR {irtinleri yiiklendi. Yiikleme
asamasinda 1 ul 6X yiikleme boyasi ve 5 ul PCR {iriinii karistirilarak ¢alisildi. Jel yiiriitme
sistemi 100 Volt’a ayarlanarak amplikonlarin jel izerinde 45 dakika boyunca ilerlemesi
saglandi. Bunu takiben, UV transluminatdr sistemi kullanilarak jel {iizerindeki

amplikonlar goriintiilendi. 309 bp uzunlugundaki bantlar pozitif olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Yedi farkli kesimhaneden toplanan broyler piliglere ait bagirsak o6rnekleri
kullanilarak ¢aligsma i¢in belirlenen say1 olan 200 adet E.coli izolat1 elde edilene kadar
orneklemeye devam edildi. Izolasyon ve identifikasyon icin MacConkey besiyerinde

inkiibasyon sonrasi olusan bakteri kiiltiiri goriintiisii Sekil 4-1’de verildi.

/’f\ .

a—

Sekil 4-1: E.coli izolatlarinin MacConkey agardaki goriintiisii

Izole edilen bakteriler daha 6nce belirtildigi gibi Quinn ve ark. (1994)’na gore
belirtilen konvansiyonel yontemlerle E.coli olarak identifike edildi. Bu sekilde 200 adet
izolat E.coli olarak tanimlandi ve daha sonra fenotipik ve genotipik testler igin -20 °C’ de
saklandi. Tesislerin bulundugu il ve ilgelere gore elde edilen izolat sayis1 Tablo 4-1°de

verilmistir.



Tablo 4-1: Tesislere gore elde edilen toplam izolat sayisi
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1

2

Tesis Numarasi

fice
Adapazari
Merkez
Catalca
Cerkezkoy
Merkez
Merkez

Merkez

il
Sakarya
[zmir
Istanbul
Tekirdag
Balikesir
Balikesir

Balikesir

Toplam izolat sayisi

68
56
10
5

21
20

20

4.2. Fenotipik Kolistin (Polimiksin E) Direnci Bulgulari

Calismada yedi farkli tesisten elde edilen 200 E.coli izolatinda kolistine kars1 direng

fenotipik olarak arastirildi ve yapilan Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK)

caligmasinda 15 izolatta fenotipik kolistin direnci gézlendi. Calismanin dogrulugunun

teyit edilmesi amaciyla ayni1 islem iki kez yapildi ve buna gore 200 izolattan 15 tanesinde

(%7,5 oraninda) fenotipik direng oldugu saptandi.

Tablo 4-2: Tesislere gore elde edilen toplam ve direngli izolat sayisi

Tesis
Numarasi

1

2

Tige
Adapazari
Merkez
Catalca
Cerkezkoy
Merkez
Merkez

Merkez

il
Sakarya
[zmir
Istanbul
Tekirdag
Balikesir
Balikesir

Balikesir

Toplam
izolat sayis1

68
56
10

5
21
20

20

Direncli
sayisi

izolat
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4.3. Genotipik Kolistin (Polimiksin E) Direnci Bulgulari

Genotipik direncin belirlenmesi i¢in her izolattan, daha dnce belirtilen yontemlerle
plazmit ekstraksiyonu yapildi. Calismada yedi farkli tesisten elde edilen 200 E.coli
izolatindan ekstrakte edilen plazmit DNA’larda kolistin direncinden sorumlu mcr-1 geni
varlig1 PCR yontemiyle arastirildi. PCR amplifikasyonu sonucunda 6rneklerin higbirinde

mcr-1 geni tespit edilemedi. Mcr-1 geni igin PCR bulgular1 Sekil 4.2°de verilmistir.

S00 bp

300 bp = w—— a——

Sekil 4-2: Mcr-1 geni icin PCR sonuclari

M: Marker 1 ve 2: pozitif kontrol 3: negatif kontrol 4-9: ¢aligilan izolatlar
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5. TARTISMA

Coklu direng gosteren bakterilerde son gare olarak bagvurulan kolistin, polimiksin
sinifi antibiyotiklerden biridir. Siiregelen zamanda insan saghigir lizerinde olumsuz
etkilere sahip olmasi sebebiyle bir¢cok iilkede kullanimina iliskin sinirlamalar
getirilmistir. Ancak glinimiizde domuz ve tavuk yetistiriciliginde kolistin antibiyotigi
yaygin olarak kullanilmakta ve pazarlanmaktadir. Diger yandan ¢agimizin en dnemli
problemlerinden biri olan antibiyotik direngli mikroorganizmalarin neden oldugu

infeksiyonlar i¢in kurtarici olarak da nitelendirilmektedir (Caniaux ve ark., 2016).

Cesitli antibiyotiklere kars1 direnglilik, bakteriler arasinda hizla yayilmaktadir ve
endise verici sekilde kolistin de bu antibiyotikler arasinda son yillarda yer almaya
baslamistir. Heniiz Tiirkiye’de ¢ok fazla kolistin direnciyle karsilasiilmamis olunsa da
gelecek i¢in bir tehlike olabilecegi diistiniilmektedir. Bakteriler kendilerine 6zgii
sistemler ile gelistirdikleri direng¢ mekanizmalar1 sayesinde kullanilan antibiyotiklere
kars1 diren¢ kazanmakta ve bunlar1 yaymaktadir. Dolayisiyla kolistin direncinin
belirlenmesi ve bu hususta ulusal ve uluslararasi bir gen havuzu olusturulmasi ve ilgili
genin prevelansinin belirlenmesini amaglayan c¢aligmalar olduk¢a 6nem arz etmektedir.

(Etebu ve Ukpong, 2016).

Skov ve ark (2016) mcr-1 geninin birgok tilkeye yayildiginmi ifade etmis ve gesitli
cevresel kaynaklardan izole edilen bakteriyel izolatlarda mcr-1 geni varligini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte s6z konusu genin E. coli’lerde plazmitler araciligiyla
transfer edildigi ve tiirler arasi ¢esitli antibiyotiklere ait direncin yayilmasinda
mikrobiyotanin olduk¢a Onemli oldugu bilinmektedir (Martinez ve Baquero, 2000;
Tenover, 2006; Skov ve ark., 2016). Bakteriler aras1 gen aktariminin yani1 sira son yillarda
rastlanan coklu direng profili sergileyen bazi zorlu bakteri infeksiyonlarmin sikligin
artmastyla tip alaninda da yeniden kullanimi direng gelisimi icin bir bagka unsur olarak

kabul edilmektedir (Caniaux, 2016).

Bu tez caligmasinda kesime sevk edilen broyler pili¢ digkilarindan izole edilen
E.coli’lerde kolistin direncinin belirlenmesi ve plazmit aracili kolistin direnci saglayan

mcr-1 geninin varliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Kolistin direncinin fenotipik tespitinde MIK degerlerinin belirlenmesi igin Broth
mikrodiliisyon, Agar diliisyon, Disk diflizyon, Gradient difiizyon ve Etest gibi yontemlere

bagvurulmaktadir. EUCAST 2016 tarihinde yayinladig: bildiri ile, Enterobacteriaceae
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icin referans olarak Broth Mikrodiliisyon metodu ile MIK degeri saptanmasini
onermektedir. Agar dilisyon, disk diflizyon ve gradient difiizyon gibi diger testler,
gecerliligi ve gilivenilirligi {izerine yeterince ¢alisma yapilmadigindan EUCAST

tarafindan tavsiye edilmemektedir (Anonim, 2016).

Jayol ve arkadaslar1 (2017), Enterocabteriaceae’da kolistin direnci saptanmasi igin
kullanilabilecek yeni gelistirilen Rapid Polymyxin NP test, BD Phoenix Otomasyon
sistemi ve referans yontem olan broth mikrodiliisyon metodunu karsilastirdiklar
calismalarinda, BD Phoenix otomasyon sisteminin yiiksek oranda yanlis duyarlilik
sonucu verdigini ve sonuclarin Broth mikrodiliisyon metodu ile kontrol edilmesi
gerektigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Rapid Polymyxin NP test, biiylik oranda
Broth mikrodiliisyon ydntemiyle tutarlilik gdsterse de, MIK degerlerinin belirlenmesi

gerektiginde Broth mikrodiilisyon yontemine bagvurulmasini tavsiye etmislerdir.

Bu tez calismasinda da, EUCAST tarafindan tavsiye edilen ISO-standart Broth
Mikrodiilisyon Yo6ntemi (20776-1) kullanilmistir

Kolistin direncinin genotipik olarak belirlenmesinde ¢ogunlukla PCR ve tiim genom
sekanslama yontemleri kullanilmaktadir. Spektroflorometri, MALDI-TOF MS,
mikroarray ve multipleks real-time PCR yontemleri ise gelecekte kullanimi 6ngoriilen
tespit yontemleridir (Sekyere ve ark., 2016). Bununla birlikte, Irrgang ve arkadaslari
(2016), yeni gelistirdikleri TagMan altyapil1 real-time PCR ile mcr-1 geninin etkili ve

hizl1 bir sekilde tespit edilebilecegini 6ne siirmiislerdir (Irrgang ve ark., 2016).

Liu ve ark (2016), E.coli ve Klebsiella’da ilk kez mcr-1 geni varligiyla plazmit aracili
kolistin direnci gerceklestirdigini rapor etmislerdir. Ayni ¢alismada domuzlardan elde
ettikleri E.coli izolatlarinin %20,6’sinda, perakende satilan domuz eti ve tavuk
trtinlerinin %14,9’unda ve Cin’deki hastalardan elde ettikleri izolatlarin %1,4 iinde
mcr-1 genini tespit etmislerdir (Liu ve ark., 2016). Daha sonra farkli {ilkelerde yapilan
caligmalar mcr-1 geninin tiim diinyaya yayilim gosterdigini ortaya koymaktadir (Stoesser
ve ark., 2016; Suzuki ve ark., 2016; Kuo ve ark., 2016; Xavier ve ark.,2016; Hasman ve
ark., 2015; Haenni ve ark., 2016; Falgenhauer ve ark., 2016; Anjum ve ark., 2016; Zurfuh
vd., 2016; Grami ve ark., 2016; McGann ve ark., 2016).

Kusumoto ve ark (2016), uzun zaman araliginda gergeklestirdigi ¢alismalarinda
domuzlardan izole ettikleri 684 E.coli susunun %45’ini fenotipik direngli, %13 iinii de

genotipik olarak mcr-1 varligi agisindan pozitif olarak tespit etmislerdir. 1136 E.coli’nin
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incelendigi bir ¢alismada, %5.11 oraninda mcr-1 genine rastlanilmistir (Yang et al.,
2017). Ovejero ve Muniesa (2017), lagim sularinidan toplam 29 adet mcr-1 geni ihtiva
eden E.coli izolati elde ettiklerini rapor etmislerdir. Irrgang ve ark. (2016), 10,609 E.coli
izolatini incelemis ve fenotipik olarak kolistine direngli 505 (% 4,76) 6rnekte mer-1 geni
aramiglar ve mcr-1 geninin prevalansini broyler kokenli izolatlarda %35,6; toplam tim

orneklerde ise %3,8 olarak belirlemislerdir.

Tirkiye’de ilk defa gerceklestirilen bu ¢alismada 200 izolatin 15’inde (%7,5)
fenotipik olarak diren¢ gozlemlenmistir. Saptanan oran litertiirler ile uyumlu olmakla
birlikte dnemli bir oran olarak degerlendirilebilir. Avrupa Birligi’de kolistin 5. en sik
kullanilan veteriner antibiyotigi olarak bildirilmistir (Catry ve ark., 2015). Ulkemizde de
kolistin yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda saptanan oranin bu durumun bir

sonucu oldugu diistiniilebilir.

Buna karsin ilgili gen ihtivasina ( mcr-1) rastlanilmamasi direncin kromozomal
oldugunu ya da direncten sorumlu bagka genler olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer
bir sekilde, Iran’da yapilan bir calismada, arastiricilar kolistin direncinden sorumlu olan
mcr-1, mecr-2 ve kromozomal olarak tasinan crrB genlerini aragtirmiglardir. Dokuz yiiz
klinik izolat s6z konusu ¢alismaya dahil edilmis ve %3.33’tinde fenotipik kolistin direnci
gorilmiistiir. Buna ragmen, calisilan hi¢bir 6rnekte plazmit aracili direng saglayan mcr-1
ve mcr-2 genlerine rastlanmamustir. Arastirmacilar, kuzeybati Iran’da goriilen kolistin
direncinden kromozomal phoP ve phoQ genlerinin sorumlu olabilecegini ileri

stirmiiglerdir (Aghapour ve ark., 2019).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar fosfoetanolamin transferaz enzimini kodlayan
mcr-2, mcr-3, mcr-4, mer-5, mer-6, mer-7, mer-7.1 ve mer-8 genlerinin de plazmit aracili
kolistin direncinden sorumlu oldugunu géstermistir (Borowiak ve ark.,2017; Carattoli ve
ark., 2018; Di Pilato ve ark., 2016; Garcia-Graello ve ark., 2018; Principe ve ark., 2018;
Wang ve ark.,2018; Yin ve ark., 2017; Yang ve ark., 2018).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda 200 izolatin 15’inde (%7,5) fenotipik olarak direng
gozlemlenmis ancak higbirinde mcr-1 geni tespit edilmemistir. Plazmit aracili aktarim
dan siklikla sorumlu olan mcr-1geninin saptanmamast tilkemiz igin timit vaat edici olarak
diistiniilmektedir. Bununla birlikte ¢alismamiz ilk pilot ¢alisma olarak diistiniildiigiinde,
kolistin direncinden sorumlu olan yeni bildirilen genlerin arastirilacagi ¢ok sayida

orneklememin yapilacagi caligmalarin yapilmas: 6nemlidir. Kolistin, son ¢are olarak
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gerek tip alaninda gerekse veteriner hekimlikte olduk¢a 6nem arz eden bir antibiyotiktir.
Dolayisiyla kiiresel problem olan antibiyotik direnci konusunda kolistinin kullaniminin
sinirlanmas1 ve nerede yer aldiginin belirlenmesine yonelik veteriner hekimlik alaninda

yapilacak ¢alismalarin olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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