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ABSTRACT

Antimicrobial resistance occurring in a wide variety of Gram negative bacteria is considered an ongoing public
health threat. For this reason, unconscious use of antimicrobials reveals new resistance mechanisms, and these
resistance mechanisms are spreading globally. Due to these reasons, our current study aimed to isolate colistin-
resistant Escherichia coli in raw meat samples and molecular characterization of resistance genes. For this purpose,
the #7p.A gene was detected in 90 (75%) of the E. ¢/ isolates obtained from 300 samples. #er-1 gene was found in
8 (8.8%) of the isolates confirmed as E. cw/. However, as a result of the PCR analysis, O45:H2, O103:H2,
O121:H19, O145:H28, O26:H11, O111:H8 E. w/i serogroups and virulence genes were not found in any isolate.
Additionally, isolates 7 (7.7%), 5 (5.5%), 29 (32.2%), 23 (25.5%), 8 (8.8%), 10 (9%), 2 (2.2%) and 6 (6.6%). 1t was
found to be acid resistant to tetracycline, erythromycin, gentamicin, azithromycin, imipenem, ampicillin and
nalidixic acid, respectively.
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Cig Et Orneklerinde Kolistine Direngli Escherichia coli'nin Izolasyonu ve Molekiiler Karaktetizasyonu

(074

Cesitli Gram-negatif bakterilerde meydana gelen antimikrobiyal direng devam eden bir halk sagligi tehdidi olarak
nitelendirilmektedir. Bu nedenle bilingsiz antimikrobiyal kullanimt yeni diren¢ mekanizmalarini ortaya ¢ikarmakta
ve s6z konusu bu mekanizmalar kiiresel olarak yayilmaktadir. Bu nedenler 1s1¢inda, meveut ¢alismamizda, ¢ig et
orneklerinde kolistin direncli E. ¢o/i izolasyonu ve direng genlerinin molekiler karakterizasyonu amaclanmustir. Bu
amagla, 300 6rnekten elde edilen E. ¢/ izolatinin 90 (%75)1ninda #p.A4 geni saptanmistir. E. /i olarak dogrulanan
izolatin 8 (%8.8)’inde mer-1 geni bulunmugtur. Ancak yapilan PCR analizi sonucunda hicbir izolatta O45:H2,
0103:H2, O121:H19, O145:H28, O26:H11, O111:H8 E. cw/i serogruplar1 ve virtlens genleri bulunamamustir.
Ayrica, E. coli izolatlart disk difiizyon testi sonucunda 7 (%7.7), 5 (%05.5), 29 (%32.2), 23 (%25.5), 8 (%8.8), 10
(%09), 2 (%2.2) ve 6 (%0.6) oranlarinda strastyla tetrasiklin, eritromisin, gentamisin azitromisin, imipenem,
ampisilin, nalidiksik aside asit direngli bulunmustur.
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GIRIS

Escherichia coli, dinya genelinde insan ve hayvanlarda
enfeksiyonlara neden olabilen ve toplumlara énemli
Olgiide tbbi, sosyal ve bakim maliyetleri getiren
firsatgr bir patojendir (Redweik ve ark., 2020 ). Gida
kaynakli bir patojen olan E. co/i insanlarda genellikle
sepsise, farkli yaslardaki cocuklarda ise orta veya
siddetli enfeksiyonlara neden olmaktadir (Manges ve
ark., 2019 ; Wasinski, 2019 ). E. co/'nin hayvanlar ve
insanlar arasindaki bulasi, ¢ig veya az pismis et, ¢ig stt
ve suyun hayvan digkist ile kontaminasyonu
araciligiyla olmaktadir. Kolistine direncli bakteriler ise
son on yida cevre, gida, su ve bitkilerde varligin
gostermistir (Koskeroglu ve ark., 2023). Gram negatif
bakterilerin sahip oldugu plazmidler ve integronlarda
mevcut gen kasetleri gibi mobil genetik elementler, bu
bakteriler arasinda direng genlerinin yayilmasinda kilit
rol oynamaktadir. Bu nedenle insan ve veteriner
hekimliginde yapilan tedavinin basarisiz olmasina ve
tedavinin uzamasina neden olmaktadir (Kim ve ark.,
2018; Poirel ve ark., 2018; Berglund, 2018; Liu, 2018).
Antibiyotikler patojen bakterileri hedef almakla
birlikte, ayni zamanda memeli bagirsaklarindaki dogal
florayt da etkileyerek viicuttaki dogal dengenin
bozulmasina ve bagirsaklarda ciddi ikincil etkilere
neden olmaktadir (Enany ve ark., 2019 ). Son yillarda
bakteriyel hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde
antibiyotiklerin ~ yaygin  ve uygunsuz kullanimi
(hayvanlarda ve insanlarda tarim ve tedavi amacli)
nedeniyle ¢oklu ilaca direncli bakterilerin ortaya cikisi
6nemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir
(Hizlisoy ve ark., 2017, McLellan ve ark., 2018;
Wolfensberger ve ark., 2019 ; Komijani ve ark., 2018).
S6z konusu direncli bakterilerin ortaya ¢ikist kolistin
gibi giicli antibiyotiklerin fazla kullanimina neden
olmustur. Bu sebeple hastaliklara neden olan patojen
mikroorganizmalart  azaltilabilmesi icin etkili ve
givenli  terapotik  alternatiflere  acil  ihtiyag
duyulmaktadir (Shahin ve ark., 2020). S6z konusu bu
nedenlere baglt olarak, mevcut ¢alismamizda ¢ig et
orneklerinde kolistin direncli E. ¢/ izolasyonu ve
diren¢  genlerinin  molekiiler  karakterizasyonu
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal
Orneklerin Toplanmast

Bu calismada, 2020-2022 yillart arasinda 12 ay
boyunca Kayseri ilinde bulunan satis noktalarindan

(bes adet) her bir ziyarette 25 adet (beser adet) 6rnek
olmak tzere toplamda 300 adet ¢ig et 6rnegi elde
edilmistir. Toplanan Ornekler steril posetler icerisine
alinarak soguk zincirde aynt gun icerisinde Erciyes
Universitesi veteriner fakiiltesi Besin Hijyeni ve
Teknolojisi  laboratuarina  getirilmis  ve  analiz
edilinceye kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir.

Metot
E. coli’nin fenotipik identifikasyonu

Tum o6rneklerde E. e/ izolasyonu ISO 16649-2
kriterlerine gére yapilmistir. Bu amagla Eozin Metilen
Blue (EMB) Agarda (Merck,103858) spesifik metalik
rengi (yesil) veren tim stpheli koloniler E. co/ olarak
kabul edilmistir. Elde edilen siipheli koloniler alinarak
Blood agara (Merck,103879) ekilmis ve 37°C’de 18-24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon sonucunda
elde edilen koloniler %10 oraninda gliserol iceren
Brucella broth (Merck. B3051)’lu cryovial tiplere
alinarak -81°C’de mufaza edilmistit.

DNA Ekstraksiyonu

Bakteri DNA’sin1 elde etmek amaciyla InstaGene
Matrix kiti (Bio-Rad, ABD) kullanilmis olup, bu islem
kit protokolinde belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
Bu siirenin sonunda elde edilen siipernatant yeni bir
ependorfa alinarak, hedef DNA olarak kullanilmak
tzere -20° C’de saklanmistir.

Plazmit Ekstrasyonu

Kolistine direngli suslardan plazmid ekstraksiyonu,
treticinin protokoliine gére QIAprep Spin Miniprep
Columns (QIAGEN, 27115) kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Elde edilen RNA tim genom
analizi icin firmaya (Sugenomik Biotechnology)
gonderilmistir (Sekil 2).

E. coli’nin Molekiiler Identifikasyonu

Fenotipik testlerle E. /i olarak tespit edilen
izolatlarin  dogrulanmasi amaciyla PCR  yontemi
kullantlmistir  (Clermont et al., 2013). Reaksiyon
karisimt; her bir primerden 0.2 uM, 200 uM dntp, 2.5
ul PCR reaksiyon buffer, 3mM MgCl, U Taq DNA
polimeraz (Thermo Scientific; EP0402, ABD) ve 1 ul
DNA’dan olusmustur. Termal dongt kosullart; 94°
Cde 5 dk ilk denatiirasyon; 94°C’de 10 sn son
denattirayon, 59° Cde 20 sn primer baglanmast
(Tablo 1), 72° Cde 10 sn uzama, 72° Cde 5 dk son
uzama agamast olmak Uzere 30 dongi ve 25 pL
hacimde gergeklestirilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri

Table 1. Primer pairs used in the study

GENES FORWARD REVERSE SIZE REFERENCES
(bp)
045 TGCAGTAACCTGCACGGGCG AGCAGGCACAACAGCCACTACT 23 DebRoy et al., 2011
8
0121 TCCAACAATTGGTCGTGAAA AGAAAG TGTGAAATGCCCGT 62 DebRoy et al., 2011
8
0145 TTCATTGTTTTGCTTGCTCG GGCAAGCTTTGGAAATGAAA 75 DebRoy et al., 2011
0
026 CAATGGGCGGAAATTTTAGA ATAATTTTCTCTGCCGTCGC 15 DebRoy et al., 2011
5
O111 TGTTTCTTCGATGTTGCGAG GCAAGGGACATAAGAAGCCA 43 DebRoy et al., 2011
8
0103 TTGGAGCGTTAACTGGACCT GCTCCCGAGCACGTATAAAG 32 DebRoy et al., 2011
1
H2 TGATCCGACATCTCCTGATG CCGTCATCACCAATCAACGC 22 Banjo et al., 2018
8
H19 GCTGGCGATACATTTACCGC CGCCGCTGTCATCAATGTIT 59 Banjo et al., 2018
2
H28 CTGGCATACAACAGGCACAC TCAGCTTTGGTGTAAGCGTC 28 Banjo et al., 2018
5
H11 AACAACAACTGCAGCGGATG TCGGGCTACCACCTTCTGAT 34 Banjo et al., 2018
1
H8 CGGCGCGGTTAAGAATGATG CCGTTTTACCATCTGCGCTG 46 Banjo et al., 2018
7
mpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 48 Clermont et al., 2012
9
Mer-1 ACGCCATCTGCAACACCAA GCCAACGAGCATACCGACAT

Disk Difiizyon Testleri

E. cli olarak identifiye edilmis bakterilerin cesitli
antibiyotiklere karst diren¢ durumunu belirlemek
amaciyla disk diftizyon testi Klinik ve Laboratuvar
Standartlart Enstitiistintin (2016) 6nerdigi prosediire
gore yapilmustir (Bauer ve ark., 1996). Antibiyotik
duyarlilik test diskleri seftriakson (CRO 30 ug),
sefalotin (KF 30 pg), sefpim (FEP 30 pg), sefksim
(CFM 5 pg), fostomisin (FOS 50 pg), mecillinam
(MEL 25 pg), tetrasiklin (TE 30 pg), stilfametoksazol
-trimetoprium (SXT 25 pg), levofoksasin (LEV 5 ug),
eritromisin (B 15 pg), azitromisin (AZM 15 ug),
imipenem (IPM 10 pg), ampisilin (AMP 10 pg),
nalidiksik asit (NA 30 ) pg), siprofoksasin (CIP 5 pg),
gentamisin (CN 10 pg), kloramfenikol (C 30 pg) ve
aztreonam (ATM 10 pg) Miller- Hinton agar (Merck,
103876) uzerine yetlestirilmistir. Petriler, aerobik 37°
C’de 18-24 saat inkubasyona birakilacak, inkubasyon
periyodu sonunda olusan zon caplart Olciilerek
degerlendirme yapimistir (CLSI, 2016).

Viriilens genlerinin PCR ile tespiti

Fenotipik testlerle E. co/i olarak tespit edilen izolatlara
ait virilens gen (stx7, stx2 eae ve hhA) tespiti PCR
yontemi ile yapilmustir. Reaksiyon karisimi; her bir
primerden 0.5 pM, 400 uM dntp, 1X PCR buffer,
3mM MgCl; 1.5 U Taq DNA polimeraz (Thermo

Scientific; EP0402, ABD) ve 1 ul kalip DNA olmak
tzere toplamda 50pulL hacimde gergeklestirilmistir.

Termal dongi kosullar; 94° Cde 2 dk ilk
denatlirasyon agamasindan sonra 94° C’de 20 sn son
denatiirayon, 54° Cde 1 dk primer baglanmasi, 72°
Cde 1 dk uzama ve 72° Cde 10 dk son uzama
asamasi olmak tizere 35 déngtden olusmustur (Barel
ve ark., 2022).

Real Time PCR ile Kolistin Diren¢ Geninin (mcr-
1) Tespiti

E. coli olarak belirlenen izolatlarin tespiti amactyla
Real Time PCR kullanilmistir. Reaksiyon toplam 20puL
hacminde gerceklestirilmis olup, her bir primerden 0,1
uM DNA’dan 2 ul olacak sekilde Syber green
supermix (Bio-Rad) kullaniarak yapilmistir. Termal
dongti kosullar; 95° Cde 10 dk ilk denattrasyon
asamasindan sonra 95° Cde 15 sn son denatiirayon,
63° Cde 2 dk primer baglanmast ve 72° C’de 10 sn
uzama olacak sekilde 40 déngiiden olusmustur (Sekil

1).
BULGULAR

Calismada 300 6rnekten konveksiyonel metot ile elde
edilen 90 (%75) izolatta #p.A geni saptanmustir. Buna
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ek olarak yapilan PCR analizi sonucunda higbir

izolatta E. cli seroguplart (O45:H2, O103:H2,
O121:H19, O145:H28, 0O206:H11, O111:HS§)
bulunamamistir.  Ayrica, analiz sonucuna gore

toplamda 8 (%8.8) mer-1 geni bulunmustur (Sekil 1).
Bu calismada hicbir izolatta virllens genlerine

rastlantlmamistir. Ayrica, E. co/i izolatlart 7 (%7.7), 5
(%5.5), 29 (%32.2), 23 (%25.5), 8 (%8.8), 10 (%9), 2
(%2.2) ve 6 (%0.6) oranlarinda sirasiyla tetrasiklin,
eritromisin, gentamisin  azitromisin, imipenem,
ampisilin, nalidiksik aside asit direncli bulunmustur.

Amplification

(2623} AIWNT __

(2515) PspFI
42511) Bse¥I —

(2315) DrdI —

(2081) BsSpQI - SapI
/

-
(1957} Mfel

(1869) Pmel
(1850} BsmBI - Esp3T
(1823) BBVCI - Bpulox

(1729) HindIII
(1523} BSpDI - Clat

Sekil 2: Tim genom analizine ait sirkiiler grafik
Figure 2: Circular graph of whole genome analysis

TARTISMA

Calismada 300 6rnekten konveksiyonel metot ile elde
edilen 90 (%75) izolatta #pA geni saptanmistir.
Ghafur ve ark. (2019) ¢ig gidalar ile yaptiklari bir
calismada E. co/f dizeyini %20 olarak rapor etmistir.
Aklilu ve Raman, (2020) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise E. /i %54 dizeyinde oldugu
bilditilmistir. Tim bu calismalara ek olarak, Guo ve
ark. (2021) yaptiklart calismada ise E. co/i diizeyini

Cycles
Sekil 1: Real time analizi sonucu mer-1 geni pozitif olan E. co/i izolatlarina ait Cq degetleri

Figure 1: Cq values of E. coli isolates with mcr-1 gene positive as a result of real time analysis
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%24 olarak rapor etmistir. Yapian ¢alismalarin
(Ghatur ve ark., 2019; Aklilu ve Raman, 2020; Guo ve
ark., 2021) pozitif E. ¢/ oranlari bu calismadaki
orandan disik oldugu gorilmistir. Bu calisma
sonucundan yitksek olarak Adzitey (2020) c¢ig et
ornekleriyle yaptiklart bir calismada E. co/i dizeyini

%90  olarak  bildirmistit.  Sonuclar  arasindaki
farkliliklar ~ Grnekleme  yontemine, test edilen
numunelerin  farkliigina  ve  tespit  teknigine

atfedilebilir (Barel ve ark., 2022).
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Bu calismda yapilan PCR analizi neticesinde higbir
izolatta O45:H2, O103:H2, O121:H19, O145:H28,
026:H11, O111:H8 E. /i serotipleri bulunamamistir.
Ancak, Mokhta ve Karmi (2021) tarafindan sucuk
kiyma ve tavuk et ile yapilan bir ¢alismada 2 izolatta
0O26:H11 ve O119:H6 serotipi tespit edildigi
bildirilmistir. Bu sonucun mevcut calismamizdaki
sonuctan yiksek oldugu gérilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina paralel olarak Cho ve ark. (2020)
tarafindan yapilan bir calisgmada hicbir izolatta E. co/i
serotiplerine rastlanilmadigt belirtilmistir. Bu calisma
ve diger calisgmadaki E. /i  serotiplerine
rastlanilmamasi, analize tabi tutulan 6rneklerin azligi
veya az sayida serogrup icermesinden kaynakli
olabilecegi bildirilmistir (Renter ve ark., 2007).

Analiz sonucuna gére bu calismada toplamda 8
(%8.8) izolatta mer-1 geni bulunmustur. Aklilu ve
Raman (2020) yaptiklart bir calismada pozitif mer-7
genini %93 oraninda bulduklarini rapor etmistir.
Yapilan bagka bir calismada mer-1 geni %20 oraninda
bulunmustur (Adiguzel ve ark., 2021). Zhang ve atk.
(2022) tarafindan yapilan bagka bir calismada ise mer-1
geni %20 oraninda rapor edilmistir. Ancak, Rega ve
ark. (2021) tarafindan yapilan bagka bir calisma ise
hicbir izolatta mwr-1  geni tespit edilemedigi
bildirilmistir. Yapilan tim ¢alisma sonuglar: (Aklilu ve
Raman, 2020; Adiguzel ve ark., 2021; Zhang ve ark.,
2022) bu ¢alisma sonucundan oldukea yitksek oldugu
gorilirken, Rega ve ark. (2021) tarafindan yapilan
calisma sonucundan yiiksek oldugu gérilmistiir.

Bu calismada hicbir izolatta viriilens genlerine
rastlanddmamistir. Nehoya ve ark. (2020) yaptiklar: bir
calisgmada izolatlarin %8'inde eze ve six7 birlikte
bulunurken, %40'inda ise ease, stx1 ve stx2 virlilans
genleri bitlikte bulundugu bildirilmistir. Buna ek
olarak, Babolhavaeji ve ark. (2021) tarafindan yapilan
bir ¢alismada virtlens gen oranlarint sx7 1 (%12.5),
stxcl/bly 5 (%62.5) ve stx2/hly 2 (%25) olarak rapor
edilmistir. Momtaz ve Jamshidi (2013) yaptiklar1 bir
calismada six7, eaeA ve hly virtlans genlerinin oranini
5 (%9.80) olarak bulmustur. Yapilan tim c¢alisma
sonuglar1 (Momtaz ve Jamshidi, 2013; Nehoya ve ark.,
2020; Babolhavaeji ve ark., 2021) bu calisma
sonucundan yiksek oldugu gérilmistir. E. coli
izolatlarinda szx geninin bulunmamasi, Karch ve ark.
(1992) bildirdigi gibi zenginlestirme strasinda st
geninin  kendiliginden kaybiyla iligkili olabilecegi
belirtilirken, plazmit tzerinde tasinan A4 geninin
bakteri  kiltiitleme  sonrasinda  plazmid  ile
kaybolabildigi bu durumun tim izolatlarda Ah.A
geninin belirlenememesinin  bir nedeni olabilecegi
bildirilmistir (Ferdous, 2017; Wetzel ve LeJeune,
2007). 1zolatlarin 7 (%7.7), 5 (%5.5), 29 (%32.2), 23
(%25.5), 8 (%8.8), 10 (%9), 2 (%2.2) ve 6 (%06.0)
oranlarinda sirastyla tetrasiklin, eritromisin,
gentamisin  azitromisin, imipenem, ampisilin ve
nalidiksik asite direncli oldugu tespit edilmistir. Bu
calisma sonucuna benzer olarak Kassem ve ark.
(2020) ve Mgaya ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir
calismada  tetrasikline (%91.9)  stlfametoksazol-

trimetoprim (%80.5), ampisilin (%70.9),
siprofloksasin (%040.2) ve %25 sefotaksim, gentamisin
(%10.8) ve imipenem (%8.6) olarak bildirilmistir.
Buna karsin, bu calisma sonucundan yitksek olarak
Mashak ve atk., (2018) yaptiklar1 ¢alismada ampisilin,
gentamisin, tetrasiklin ve siprofloksasin oranlarint
strastyla (%100), (%90.47), (%85.71) ve (%71.42)
olarak bildirmistir.

SONUC

Calismada 300 6rnekten konveksiyonel metot ile elde
edilen 90 (%75) izolatta #pA4 geni saptanmistir.
Hayvanlarin =~ kesim  islemi  sirasinda  disk
kontaminasyona dikkat edilmesi, Gretimden tiketime
kadar ki her asamada et ve et uriinlerinin patojen E.
coli tirleri ile kontaminasyonuna sebep olan engellerin
ortadan kaldirilmasi, antibiyotiklere direncli E. coli
varliginin azaltlmast halk saghgi acisindan  buyiik
Onem arz etmektedir. Ayrica, kesimhanelerde calisan
personele gerekli ve yeterli hijyen egitimlerinin etlerin
diskt ile kontaminasyonun engellenmesinde oldukc¢a
6nemli oldugu sonucuna ulagtlmistir.

Cikar catismast: Yazarlarin  rapor edecekleri
herhangi bir ¢ikar ¢atismast yoktur.

Yazar katki Oranlari: MB, calismanin proje fikrine,
tasarimina ve yiritilmesine katkida bulundu, verilerin
toplanmasina katkida bulundu, taslagt hazirladi ve
yazdt, makaleyi elestirel olarak inceledi.

Etik Kurul Bilgileri “Bu  ¢alisma  “Hayvan
Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslar
Hakkinda Yoénetmelik” 8(k) uyarinca HADYEK'in
iznine tabi degildir. Bu makalede sunulan veri, bilgi ve
belgeler akademik ve etik kurallar cergevesinde elde
edilmistir.”
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