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OZET

TURKIYE KANATLI URETIM CIFTLIKLERINDEN ALINAN CEVRESEL
ORTAM ORNEKLERINDEN iZOLE EDILMIS SALMONELLA SUSLARINDA
KOLISTIN DIRENCININ SAPTANMASI
Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dali, Doktora Tezi

Danigman:Prof. Dr. Nilgiin UNAL

Haziran 2021, 73 sayfa

Bu arastirmada, Tirkiye’deki kanathi iiretim ¢iftliklerinden alinan ¢evresel ortam
orneklerinden izole edilmis ve serolojik olarak identifikasyonlar1 yapilmis Salmonella
suslarmin kolistin antibiyotigine direncinin belirlenerek; direngli suslarda mcr genlerinin
varliginin arastirilmasi hedeflenip Salmonella suslarinin kolistin direncinin fenotipik ve
genotipik varliginin ilk kez ortaya konulmasi amaglandi.

Tiirkiye kanath tretim ciftliklerinden 2014-2018 yillar1 arasinda alinan gevresel
ortam Orneklerinden izole edilen ve tanimlanan Salmonella suslar1 (n=300)kolistine kars1
fenotipik diren¢ ve duyarliigmin belirlenmesi amaciylaEUCAST kriterlerine gore
mikrodilusyon yontemikullanilarak test edildi.

Fenotipik olarak diren¢ belirlenenSalmonella izolatlarindaAvrupa Birligi
Antibiyotik Direnci Referans Laboratuvari tarafindan yayinlanan multipleks PCR
protokoliyle mcr genleri arastirild.

Salmonella izolatlarmin 72 adedi(72/300) EUCAST kriterlerine gore kolistine
fenotipik olarak direncli ve 228 adet ise duyarli olarak belirlendi. Fenotipik olarak
kolistine direngli olarak belirlenen izolatlarin higbirinin protokolde yer alan mcr genlerini
tasimadig tespit edildi.

Sonug olarak  Salmonella suslarinda bu arastirmada  bakilan
mcrgenlerininbelirlenmemesi,bu genin plazmitlerde tasinmasi ve diger bakterilere
aktarilabilmesi nedeniyle gida giivenligi ve halk sagligi i¢in olumlu olsa da fenotipik
direncin varliginigostermesi agisindan Onemlidir. Kolistin direng mekanizmalarinin
timuiyle anlasilabilmesi i¢in tim genom analizlerinide iceren daha kapsamli ¢alismalar
yapilmasi bakterilerde artan antibiyotik direncinin énlenmesinde aydinlatict olacaktir.

Anahtar Kelimeler:Antimikrobiyal direng, EUCAST, kolistin, mcr, Salmonella
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ABSTRACT

DETECTION OF COLISTIN RESISTANCE FROM THE SALMONELLA
STRAINS ISOLATED FROM THE ENVIRONMENTAL SAMPLES TAKEN
FROM THE POULTRY PRODUCTION FARMS IN TURKEY
Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology, Doctoral Thesis

Supervisor:Prof. Dr. Nilgiin UNAL
June 2021, 73pages

In this study, the Salmonella strains (n = 300) isolated and serologically identified
fromthe environmental swab samples from the poultry farms in Turkey, have been
tested to investigate if these are resistant to colistin. The study also aimed to reveal
the presence of the phenotypic and genotypic resistance to colistin for the first time
in Turkey from the Salmonella strains isolated from the environmental swab samples
from the poultry housing environment.

Of all the Salmonella isolates tested (n=300), 72 isolates were considered to
be phenotypically resistant and the remaining 228 were susceptible according to the
EUCAST criteria with the specified MIC value of the colistin. These 72 resistant
Salmonella isolates were then examined by the Multiplex PCR protocol published by
the European Union Antibiotic Resistance Reference Laboratory.

It was determined that none of the strains to carry the mcr genes by using the
current PCR protocol mentioned above.

Although mcr genes were not detected in the tested isolates, it is important to
understand the detection of Salmonella strains that is even phenotypically resistant
may pose a potential risk to food safety and public health.

Conducting further studies by using the whole genome sequencing analysis
and any other new techniques might contribute to a better understanding of the
colistin resistance and its transmission in the environment, humans and animals.

Key Words: Antimicrobial resistance, colistin, EUCAST, mcr,Salmonella
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1. GIRIS

Salmonellozis, 2500°den fazla Salmonella serotipinin neden olabildigi, hem sporadik
vakalar hem de salginlarla seyredebilen, insan ve tum hayvan tlrlerinde gorulebilen

bir enfeksiyondur.

Salmonella spp. kaynakli enfeksiyonlar glinumutizde kiiresel bir problem olup,
halk saglig1 agisindan tehlike olusturan Salmonella suslarinin serotiplendirilmesi ve
antimikrobiyal duyarliliklarinin ~ belirlenmesi  epidemiyolojik ag¢idan  Onem
tasimaktadir. Insanlarda hastalik olusturan tifo dis1 Salmonella serotiplerinin baslica
kaynagi hayvansal besinlerdir. Insanlara bulasma acisindan en basta kiimes
hayvanlari, bunlarm iiriinleri ve 6zellikle yumurta gelmektedir. Ozellikle yem, yem
katki maddeleri, hayvan, hayvansal {iriin ve gida ticaretinin artmasi, islenmis gida
tilketiminin yayginlasmasi, gida tiiketiminde aligkanliklarin degismesi bu duruma
neden olmaktadir (Humphrey, 2000). Diinya Saglik Orgiitii diinya genelinde insan ve
hayvan kaynakli izolatlardan elde edilen Salmonella’larda ila¢ direnclerinde endise
verici bir artigin oldugunu bildirmektedir (WHO, 2014).

Siprofloksasin gibi florokinolonlar, Salmonellaenfeksiyonlart da dahil olmak
Uzere invaziv gastrointestinal enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok uzun zaman
kullanilmis genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlardir(Piddock 2002; Giraud,
Baucheron ve Cloeckaert 2006). Ancak son zamanlarda insanlardan ve hayvanlardan
izole edilen Salmonella suslarmin, nalidiksik asit direncine sahip oldugu ve
florokinolonlara duyarliligin 6nemli 6lgide azaldigi bildirilmistir (Meakins vd.,
2008).

Hayvansal kokenli tifo dis1 Salmonella izolatlarinda bulunan direng genlerine
bakildiginda bu genlerin ¢gogunun hem insanlarda hem de hayvanlarda genis bir
zaman dilimi i¢inde kullanilan antimikrobiyal ajanlara (6rnegin penisilinler,

sefalosporinler, tetrasiklinler, fenikoller, aminoglikozitler, stlfonamidler ve



trimetoprim) karsi1 diren¢ kazandirdigi; bu genlerin ¢ogunun mobil genetik
elementlerle iliskili oldugu ve bu genlerin Salmonella'ya spesifik degil, genis bir
Gram-negatif enterik bakteri grubunda ve hatta enterik olmayan bakterilerde
goriildiigli anlasilmaktadir. Boylelikle, diren¢g genlerinin baslangicta nerede
gelistiginin, bakteriler arasindaki gen aktarim siirecleriyle hayvan ve insankOkenli
bakteriler arasindaki genetik etkilesimlerin ne zamandan beri gergeklestiginin tespit

edilmesi miimkiin olamamaktadir (Michael ve Schwarz, 2016).

Bununla birlikte, gida amacgl yetistirilen hayvanlarda karbapenemlerin
kullanim1 hi¢ onaylanmadigi halde bu hayvanlarda ve c¢evresel kaynakli olan
Salmonella spp. izolatlarinda karbapenemaz genlerinin varligt muhtemelen insan

tibbiyla iligkilidir(Poirel, Stephan,Perreten ve Nordmann, 2014).

Kolistin, glinimizde Salmonellaenfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan
bir antibiyotik degildir, bu nedenle kolistin direncinin gelisimi de Klinik olarak
anlamli degildir(Gut,Vasiljevic,Yeager ve Donkor, 2018). Bununla birlikte,
geemisten bu yana ciftlik hayvanlarinda kolistinin yogun kullanimi, gida iireten
hayvanlarda direncin yayginlagsmasina yol acabilir ve bu yatay olarak diger
konakgilara veya hayvan ve insan kaynakli patojenlere aktarilabilir(Catry vd., 2015;
Hassan,El-Gemayel,Bashour ve Kassem, 2020).Gida iireten hayvanlar, ozellikle
kiimes hayvanlar1 ve domuz, Kolistin direncine sahip Salmonella enterica suslarinin

birincil rezervuari gibi goriinmektedir(Richez ve Burch, 2016).

1.1.Salmonella’nin Genel Ozellikleri ve Kanathlarda

Salmonella’min tarihgesi

Salmonella ilk olarak 1885 yilinda Theobald Smith adli bir teknisyen
tarafindan kesfedilmis ve arastirma lideri, Veteriner Hekim Daniel Salmon'un adin1
almistir. Ekip su anda S. Choleraesuis olarak bilinen ve domuz bagirsagindan izole

edilmis bu bakteriyi Bacterium suispestifer olarak adlandirmistir.

Daha sonratifo basiliyle asilanmis bir hayvanin serumunun tifo basillerini

agliitine ettigini kesfedilmistir (Gruber ve Durham, 1896; Pfeiffer ve Kolle, 1896).



Ayn1 donemdebir tifo hastasinin serumunun tifo basilini agliitine ettigi

kesfedilmistir(Griinbaum, 1896).

Bu yeni test, "serodiagnostik" olarak adlandirilmistir (Widal, 1896). Ayn1 yil,
tifonun Klinik belirtilerini gosteren ve Widal serodiagnozunegatif olan hastalardan iki
izolat elde edilmistir (Achard ve Bensaude, 1896). Bu yeni izolat 'paratifoid basil'
olarakadlandirilmis ve siirekli yeni serovarlarin eklendigi Salmonella spp. igin bir

baslangi¢ olmustur.

O ve H antijenlerinin analizi, bugunki siniflandirmalara temel olan ¢ok sayida

serovarin tanimlanmasiyla sonuglanmistir (White, 1926; Kauffmann, 1942).

Salmonella spp. Enterobacteriaceae familyasinda yer alirlar. Bu cins igerisinde
S. enterica ve S. bongori iki tiirve 2500’den fazla serotip bulunmaktadir.Bunlardan S.

entericasu alt gruplari igermektedir (Grimont ve Weill, 2007, Meakins vd., 2008):

S. enterica subsp. enterica (I) , S. enterica subsp. salamae (ll), S. enterica
subsp. arizonae (Il a), S. enterica subsp. diarizonae (Il b), S. enterica subsp.

houtenae (IV), S. enterica subsp. indica (V1)

Kanatlilarda yapilan Salmonella ¢alismalar1 i¢in yiizyilin basinda S.
Pullorum'un neden oldugu pullorum hastaligi milat olarak kabul edilebilir.Hastalik
ilk olarak "geng civcivlerin septisemisi" olarak tanimlanmistir(Rettger, 1900).Daha
sonra hastaliga "gen¢ tavuklarin 6limcul septisemisi veya beyaz ishal" adin1 vermis

ve nedenini Bacterium pullorumolarak adlandirmistir (Rettger, 1909).

S. Gallinarum'un neden oldugu kanatl tifosu, oncelikle tavuklart ve hindileri
etkileyen septisemik bir hastalik olup ilk aciklanan salgin 1888’de Ingiltere’de bir
tavuk yetistiricisi 400 tavugu kaybettiginde meydana gelmistir (Klein, 1889).

Kanatl tifosu dinya ¢apinda bir dagilima sahiptir ve diinyanin hemen hemen

tiim kiimes hayvani iireten bolgelerinde goriilmiistiir (Gast ve Porter Jr, 2020).

1900'lerin ilk elli yilinda, Salmonella sorunu denilince akla gelen insanlarda
konak¢iya Ozgli bir hastalik olan ve S. Typhi'nin sebep oldugu tifo
hastaligiyla(Mandal, 1979)siiriilerde yiiksek 6lim oranlarina neden olan tavuk ve
hindilerde yaygin olarak goriilen pullorum hastaligrydi (Rettger, 1909; Hewitt,
1928).



Pullorum ve kanatl: tifosu testlerinin yaygin kullanimi ve alinan siki kontrol
Onlemleri, 1950'lerde ve 1960'larda gelismis iilkelerin cogunda bu hastaliklarin ¢ok

daha diisiik prevalansiyla sonug¢lanmistir (Gast ve Porter Jr, 2020).

1940'lardan baslayarak, konakg¢iya 6zgli olmayan Salmonella serovarlarinin
insanlardan ve hayvanlardan izolasyonunda hizli bir artis olmustur (Guthrie,
1992).Bu durum ozellikle daha yakin zamana kadar bir¢cok tilkede insanlardan ve
hayvanlardan (bilhassa sigirlardan) izole edilen en yaygin serovar olan S.

Typhimurium ic¢in gecerliydi(Kuhn,Rabsch,Gericke ve Reissbrodt, 1993).

Kanatli hayvanlar ve onlardan elde edilen trunler, her ddnem insanlara bulasan
konakgiya 6zgili olmayan Salmonella'nin ana kaynaklari olmus ve biiyiik Salmonella
salginlariyla iliskilendirilmistir (Laszlo, Csérian ve Paszti, 1985; Humphrey, Mead
ve Rowe, 1988; Louis vd., 1988).

S. Typhimurium, 6zellikle 1950'den 1970'lerin sonuna kadar olan dénemde,
bir¢ok iilkede kiimes hayvanlarindan izole edilen en yaygin serovarlar arasinda

olmustur(Faddoul ve Fellows, 1966).

Sonraki 10-15 yil igindeyseS. Enteritidis, diinya ¢apinda bir¢ok iilkede kiimes
hayvanlarinda en yaygin serovar olarak S.  Typhimurium'un  yerini
almigtir(Saeed,Gast,Potter ve Wall, 1999; Zielicka-Hardy,Zarowna,Szych,Madajczak
ve Sadkowska-Todys, 2012; Harker,Lane,Gormley ve Adak, 2014).

Takip eden yillarda ise, diinyada S. Enteritidis izolasyon oranlarinda bir diisme

olmus ve tavuklardan izole edilen S. Enteritidis'in sayis1 azalmistir (Foley vd., 2011).

Buna karsin son yillarda icerisinde kanatli hayvanlardan izole edilen en yaygin
serovarlar S. Heidelberg, S. Infantis, S. Hadar,S. Virchow ve S. Schwarzengrund
olarak tespit edilmistir (EFSA/ECDC, 2019).

1.2. Polimiksinler ve Kolistin

Polimiksin, ilk kez bir Gram pozitif bakteri (GPB) olan Paenibacillus
polymyxa subsp. colistinus 'dan izole edilmis polipeptid grubu bir antimikrobiyaldir
(Stansly ve Schlosser, 1947). Polimiksin sinifinda A’dan E’ye kadar bes farkli

polimiksin bulunmakta olup bunlardan sadece polimiksin B ve polimiksin E Kklinik



kullanimda yer alir.Hem Kkolistin hem de polimiksin B, bu bakterilerin ribozomal
olmayan proteininin ikincil metabolitidir(Biswas,Brunel,Dubus,Reynaud-Gaubert ve
Rolain, 2012).

Kolistinin daha az toksik ve inaktif bir formu olan kolistimetat sodyumun
(CMS) 1959°da pazarda yer almasiyla, enjekte edilebilir kolistin tiim diinyada Gram
negatif bakterilerin (GNB) neden oldugu birgok hastaligin tedavisi igin kullanilabilir
hale gelmistir (Dijkmans vd., 2015). Ancak daha sonra, aminoglikozitlerin ortaya
cikmastyla, kolistin kullanimi, ilacin nefrotoksisitesi ve ndrotoksisitesi nedeniyle
1980'lerde onemli Olcilide azalarak gbzden diismistiir

(Velkov,Roberts,Nation, Thompson ve Li, 2013).

Kolistin (diger bilinen adiyla polimiksin E), direngli mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve 6nemi her gegen giin giderek

artan ajanlardan biridir.

Gunimuzde polimiksinler ¢oklu antibiyotik direnci gelistiren Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve karbapenemaz Ureten enterik bakteriler gibi
sorunlu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde zorunlu

olarak tercih edilen antibiyotiklerdir (Li vd., 2006).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), ilkini 2005 yilinda yaymladigi raporlarla
kolistini gida {iretimi yapilan hayvanlarda kullanimi kritik Oneme sahip

antimikrobiyallar arasinda gostermektedir (WHO, 2019).

EFSA ve ECDC o6zellikle son yillarda “Tek Saglik” kavrami kapsaminda
caligmalarda bulunmus olup yayinladig1r raporlarda antibiyotik direnciyle gida,
veteriner hekimlik ya da gevre gibi farkli sektorlerin iliskisini ortaya koymaya

caligmus; tiiketicilerin ilgisini bu alana yonlendirmeye odaklanmistir (ECDC, 2016;
EFSA/ECDC, 2020).

1.3. Kolistinin Kimyasal Yapisi
Polimiksinler; amfipatik, non ribozomal olarak sentezlenen, bir amid bagi ile

metil-6-oktanoik aside baglanmig onlu peptid grubu iceren siklik lipopeptitlerdir.
Onlu peptid grubunda yedi aminoasit bir halka olusturur ve bu halkaya diger (¢



aminoasitdiiz bir zincir seklinde baglidir. Peptid gruplarinda yer alan amino asitlerin
kompozisyonuna ve yag asit gruplarmma gore farkli polimiksinler tanimlanmistir.
Kolistin; tripeptid yan zincirle birlikte b ve (- aminoasitlerinin olusturdugu
siklikheptapeptid halkasin1 igermektedir. Yan zincir a¢il grubu ile yag asidine

kovalan olarak baglanmaktadir(Li, Nation ve Kaye, 2019).

On aminoasit i¢inde 3, 6, 7 ve 10. pozisyondakiler degisiklik gdsterebilir.
Polimiksinlerde hidrofobik ve hidrofilik 6zellikler tiim degiskenlere karsin
korundugu i¢in amfipatik yap1 ¢ok karakteristik olup bu yap1 etki mekanizmalarinda

biiyiik 6nem tasimaktadir (Velkov,Thompson,Nation ve Li, 2010).

1.1. Polimiksinlerin genel kimyasal yapist: Polimiksinlerin peptid kisminin degisken bdlgeleri (amino
asitler 3, 6, 7 ve 10'un kalintilar1) "R" ile gosterilir. Tek tek amino asitler ve yag asidi (FA), molekiil
icindeki islevlerine gore renklendirilmistir. Hidrofobik kisimlar yesil, hidrofilik kisimlar ise turuncu
ile belirtilmigtir. Maviyle renklendirilen 4. pozisyondaki (-Dab, molekiil i¢i dongiiyii olusturmak igin
baglayici olarak islev goriir.(Velkov vd., 2010)’dan uyarlanmastir.

e ( = NH  HNTSO
NH, NHa OJ\I\N\H)\ANH
2
HO =



1.2. Kolistinin kimyasal yapisiKolistin, degisken gruplarin sirasiyla 3. pozisyonda (- Dab, 6.
pozisyonda D- Leu, 7. pozisyonda -Leu ve 10. pozisyonda (-Thr oldugu polimiksin tiirtidiir.(Li vd.,
2019)’dan uyarlanmustir.

1.4. Kolistinin Antimikrobiyal Etkisi

Kolistin, GNB icin secici olarak bakterisidaldir ve GPB’ler ile aside direngli
bakterileri etkilemez. Kolistin, bu tiir bakterilerin membranlarinda LPS
molekiillerinin varligi nedeniyle sadece GNB’lere kars: etkilidir (Falagas, Kasiakou
ve Saravolatz, 2005; Li vd., 2019).

GNB membranlarinda bulunan LPS molekiilleri kolistin i¢in hayati dneme
sahiptir, ¢linkii kolistinin etki mekanizmasi LPS molekiilleri ile etkilesime dayanir

(Falagas vd., 2005; Li vd., 2019; Sabnis vd., 2019).

Kolistinin etki mekanizmasi, kolistinin GNB yakinina gelmesiyle baglar

[Sekil 1.3. 1. Asama] (Janssen, 2020).

Kolistin, katyonik peptid yapisindadir ve lipit A kisimlarinin anyonik fosfat
gruplarma baglanarak iki degerlikli Ca*? ve Mg*? katyonlarmi serbest hale getirir ve
elektrostatik etkilesimler yoluyla LPS molekiillerinin lipit A kismina baglanir [Sekil
1.3.2. Asama] (Hancock, 1997).

Lipit A'ya baglandiktan sonra kolistin, korunmus amfipatik yapinin bir sonucu
olarak kendini membrana yerlestirebilir [Sekil 1.3.3. Asama] (Schindler ve Osborn,
1979; Hancock, 1997).

Her ne kadar kolistinin dig membranin ¢eperlerine ilk temasinda membran

biitiinliigl zayiflasa da, bu durum hiicre 6liimiine yol agmaz (Heesterbeek vd., 2019).

D1s membranin destabilizasyonunun hiicre 6liimiine yol agmadig1 gozlemleri
nedeniyle, kolistinin GNB’leri 6ldiirme mekanizmasi uzun bir siiredir tartigiliyordu

(Brogden, 2005; Giuliani, Pirri ve Nicoletto, 2007).

Son galigmalar, kolistinin periplazmik bosluktan gectigini [Sekill.3.4. Asama]
ve sitoplazmadaki sentezden sonra i¢ membranin dis g¢eperinde bulunan LPS
molekiillerini hedefledigini gostermistir [Sekil 1.3.5. Asama](Putker, Bos ve

Tommassen, 2015).



Kolistinin i¢ membran iizerindeki dengesizlestirici etkisi, bakterinin ¢liimiine

yol agmaktadir [Sekil 1.3.6. Asama] (Putker vd., 2015; Sabnis vd., 2019).

Hucre ici sentezlenen lipit-A(A asamasi) glikolipid ve lipopolisakkaritlerin
hiicre dis membranina tasinmasinda gorevli ATP bagimli membran kanali MsbA ile
tagindiktan (B asamasi) sonra LPS zaten i¢ membranin dis ¢eperlerinde mevcuttur.
LPS, LptB2FG ABC tasiyici kompleksi tarafindan ekstraksiyondan sonra dis
membrana LptC ve LptA ile tasimacaktir (C agamasi). Dig membranin dis ¢eperinde

yer degistirme, LptDE kompleksi araciligiyla gerceklesir (D agamast).

Bununla birlikte baz1 spesifik GNB’ler, dogas1 geregi kolistine direnglidir. Bu
tarler: Brucella spp.,Burkholderia cepacia kompleksinden tirler, B. pseudomallei,
Edwardsiella tarda, Hafnia spp., Helicobacter pylori, Morganella morganii,
Ochrobactrum intermedium, Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp.,
Sphingomonadaceae familyas1 ve Vibrio spp. (Velasco vd., 1998; Vaz-Moreira,
Nunes ve Manaia, 2011; Cai, Lee ve Kwa,2015; Goker,Asik,Yilmaz,Celik ve
Tekiner, 2017; Jayol vd., 2017, Li vd., 2019).
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1.2. Kolistinin etki mekanizmasi ve LPS biyosentezi(Janssen 2020)’dan uyarlanmistir.



Bu turler, membrandaki anyonik ykleri azaltarak katyonik molekiller ile
lipit A'nin fosfat gruplarinin yapisal modifikasyonu veya fosfat gruplarinin sayisinin

azaltilmasi yoluyla intrinsik direng¢ kazanirlar(Olaitan, Morand ve Rolain, 2014).

1.5. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar

Antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 genel olarak intirinsik (dogal) ve

kazanilmis direng olarak iki sekilde siniflandirilabilir (Abushaheen vd., 2020).

Intirinsik (dogal) direng: Bazi &zel bakteri cinsleri ve/veya tiirleri, belitli
antibiyotiklere direng saglayan benzersiz yapisal Ozelliklere sahiptir. Bu bakteri
gruplar1 spesifik antibiyotigin etki edebilecegi bir hedef bdlgeye sahip olmadigindan
antimikrobiyal ajan etkisiz kalir. Or: Mycoplasma spp'de hiicre duvarmin olmamast,
B-laktam antibiyotikler ve glikopeptidlere karsi onlari direngli hale getirir (van
Duijkeren,Schink,Roberts,Wang ve Schwarz, 2018).

Kazanilmig direng: Dogal duyarliligi olan bakterilerin, diger direngli bakteri
tiirlerinden direng genlerini alarak belirli antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmesi

olarak tanimlanabilir (Schwarz, Loeffler ve Kadlec, 2017).

Direncin degisik mekanizmalari vardir: Ilki enzimlerle antimikrobiyal
ajanlarin inaktivasyonu olup hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde
goruliir. Ornegin beta laktam antimikrobiyallleri parcalayan beta laktamaz enzimi,
aminoglikozitleri inaktive eden fosforilaz, asetilaz ve adenilaz enzimleri, direng
gelisiminde olduk¢a Onemli enzimlerdir(Jacoby ve Bush, 2005; Ramirez ve
Tolmasky, 2010).

Ikincisi hedef bolge degisiklikleri olup genellikle bakteri geninin kromozom
Uzerindeki mutasyonundan kaynaklanir. DNA giraz sentezinden sorumlu gende
meydana gelen nokta mutasyonu sonucunda ilacin hedefinde olusan degisiklikle

kinolonlara direng gelisir (Redgrave,Sutton,Webber ve Piddock ,2014).

Gunimuzde en ¢ok bilinen kromozomal mutasyonlar gyrA alt Unitesinde
meydana gelen mutasyonlardir. Bazi bakterilerde hedef bolge degisimlerinden farkli

olarak ilaca duyarli hedefe gereksinimi ortadan kaldiracak yeni bir metabolik yol



gelistirilebilir. Ornegin Trimetoprim/ sulfametoksazol kombinasyonu, bakterinin
yasamsal 0nemi olan kromozomun replikasyonunda rol oynayan enzimleri inhibe
eder. Bakteriler folat sentez etme yerine ortamdan hazir folat alarak alternatif bir

metabolik yol kullanir(Schwarz vd., 2017).

Bir diger mekanizma da aktif pompalama sistemleriyle antimikrobiyallerin
disa atimidir. Bakterideki aktif pompa sistemi proteinleri, besinlerin ve iyonlarin
hiicreye alinmasini, metabolik son iirlinlerin ve zararli maddelerin hiicre disina
atilmasini, bakterilerin birbirleri ve ¢evreleriyle olan iliskilerini diizenleyen
proteinlerdir. Diga atim pompa proteinleri, yapisal diizeyde sentezlendiklerinde
bakterinin dogal direncine katkida bulunan proteinlerdir. Yiiksek diizeyde
sentezlenmeleri antimikrobiyal ilaglarin, dezenfektanlarin ve boyalarin da iginde
bulundugu ¢ok sayida bilesige kars1 tek adimda ¢oklu ila¢ direnci olusumuna neden

olmaktadir (Li, 2016).

1.6. Kolistinde Diren¢ Mekanizmalari

Enterobacteriaceae’ damcr-1 geni tarafindan kodlanan plazmid aracili kolistin
direncinin Cin'deki ¢oklu kaynaklardan (Liu vd., 2016) ve diinya ¢apindaki hayvan
kokenli 6rneklerden tanimlanmasindan (Skov ve Monnet, 2016) bu yana, Avrupa'da
gida tiiketimi amach tiretilen hayvanlarda insan sagligi tizerinde bir etkisi olabilecegi
gerekgesiyle polimiksinlerin kullanim1 sorgulanmaya baglanmistir

(EMA/CVMP/CHMP, 2016).

Kolistin de tipki diger antibiyotikler gibi direng gelisiminden
kacamamaktadir. Her ne kadar kolistin direncinin insidanst simdilik nispeten diisiik
olsa da, muhtemelen bu kolistin kullaniminin diger antibiyotiklere gbére daha az

olmasi kaynaklidir (Bialvaei ve Samadi Kafil, 2015).

Salmonella’ da ve indikat6rE. coli’ de kolistin direncinin AB Ulkelerinde
zorunlu izlenmesi 2014 yilinda programaalinmistir. Bazi Uye Ulkeler kolistin
duyarliligin1 dogru bir sekilde tespit etmede teknik zorluklarla karsilasmis olsalar da,
elde edilen izleme wverileri gelecekte kiumes hayvanlart ic¢in hedeflenen

degerlendirmelerde temel alinabilecek nitelikte olmustur(ECDC, 2014).
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Bildirilen kolistin direnci, birgok farkli direng mekanizmasi kolistin direncine
yol acabildiginden dolayr dogrudan mcr-1 geniyle iliskilendirilememektedir
(EMA/CVMP/CHMP, 2016).

Kolistinin invitro duyarliligin1 belirlemede disk difiizyon ve diliisyon
yontemleri kullanilmakla birlikte, referans laboratuvarlari tarafindan kabul edilen
ortak bir Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon (MIiK)degeri yoktur.
"EuropeanCommittee on AntimicrobialSusceptibilityTesting (EUCAST)", kolistin
duyarhiligmi  saptamak amaciyla disk diflizyon yonteminin  kullanimim
onermemektedir. Disk difiizyon yontemiyle alinan sonuglarin diliisyon yontemiyle

dogrulanmasi gerekmektedir (EUCAST, 2016).

Kolistin direncinin gesitli yollarla LPS modifikasyonu ile iliskili oldugu 6ne
strilmistir. Bunlar: (i) dis zar porinlerinin spesifik modifikasyonu ve LPS'nin
toplam negatif yukindeki azalma (ii) effluks pompa sistemlerinin asirt ekspresyonu
(iii) kapsil polisakkaridinin asir1 Uretilmesi ve  (iv) B. polymyxa'nin irettigi

kolistinaz olarak dzetlenebilir (Kim vd., 2014).

1.1. Baz1 bakterilerde polimiksin direnci(WHO, 2018)

Mikroorganizma Polimiksinlere direng durumu

Escherichia coli Duyarh

Klebsiella spp. Duyarh

Enterobacter spp. Duyarh

Pseudomonas aeruginosa Duyarh

Acinetobacter spp. Duyarh

Salmonella spp. Duyarh

Shigella spp. Duyarh

Pasteurella spp. Duyarli

Haemophilus spp. Duyarh

Proteus spp. Dogal direngli

Providencia spp. Dogal direngli

Morganella morganii Dogal direngli

Serratia spp. Dogal direngli

Brucella spp. Dogal direngli

Neisseria spp. Dogal direngli

Chromobacterium spp. Dogal direngli

Burkholderia spp. Dogal direngli

Gram-pozitif bakteriler Tum gram pozitif bakteriler dis membranlari olmadigindan
polimiksinlere dogal direnclidir.

Effluks pompanin da polimiksin direnci {izerindeki etkisi oldugu bilinmekte
olup konu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Effluks pompasinin asir

caligmasina yol agan KpnEF ve acrAB genlerindeki mutasyonlarin polimiksin
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direncine yol actigl gosterilmigtir (Padilla vd., 2010;
Srinivasan,Singh,Priyadarshi,Chauhan ve Rajamohan, 2014).

Bir baska ¢alismada kolistin direngli bir E. coli susunun tam genom dizimi
yapilarak; effluks pompasinin kolistin direncine 6nemli bir katkida bulundugu ve
kolistin direncine muhtemelen L-Ara-4-N yolaginin aracilik ettigi ortaya
cikartilmigtir (Saeed vd., 1999).

N. meningitidisile yapilan bir ¢alismada ise MtrCDE effluks sisteminin
ekspresyonunun polimiksin direncinin artmasina sebep oldugu gosterilmistir

(Janganan,Bavro,Zhang,Borges-Walmsley ve Walmsley, 2013).

Lipit A biyosentezinde etkili olan genlerin mutasyonlariyla olusan bir bagka
diren¢ mekanizmasinda LPS kaybi dirence yol agmakta olup IpxA, IpxC ve IpxD
genlerindemutasyonlar  olusmaktadirve  Acinetobacter ~ baumannii’ de bu

modifikasyonlar gosterilmistir (Moffatt vd., 2010).

Kapsiil kaynakli olabilecek direng¢ c¢alismalari da mevcut olup Klebsiella
pneumoniae’daki polisakkarid kapsiiliin, yapisindaki anyonlarin disa salinimiyla
polimiksinleri bagladig1 ve bu sayede antibiyotigin hiicre dis membranina ulagsmasini

engelleyerek polimiksin direncinde rol oynadigi gosterilmistir (Campos vd., 2004).

Enterobacteriaceae’ da tanimlanan ve plazmid aracili mcr-1 geninden
aktarilan polimiksin direnci kiiresel olarak 6nemli Ol¢iide endise yaratmis olup su

anda en ¢ok konusulan polimiksin diren¢ mekanizmasidir (Liu vd., 2016).

Temmuz 2016°da, E. coli ‘de plazmid aracili yeni bir kolistin direnci
belirleyicisi olan mcr-2 geni tanimlanmigtir. Muhtemelen LPS ekstremitesini
degistiren bir fosfoetanolamin transferaz olan mcr-2, mcr-1 ile % 80.6 oraninda

aminoasit benzerligine sahiptir(Xavier vd., 2016).

Daha sonra mcr-3 (Yin vd., 2017), mcr-4 (Carattoli vd., 2017) ve mcr-5
(Borowiak vd., 2017)genleri tanmimlanmistir. Tezin yazimi asamasinda Birlesik
Krallik’ta domuzlardan izole edilmis Moraxella sp.’da mcr-6 geni (AbuOun vd.,
2017), Cin’de kanatlilardan izole edilmis K. pneumoniae’da mcr-7 geni

(Yang,Li,Lei,Zhang ve Wang, 2018), yine Cin’de domuzlardan ve insandan izole
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edilen K. pneumoniae’da mcr-8 geni (Wang vd., 2018), Amerika Birlesik
Devletleri’nde insandan izole edilmis Salmonella enterica’da mcr-9 geni (Carroll
vd., 2019) ve Cin’de insandan izole edilen Enterobacter roggenkampii’de mcr-10

geni (Wang vd., 2020) tanimlandig bildirilmistir.

A. B. C D

3 g g E
. LPS LPS kaybiyla Kapsiil kaynakh Effluks pompasi
Dyyarl[ bakteri modifikasyonuyla olusan direng direng yoluyla direng
hiicresi olusan direng
Salmonella enterica A. baumannii K pricumioniae.  } . meningitidis
E.coli
+5 Polimiksinler Yersinia spp.

A. baumanni
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1.4. Polimiksin diren¢ mekanizmalarinin ve goriilldiigii tiirlerin sematik anlatimi(A) Periplazmada i¢
ve dis zar1 ve peptidoglikan tabakasim (sar1 ve mavi dikdortgenler) gosteren duyarh bakteri hiicresi.
Gram negatif hiicrenin dis ¢eperini olugturan LPS, negatif yiikliidiir ve pozitif yiikli polimiksin igin
ilk baglanma hedefidir. (B) S. enterica, E. coli, P. aeruginosa, Yersinia ssp. ve A. baumannii, LPS'nin
modifikasyonu yoluyla polimiksinlere direngli hale gelebilir. Bu degisiklikler -Ara4N (sar1
altigenler), PEtn (yesil liggenler) ve / veya galaktozamin ilavesiyle yag asidi zincirlerindeki
degisiklikleri igerir. Bu LPS modifikasyonlar1 genellikle, diisiik Mg? * yilksek Fe® *ve katyonik
peptitlerin varligin1 iceren ancak bunlarla smirli olmayan bir dizi kosula yanit olarak PmrAB ve
PhoPQ gibi iki bilesenli sinyal iletim sistemleri tarafindan kontrol edilir. (C)A. baumannii, lipit A
capas1 dahil olmak iizere LPS'nin tamamen kaybedilmesiyle polimiksinlere direngli hale gelebilir.
LPS kaybi, IpxA, IpxC veya IpxD genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanir. (D) K. pneumoniae'de
kapsiiliin ekspresyonunun artmasi (gri ¢izgili alan), polimiksin direncinin artmasina neden olur.(E)N.
meningitidis'te tgclii efluks sistemi MtrCDE'nin (turuncu / kirmizi / mavi membran kapsayan
kompleks) ekspresyonu, artan polimiksin direnci yapar.(Li vd., 2019) ’dan uyarlanmuistir.

1.7. Hayvancilikta Kolistin Kullanim

Kolistin eskiden beri ciftlik hayvanciligi uygulamalarinda, esas olarak GNB
kaynakli bagirsak enfeksiyonlarini tedavi etmek igin kullanilmistir (Catry vd., 2015).
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Ayn1 zamanda blylmeyi tesvik edici olarak, metafilaksi ve profilaksi gibi baska
amagclar i¢in de kullanildigi bilinmektedir (Apostolakos ve Piccirillo, 2018).

Hayvan mcr-4 mcr-8
§. enterica Typhimurium K. pneumoniae
Italya Cin
mer-1 mcr-3, mcr-5 mcer-2 mer-7 mcr-9 mcr-6
E._ coli Aeromonas S. enterica Paratyphi B E. coli K. pneumoniae K. oxytoca Moraxella
Cin Almanya Almanya Belgika Gin Isveg Birlesik Krallik
1980'ler 2005 2008 2010 2012 2014 2016 2018
2009 I 2011 2013 2015 2017 | 2019
insan
mcr-1 mcr-9 mcr-2 mer-8
S. sonnei S. enterica Typhimurium E. coli K. pneumoniae
Vietnam ABD Cin Cezayir
|
mcr-4 mcr-3 mcr-5
A.baumannii E. coli NA
Brezilya Cin cin

1.5. mcr genlerinin insan ve hayvanlarda kesfinin kronolojik seyri2010 yilindan bu yana, hem
hayvanlarda hem de insanlardamcr pozitif izolatlarda Onemli bir artiy gozlenmistir. Hayvan
Orneklerinde tum mcr genleri (mcr-1 ila mcr-9) bildirilirken, mcr-6 vemcr-7 simdiye kadar insan
orneklerinden rapor edilmemistir (Luo, Wang ve Xiao, 2020)’dan uyarlanmistir.

Kolistinin Hindistan, Vietnam, Cin, Japonya ve diger bircok iilkede bir
bliyime hizlandiricis1 olarak kullanildigimi veya tek basina veya kombinasyon
halinde topikal, oral, enjeksiyon veya meme i¢i yoldan uygulandigini bildirilmistir

(Kempf, Jouy ve Chauvin, 2016).

Ortadogu iilkelerinde kolistin igeren ve agirlikli olarak kanatli hayvan
hastaliklarinda kullanilan 12 farkli veteriner ilaci tespit edilmistir (Kassem, Hijazi ve
Saab, 2019).

Tiirkiye’de Veteriner Hekimlikte Tarim ve Orman Bakanligi’nin ruhsatlamis
oldugu yirmi bir adet kolistin preparati mevcut olup bunlardan yirmisi aktif etken
madde olarak kolistin sulfat ve biri de kolistin sodyum metanostlfanat icermektedir
(GKGM, 2018).

Uluslararas1 raporlara bakildiginda, antimikrobiyal diren¢ oranlarinin ¢ok
onemli bir boliimiiniin hayvancilikta kullanilan antimikrobiyaller kaynakli oldugu

belirtilmektedir. Tiirkiye’de bdyle bir degerlendirme yapmak icgin ise yeterli ve
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saglikli, acik¢a yayinlanmis bir verinin henliz bulunmadig1 goriilmektedir(TEPAV,
2017; TUBA, 2017).

- e
Ciftlikler ~ Su Kug,h—.r\

{ N | evre
|
\ i | = g ey
\\; -
Detidar

Su kiiltiirii
——3 mcr-I'in insanlardan hayvanlara gecisi
—— 3 micr-1'in cevredeki sesisi

--m=--3 mcr-1'in potansiyel gecis yolu

1.6. mer-1 genlerinin insanlar, hayvanlar ve ¢evre arasindaki potansiyel gecis yollari(Xiaomin vd.,
2020)’dan uyarlanmistir.

DSO 2012 yilinda kolistini, coklu ilaca direncli ~Gram-negatif
mikroorganizmalar Uzerindeki etkisi nedeniyle insanlar icin kritik 6neme sahip bir
ilag olarak siniflandirmistir (Paterson ve Harris, 2016). Bu siniflandirma, ¢oklu ilag
direncli GNB’ler i¢in yeni antibiyotikler gelistirilmesine ragmen gegerliligini
korumaktadir(WHO, 2019).

“Tek Saghk” yaklasiminin giderek yayginlasmasiyla Subat 2019°da
Avrupa’da Tip hekimleri ve Veteriner Hekimler arasinda bir istisare ¢alismasi
yapilmig, antimikrobiyallerin hayvanlarda kullanimlar1 ve olasi bir antimikrobiyal
direng gelisimi de diisiiniilerek EMA’nin Kritik Oneme Sahip Antimikrobiyaller

siniflandirmasi gézden gegirilmistir.

Buna gore smiflandirma A'dan D'ye kadar dort kategoriden olugsmaktadir: A-
Kaginin, B-Kisitli kullanin, C-Dikkatli kullanin ve D-Ihtiyatli kullanin. Polimiksinler
B kategorisine girmekte olup bu kategoride insan tibbinda kritik 6neme sahip ve
hayvanlarda kullanimlar1 halk sagligina yonelik riski azaltmak icin sinirlandirilmasi

gereken antimikrobiyaller yer almaktadir (EMA/CVMP/CHMP, 2020).
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Polimiksinlerin tarimda ve hayvancilikta kullaniminin sinirlandirilmasi ve
yasaklanmasi i¢in c¢ok sayida c¢agri yapilmis olup, bu durum hayvan kokenli
bakterilerde plazmid aracili kolistin direncinin ortaya g¢ikmasiyla iyice giindeme
oturmustur (Liu vd., 2016).

Tarim ve hayvancilikla iligkili olarak mcr geninin yayilmasimi azaltmak
amaciyla Cin ve Brezilya gibi birgok iilke, kolistin kullanimin1 yasaklamak ve / veya
kisitlamak i¢in harekete gecmistir (Holmes,Holmes,Gottlieb,Price ve Sundsfjord,
2018).

Bu kisitlamalarin yararli ve gerekli olmasina ragmen, mcr'nin yayilma

dalgasini durduramayacagindan korkulmaktadir (Wang vd., 2018).

1.8. Kolistin Direncinin Prevalansi ve Diinyadaki Dagilimi

Tarim ve hayvanciliktaki kolistin direncine ek olarak; yapilan bazi ¢caligmalar
mcr-1'in halka agik kent plajlar1 (Zhang vd., 2016), saglikli bireylerden alinan diski
ornekleri (von Wintersdorff vd., 2016) ve bahge sulamakta kullanilan su 6rnekleri
(Wang vd., 2017) gibi ¢ok ¢esitli ortamlarda bulunabildigini gostermistir.

mcr-1'in bu kadar yaygin bulunabilmesi, farkli genetik ortamlarda rahatca
bulunarak uyum gostermesine atfedilmistir. mcr-1; Incl2, IncHI2 ve IncX dahil pek
¢cok plazmid tipinde tanimlanmistir. Plazmidler, GSBL ve karbapenemazlari
kodlayanlar gibi diger 6nemli antimikrobiyal diren¢ genlerini de tasiyabilirler (Wang
vd., 2018).

mcr-1’in kiiresel dagilimimin kanitlanmig olmasma ragmen kokeni, nasil
direng kazanildigi, ortaya ¢ikisi ve yayilmasi hakkinda cok az sey bilinmektedir
(Wang vd., 2018).

e Amerika Kitas::
Amerika Birlesik Devletleri'nde, kolistin hayvanlarda kullanim igin diger
antimikrobiyallere oranla yaygin olarak pazarlanmamistir (Matamoros vd., 2017).

Enterobacteriaceae'de mcr-1 varligint degerlendirmek igin, Amerika Birlesik

Devletleri'ndeki kesimhanelerde sigir, domuz, hindi ve tavuklarin sekal 6rneklerden
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genis  bir c¢alisma  yapilmistir  (Meinersmann,Ladely,Plumblee,Cook  ve
Thacker,2017). Calismanin sonucunda, domuzlardan elde edilen iki E. coli izolatinin

Incl2 plazmitlerinde mcr-1 barindirdig1 gosterilmistir.

1949 1960 1970 1980 1983 1985 1996 2000 2005 2009 2012 2015 2016

l | %

Hayvan saghginda kolistin
Kolistin'in ilk > g gﬁzdan iril
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GSBL 'nin kesfedilisi | | KPC 1'in kesfi
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1.7. mcr genlerinin GSBL ve karbapenemazla birlikte iliskisinin tarihsel yolculugu(Rhouma ve
Letellier, 2017)’dan uyarlanmistir.

Dogu Kanada'da yapilan bir calismamcr-1'in her on domuz barmagindan
altisinda bulundugunu gostermistir. Bu, ziyaret edilen domuz tesislerinin % 60'ina

denk gelmektedir (Pilote,Létourneau,Girard ve Duchaine, 2019).

Latin Amerika'da,Venezuela, Arjantin, Ekvator ve Brezilya gibi birgok
ulkedemcr-1 barindiran ve farkli sekans tiplerine ait E. coli izolatlar1 tanimlanmistir

(Merida-Vieyra vd., 2019; Quiroga, Nastro ve Di Conza, 2019).

Ekvator’daki izolatlarin ise % 3,4’lniin mcr-1 tasidigr gosterilmistir
(Vinueza-Burgos,Ortega-Paredes,Narvéaez,De Zutter ve Zurita, 2019). Ancak bdlgede

mcr-2, mcr-3, mecr-4 ve diger belirleyici genler heniiz tanimlanmamustir.

Meksika'da bir insan digki 6rneginden yapilan ¢aligmayla E. coli izolatindan

ilk mer-1 bildirilmistir (Merida-Vieyra vd., 2019). Genin, bir Incl2 plazmidi tizerinde
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yerlesik oldugu rapor edilmistir. Yine Meksika'da, domuz digki Orneklerinin

taranmasiyla, mcr-1 barindiran bir E. coli izolat1 belirlenmistir.

Kolombiya'da yapilan bir ¢alismada E. coli izolatlar1 taranmis ¢ok sayida
izolat polimiksinlere direngli bulunmustur. Bu izolatlardan ikisi kromozomlarinda
mcr-1 geni barindirirken, diger mcr-1 pozitif izolatlarinin bu geni plazmitlerde
bulundurdugu gosterilmistir. Boylece mcr-1'in kolistine direncli Enterobacteriaceae
arasinda aktarilabilir plazmitler yoluyla Kolombiya'da dolasimda olabilecegi ileri

stirilmustiir (Saavedra vd., 2017).

Venezuela'da, ulkedeki ilk mcr-1 insanda ve domuz diskisinda tespit edilmis
olup caligilan E. coli 6rneklerinden yapilan analizlerde, bir Incl2 plazmidinde mcr-
1'e % 100 benzerlik goriilmiistiir (Delgado-Blas,Ovejero,Abadia-Patifio ve Gonzalez-
Zorn, 2016).

Enterobacteriaceaeenfeksiyonlarindaki  kullanomma ek olarak kolistin,
Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin giderek daha fazla uygulanmaktadir. Latin Amerika'da, bu tiirlerde gozlenen

kolistin direnci, test edilen tiim izolatlarin% 1.5'1 olarak tahmin edilmistir.
¢ Orta Dogu ve Kuzey Afrika (MENA) Bolgesi:

Cezayir'de mcr-1 geni ilk olarak tavuk ciftliklerinde tavuk diskilarindan izole
edilmis bir E. coli izolatinda bulunmustur (Arcilla vd., 2016). Cezayir hastanelerinin
bildirildigi ilk vaka, mcr-1 barindiran bir E. coli izolat1 ile iligskilendirilmistir (Yanat
vd., 2016). Cezayir'de yapilan bazi ¢aligmalarda, mcr-1 geni farkli kiimes hayvani
ciftliklerinde % 20,6 oraninda (Chabou, Leulmi ve Rolain, 2019) tespit edilmis,
yabani Berberi Makaklar1 iizerinde yapilan bir arastirmadaysa, toplanan diski

orneklerinden birinin mcr-1 pozitif oldugu gosterilmistir (Bachiri vd., 2018).

Yine Cezayir'de deniz suyundan toplanan izolatlarda mcr-1'in de tespit
edildigini gostermistir. Su kaynaklarindaki mcr-1 de oldukga sorunlu olup su, bu

genlerin yerel olarak ve yakin {ilkelere iletilmesi ve yayilmasi i¢in ideal bir aragtir

(Drali vd., 2018).
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1.8. Farkli iilkelerde mcr genlerinin dagilimi(Ling vd. 2020)’dan uyarlanmustir.

Liibnan'da miilteci kamplarinda kullanilan sulama suyu Orneklerinde ve
cevredeki icme suyu, kuyu suyu ve kanalizasyonda ylksek oranda mcr-1 pozitif E.
coli tespit edilmistir (Hmede,Sulaiman,Jaafar ve Kassem, 2019; Sulaiman ve
Kassem, 2019).

Misir'da ise Kahire'deki bir hastaneden GNB ornekleri toplanarak mcr-1
varligi agisindan taranmig boylece ilk insanmcr-1 vakasi rapor edilmis ve daha sonra
ineklerden alinan 6rnekler de test edilerek bunlardan sadece biri mcr-1 pozitif olarak
tanimlanmustir (Khalifa vd., 2016).

Misir'da Nil deltast boyunca ¢esitli ¢iftliklerde bulunan etlik pili¢lerden digki
kokenli E. coli izolatlarinin % 7,9’unun mcr-1 tasidigi ve kolistine fenotipik ve
genetik olarak direngli oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismayla, Misir'daki kiimes
hayvanlarinda mcr-1 ilk kez tespit edilmistir (Moawad vd., 2018).
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1.9. Hayvanlardan ve su kiiltiiriinden izole edilmis bakterilerdeki mcr-1 genlerinin haritada dagilimi
(Shen vd., 2020)’dan uyarlanmistir.

Tunus’ta kiimes hayvanlarinda yapilan c¢alismalarda mcr-1  varlig
aragtirtlmistir. Tespit edilen tim E. coli izolatlarinin GSBL iiretip bazi izolatlarin
ayrica mcr-1 geni tasidigi belirlenmistir (Grami vd., 2016). Daha sonra yapilmis
bagka bir c¢alismada da sefotaksim direngli E. coli'nin % 4'liniin ayrica mcr-1

barindirdigi bulgusu saptanmistir (Maamar vd., 2018).

Fas'ta, broyler tavuklarmin diski Orneklerinden izole edilen E. coli
izolatlarinda mcr-1 tespit edilmistir (Rahmatallah vd., 2018). Diger bir ¢alismada
Hacca giden Faslilarin digk1 6rneklerinde yapilmis olup toplanan digki 6rneklerinden

bazilarinda mcr-1 tespit edilmistir(Leangapichart vd., 2016).

Sudan'da, mcr-1'in varhgin tespit etmek igin sadece bir klinik ¢alisma
yapilmis olup Hartum'daki bir hastaneden Enterobacteriaceae izolatlar1 toplanmis ve
mcr-1'in - varligma bakilmistir. Izolatlarin ¢ogunlugu E. coli (% 76) olarak
tanimlanarak bunlarin % 14’tinde mcr-1 pozitifligi saptanmistir (Altayb,Siddig,El
Amin,Maowia ve Mukhtar 2018).
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Korfez iilkeleri kapsaminda Suudi Arabistan, Katar, Umman, Birlesik Arap

Emirlikleri’nde yapilan mcr arastirmalari ve sonuglari ele alinmistir.

Suudi Arabistan'da sadece bir kan Orneginden alinan bir E. coli’de mcr-1
pozitif olarak tespit edilmis (Sonnevend vd., 2016) ayrica mcr-5'in  MENA
bolgesinde ilk kez rapor edildigi bir ¢alismaya ulasilabilmistir (Redhwan vd., 2019).

Heniiz hayvanlarda yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Katar'da, iki kiimes hayvani ¢iftliginde digki kokenli E. coli’lerin % 15.5’inin
mcr-1 pozitif oldugu gosterilmis (Eltai vd., 2018) yine Katar'da insan kokenli
havuzlanmis E. coli izolatlarinda da mcr-1 tespit edilmistir (Redhwan vd., 2019).

Umman'da ise kolistine direncli klinik kdkenli E. coli izolatlar1 sadecemcr-1
ve mcr-2 i¢in taranmis ve bir érneginmcr-1 geni tagidigi gosterilmistir (Mohsin vd.,
2018).

Birlesik Arap Emirlikleri'nde, hastanede yatan bir hastanin kan 6rneginden
izole edilen E.coli’de Incl2 plazmitlerinde mcr-1 rapor edilmistir, Ayni ¢alismada,
mcr-1 pozitif olan baska iki E. coli izolat1 da bildirilmistir (Sonnevend vd., 2016).

Urdiin'den toplanan havuzlanmis E. coli ve Klebsiella izolatlarmin mcr-1

yoniinden pozitif oldugu gosterilmistir (Redhwan vd., 2019).

Tiirkiye'de ise hayvancilik alaninda son zamanlarda yapilan bir arastirmada,
E. coli'de mcr-1 varligint degerlendirmek igin iki farkli ilden kiimes hayvan etleri
calisgilmistir. Farkli sekans tiplerine ait olan dort E. coli susunda mcr-1 tespit
edilmigstir. Ayrica, bu suslarin baska diren¢ genlerini de barindirdig1 ortaya
konmustur. Bu ¢alismayla, Tiirkiye'de kanath etlerinde mcr-1'in varlig ilk kez tespit

edilmistir (Kurekci,Aydin,Nalbantoglu ve Gundogdu, 2018).

Diger birarastirmada, iilkemizdesigir ve koyunlardan elde edilmisE. coli
izolatlarinda mcr-2 ve mcr-3 genlerinin bulundugugosterilmistir

(Ayaz,Cufaoglu,Yonsul,Goncuoglu ve Erol, 2019).

Daha yakin tarihli bir bagka ¢alismada, perakende satis1 yapilan ¢ig tavuk
etinden izole edilmis E. coli’de tespit edilmis mcr-1 raporlanmistir. Fenotipik olarak
kolistin direncli izolatlardanbirinin IncI2 plazmidiaraciligiylamcr-1 genini tasidigi

gosterilmistir.  Ayricabu susunblacrtx-m-s, qnrB19, mdf(A), tet(A), sul2, aph(3")-
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Ib, aph(6)-1d ve floR diren¢ genlerini de barindirdigi gosterilmistir (Adiguzel vd.,
2020).

Beseri tip alaninda ise kolistin direnci ve 6zellikle de mcr geni tasiyan klinik
Enterobacteriaceae izolatlar1 hakkinda ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Sar1 vd., 2017,
Ozkaya vd., 2020;Sirekbasan ve Suzuk Yildiz, 2020) .

e Avrupa Birligi Ulkeleri:

Avrupa Ulkelerinde2016 yilindan beri bu genin ve diger varyantlarin varligini

taramak icingeriye donik ¢ok sayida ¢alisma ve siirveyans yapilmustir.

Belgika'da, domuz ve biiyiikbas hayvanlardan elde edilen kolistine direngli E.
coli 6rnekleri iizerinde bir siirveyans ¢alismasi; mcr-1 icin toplam oérneklerin %12,5
pozitif oldugunu gostermis olup; bunun %11,5'1 sigir ve %13,2'si domuz 6rnekleri
olarak saptanmustir. Ayrica, izolatlar mcr-1 negatif olsa da diger mcr genleri igin

pozitif bulunmustur (Xavier vd., 2016).

Bagska arastirmada, siitten kesilmeleri sonrasi ishalli domuzlardan toplanan E.

coli izolatlarinin kolistine direngli oldugu ve %13,3"iniin mcr-4 barindirdig: tespit

edilmistir (Carattoli vd., 2017).

Polonya'da, bir kadin hastadaE. coli izolatinda mcr-1 tespit edilmis olup bu
bulgu, Polonya'daki mcr-1 ile ilgili simdilik tek rapordur(lzdebski vd., 2016).

Isveg'te, insan diski orneklerinden izole edilmis E. coli'de mcr-1 tespit
edilmistir(Skov ve Monnet, 2016).

Finlandiya, saglikli goniillilerden toplanan klinik insan diski 6rneklerinde
mcr-1'1 taramak i¢in bir ¢alisma yiiriitmiis ve bu calismada bir GSBL {iretmeyen E.
coli izolatinin mer-1 igin pozitif oldugu gosterilmistir (Grondahl-Yli-Hannuksela vd.,
2018).

Norveg'te, geriye doniik bir caligma ile patojenik olmayan bir E. coli’ den

mcr-1 tespit edilmistir (Solheim vd., 2016).

Ayrica, deniz suyu iceren gevresel drneklerden mcr-1barindiran E. colitespit

edilmis olup bu genin gemi tuvaletlerinden, gé¢men kuslardan veya yakindaki
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ciftliklerden gelen diski kontaminasyonundan kaynaklanabilecegi ongdriilmiis ve
direng genlerinin farkli ortamlara taginmasindasuyun oynadig: rolii gosterdigi igin bu

tespit onemli kabul edilmistir (Jgrgensen vd., 2017) .

Danimarka'da, insandan ve tavuk eti 6rneklerindenE. coli barindiran mcr-1
izole edilmistir. Insandan izole edilen mcr-1 pozitif E. coli’nin ayrica beta-laktamaz
genleri, blactx-m ve ampC genlerini tasidigi; et 6rneklerinden izole edilen E. coli’nin
ise blasxv-12 ve ampC geni barindirdigi gosterilmistir (Hasman vd., 2015). Ayrica
ESBL / ampC genleri tasiyan E. coli izolatlari iizerinde yapilan ¢alismalarda bir E.
coli, mcr-3 pozitif bulunmus ve bu Asya kitas1 disinda saptanan ilk mcr-3 bulgusu
olarak kaydedilmistir (Roer vd., 2017).

Danimarka'da, yapilan diger bir ¢alismada, mcr genleri Salmonella'da da
tespit edilmis olup insanlardan elde edilmis Salmonella Typhimurium izolatlarindada
mcr-1 tespit edilmis (Torpdahl vd., 2017); Salmonella izolatlarinda mcr genlerine
bakilan genis ¢apl bir baska calismada ise on izolatin mcr pozitif oldugu, birinin
hem mcr-1 hem de mcr-3 tasirken, digerlerinin sadece mcr-3 tasidigi gosterilmis ve
bazi izolatlarin ayn1 zamanda GSBL direng genleri tasidig: tespit edilmistir (Litrup
vd., 2017).

Ispanya’da insan klinik 6rneklerinden toplanan E. coli izolatlarinda mcr-1
tespit edilmis (Prim vd. 2016) ve baska bir arastirmada, yetiskin hastalarda bes ¢oklu
ilaca direncli mcr-1 pozitif E. coli izolatinin bulundugu tespit edilmistir (Lalaoui vd.,
2019).

Ispanya'daki atik su aritma tesislerinden drneklenen sularda da mcr-1 varlig
gosterilmistir olup izolatlarin biyiik bir kismi (% 33.3) mcr-1 pozitif olarak
raporlanmistir ve izolatlarin blactx-m-ss ve blatem-1genlerini de tagidig: bildirilmistir.
Izolatlarin ayrica kinolonlar, aminoglikozidler, betalaktamlar ve iigiincii kusak
sefalosporinler dahil olmak {iizere farkli antibiyotik smiflarina direngli olduklar
raporlanmistir (Ovejero,Delgado-Blas,Calero-Caceres,Muniesa ve Gonzalez-Zorn,
2017).

Ispanya'da hayvancilik alaninda da mcr-1 ve diger mcr genleri rapor edilmis
olup mezbahalardaki saglikli hayvanlardan alinan komensal bakterilerdeki kolistin

direnci iizerine yapilan bir arastirmada, domuzlardan izole edilmis E.

23



colisuslarminmcr-1 geni tasidigi gosterilmis (El Garch,de Jong,Bertrand,Hocquet ve
Sauget, 2018) baska bir ¢alismada, farkli hayvan ciftliklerinden izole edilmis E. coli

ve Salmonella izolatlarinda mcr-1 varligi rapor edilmistir(Quesada vd., 2016).

Yine siitten kesilme sonrasi ishalli domuzlardan alinmis 6rneklerde ozellikle
de mcr-4 tespit edilmis (Carattoli vd., 2017), yapilan toplu bir bagka ¢alismada ise
stitten kesilme sonrast domuzlardan izole edilen enteropatojenik E. coli izolatlart
mcr-1’den 5’e kadar kolistin direnci agisindan taranarak mcr pozitif ornekler
bulunmustur. Calisma sonucunda yiiksek oranda mcr-4 pozitif izolat bulunurken,
mcr-1 pozitif ve mcr-5 pozitif izolatlar da saptanmigtir. Ayrica ayni izolatta birden
cok mcr geni bulunabilecegi de bu ¢alismada gosterilmistir (Garcia vd., 2018).

Calismalardaki veriler Ispanya'nin insanlarda, hayvanlarda ve cevrede
nispeten E. coli, K. pneumonia ve Salmonella dahil olmak ftizere farkli bakteri
tiirlerinde en fazla farkli mcr geni tespit edilmis Avrupa iilkelerinden biri oldugunu
gostermekte olup bu durum bu antibiyotigin 2007 ile 2014 yillar1 arasinda
kullanimindaki genel artisla iligkilendirilebilir (Prim vd., 2016).

Italya’da gecmiste siitten kesim sonrasi olusan ishallerin tedavisinde
genellikle kolistin kullanildig: dikkate alinarak, domuzlardan izole edilen E. coli'de
kolistin direncinin ve mcr-1’in taranmasi i¢in geriye doniik bir ¢alisma yuriitilmiis
ve calismada izole edilen E. coli'nin ¢ogunlugunun (% 72.5) mcr-1 geni tasidigi
gosterilmistir (Curcio vd., 2017). Yine Italya'da 2013 yilinda domuzlardan elde
edilmis bir izolatinmcr-4 geni barindiran kolistin direngli Salmonella enterica

serovar Typhimurium oldugu tespit edilmistir (Carattoli vd., 2017).

Klinik olarak da, bir mcr-1 varyanti olan mcr-1.2 tanimlanmis olup, bu mcr-
1.2' yi barindiran karbapenem direngli K. pneumonia'nin ilk tespitidir ve ayrica sus
MDR olarak tanimlanmstir (Di Pilato vd., 2016).

Almanya'da ise insan, hayvan ve ¢evre drneklerinden toplanan izolatlar mcr-1
acisindan taranmis domuz ve insandan tespit edilmis E. coli izolatlariin mcr-1
yoniinden pozitif oldugu saptanmis ve insandan izole edilen E. coli’nin ayrica
karbapenem direng geni blakpc-2'yi de barindirdigi gosterilmistir (Falgenhauer vd.,
2016).
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Baska bir ¢alismada farkli ¢iftlik, mezbaha ve perakende et tirlinlerinden ¢ok
sayida E. coli izolatlar1 toplanmig ve mcr-1 varligi agisindan taranarak bes yiiz bes
izolat, kolistine fenotipik olarak direng¢li bulunmustur; bunlardan 402'sinin de mcr-1'i

gen tasidig1 saptanmustir (Irrgang vd., 2016).

mer-1 mer-4 micr-7

mer-8
mere2 mer-5

mer-6 mer-9

mer-3

mcr-/’ den mcr-9° a kadar mcr genlerinin haritada dagilimi(Ling vd., 2020)’dan uyarlanmigtir.

Hollanda'da, hem insan tibbinda hem de Veteriner Hekimlik alaninda nispeten
diisiik kolistin kullanimi bildirilmis olup broylerlere uygulanan antibiyotiklerin
sadece % 0,4'tinli polimiksinlerin olusturdugu rapor edilmistir (Kluytmans—van den
Bergh vd., 2016). Kesimhanelerden toplanan E. coli ve Salmonella izolatlarinin
taranmasiyla, test edilen 1.547 izolattan sadece bes E. coli'de mcr-1 geninin varligi
gosterilmistir (EI Garch vd., 2018). Baska bir ¢alismada, kanatl etinden izole edilmis
Salmonella'nin % 1'inde mcr-1 genleri tespit edilirken (Veldman vd., 2016); saglikli
hayvanlardan alinan diski 6rneklerinin % 0,3'i mcr-1 pozitif bulunmustur (El Garch
vd., 2018).
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Isvigre'de mcr-1 ve mcr-2E. coli'de rapor edilmis ve iki susun da beta-
laktamaz  genleri  Dblatem: ve  blatems2'yi barindirdigt  bulunmustur
(Nordmann,Lienhard,Kieffer,Clerc ve Poirel, 2016).

mcr-1 ayrica ithal edilmis tavuk etinden izole edilen kolistin direngli E. coli
izolatlarinda bildirilmistir (Dona vd. 2017). Ayrica yine, Birs nehrinden alinan
orneklerden ve Tayland ile Vietnam'dan ithal edilen sebzelerden izole edilen GSBL

Ureten Enterobacteriaceae'da mcr tespit edilmistir (Zurfuh vd., 2016).

Fransa'da K. pneumonia, E. coli, Enterobacter cloacae ve Salmonella spp.
dahil olmak tizere farkli bakteri tiirlerinde mcr bulunmustur (Baron,Hadjadj,Rolain
ve Olaitan, 2016).

Ishalli buzagilardan izole edilen ve GSBL iireten E. coli'de nispeten yiksek
seviyelerde kolistin direnci ve mcr-1 tespit edilmis olup test edilen izolatlarin % 21’1

mcr pozitiftir (Haenni vd., 2016).

Ayrica, Fransa’daki ¢iftlik hayvanlarindan toplanan komensalE. coli
izolatlarinin geriye doniik olarak kolistin direncinin degerlendirilmesi sonucunda;
domuzlarda % 0,5, etlik pili¢lerde % 1,8 ve hindilerde % 5,9 oraninda mcr-1 tespit
edilmistir (Perrin-Guyomard vd., 2016).

Gida iirtinlerinde ise; sosislerden, perakende tavuk iirlinlerinden ve yemeye
hazir turtalardan izole edilmis Salmonella'da mcr-1 tespit edilmistir (Arcilla vd.,
2016).

Portekiz'de de domuzlardan, domuz driinlerinden ve insan drneklerinden mcr-
1 geni tasiyan Salmonella spp. izole edildigi rapor edilmistir (Campos,Cristino,Peixe
ve Antunes, 2016).

Bagka bir ¢alismada, domuzlardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae
orneklerinde mcr-1 geni tespit edilmistir (Kieffer,Aires-de-Sousa,Nordmann ve
Poirel, 2017). Ulke ¢apinda mcr-1'i taramak igin yapilan bir ¢alismada gida iireten
hayvanlardan (sigir, domuz ve kiimes hayvanlari), et (sigir ve domuz), et {iriinleri ve
hayvan yemlerinden yapilan Enterobacteriaceae izolasyonlarindaE. coli izolatlarinin
% 8'inde ve Salmonella enterica izolatlarinin ise % 0.47'sinde mcr-1 geni

bulunmustur (Clemente vd., 2019).
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Birlesik Krallik'ta (ingiltere), insan ve gida &rnekleri {izerinde yapilan bir
calismada, mcr-1geni tasiyan Salmonella ve E. coli tespit edilmis; 6zellikle yaklasik
24.000 Enterobacteriaceae genomunun geriye doniik analizi yapilarak, 15
Salmonella ve E. coli izolatinda mcr-1 tanimlanmistir (Doumith,Godbole,Ashton ve
Larkin, 2016).

Ayrica Avrupa Birligi'nden ithal edilen kanatli etlerinde mcr-1 pozitif S.
Paratyphi B var Java tespit edilmistir (Doumith vd., 2016) domuz ciftliklerinden
izole edilmis E. coli ve S.Typhimurium var Copenhagen’de de mcr-1 geni rapor
edilmistir (Anjum vd., 2016).

Guney Afrika'da hem hayvanlarda (tavuklarda) hem de insanlarda mcr-1 geni
tespit edilmis olup; hastanede yatan hastalardan izole edilmis mcr-1 pozitif E.
coliizolatininfloR (hayvan ftiretiminde kullanilan bir antibiyotik olan florfenikole
direnci kodlayan gen) barindirmasi zoonotik bir ge¢cmisi akla getirmektedir (Poirel,

Jayol ve Nordmann, 2017).

Yine broyler tavuk hava keselerinden yapilan bir ¢alismada izole edilen
APEC suslariin, mcr-1 pozitif oldugu bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismayla Giiney
Afrika'da kolistin direncinin 2008'de % 4,5 iken 2015'te % 13,6'ya yiikseldigi rapor
edilmistir (Perreten,Strauss,Collaud ve Gerber, 2016).

e Asya Kitasi:

Yatay olarak aktarilabilen kolistin direnci ve mobil kolistin diren¢ geni mcr-
lilk olarak Cin'de bildirilmistir.mcr-1, Guney Cin'deki bir domuzdan izole edilen bir
E. coli susunda tanimlanmistir. Bu kesfin ardindan, domuzlarda, ¢ig ette ve geriye
donlk olarak klinik izolatlarda (E. coli ve K. pneumoniae) mcr-1 igin kapsamli bir
tarama yapilmistir. Bu g¢aligmaylaE. coli'de mcr-1 geni, ¢ig etlerin % 15’inde,
hayvanlarin (domuz)% 21’inde ve klinik numunelerin % 1.5 'unda tespit edilmistir
(Liu vd., 2016).

Geriye doniik ¢alismalar, tavuk 6rneklerinden izole edilen E. coli'de mcr-1'in
2009'da % 5,2'ye ve 2014'te % 30'a yiikseldigini gostermis (Sun,Zhang,Liu ve Feng,
2018) yapilan bagka bir ¢alisma ise % 5.11 oraninda tavuklarla iligkili mcr geni
tastyan E. coli varligi raporlanmistir (Yang vd., 2017).
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Cin'deki farkl ¢iftliklerden toplanan domuz disk1 6rneklerinde belirgin 6lclde
yuksek bir mcr-1 pozitif E. coli prevalansi gézlemlenmis olup s6z konusu diski

orneklerinin % 76,2'sinde mcr-1 geni tespit edilmistir (Tong vd., 2018).

mcr-1’in ~ ayrica  Pekin'de kedi ve  kopeklerden izole edilen

Enterobacteriaceae'nin % 8.7'sinde tespit edildigi rapor edilmistir (Lei vd., 2017).

Cin'de baska mcr genleri de rapor edilmistir. Ornegin, bir domuz ¢iftliginde
yapilan bir ¢alismada, domuzdan ve ¢iftlik ortamindan (sinekler ve toprak) izole
edilen mcr-3 pozitif E. coli'nin varligin1 gésterilmis ve bu izolatlarin% 80'inin mcr-

1'i birlikte tasidigr bulunmustur (Wang vd., 2019).

Son zamanlardaki bir ¢alismada, Cin'deki ¢iftlik hayvanlarindan izole edilmis
K. pneumoniae’nin kolistine kars1 yiiksek direng gosterdigi, ancak test edilen tiim
mcr genlerine negatif ¢iktig1 rapor edilmistir (¢alismanin yapildig: sirada mer 1 ila 7

genleri).

Yapilan tiim genom dizilemesi, tiiriin yeni bir mcr geni (mcr-8) tasidigini
gOstermistir. Bu gen, bir domuz orneginden izole edilmis olup ayrica bla.nowm

tasimaktadir(Wang vd., 2018).

Cin’de Kklinik olarakmcr-1 prevalansinin hala diisiik oldugu goriilmiis olsa da
(Wang vd., 2017)mcr'nin genis dagilimi ve Cin'deki gesitli bakteri tiirleri, konaklar
ve ortamlarda ortaya ¢ikmasi nedeniyle Cin hiikiimeti, hayvan yemlerinde kolistin
kullanimini yasaklamis ve insanlarda tedavi amagli kullanimiyla sinirlamistir (Walsh

ve Wu, 2016).

Vietnam'da, insanlardan ve kdy tavuklarindan alinan diski 6rneklerinde mcr-
1'i taramak i¢in bir ¢alisma yapilmis olup mcr-1'in tavuk diskilarinda % 59.4 ve insan
diskr 6rneklerinde % 20.6 oraninda tespit edildigi gosterilmistir. Ayrica, tavuklardan
izole edilen E. coli'nin % 12,8 ‘inde ve tavuk ¢ift¢ilerinden izole edilen E. coli'nin %

4'indemcr-1 geni bulunmustur (Trung vd., 2017).

Yerel gidalar (et ve deniz iirlinleri) analiz eden baska bir ¢aligmada, kolistine
direncli E. coli izolatlarinin% 97'si mcr-1, % 3'U ise mcr-3 pozitif bulunmustur. Her
iki genin de ESBL Ureten veya AmpC ureten E. coli'de ortaya ¢iktig1 ve konjugasyon
ile aktarilabilir olduklari dogrulanmistir (Yamaguchi vd., 2018).
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Hindistan'da et, balik ve ¢ig sebzeler dahil olmak tizere Hint yemeklerinde
yapilan bir ¢alismada mcr-1 pozitif E. coli tespit edilmis (Ghafur vd., 2019) , klinik
bir ortamda yapilan bir ¢alismada ise K. pneumonia’da mcr-1 tespit edilerek genin

bir plazmid tizerinde degil, kromozomal oldugu rapor edilmistir (Singh vd., 2018).

Tayland'da ise lilke ¢apinda yapilan bir aragtirma, farkli bakteri tiirlerinde mcr
genini tanimlamis insan 6rneklerinden dort mer-3 pozitif izolattan gl E. coli (kan ve
apse Orneklerinden) ve biri K. pneumonia (yara 6rneklerinden) olarak bildirilmistir.
Ayrica yara Orneklerinden izole edilen E. coli'de mcr-1 geni de tespit edilmistir
(Wise,Estabrook,Sahm,Stone ve Kazmierczak, 2018). Tayland'da ayrica sineklerin
de mcr-1 ve mcr-3 tasidiklart gosterilmistir (Fukuda vd., 2018).

Laos'ta, domuzlarda ve asemptomatik insanlarda mcr-1 pozitif E. coli tespit
edilmistir. Bu izolatlardan birinin bir domuzdan bir ¢iftgiye aktarildigi bildirilmis
olup bu da zoonozu mcr i¢in bir bulagsma yolu olarak vurgulamaktadir (Olaitan vd.,
2015).

Malezya'da, cevreden, insanlardan ve hayvanlardan toplanan bakteri izolatlar
lizerinde yiiriitiilen bir aragtirmayla, farkli orneklerden alti mcr-1 pozitif E. coli
bildirilmistir (Yu vd., 2016).

Japonya’da gida amagh tliketilen hayvanlardan alinan Orneklerden izole
edilmis E. coli, mcr-1 ve mcr-2'nin varligi agisindan taranmig; mcr-1'in sigir, domuz
ve pili¢ tavuklarindan izole edilmis 6rnekler tarafindan tagindigi, mcr-2'nin ise tespit

edilmedigi rapor edilmistir (Kawanishi vd., 2017).

Giliney Kore'de, saglikli domuzlardan izole edilmis ¢oklu ilaca direncli E.
coli'de mcr-1 ve mcr-3 tespit edilmis (Belaynehe vd., 2018) yine, hasta bir domuzun
yani sira tavuk digki 6rneklerinde ve tavuk karkaslarinda mcr-1 pozitif E. coli tespit
edilmis (Lim vd., 2016) olup ayrica mcr-1 pozitif E. coli izolatlarinin tavuklardan

insanlara olasi transferi hakkinda bir arastirma gergeklestirilmistir (Yoon vd., 2018).

Guney Kore'de Kkolistin direncinin ortaya ¢ikma nedeninin, gida-hayvan

tiretiminde artan yillik antibiyotik tiiketimiyle iliskili oldugu tahmin edilmektedir
(Lim vd., 2016).
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Tayvan'da, idrar yolu enfeksiyonu olan bir hastada mcr-1 ve blanpom-o tespit
edilmis ve bu genlerin, test edilen diger tiim antibiyotiklere de direncli olan bir E.

coli susunda tasindig1 saptanmustir (Lin,Kuroda,Suzuki ve Mu, 2019).

Avustralya'da kolistinin insan tibb1 ve Veteriner Hekimlikte kullanimi sinirl
olup, kolistin dahil polimiksinler, regete edilen ilk 20 antimikrobiyal ila¢ arasinda yer
almamaktadir. Bununla birlikte, mcr-1, New South Wales'teki hastalardan izole

edilen kolistine direncli E. coli izolatlarinda rapor edilmistir (Ellem vd., 2017).
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1.11. mer genlerinin bakteri, konak¢1 ve plazmit tiplerine gore diinyadaki dagilimiCesitli konaklar,
bakteriler ve plazmid tipleri ile iligkili olarak mcr genlerinin mevcut kiiresel dagilimindadnemli
cografi ayrilmalar goriilmektedir. Sekli olusturmaya temel alan 202 yayinda toplam 5191 mcr
genitasiyan sus Dbildirilmistir. Bunlardan 4917'si mcr-1 tipindeyken, kalan 274'W diger
varyantlardir.Sekilde beyaz renkli (Ulkeler, mcr genleri tlizerine heniiz ¢alisma bildirmemis
Ulkelerdir. Tiim bakteriler arasinda patojenik E. coli (% 53) ve tiim konakgilar arasinda hayvanlar (%
53), diinya ¢apinda bildirilen en sik mcr tasiyicilaridir. (Elbediwi vd., 2019)’dan uyarlanmistir.

Bu tez caligmasinda, Tiirkiye’deki kanatl {iretim ciftliklerinden 2014-2018 yillar
arasinda aliman gevresel ortam Orneklerinden izole ve identifiye edilmis Salmonella
suslarinin (N=300)kolistin antibiyotigine direncininmikrodillisyon yontemiyle fenotipik
olarak ve multipleks PCR teknigi kullanilarak genotipik olarak varligimin ilk kez ortaya

konulmas1 amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Ornekler

Doktora tez calismasi kapsaminda, 2014-2018 yillar1 arasinda Aviagen Anadolu
Kanatli Teshis ve Analiz Laboratuvarina Salmonellaizolasyonu amagli olarak
yollanmis ve Turkiye’deki kanatli iiretim ciftliklerinden sirme svap ve/veya corap
svabiyla alinan ¢esitli ¢evresel ortam Orneklerinden izole edilerek T.C. Tarim ve
Orman Bakanligi,Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii,
Bakteriyolojik Teshis Laboratuvarinda serolojik olarak identifiye edilenSalmonella

suslart (n=300) kullanilmistr.

2.1.2. Kullanilan Besi Yerleri, Testler, Ayraclar, Arac ve Aygitlar

Calisma sirasinda kullanilan besi yerleri, ayraclar, testler, araclar ve aygitlar

herhangi bir sira gozetmeksizin listelenmistir.
mcr Genlerini Tasiyan Plazmitleri iceren Suslar

e mcr-1 pozitif E. coli (2012—60-1176-27) (microbialclass 2)

e Domuz ishallerinden izole edilmis ve kolistine direngli IncX4 plasmidi ile

tasinan mcr-2 iceren E. coli
e mcr-3 pozitif E. coli (2013- SQ352) (microbialclass 2)
e mcr-4 pozitif E. coli [DH5alfa (0CR2-mcr-4)]
e mcr- 5 geni tasiyan Salmonella Paratyphi B referans susu, 13-SA01718

Toz Halde Kolistin Siilfat Antibiyotigi

<15,000 IU/mg potense sahip kolistin siilfat (SigmaAldrich, ABD, Lot No:
SLBT0851)

Primerler
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PrimersForward:

merl 320bp fw 5’-AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC-3’

e mcr2 700bp fw 5’>-CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT-3’

e mcr3_900bp fw 5’-AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG-3’
e mcr4 1100bp fw 5’-TCACTTTCATCACTGCGTTG-3’

e merS fw 5 -ATGCGGTTGTCTGCATTTATC-3”

PrimersReverse:

e mcrl 320bp rev 5’-AGATCCTTGGTCTCGGCTTG-3’
e mcr2 700bp_rev 5’-TCTAGCCCGACAAGCATACC-3’
e mcr3 900bp rev 5’-AATGGAGATCCCCGTTTTT-3’

e mcrd4 1100bp rev 5’-TTGGTCCATGACTACCAATG-3’
e mcrdS rev 5S’-TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG-3”

(EllaBioTech, Almanya )
Kullanilan Besi Yerleri, Reaktifler, Arag ve Aygitlar

Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB) (90922 Sigma-Aldrich,
ABD, Lot No: BCBT9094)

Escherichia coli ATCC 25922 (0335K Kwik-Stick, Microbiologics, ABD,
Lot N0:335-190-2)

Escherichia coli NCTC 13846(MM34Selectrol® Disc, TCS Biosciences,
Birlesik Krallik, Lot No:03400404)

Koyun Kani Iceren Columbia Agar (BioMérieux, Fransa)

Plate Count Agar (Merck, Almanya)

96 kuyucuklu U tabanli steril polistiren mikrotitre plaklar1 (LP Italiana,
Italya)

PCR Termal Déngii Cihazi (T 100 model, Bio-Rad, ABD)

1 uL den 1000 pL’ye kadar mikropipetler (Brand, Almanya)

Elektroforez Unitesi (Power Pack Basic Model, Bio-Rad, ABD)

Mikrodalga Firin

Mini Santrifiij Cihaz1 (Bio-Rad, ABD)

Santrifiyj Cihaz1 (Microstar 17, VWR, ABD)
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o Isitic1 Blok (DigitalDryBath, Bio-Rad, ABD)

o Goriintiileme Cihaz1 (Gel Doc XR+ System, Bio-Rad, ABD)

e Subanyosu 50 C (GRANT, Birlesik Kralik)

. Vorteks Cihaz1 (VWR, ABD)

. 1 pL den 1000 pL’ye kadar filtreli ve Niikleazdan arindirilmis mikropipet
uclart (Brand, Almanya)

. Agz1 kilitli, nikleazdan arindirilmis Eppendorf Tiipleri (Interlab, Almanya)

. Agaroz (BP-160 FisherBioreagents, ABD, Lot N0:175030)

o TE buffer [Tris: EDTA 10:1 pH 8.0] (BP-24733-1 FisherBioreagents, ABD,
Lot No:186867

o Tris HCL Sollsyonu[pH 8.0] (BP-1758 FisherBioreagents, ABD, Lot
N0:182982)

o TBE (Tris-Borat EDTA) buffer

o DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (K1082 ThermoScientific, ABD,
Lot N0:00715356)

o Etidyum Bromur (BP1302-10, FisherBioreagents, ABD)

. GeneRuler 100 bp DNA Ladder (SM 0241, ThermoFisher, ABD, Lot
N0:00895912)

e McFarland Yogunluk Olger Cihaz (DEN-1, Biosan, Litvanya)

2.2.YOontem

2.2.1. izolatlarin Fenotipik Kolistin Direnclerinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda kullanilan Salmonella izolatlarinin kolistin antimikrobiyal
duyarliligi Sivi Mikro Diliisyon Teknigi (SMD) yéntemi ile galigilmustir. Uremenin
engellendigi en diisiik antimikrobiyal konsantrasyon MIK degeri olarak alinip MiK
degeri >2 mg/L olanlar kolistine direngli kabul edilirken; MIK degeri <2 mg/L
olanlar kolistine duyarli olarak degerlendirilmistir (EUCAST 2018).
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Calismada <15,000 IU/mg potense sahip kolistin siilfat kullanilmustir.
Kolistin stlfat antibiyotik tozundan son konsantrasyonu 1024ug/ml olacak sekilde

asagidaki formiil kullanilarak stok ¢dzeltisi hazirlanmistir:

Agirlik (mg) =Hacim (mL) x Konsantrasyon (ug/mL)

Potens (ng/mg)

10 mg kolistin sulfat hassas terazide tartilarak formale gore 7,1455 mL distile
suda c¢Ozllmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltisi 1,5 mL’likkilitli kapakli Eppendorf
tiiplere dagitilarak -20 °C’ de saklanmistir.

SMD yontemi i¢in sivi besiyeri olarak KAMHB kullanilmis ve ilk olarak 96
kuyucuklu, U tabanli, polistiren mikroplaklarin her goziine50 ul KAMHB mikro
pipet kullanilarak dagitilmistir.

Mikroplagin A sirasindaki ilk gozlere icinde 50 pl kolistin antibiyotigi iceren
sulandirma eklenmis ve seri sulandirma yapilarak en son gozden cekilenler atilarak

1024pg/ml olan antibiyotik konsantrasyonu 512ug/ml’ye diistiriilmiistiir.

Izolatlarin saklandig1 Gliserinli Triptik Soy Buyyon igeren vida kapakl tiipler
-86°C den almip oda 1sisma getirildikten sonra %5 Koyun Kam Igeren Columbia
Agar ve Plate Count Agar besiyerine ekilerek canlanFveterinerdirma yapilmistir. Tek
diisen kolonilerden saflik kontrolil yapildiktan sonra steril 6ze ile bir miktar alinarak
agz1 kapakl tiiplerdeki KAMHB i¢ine pasaj yapilmis; masaiistii McFarland yogunluk
olger cihaz1 kullanilarak 0,5 McFarland (1x108 kob/ml) bulanikhiginda stok bakteri

siispansiyonu hazirlanmistir.

Sonrasinda siispansiyondan 50 ul alinip 950 pl KAMHB ilave edilerek 1:20
oraninda sulandirma yapilmis ve bdylece ve 5x10° kob/ml konsantrasyona

ulasilmustir.

Daha sonra 5x10° kob/ml konsantrasyondaki bakteri soliisyonundan
mikroplagin test yapilacak ilgili goziine 10 pl eklenerek son bakteri konsantrasyonu

5x10° kob/ml olacak sekilde ayarlanmigtir

Son olarak ¢ok kanalli mikro pipet araciligiyladOul KAMHB alinarak

mikroplagin her gozline inokiile edilmistir.
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Kalite kontrol amaciyla E. coli ATCC25922ve kolistin direncli E. coli NCTC
13846(mcr-1 pozitif) kullanilmis ve ¢alismada kullanilan antibiyotik ¢ozeltisiyle ayni

anda test edilmislerdir.

Yine test edilen her mikroplakta bakteri treme kontroll icin antibiyotiksiz
kuyucuklar birakilmig ve besi yeri sterilite kontrol kuyucuklari ile de bakteri

inokiilasyonu yapilmadan besi yerinin kontrolii yapilmistir.

Inokiile edilmis 96 kuyucuklu mikroplaklar iistleri mikrofilm ile kaplanip agz1
kilitli plastik torbalara konulduktan sonra 35°C’lik etiivde aerob kosullarda 16-24
saat inkiibasyona birakilmis ve sonra kuyucuklardaki iireme durumunun ¢iplak gozle

degerlendirmesi yapilmistir.
2.2.2. izolatlarin Genotipik Kolistin Direnclerinin Belirlenmesi

Fenotipik calisma sonrasinda SMD teknigiyle kolistine direncli oldugu ortaya
konulan Salmonellaizolatlarinda mcrgeni varliginin belirlenmesi amaciyla Avrupa
Birligi Antimikrobiyal Diren¢ Referans Laboratuvari (EURL-AR) tarafindan
olusturulmus Multipleks PCR protokolii kullanilmstir.

Fenotipik olarak direngli bulunmus Salmonella izolatlarinin saklandigi
Gliserinli Triptik Soy Brothbesi yeri i¢eren vida kapakl: tiipler -20°C’den alinip oda
1sisina getirildikten sonra %5 Koyun Kani igeren Columbia Agar ve Plate Count
Agar besiyerine ekilerek canlandirma yapilmistir. Saflik kontrolii yapildiktan sonra
steril 6ze dolusu alinarak i¢lerinde 100 pL TE Buffer bulunan 1,5 mI’lik nukleazdan

arinmis Eppendorf tiiplere aktarilmigtir.

Tiiplerdeki stispansiyonlar kuru 1s1 blogunda 95°C’de 10 dakika kaynatilmig
ve sonra bloktan alinan tiipler 6000 G siddetinde 5 dakika santrifiij yapilmistir. Ustte
kalan ve DNA igeren sivi devam asamalar1 i¢in kullanilmak {izere niikleazdan

arinmis tiiplere aktarilmistir.

Daha sonra bu sividan alinan test edilecek sablon 1:10 Tris HCL ile
sulandirilmistir. Reaksiyona girecek karigimi olusturmak amacgh buradan ekstrakte

edilen DNA o6rneklerinden 2 pl kullanilmustir.
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PCR reaksiyonuna girecek karisimi hazirlayabilmek igin ¢alisilacak 6rnek
sayist dikkate alinarak bundan birka¢ Ornek fazlasi i¢in Mastermiks miktar

hesaplanmuistir.

Primerlerin ticari konsantrasyonlar:i nedeniyle iiretici firmanin belirttigi
sulandirma protokoliine uygun olarak sulandirilmig 100 pmol/ul konsantrasyondaki
stok primer solisyonundan 10 ul ve niikleazdan arindirilmis sudan 90 upl alinip,
toplam hacim 100 pl olacak sekilde tekrar sulandirilmigtir. BOylece reaksiyon igin

kullanilacak 10 uM’lik stok soliisyonlar1 elde edilmistir.

2.1. Orneklerin kuru 1s1 blogunda kaynatilmasi

PCR reaksiyonu, her bir sulandirilmis stok F ve R primerden 0,5 pl(toplamda
10 ul)ve 25 upL'lik bir nihai reaksiyon hacminde 12,5 ul Green PCR Master
Miks(DNA polimeraz) kullanilarak hazirlanmistir.

Her bir tlp icinde 10 pl toplam primer hacmi ve 12,5 pl Green PCR Master
Miksle 22,5 pl hacme ulasilmis ve her izolatin daha 6nce hazirlanmig lizatlarindan2
ul ilave edilerek kalan kismi niikleazdan arindirilmis suyla tamamlanarakher bir
tipteki sonu¢ hacim 25 pl’ye tamamlanmistir. Bu asama sonrasinda her tiip

amplifikasyon agamast i¢in termal dongii cihazina yerlestirilmistir.
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Amplifikasyon su kosullarda gerceklesmistir: 15 dakika boyunca 94 °C 'de ilk
denatiirasyon, ardindan 30 saniye boyunca 94 °C 'lik 25 dongii, 90 saniye boyunca 58
°C’lik 25 dongii ve 60 saniye boyunca 72 °C 'lik 25 dongii, son bir uzatma adiminda
10 dakika boyunca 72 °C.

2.1.0rnek sayisina gore ¢alisilacak toplam hacmin hesaplanmasi

Caligilacak Ornek Sayisi 1 10
Niikleazdan arinmisg H2O 55 55
2xGreen PCR Master Miks 12,5 125
Primer karigimi (0,5 pl her biri) 5 50
Toplam hacim 23 230

Amplifiye edilmis DNA iriinlerinin gorintilenebilmesi icin agaroz jel
elektroforezi tekniginden yararlanilmistir. 1,5 g Agaroz ve 100 ml TBE (x1) tamponu
kullanilarak %1.5’luk olacak sekilde mikrodalga firinda kaynatilarak hazirlanmistir.

Agaroz jel karisimi 40-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine DNA
boyast olarak 2 pl etidyum bromiir eklenmis, tepsiye dokiilerek tarak yerlestirilmis
ve hazir hale geldiginde tarak alinarak jel elektroforez iinitesindeki yerine

yerlestirilmistir. Uzerine jeli kaplayacak kadar TBE eklenmistir.

Jelde ilk kuyucuga DNA marker, ikinci kuyucuktan itibaren ise calisiimig
PCR iirtinleri ve onlan takiben de pozitif ve negatif kontroller, son kuyucuga ise

tekrar bir DNA marker yiiklenmistir.

2.2. Termal dongl cihazindaki amplifikasyon kosullari

1. 15 dk.boyunca 94 °C'de

2. 25D6ngi
30 sn. boyunca 94 °C 'de
90 sn. boyunca 58 °C 'de
60 sn. boyunca 72 °C 'de

3. 10 dk.boyunca 72 °C'de

4. Kullanilana deksiiresiz 4 °C'de
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2.2. EURL-AR Protokoli Amplifikasyon Asamalarinin Termal Dongii Cihazindaki Goriintimii

2.3. Amplifiye edilmis DNA iirlinlerinin agaroz jel elektroforez {initesine yiikklenmis hali

Yiikleme asamasinda 2 pl yiikleme boyast ve 8 pul PCR iiriinii karistirilarak
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calistlmustir. Jel Elektroforezis Unitesi 130 Volt’a ayarlanarak amplikonlarin jelde 45
dakika siiresince ilerlemesi saglanmis ve son olarak, jel goruntiileme sistemine

yerlestirilerek iizerindeki spesifik bantlar goriintiilenmistir.

100 bpladder

E. coli 2012-60-1176-27 (mcr-1)

E. coli KP37 (mcr-2)

E. coli 2013-SQ352 (mcr-3)

E. coli DH5a (mcr-4)

Salmonella 13-SA01718 (mcr-5)
mcr-1, -2, -3, -4 and-5 pozitif kontroller
Mastermiks

\l@U‘I-bOJNHZ

L
&

2.4. Agaroz jelde bes mcr geni i¢in bantlarin goriintiilenmesi: mcr-1, mecr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5
tespiti icin, EURL-AR tarafindan hayvan sagligi ve gida giivenligi ¢alismalari kapsaminda yapilan
multipleks PCR ¢alismasindan alinmistir (Rebelo vd., 2018).
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3. BULGULAR

Kolistin direncinin arastirilmasina yonelik olarak mikrodillisyon testine tabi tutulan
Salmonella izolatlarinin (n=300) tamami 2014-2018 yillar1 arasinda izole edilmis

suslardir.

Calismada kullanilan 6rneklerin % 42’sini (n=128) 2018 yilinda izole edilmis
Salmonella suslari olusturmakta; bunu sirasiyla 2017 yili 6rnekleri %29.3 (n=88),
2015 yili Ornekleri %13 (n=39), 2016 yili ornekleri %11.3 (n=34) ve 2014 yili
ornekleri %3.6 (n=11) izlemektedir.

Serotip dagilimlar; 115 adet S. Infantis, 66 adet S. Enteritidis, 18 adet S.
Abony, 11 adet S. Typhimurium, 9 adet S. Tomegbe, 9 adet S. Havana, 7 adet
S.Kottbus, 5 adet S. Paratyphi B, 5 adet S. Anatum, 4 adet S. Newport, 4 adet
S.Salford, 4 adet S. Liverpool, 3 adet S. Hadar, 3 adet S. Mikawasima, 3 adet S.
Kentucky, 3 adet S. Mbandaka, 3 adet S. Charity, 3 adet Salmonella Il, 3 adet
Salmonella Grup D1, 2 adet S. Poona, 2 adet Salmonella Grup G1 ve 2 adet
Salmonella Grup G2, 2 adet Salmonella Grup B, 2 adet S. Bispebjerg,1 adet S.
Vitkin, 1 adet S. Kikoma, 1 adet S. Corvallis, 1 adet S. Richmond, 1 adet S.
Leeuwarden, 1 adet S. Ferruch, 1 adet S. Matopeni, 1 adet S. Thompson, 1 adet S.
Lexington, 1 adet Salmonella Grup C1, 1 adet Salmonella 111b ve 1 adet Salmonella
Grup H seklindedir.

3.1. Calismada kullanilan Salmonella serotipleri

] ] Ornek

Izolatin Agik Ad1 Izolatin Antijenik Formiili  Grubu sayis1 %
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Abony (1,4,[5],12,[27] ; b ;e,n,x) B 18 6,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Anatum (3,[10],[15],[15,34]; &,h :1,6) E 5 1,67
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Bispebjerg (1,4,[5],12 ; a; e,n,X) B 2 0,67
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Charity (111,6,14,[251 ; d ; e,n,%) H 3 1,00
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Salmonella enterica subsp.

enterica serotip Corvallis

(8,20 ; 4,223 ; [26]) C 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis (1,9,12;g,m ; -) D 66 2200
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Ferruch (8;e,h;1,5) C 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Hadar (6,8 ; 210 ;e,n,x) C 3 1,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Havana (1,13,23; f,g.[¢] ; - ) G 9 3.00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Infantis (6,7,14; r :1,5) c 115 3833
3.1. Calismada kullanilan Salmonella serotipleri (devami)
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kentucky (8,20 ;i ; Z6) C 3 1,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kikoma (16 ;y ;e,nx) | 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kottbus (6,8:6,h:1,5) c 7 233
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Leeuwarden (11:b:15) = 1 0.33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Lexington (3,10,15,34; Z10;15;[Z49]) E 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Liverpool (1,319 d; e,n,Z15) E 4 133
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Matopeni (30;y;12) N 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Mbandaka (6,7,14;710; e,n,Z15) C 3 1,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Mikawasima (6,7,14 ; y ;e,n,Z15) C 3 1,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Newport (6,8,20:¢,h:1,2) c 4 133
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Paratyphi B (1,4,[5],12;b;1,2) B 5 1,67
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Poona (13,22 : 7 :1,6,244) G 2 0.67
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Richmond 6,7;y;1.2) C 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Salford (16;1v;enx) | 4 133
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Thompson (6,7,14 ;k;1,5) C 1 0,33
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Tomegbe (1,42 ;b ; e,n,Z15) T 9 3,00
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium (1,4,[51,12;i;1,2) B 11 3,67
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Vitkin (28 :1,v :enx) Vv 1 0.33
Salmonella Grup B (1,4,12,27:d:?) B 2 0,67
Salmonella Grup C1 (6,7:229:7) C 1 0.33
Salmonella Grup D1 (1,9.12;g,m:?) D 3 1,00
Salmonella Grup G1 (13,22:729:?) G 2 0,67
Salmonella Grup G2 (1’13’23 1g?:? ) G 2 0,67
Salmonella Grup H (14,25:d:?) H 1 0.33
S.enterica subsp. Salamae serotip |1 (13,22 : 7229 :1,5) G 2 0,67
S.enterica subsp. Salamae serotip 11 (42:2:15) T 1 0,33
S.enterica subsp. Salamae Illb (50 : k : Z35) Z 1 0,33

Test edilen Salmonella izolatlarnin (n=300) 72 adedi (%24) kolistinin

belirlenen MIK degeriyle EUCAST kriterlerine gére fenotipik olarak direncli ve geri
kalan 228 adet (%76) ise duyarl kabul edilmistir (EUCAST, 2018). Calisilan MiK
aralig1 0,122ug / ml ile 256pg / ml arasinda olup kolistin MiK 50 degeri 1 ug / ml ve

MIK 90 degeri 8 pg / ml olarak tespit edilmistir.
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3.2. Kolistin icin SMD yéntemiyle elde edilen MIK50 ve MIK90 degerleri

MiK Araligi
MIK50 (mg/L) | MIK90 (mg/L) (mg/L)
SMD 1 8 0,122-256

3.3.EUCAST kriterlerine gére Kolistin i¢in MiK sinir degerleri

Antibiyotik MIK (pg/mL) sinirdegerleri
S< R >
Kolistin 2 2

3.4.Test edilen tiim izolatlarn EUCAST kriterlerine gére SMD’la elde edilmis MiK degerleri

(n=300) KOLISTIN MiK TESTi SONUCU (mg/L)
256 | 128 |64 |32 | 16| 8 | 4 | 2 | 1 |05 025 | 0122
Izolat adeti | _ - | - |2 |12|26|32|73]9 |46 | 9 -

Fenotipik kolistin direncli olarak tespit edilen Salmonella serotiplerinden
sayica en ok olanin Salmonella enterica serotip Infantis (n=27) oldugu
gozlemlenmistir. Bunu Salmonella enterica serotip Enteritidis (n=19) ve Salmonella

enterica serotip Typhimurium (n=5) izlemektedir.

Kolistin direncli olarak tespit edilen diger izolatlar ise Salmonella enterica
serotip Abony (n=2), Salmonella enterica serotip Liverpool (n=2),Salmonella
enterica serotip Kottbus(n=2),Salmonella enterica serotip Hadar (n=2),Salmonella
enterica serotip Newport (n=2),Salmonella enterica serotip
Kentucky(n=1),Salmonella enterica serotip Kikoma (n=1),Salmonella enterica
serotip Havana(n=1),Salmonella enterica serotip Anatum (n=1),Salmonella Grup
G1(n=1),Salmonella 1l (n=1),Salmonella Grup B (n=1),Salmonella enterica serotip
Mbandaka(n=1),Salmonella enterica serotip Paratyphi B(n=1), Salmonella enterica

serotip Thompson(n=1) ve Salmonella enterica serotip Lexington (n=1)dur.
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3.1. SMD yéntemiyle MiK testi yapilmis bazi izolatlari U tabanli polistiren plakta goriiniimii

3.5. EUCAST kriterlerine gére MIK degerleri direncli ¢ikan izolatlar ve sayilari

MIC 4 mg/L
izolatin acik ad1 Adeti

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Infantis 16

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Abony
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Hadar

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kentucky
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Newport

| e [ o |~

Salmonella Grup G1
MIC 8 mg/L
izolatin acik adi Adeti

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Infantis

w

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Anatum
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kikoma
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kottbus

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Liverpool

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Paratyphi B
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Thompson
S.enterica subsp. Salamae serotip 11

MIC 16 mg/L
izolatin acik ad1 Adeti

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Typhimurium 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Infantis 4

Y G RN

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Hadar 1

43



Salmonella enterica subsp. enterica serotip Enteritidis 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Kottbus 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Newport 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Havana 1

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Mbandaka 1

Salmonella enterica subsp. enterica serotip Lexington 1

MIC 32 mg/L
izolatin acik adi Adeti
Salmonella Grup B 1
Salmonella enterica subsp. enterica serotip Liverpool 1

Genotipik direncin belirlenmesi amaciyla fenotipik olarak kolistine direngli
olarak tespit edilen yetmis iki izolattan DNA ekstraksiyonu yapilmis ve kolistin
direncinden sorumlu mcr genlerinin varligi PCR yontemiyle arastirilmistir. PCR

amplifikasyonu sonucunda orneklerin higbirinde arastirilan mcr genleri tespit

edilememistir.
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3.2. mcr-1, mcr-2, mer-3, mcr-4 ve mcr-5 genlerinin tespiti i¢in yapilan multipleks PCR sonucu,
pozitif kontrol suslar1 ve 6rnekler
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4. TARTISMA VE SONUC

Gida amagh yetistirilen hayvanlar, mcr barindiran suslarin potansiyel rezervuarlar
olarak vurgulanmis olup kolistinin insanlarda karbapeneme direncli GNB’lere karsi
son ¢are olarak kullanilmasiyla beraber, bu durum halk saglig1 bakimindan biiyiik bir

tehdit olusturmaktadir (Wang vd., 2018; Carroll vd., 2019; Wangvd,. 2020).

Yakin zamana kadar, kolistin diren¢ testinin hangi yontemle yapilabilecegi
konusunda fikir birligi yoktu. Kolistinin agarda zayif diflizyonu nedeniyle disk
diflizyon yontemi ve gradiyent testlerinin giivenilir olmadigi kanitlanmis olup bu
testler polimiksinlere direncin belirlenmesi i¢in gegerli teknikler degildir (Galanivd,.
2008;Beheravd., 2010; Dafopoulouvd,. 2015;Chewvd,. 2017;Vasoo, 2017, Giske ve
Kahlmeter, 2018)

Hem EUCAST hem de CLSI, kolistinin MIK degerlerinin test edilmesi igin
ISO 20776 SMD yontemini Onermistir (CLSI 2016, EUCAST 2016).
EUCAST;Vitek 2 (bioMerieux, Fransa), BD Phoenix(BectonDickinson, ABD),
Walk-Away (BeckmanCoulter, ABD) gibi otomatik sistemlerin de kolistinin
fenotipik direncini belirlemek i¢in kullanimini 6nermemektedir. Bunun nedeni, bu
sistemlerin, referans olarak belirlenen yonteme kiyasla 2-4 mg / | araliginda kolistin
MIK belirlemede olduk¢a smirli dogruluga sahip olmasidir (Nordmann, Jayol ve
Poirel, 2016; Lellouche vd., 2019).

Bu yiizden de tez ¢alismamizda kolistinin fenotipik direncinin tespiti amagli
SMD yontemi kullamilmistir. Ancak SMD ile Salmonella izolatlarinin MIK
degerlerinin tespit edilip kolistin direnglerinin saptanmasi pratikte ¢ok fazla isgucu
isteyen zahmetli bir yontemdir ve tekrar edilebilirlik oram1 da oldukca diisiiktiir

(Poirel vd., 2017).

Tez ¢alismamizda kolistin direnci arastirilan Salmonella izolatlarinin %24’
(72/300) mikrodilisyon yontemiyle EUCAST kriterlerine gore fenotipik olarak

direngli bulunmustur.
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E. coli ’ye oranla, Salmonella izolatlarinda kolistin direncinin fenotipik olarak

arastirildigt ¢cok calisma bulunmamaktadir.

Tirkiye’de gida zehirlenmesi vakalarindan izole edilmis Salmonella spp.

suslarinda kolistine fenotipik direng orani %44,1 olarak bildirilmistir (Kizil, 2020).

Banglades’te kanatlilarda yapilan bir c¢alismada Salmonella izolatlarinda
kolistin i¢in fenotipik diren¢ orant %48,5 olarak tespit edilirken (Islam vd., 2020) ,
Nijerya’da kanatlilardan izole edilmis Salmonella izolatlarindan yapilan baska bir
caligmada fenotipik diren¢ %11,7 oraninda bildirilmistir (Ngbede vd., 2020).

Avrupa Birligi tiye ilkelerinde kanatlilardan izole edilmis Salmonella
izolatlarindan yapilmig siirveyans c¢alismalarinda kolistinin fenotipik direng
prevalansi diinyanin geri kalan bolgelerine oranla ¢ok daha diisiik oranda, broyler
sirdleri icin %1,8 ve yumurtact siriler igin de %8,1 olarak bildirilmistir
(EFSA/ECDC, 2021, 2021a).

Uye Ulkelerdeki Salmonella fenotipik kolistin direncinin genel olarak diisiik
rapor edilmesine karsin, Portekiz’de kanathi etlerinden izole edilmis Salmonella

suslar1 lizerinde geriye doniik yapilan bir siirveyans ¢alismasinda bu oran %14,3

olarak bildirilmistir (Figueiredo vd. 2016).

Uzakdogu iilkelerinden Tayland’da kanatlilardan izole edilmis Salmonella
suslarinda kolistine fenotipik direng orami %12,6 olarak bildirilirken (Sakdinun,
Sriwongsa ve Wongmuk, 2018) ; Japonya’da yapilan bir ¢alismada %1.2 (Esaki vd.
2004) ve Kore’de yapilan bir caligmada da %1 olarak (Lim vd. 2009) Avrupa Birligi

ulkelerindekine benzer oranlarda rapor edilmistir.

Tez ¢aligmamizdaki Salmonella suslarindan elde ettigimiz fenotipik direng
oranlari, Brezilya’da Salmonella enterica suslariyla yapilmig ¢aligmada tespit edilmis

olan %21 oranindaki fenotipik diren¢ sonuglariyla uyumludur (Morales vd., 2012).

Ozetle dinyada Salmonella suslarinda fenotipik kolistin diren¢ oranlari, en
disiik Avrupa Birligi iilkelerinde  %1,82 en yiiksek Banglades’te % 48,5
araliklarinda bildirilmistir. Bildirilen kolistin fenotipik diren¢ oranlarinin; iilkelere,
uygulanan antimikrobiyal yonetim politikalarma ve calisilan izolatlarin kokenine

gore degisebildigi sdylenebilir.
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Plazmid aracili kolistin direng geni olan mcr-1Cin’de 2015'in sonlarinda E.
coli suslarinda tanimlanana kadar, kolistin direnci yalnizca kromozomal genlerdeki

nokta mutasyonlariyla iliskilendiriliyordu(Liu vd., 2016).

Bu bulgunun iizerinden yalnizca ii¢ ay ge¢misken, bu genin ¢ogu kitada ve
esas olarak hayvanlardan, c¢evreden, gida maddelerinden; enfekte ya da
asemptomatik insan tasiyicilarindan izole edilen E. coli suslarindaki varligi agiklandi

(Skov ve Monnet, 2016).

Kolistin, Salmonellaenfeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen bir antibiyotik
olmamasma ragmen, tez calismamizdaki Salmonella suslarinda standart MIK
degerlerine gore kolistine fenotipik olarak diren¢ goriildiigii agiktir. Ancak fenotipik
olarak yuksek seviyelerdeki kolistin direncini, test edilen mcr genlerinden herhangi
birinin varligiyla iliskilendirmek miimkiin olmamistir. Bu duruma benzer bir sekilde
Cin'de herhangi bir mcr geni barindirmayan izolatlarin % 47,5 oraninda fenotipik
olarak kolistine direngli olduklar: gésterilmis ve mcr negatif kolistin direngli E. coli
izolatlarinda kolistin MIK degerlerinin mcr pozitif izolatlardan daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Luo vd., 2017).

PCR testinde negatif c¢ikan bir sonucun, kolistin direncinin tespiti icin
kullanilamayacagr unutulmamalidir, ¢linkii PCR testi kromozomal direng
mekanizmalarmin veya teste dahil edilmeyen yeni mcr genlerinin varligim
dislayamaz. Ornegin, Brezilya ve Italya'da karbapenemaz iireten, ancak mcr
genlerinden yoksun K. pneumoniae suslari arasinda yuksek oranlarda kolistin direnci
bildirilmistir. Bu 6rnegin gosterdigi gibi, mcr genleri igin negatif bir PCR sonucu,
fenotipik olarak kolistine diren¢ gosteren suslar icin zayif tahmin degerine sahip

olabilecektir (WHO, 2018).

Kolistini kodlayan mobil genlerin tespit edilemedigi fenotipik direng; bazi
genlerde lipid A modifikasyonlarina yol agabilen kromozomal mutasyonlardan
kaynaklaniyor olabilir. Kromozomal mutasyonlar yatay olarak aktarilamasa da mcr
negatif kolistin direngli izolatlarin yiliksek orani gormezden gelinemez (Luo vd.,
2017).

Yine mcr negatif Salmonellaizolatlardaki kolistin direncinin kromozom

uzerinde bulunan pmrAB, phoPQ, mgrB ve diger LipidA modifikasyonu ile
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sonuglanan genlerdeki mutasyonlarla ve mRNA sentezindeki dalgalanmalarla iligkili

olabilecegini vurgulanmistir (Jov¢i¢ vd., 2020).

Direng genleri Gretiminin plazmid stabilitesi iizerindeki etkisi arastirilmig
mcr-1 ve mcr-3 geni tasiyan transkonjugant kiiltiirlerde plazmidlerin miktarlar1 ve
dayanikliliklarinin zamanla azaldigr goriilmiistiir. Plazmid dinamiklerinin bakteri
topluluklarindaki diren¢ genlerinin kaliciliginda 6nemli bir yeri oldugu s6z konusu
calismayla gosterilmistir. Calismamizda fenotipik direng gosteren suslarin genotipik
olarak tespit edilememe sebeplerinden bir tanesi de s6z konusu plazmitlerde olusan
bu tarz degisiklikler olabilir (Yang vd., 2020).

mcr geninin kayip sebeplerinden biri de, secici baskinin yoklugunda geni
barindiran plazmidlerin kararsizlifi olabilir. Segici baskinin yoklugunda plazmid
stabilitesinin azaldigin1 ve bakterinin uyum giiciinii azalttigin1 gosteren calismalar

mevcuttur (Nang vd., 2018).

Genotip-fenotip iligkisinin tutarsizligi, bu calismada arastirilmayan mcr

genleri ve onlarin varyantlariyla da agiklanabilir (Gharaibeh ve Shatnawi, 2019).

Salmonella suslari iginde, dogasi geregi kolistine direng gosteren belirli
serovarlar olabilir. Bazi ¢aligmalar, O: 9 somatik antijenlerine sahip Salmonella'nin

D grubu serovarlarinin dogal kolistin direncine sahip oldugunu gdostermistir
(EFSA/ECDC, 2020; Ricci,Zhang, Teale ve Piddock, 2020).

Tiirkiye’deki standart laboratuvarlarda, Salmonellaenfeksiyonlarinda rutin
olarak kullanilan bir antibiyotik olmadig1 i¢in ¢ok genel olarak kolistine direng testi
yapilmamaktadir. Diger antibiyotiklere duyarl bulunmuslarsakolistin
direncinebakilmamasi da plazmid aracili kolistin diren¢ genlerine sahip izolatlarin
tespit edilememesine neden olmus olabilir. Benzer sekilde, E. coli'nin ve
Enterobacteriaceae'nin diger izolatlarinin kolistin direncleri, yalmzca c¢oklu ilaca
direncleri varsa test edilmektedir. Bu nedenle, polimiksin direncinin, dolayisiyla da

mcr geninin Glkemizdeki prevalansi su anda tam olarak bilinememektedir.

Sonug¢ olarak, bu calismadaki 300 izolatin 72 adedi (%24) Kolistinin
belirlenen MIK degeriyle EUCAST kriterlerine gore fenotipik olarak direngli
bulunmus ancak higbirinde mcr-1,mcr-2, mcr-3, mcr-4 veya mcr-5 geni tespit

edilmemistir.
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PCR ve Tum Genom Dizileme (WGS), mcr genini bakteri kilttrlerinden ve
ayrica klinik, digki, ¢evresel ve gida 6rneklerinden tanimlamak igin referans testleri
olarak kabul edilir. PCR, belirli primerler ve problar nedeniyle yalnizca o ana kadar
bilinen ve valide edilmismcr genlerini tespit edebilir. Bu ¢alismada kullanilan PCR
yontemiyle sadece mcr-1’den den mcr-5 genine kadar olan gen varyantlarini tespit

edebilmek mumkin olmustur.

Halihazirda mcr-10 geni ve varyantlari ortaya ¢ikmisken bu genlerin varligini
ortaya koyabilecek valide edilmis standart bir PCR metodunu igeren g¢alismalarin
yapilmasiyla da fenotipik ve genotipik bulgular arasinda bir uyum yakalanmasi

miumkun olabilir.

Ote yandan;bundan sonra yapilacak calismalara Oneri olarak, bilinen veya
bilinmeyen tiim kolistin diren¢ mekanizmalarimi tanimlayabilecegi igin WGS
caligmalar1 konuyu aydinlatmakta ¢ok yardimci olabilecektir (Rebelo vd., 2018;
Sekyere ve Asante, 2018).
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EK-1. INTIHAL RAPORU

T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI REKTORLUGU
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGU

INTIHAL RAPORU

Doktora Tezi olarakProf. Dr. Nilgin UNALdanismanliginda sunulan
“TURKIYE KANATLI URETIM CIiFTLIKLERINDEN ALINAN CEVRESEL
ORTAM ORNEKLERINDEN iZOLE EDILMIS SALMONELLA SUSLARINDA
KOLISTIN DIRENCININ SAPTANMASI” bashikli ¢alismanin tarafimizdan
bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakgada
gosterildigini, Saglik Bilimleri Enstitlisii tarafindan belirlenmis olan Turnitin
Programi benzerlik oranlarinin asilmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan
ederiz.

Orijinallik Raporu Tezin Benzerlik indeksi (%)
Toplam Benzerlik indeksi % 10

internet Kaynaklar % 8

Yayinlar % 5

Ogrenci Odevleri % 4

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklar1 kabul ve beyan ederiz. ..../ ...../ 20....
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