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A. GIRIS

1, GENEL BiLG!

Antlblyotlkler ve dlger kemoterapotlkleLln yayglp ku1- 
laniminin bu maddelere dlrengll bakterllerln seleksiyonu igin

uygun b1r cevre olugturdugu blllnmektedlr(l 2)

1935 y111nda Domagk tarafindan sulfonamltlerln, 1940
y111nda Chain ve Florey tarafindan - Penisilinin kemoterapotlk
olarak kullanima sunulmasindan kisa bir slire sonra Japonya'da
1950 yrllarinda sulfonamitlere direng kazanan bakterllerde
antibiyotik direncinin de gorulmeslnden hemen sonra. yap11an
§a11§malar, antlblyotlk direnci gdsteren bakterilerin tiim

dinyada yaygin gekilde’ bulundugunu_gosterm1§t1r(2f6).

1Antibiyotik difeﬁci ta§1yan bakterilerin varligfi nede-
niyle; birgok bakteri. hastaligi gliniimlizde de Snemini korumak-
tadir, Bakterllerde antlblyotlk direnci olugumunun mekanizma-
s1 iyi bilinmesine ragmen bakterllerln dlreng mekanlzm351n1
.a§é¢ak klinik tedav1de etkin, az saylda antlblyotlk bulun-
maktad1r(7) Antlblyotlklnrln yapisinda meydana getlrllen ko-
valan deg1§1k11kler dlrengllllk mekanlzma51n1n en yaygin go-
rilen bigimi olmakla birlikte, geglrgenllk (permeablllte)
ozelllglnln deg1§t1r11me31 yanlslra dlger mekanlzmalarln var-

-11g1 da gosterllmlgtlr.

"~ Plazmitler, bakteri DNAsindan bagimsiz olarak replike



olabilen (replikon) blrgogu kendi aktar1m1n1 (konJugasyon)
saglayan genler1 ta§1yan, iki 1p11kglk11 genetlk elementler-

- dir(8- 10) Plazmit DNAsinin . ayrica bazi antlblyotlk direnci
ozelllglnl veren genleri tasidigi da blllnmektedlr Bu tiir
plazmltlere genelllkle R—plazmltlerl veya R-faktorleri dénir
ve pek ¢ok bakter1 tiiriinde rastlan1r(11 14) . R—plazmltlerl g
dzerlnde ta§1nan genlerln sebep oldugu dlrengllllge bulagici’
(1nfekt1f) dlreng de denir. Bulasica dlrengllllk toplum sag-'v
1181 agisindan c1dd1 bir konuyu teskil eder Antibiyotik ve
dlger kemoterapotlklere direngli su§lar1n Turklye de de hizli

bir art1§ kaydettlgl gosterilmigtir(15- 20)

1- Plazmitler

A. Plazmitlerin $iniflandirilmas:

Plazmltler hemen her bakter1 turunde barlnan otonom,
kend1 repllkasyon sistemine sahip, bakteri DNAsindan bagim-
siz olarak varllklarlnl slirdirebilen genetik eélementlerdir
(Tablo 1). Bununla beraber bazi plazmltler hiicre DNAsina en-
tegre olarak da bulunablllrler, bu tip plazmitlere epizom da
denlr(22) - Bilinen tiim bakteri plazmltlerl hiicre iginde kova-
lan bagli (kapali) iki iplikgikli DNA yaplslndadlrlar Bakte-
ri plazmltlerlnln 51n1f1and1r11ma51nda ge§1t11 yontemler kul-

1an11m1§t1r(23)

’

a) Ta§131k1ar1,genetik-bilgiye gére siniflandirma

a.1l) Antibiyotik d1renc1 genler1n1 tasiyan. plaz—

mitler (ornegln, R-plazm1t1er1 veya R- faktdrleri).

a. 2)Bakter1051n proteinleri genler1n1 tagsiyan

plazmltler (ornegln Col E,I,K,V plazmltlerﬁ;



TABLO 1- Dogal olarak bulunan plazmitlerin Bzgilin bazi Bzellikleri(21).

0 zel1lig'i

Ta§iy1c1 Plazmit

Fertilite (konjugal aktarim)

Bakreriosin firetimi

Antibiyotik {iretimi

‘Ag1ir metal direnci

+
ca*?, mg*?, Pv*? ve wi*?)

UV direnci
Enterotoksin iiretimi

Virtilans faktbrleri

Hemolisin K88 antijeni dretimi

Kamfor,

Bitkilérde_tﬁmﬁrojenisite

Résiriksiybn/ModifikasYon

" Col 1b

Oktan metabolizmasi

F, R, Col

CloDF13 (Enterobacterium
cloacae), Col A, B, E, H, I,
K ve 'V “ :

SCP1-plazmiti (Streptomyees
coelicolor)

pl258 (S.aureué), R6

, R46
Ent

ColV, Hly

Cam, Oct (Pseudomonas)

Ti-Agrobacfer tumefacience
EcoRl,
RY13 plazmltlnce tiretilmesi

Not: Tabloda kaynagl verilenlerin d1§1ndak11er1n tdmu Escherichia c011 ye

aittir,

EcoRIIendoniikleaz ve metllazlarln
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b) TQ§1d1k1ar1 genetlk b11g1n1n aktarlmlna gbre si-

nlflandlrma

b. 1) Aktarllabllen (konJugal) plazmltler En‘iyi
b111nen ornekler, F. (fertlllte) ve R-plazmitleridir.. Gram ne-

-gatlf bakterllerln-prlammilerl bu 51n1£a gxrerler(24).

b. 2) Aktar1m1 olmayan (non conJugal non-trans-
m1531b1e) plazmltler KonJugasyon genler1n1 tagimayan plaz-
mitler olup, yavru hiicrelere aktarimi aseksiiel §ek11de cere-
yan eder. Gram pozitif bakterilerdeki R- -faktSrleri en iyi 8r-
negidir (25). Ancak, bakterl, aktarimi olmayan bir plazmitin
yanisira aktarimi olan bir'plazmiti'de taslyorsa; ikincinin

birinciyi mobilize ettipi saptanmigtit.

B) Bakterilerde plazmit varliginin tayini

a) Genetik yﬁhfemler

. Plazmit, R-plazmitlerinde oldugu'gibi bulagici -
(infektif) bir kaiakteri tagiyorsa, bu- karakterln hucreden
hucreye hizla aktarlmlna dayanarak-plazmlt varllglndan sdz
edlllr Aktarilan Plazmit karakterleri bakteri hiicre. DNAs2 _
:dzerlnde taginan genler ile herhangl bir baglilik (linkage)
gostermezler(26 27)

Plazmit ;a§1yan bakterller bazen plazm1t1n1 kay- -
betm1§ segregantlar vereblllrler. Plazmlt kayb1 spontan ola-
'b11eceg1 gibi, kongugasyon ve tranSduk31yon g1b1 genetik ak-
tarim olayi esn351nda da gériilirler(28,29). Akridin oranJ,
etldyum bromit, SDS (sodyum dodesil -silfat), X-i1s1in1 ve timin-:
ag11g1 gibi muamelelerln plazmltlerln kayblnl hlzlandlrdlk‘a—
ri b111nmekted1r(30 31).

Gerek spontan olarak, gerekse endiikleme yoluyla



elde ed11en segregantlar uremelerlne devam ederler; ancak,
‘plazmit genlerlnce tayin edllen ozelllklerlnl kaybederler.
B8ylece, bir veya birgok dlreng 8zelligini blrllkte kaybeden
bakterilerin bdvﬁéellikierini;plézmit tizerinde tagsidig: sﬁy-
lenebilir(32). Haslimoto ve ark.(33,34) nokta mutasyonuvsonu-
cu tetrasiklin ve kloramfenikol direnclerini kaybeden mutant
R—?lazmitleri elde ettiler. Reversiyon (geri-dﬁnﬁg) hizinin
10—6—10—8.01dugunu gosterdiler. Bu nedenle, pfaZmit kaybinin

tayininde esas alinan genetik kriterler:

1- antibiyotik direncinin ka&bolma hizi,

~2- bir hiicrede birden fazla ozelllgln ayni za-

manda kaybedllme51d1r.

b) Biyokimyasal ve biyofizik y®ntemler

Bu yntemlerin &zii bakteri DNAslnln_fiiiksel

olarak plaimit DNAsindan ayrilmasidir. En yaygin gﬁrﬁlenler:

. 1- Yogunluk ‘gradyenti hiz (dlferanslyel) santri-
fiigasyon(u): Baktetri DNAsi dibe 1nd1r111r ve plazmit DNAs1
ist sivida kalir(35).

2- Yoguniuk gradyenti hiz (izopiknik) santrifii-
-gasyon(u) Etidyum bromit ilave edilﬁi§ CsCl, yogunluk grad-
yanlnda siipersarmal (supercoiled), gev§ek (relaxed) ve lineer
DNAnin yogunluk farkina gdre ayrilmasi saglanir(36).

3- Jel‘eléktrofdrezi‘ Bakﬁeri hiicresinde buluna-
bilen fark11 DNA molekullerlnln buyukluklerlyle ters orant111

olarak, mobilite farkllllklarlna gore ayr11mas1n1 saglar(37).

C. R-plazmitleri

(

R-plazmiti direng genlerinin spontan segregasyonu



ve transdiiksiyon ga11§maiarin1h sonucu Watanabe(38) R-plaz-

mitlerinin iki ayrl.genetik elementten olustufunu gdstermig-

tir: RTF ve 1 faktBrleri. RTF transfer ve repllkasyon genle-

r1n1, r faktorlerl 1se antlblyotlk direng genlerlnl ta§1r. r.
faktorlerl genelllkle RTF ile ‘birlikte bulunurlar. Ancak r ve
RTF nin ayni hiicrede birbirinden ayri bulunabildikleri de bi-
linmektedir(39). o ' ’

Plazmitlerce taginan antibiyotik,direnéi.genleri,

" hiicre DNAsinca §ifrelenén'e§ iglevsel genlerden fakli 61arak"
gésterilirler. Kromozomal genlerin sembdlizevedilmesinde De-
merec ve ark.(40)'nin &nerisi uyarinca antibiyotik direncinin
ilk g harflnln kullanllma51 tim dunyaca benlmsendlgl halde,
plazmlt dlreng genlerinin sembollze edilmesinde genelde, bir
birlik gorulmemektedlr._Bu nedenle bu ' galigmada plazmit di-
'reng genlerinin gosterllme51nde antlblyotlklerln sadece basg-
harfl kullanllarak penlsllln (P), ampisilin (A), tetrasiklin
(T), kanamlsln (K),vstreptomisin‘(s), kloramfenikol, ayrim
saglamak igin, (C) olafak ngteriimigtir. Bir kemoterapdtik
madde olan sulfonamit d1renc1nden s8zetmek gerektlglnde, ay-
rim saglayabllmek 1g1n, 11k iki harflyle (su) §ek11nde gbste-

rllecektlr.

R-plazmitierinin stabilitesi tasiyici -hiicreye gdre
farklilik gbsterdipgi gibi, bir bakteri hﬂcresinde farkla
'piazmitler veya'bir‘plazmitin gok sayldaki kqpya1ar1 arasinda
stabilite yéniinden farkliliklar gdriilebilmektedir. Guerry ve
ark.(41)vE.coli'de olhukga étabi1 ve bﬁYﬁk bir replikon-ola-
rak bulunan ayni R-plazm1t1n1n Proteus'a aktar11d1g1nda, rep-
likasyonal kontroliin gevsemesi veya kaybedllme51 sonucu, ba-

gimsiz repllkonlara ayrlldlgln;-gbstermlglerdlr.v‘

E.coli R—plaimitlerinin RTF ve r faktdrleri oldukga
stabil olmakla beraber spontan olarak veya konjugasyon ve

transdiiksiyonla aktarim sirasinda bazen degi§ik'kombinasyon-



lar gdsteren replikonlarin olu§ab11dlgl blllnmektedlr Ander-

son ve Lewis(42) RTF ve T faktorlerlnln pargalarlna ayr11ma

(disosiyasyon) ve tekrar b1r1e§mesln; (re-asosiyasyon) ince-
lemek amaciyla S.typhimurium R(SuAST) plazmitini konjugasyon-
la E.coli'ye aktarmiglardir. Bu gailsmada A ile (Su S)direng
genlerinin ayri ayri 10._2 transfer hiza gﬁsterdikleri ve bir-
likte 10 -3 transfer hizina sahip olduklarl, oysa T genlnln |
10 -6 g1b1 oldukga diigiik transfer hizi gosterdlgl 1zlenm1§t1r
Ara§t1r1c1lar E.coli' ye aktarllan bu direnc genlerinin tekrar
S.typhimurium'a aktarimini 1nce1ed1k1er1nde diger genlerln
transfer hizinin ayni kaldlgl fakat T genlnln transfer hizi-
nin lo-l'e yﬁkseldigivgarﬁlmﬁ§tﬁr. Bu‘sonugiar, konjggasyonal
akfarlml\olan her diren¢ geninin RTF faktdri ta§181g1n1'g65—

termektedir, Yazarlar, r direng genlerinin kolaylikla disosi-

‘'ye oldufunu ve RTF-T tekrar birlegme frekansinin hizly olma-

digini ancak tekrar birlegtikten sonra ayrilma oraninin digiik
olmasi sonucu bakteri kiiltirliniin T geniyle infeksiyonunda gi-

derek belirgin bir artig gdriildigiini belirtmektedirler(43).

Anderson ve Natkin(44) E.coli'de R-(A Su §) plazmi—
t1n1n RTF-A ve RTF- (Su S) olarak baglm51z repllkonlara ayril-
d1g1n1 Pl fajl 11e yaptlklar1 transdukslyon galismalariyla

'gostermlglerdlr ‘Milliken ve Clowes(45) molekiiler seviyede

yapt1k1ar1 ga11§ma1ar1nda RTF ve r(Su S), r(Aa) faktorlerlnln
i ayri gembersel DNA molekiild olusturduklarlnl, RTF 'nin: yon-
lendirdigi aktarimda RTF ve r faktdrleri arasinda kovalan bir
bagin gerekli olmadiélnl gastermi§1erdir Anderson(46), r
faktbrlerinin hiicre ig¢inde RTF'den ayri olarak varllklarlnl
aktarimsiz gekilde stirdirdiiklerini, gok saylda kopyalarlnln
bulundugunu ve r(a), r(Su 8) faktorler;nln yaklaglk 7.5-8.0
X 103 baz ¢ifti uiunlugund# kiiciik molekiiller oldugunu gbster-

migtir,



2- Direngliligin Olusumu

Bakterilerde kalitsal olmayahfve.kalltéal'direnglilik

olmak {izere iki gesit olugum gériiliir.

AL Ka11t5a1‘olméyaﬁ“direnglilik
Blrgok antlbakterlyel maddelerln etkllerlnln gdril-
me51,bakter1n1n uremeslnl ve aktif repllkasyonunu ‘gerektirir.
Aksi halde liremeyen bakterller d1ren911 fenotip gostereblllr—
ler. Ornegin, penlslllne duyarla bakterller ortamda pen1s111n
bulundugunda L-formuna gegeblllrler. L- -formundaki bakterile-
rin hiicre duvarlarlnln bulunmamasinin onlari: penlsllln ve sefa-
losporlnlerln etkilerine duyarsiz kildig: b111nmekted1r(47)
Birkag¢ generasyon sonra eski. durumlarlna donerler, hiicre du-

vari sentezine bagladlklarlnda yine duyarli duruma gegerler.

B. Kalltéal direnglilik

Bakter1 genetlgl prenszplerlne gére, bakteriler di-
rengliliklerini birer birer kazandlklarl halde, gogul dlreng-
1iligin genellikle ayn1 zamanda kazanlldlgl ‘bilinmektedir.
Genetik ara§t1rma1ar,_§ogu1 direncin ekstrakrdﬁozomal_bir ge-—
netik element olan R-plazmitleri fizerinde tagindiBini gdster-
‘mektedir(48). | ” | R

Gram negatlf bakterller de ' ant1b1y0t1k d1renc1 gen-—
lerinin biiylik bir kismi plazmltler izerinde . ta§1n1r1ar. Plaz-
mltle;, kendllerlnln aktarimi ic¢in yeterli gegetlk potansiye-
le sahip olup, direngliligin siiratle yayilmasina nedén olur-
lar(49-51). | o R |

Gram pozitif bakterilerde de diréng genleri genel-
likle plazmitler izerindedirler ancak konjugasyonal aktarim

'gastermezlér, yalniz transdiiksiyon fajlary ile bir bakteriden



digerine ta§1nabi1ir1er(52,53)} En iyi bilinen drnegi Stafi-
lokok plazmitleridir(54,55).

a) Kromozomal direncglilik

Kromozoﬁal antibiyotik direngliligi (mutasyon)
'antibiyotiklerin etkisiyle degil, kendiliginden (spontan)
olusurlar. Antibiyotikleriﬁ varlig: mutant olmayan duyarl:
bakterinin firemesini onleyerek mutant bakteriler igin selek-
tif bir avantaj temin eder. -Mutasyonlarin hizi 10 -3 —10—9
,hﬁcre/genefasyon'ar551nda deg1§1r(56). Brnegin, E.cpli'de tek
agamalil streptomisin direnci mutasyonunun hizi 10-9‘dur. Mu-
- tasyon hizinin antiBiybtiklere gbre farklilik g8stermesi miim-

kiindlir.

‘ Kromozomal mutasyonlar genellikle konjugasyon,
transduk51yon veya transformasyon yéntemlerinden blrlyle di-
ger bakterllere aktar111r1ar(57) Bakterilerde goériilen di-
rengliligin mekanizmas: klsacaiﬁzetlenlrse:

a.l) Antibiyotikleri inaktive eden enzimleriﬁ'
iretiminin artmasi; 8rnegin, E.coli amp A geninin tirinii peni-
silinaz seviyesinin artmasi ile ampisilin direnci yiikse-
1ir(58). | | |

'a.2) Bakterininm antibiyotik gegirgenliginin de-
gigmesi: ®rnegin, duyarla baktetilerde tetfasiklin birikimi

gbriildigi halde direngli bakteride gdriilmez(59) .

a.3) Antibiyotiklerin hedefinde yapisal degigik-
lik: : L .

. a.3.1) 30 S ribozom alt bi;imindeki'degi=
§1k11k Ornegin, E.coli'de 30 S riVBozom altbirimine ait S12 prote—‘

inindeki degigiklige neden olan bir mutasyon (Str-A), protelnln streptoml
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sine iigisini ézaltmak. suretiyle_'direng kazandirmlé—
tir(60). Ayni §eki1de 85 proteininde &a?isal.degiéiklige'yol
" agan mutasyon‘(Sfc;R); hiicrenin spectinomisine direncini ar-
t1r1r(61,62). ' .

, a. 3 2) E, c011 de 50 S ribozomal - protelnle—
rinden 50~ 8 'in yapisini deg1§t1ren mutasyon hiicreye eritromi-
sin ve streptomlsln dlrgncl kazand1rm1§t1r(63). Proteln sen-
tezi mekanizmasini etkileyen digér'bir mutasyon, G faktdri

proteinirnde yaptlgl yaplsal deg1§1k11k sonucu. bakteri fusidik

aside dlreng kazanm1gt1r(64)

_ a.3.3) buguﬁe kﬁdarASItaﬁe "penisilin bag--
" lama proteini (pen18111n blndlng protelns —PBP)" izole edil-
,m1§t1r.vBun1ardan 3 tanesinin R-plazmltlerlnce gsifrelendigi
gasterilm;§ ve dlgerlerlnln kromozomal olablleceg; belirtil-
migtir(65,66). PBP' genlerindeki ﬁutasyondnv " bu protein-

lerin penlslllne 11g11er1ndedeg§me éonﬁcﬁnu dogurduBu One

surulmu§tur.

a.4) Kemoterapotlk etklslnln yeni‘agilan bir ‘me-
tabollk yolla a§11ma51, drnegin, sultonamlte_d;rengll bakte-
~riler 'PABA (p-amlno»benzoik asit) gerektirmezler,’oﬁunbyeri—
me folik asit kullanirlar(67,68). | o

a.5) Enzim yapisindaki degl§lk11k enzim ﬁetago—
lik iglevini yerine getlreblldlgl halde kemoterapotlge duyarfm
11111 azalmistir, Ornegin, duyarli bakterilerin tetrahidro-.
pteroik asit sentetaz enziminin sﬁlfbnamite.ilgisi PABA'dan -
daha fazla oldugu halde sulfonamite direngli bakteride bunun
aksi gérdlir(69,70). | B | | o

» Bakterilerde kromozomal direnglilik de
onem11 olmakla. beraber,plazmltlerCe ta§1nan direng gerek kli-

nik ‘olarak, ‘gerek’ bakter1 1nfeks1yonlar1n1n ep1dem1y0103151
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ydniinden daha 6nemlidir. Bunun nedenlerinden ikisi 8zetlenir-
se:
a.5.1) Kromozom genlerinin aktarim hizi,

plazmit genlerinin aktarim hizina glre g¢ok diiglktiir.

a.5.2) Kromozomal mutdsyonlar genellikle
bakterinin metabolik dengesini degistirmek suretiyle, normal
bakteriye gdre direncli mutantin liremesinde dezavantaja yol

agarak elimine edilmelerine neden olabilirler,

b) Plazmit antibiyotik direncliligi

R-plazmitlerinin Watanabe(2) tarafindan bulunma-
sindan sonra antibiyotik direncinin en yaygin geklinin plaz-

mit direnci oldufu bilinmektedir.

‘R-plazmiti tasiyan bakterilerde antibiyotik di-
renci genellikle-yé plazmitin senteéini sagladigi bir protei-
nin enzimatik aktivitesi nedeniyle ya da bu prétéinin hiicre
duvaflyla etkilegimiyle hiicre duvarinin gecirgenliginin de-

gistirilmesi sonucu gdriilir (Tablo 2).

TABLO 2 - Bu gallgmada kullanllan antlblyotlklere plazmitlerce saglanan
direng olugumunun mekanlzma51 .

Antibiyotik - = Direng Olusum Mekanizmasi

Penisilin wve Ampisilin Beta-laktamazlar(71,72), trans—
' “ port mekanizmasinda degigik1ik(73)

Streptomisin ve Kanamisin O—asetilasyoﬁ(74,75)
O-adenilasyon(76,77)
O-fosfptilasydn(?S)

Tetrasiklin » "Hiicre duvara geglrgepllg1nde de-
. g1§1k11k(79)

Kloramfenikol - Asetlltransferaz (CAT)(BO 81).
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Ciewell ve Helinsky(82) Plazmi;lerin genellikle
kovalan, kapali gembersel molekiiller olarak izole edildifini,
bakterilerin logaritmik biliyiime devrelerinin {ist sinirinda ge-
nellikle sﬁpérsarﬁal (supercoiled) sekilde bulundugunu, nik-
leazlar tarafindan kesime ugrayan plazmit DNAs1n1n lineer ya-

pirda oldugunu gastefmi§tir (Sekil 1).

SEKIL 1~ Plazmit DNAsimin elektron mikroskobunda gdriiniimi(83).
(a) lineer, (b) gevsek, (c) slipersarmal
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4 R-plazmitlerinin, E.coli'de genellikle 1-2 kopya
halinde bulunduklari bilinmektedir(84).

‘R-plazmitlerinin biliyiikliikleri genellikle 5-150
kilobaz (kb) baz ¢ifti arasindadir. R-plazmitleri ayni hiicre
icinde bile farkl:y biiyiikliikte olabilirler. Bunun nedenlerin-
den biri de genetik rekombinasyondur. Farkli genleri tasiyan
iki R-faktdrii arasindaki rekombinasyon sonucu daha biiylik, da-.
ha gok sayida r faktdrii tagiyan R-plazmitleri olusabilir. Bu
olugum agagida belirtilen y&ntemlerden biriyle gergéklegtiri-
>1ir(85):A '

"b.1) Genel rekombinasyonﬁ Homolog kromozomlar

arasinda g&riiliir(86).

b.2) Diizensiz (illegitimate) rekombinasyon: Ho-
molog olmayan kromozom yapilari arasinda gdriiliir. Bu olusumun
insersiyon elementleri (IS) tarafindan gerceklestirildigi

gbsterilmigtir(87,88).,
b.3) Yer degistirme (Transpozisyon): Hareketli

(Transposable) elementlerin benzerinin bulunmasi (duplikas-

yon) sonucu olabilmektedir(89,90).

C. Hareketli genetik elementler

Plazmit antibiyotik direncinin bir bagka plazmi-
te aktariminda hareketli elementlerce ybénlendirilen "yer-de-
gigtirme'"nin rolii oldukga iyi bilinmektedir. Bu elémen;lére
transpozon. (Tn) da denir. Hayeketli elementler ilzerinde tagi-
‘nan DNA segmentlerine translokon denir. Hareketli elementler
girme (insertion)-gikma (excision)'potaﬁsiyeline sahiptirier
ve alici ileverici replikonlar arasinda benzerlik (homoloji).

gerekli degildir. .
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. Tetrasiklin direnci genihi taglyan ve iki ucunda
1s3 insersiyon elementi bulunan TnD(Ql), ampisilin direnci
genini tagiyan TnA(92),’streptom151n ve trimetoprim direnci
genlerini tasiyan TnC(93) 'nin yanlsira kloramfenikol ve kana—
misin direnci genlerlnl tagiyan hareketli elementler,izole

edilmigtir(94).
Hareketli elementlerin ta§1nmas1 bakterlnln TrechA

bzelliginden baglm51zd1r1ar ve bu 8zelliklerini gerek akta-

rimlz1 gerek aktarimsiz plazmltler uzerlnde uygularlar(95)

3- R—plazmiti éksilmési (Curiﬁg)

R- plazmltlerl ant1b1y0t1k51z ortamda bakterilerin bv—
yiimeleri - 1gln gerekli degildir ve oldukga stab11d1r1er(96)
E.coli'de spontan R-plazmiti eksilmesi veya bazi genlerin ek-
silme (delesyon) hizi yaklasik: 10 4 ;10—5'bakteri/generasyon—
vdur..Genelllkle segregasyon veya repllkasyon hatalari sonucu
gérilir. Spontan direng eksilmesien sik S,typhimurium, en dii-

siik de E.coli'de gdriiliir(97).

Akridin oranj ve etidyum bromlt muameleslyle bakterl-
lerde 7 1'den % 100'e kadar artan plazmlt eksilmesi goru—
1iir (98,99). SDS muamelesl(lOO) ve timin ag¢liy da ayna
amagla kullanllmaktadlr. Plazmit genlerlnde bir mutasyon so-
nucu ortaya glkan dlreng eksllme51 bazen yan11§11k1a plazmit -
kayba §ek11nde degerlendlrlleblllr. Delesyonlarln gen mutas—'
‘yonlarindan ayrllma51 igin geri- doniigsiiz (non -reversible) ol-
malarindan ve direng eksilmesinin mutasyon hizindan gok yiik-
sek bir oranda gdriilmesinden faydalanilir. Bununla beraber,
direng eksilmesinin izlenmemesi de herjzaman o karakterin .
bakteri kromozoﬁu izerinde taglndlglnl gSétermez.‘Ayrlca, tim
direng. karakterlerinin de 1nce1enmes1 gereklidir zira, plaz-
mitlerin direng genlerlnden yalnlz biri veya bir kismi eksil-

mis olabilir. Plazmit direncinin eksilme mekanizmasinin kesin
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olarak bilinmemesine ragfmen, éksilmeyi arttiran maddelerin
timiinin mutajen etkilerine ilaveten bakterisit etkileri de

gbriilmektedir.

R-piazmiti téglyan bakterilerin, R-plazmiti té§1mayan
véya R-pilus yapimi baskilanan (repressed) ayni bakteriye ki-
yasla aminoakridin boyalarl,‘SDS (sodyﬁm dﬁdésil sﬁlfat);'
{ire, atebrin—-klorokin (chloroqulne) gibi maddelere kar§1 daha
duyarll olduklara blllnmektedlr. Bu maddelerle muamele sonucu
plazmit- kaybi g8steren segregantlarln,segllerek kulturdekl

sayilarinin giderek arttlgl'ngterilmig;ir(lOl),’

Etidyum bromit ve‘ak:idin oranjin DNAya siki bir il-’:
giyle baglandiga Bilinmektedir. Lerman(102) bu iki maddenin _;
¢iftsarmal DNA baz’giftleriniﬁ arasina girerek (intercala- |
tion) lokal agilmaya yer verdlglnl gosterm1§t1r. Hahn ve
Clak(lOB), lokal agllmanln biiylimesi sonucu, sag- donuglu (nor—
mal) DNAnin éol‘dﬁnﬁslﬁ DNAya ddniigtiigiinii, dqgal olmayan sol-
dbniigli DNAnin replikasyoﬁunun olmadigini ve'segregantlaré
ﬁiézmit,yayllma51n1n 6niendigini ileri sﬁrmﬁ§1erdif._Boﬁanc-
haud ve ark.(104) IO-G'M‘etidyum‘bromit iginde tiretilen bir
gecelik bakteri’kﬁltﬁrlerinde % 0-10 arasinda dégisen plazmit

eksilmesi. tespit etmigierdir;'_ :

Plazmit ek311me31 her zaman plazmlt DNA51n1n direkt
Aetkllenme51 sonucu degildir. Rlva ve ark. (105), rifampisine
duyarli (rif-s) normal E.coli’ de. gok duguk seviyede rifampi-
sin ilave'edildigi'ééﬁan ZA10’seviyesinde ﬁlaimit eksilmesi
gbriilmesine kargilik, kromozomal direncgli (rif-f) E.cbli'de_
rifampisin ilavesinde plazmit eksilmgéi gdérilmemesi ile ﬁlaz—
mit eksilmesinin RNA polimeraz enziminin inhibisyonu sonucu

oldugunu gbstermiglerdir.

Plazmit eksilmesi, in .vitro mutajenin konsantrasyonu,

pH, biylime ortami sicakligi, ba§lénglg bakteririnokﬁlasyoﬁu
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ve generasyon sayisi gibi faktdrlere baglidir.

4-_Konjugésyon'

E.coli klinik izolatlarlndé R—plazmitleri transferinin:
| 37°C'de 60 dakika inkiibasyon sonunda yak1a§1k 10 -4 oldugu
gozlenm1§t1r(106) Bir diger ifade ile, E.coli (B ). verici -
sugu E.coli (R ) alici suguyla e§1t mlktarda kar1§t1r111p 60
dakika 37°C'de inkiibe edilirse alicilarin % 0.01'i R-plazmi-
tini kazanirlar. 16-18 saat (gecelik) inkﬁbasydndan sdnra,
~transfer 7Z°1-100 arasinda garﬁlmektédir. Bu farkin R-tipi
fertilite pilusunun olugumuyla iigiliboldugﬁ bilinmekte- |
dir(107). | | '

R- plazmitinin'tranSEeri,'inkﬁbésyonun ilk 5 dakikaél
iginde basglar ve yaklagik 15 dakikada tamamlanlr Plazmiti
transfer eden alici 15 dakika 191nde verici durumuna gegerek
diger a11c1lar1a glftle§mek suretlyle kazandlgl direnci akta- .
‘rab111r R—plazmltlerl, F (fertlllte) faktdrlerinden daha di-
slk bir aktarim . hizi- gosterlrler(108) F faktdrd ile R- plaz-
miti ayni hucrede bulundugu zaman, oldukga duguk sayidaki
hucrgnln F. pilus yapablldlgl goriilmektedir(109). Bu durumun
R—plaémitine'ait bir represdr proteinin F-pilus yapimini en-
gellemesi sonucu oldugu'gﬁsterilmi§t1r. Fiﬁnegan ve Willets(110,
111) proteini sentez edemeyen (de-repressed) suglar elde et-
m1§ ve bu suglarda F pllus yaplmlnln onlenememesl nedenlyle
bakterl kromozomunun aktariminda artisg oldugunu saptam1§lar—
dir. R—plazmltlnln F- pllus yapimini, dolaylslyla bakterinin
fertilitesini, engellemes1 ozelllglne fertilite inhibisyonu
denir ve bu plazmitler (fi ) olarak gosterlllr. Ayni hiicrede
bulunduklarinda, F p11us yapimini engellemeyen R- plazmltlerl—
ne fertilite inhibisyonu gostermeyen (£Fi~ ) R-plazmltlerl de-
nir(l112,113). ' o '

N e . K
(f£i" ) R-plazmiti tasiyan bir bakteri, ikinei bir (£1i )
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prlazmiti_ile infekte edilirse iki plazmit ayni hiicrede var-
liklarini sfirdiirlir ve replikasyon vebtfansférleri birbirinden
bagimsiz olarak devam eder. Angak, alici bakteriye kendisinde
bulunan R-plazmiti ile izogenik (hgmolog) ikinci bir R-plaz-
ﬁiti verilirse; birineci ikincinin hiicreye girigini veya hiic-
reye girdiktén sonra hiicre iginde muhafaza edilmesini ®nler.
Bu iki ﬁzellige sirasiyla "girigte-diglama" (enfry exclusion)
ve "uyd§mazllk"'denir. Bu iki zellik birlikte bakteride "sii-

perimmunite"” (super immunity)yi olugﬁururlar(llé).

Pek cok bakteri tlirlerinde bulunduklar: gdsterildigi
halde, R?plazmitlerinin aktarimi daha gok E.c§li, Salmonella
ve Shigella bakteri tiirleri arasinda g&zlenmektedir(ll5).
R-plazmitlerinin aktarimi agisindan E.coli iyi bir alici ol-
dugu gibi, bilinen en iyi vericidir(l116). Ancak, R-plazmitle-
rinin alici bakteride taginmasi ve aktarilan direng 8zellik-
lerini kazandirmasi, aktarilan replikonunba11c1 hiicre restrik-
siyon-modifikasyon sistemine kargi bagisik olmasini gerektir-

mektedir.

5- Plazmit modifikasyon ve restriksiyon sistemi

Bakterilere yabanci bir DNA segmenti aktaélldig1hda
alici bakteri kéndifrestriksiyonlmodifikasyon enzim sistemini
hareketg gegirir. Ta§1y1c1.sisteme 6zgli modifikasyonu (meti-.
lasyon):tasimayan yabanci DNA tagiyicinin enzim sistemi tara-
findan kesilir(117;118). Bu enzim kompleksi palindromik dizi-
leri tanir ve hiicre metilas&onuna aykiri DNAy: keser, Palin-
dromik dizi ikili rotasyonal simetriye sahip, 5'+3' y®niinde

ayni baz dizisini g&steren DNA segmentidir(119).

Modifikasyon, restriksiyon-modifikasyon enzim komplek-
sinin tanima b&lgesine gére simetrik bazlari metile etmesi-
dir. Restriksiyon, bu kompleksin yabanci DNA lizerinde taginan

tanima dizisinde ¢ift iplikgik iizerinde yaptipi kesmedir. Ke- .



s

“sim soﬁuéu yabanca DNA,bakteri'nﬁkleazlarlpln pargalama akti-
vitelerine aciktiTr. Ayni hiicreye ait bakteri ve plazmit DNAs:
tizerindeki palind;qmik diziler bakteri enzim kompleksi tara-
findan taninir ve modifiye édilir. Enzim koﬁpleksi iki zinci-
ri de metile edilmig dizilere baglanamaz (bagisiklik). Ayri-
ca, hiicre DNAsi replike édildiginde;'yeni DNA sentezindeﬁ
sonra, enzim komplek51 eski 21nc1rdek1 kendisince metlle

) ed11m1§ baz dizisini tanir ve yeni 21nc1rdek1 d1z1y1 de meti-
le eder. E.colil restrlkSLyon modlflkasyon enzim kompleks1 ug

alt birimden olusur:®

a) hss genince gifrelenen altbirim: DNA Hizerinde tani-
nan, bir veya iki iplikgigi de metile edilmemigs diziye bag-

~lanma iglevini,

b) hsm geninceV§ifre1enén_a1tbirim: metilasyon islevi-

- ni,

c) hsr genince gifrelenen altbirim: DNAy:1 kesme igle-

vini, yerine getirir.

Restr1ks1yon 1§1ev1 191n ug altblrlmln de bulunmasi
zorunludur. Modlflkasyon iglevi 1§1n hss ve hsm gen {irlinleri
yeterlldlr. E.coli B ve K su§lar1 birbirinden farkli tanima
b61ge1eri tagirlar. E.coli 15 de farkl: iki reétriksiyon—mo-
difikasyon sistemirpplunmu§ olup, diger bakteriléf de kendi-

lerine &zgli sistemlere sahiptirler.

E.coli R-plazmitlerinde iki ayri sistemin bulundugu

gbsterilmigtir (120). Bu iki sistem:

a) £i7 R124 faktdriinde ta§1han RI sistemi (EcoRI)(121)
b) £i R-faktdrlerince taginan RII sistéemi (EcoRII)(122)

olarak tanimlanmisgtair.
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I1. TEZIN AMACI

Bakterilerde gogul-antibiyotik direncinin R-plazmitle-
ri lizerinde taginan direng genlerinin bir iglevi oldugu bilin-
mektedir. Bu ¢aligmanin amaci, R-plazmitlerinin genetik yapi-

larinin incelenmesidir.

Bu émagla, Istanbul bslgesinden izole edilen ve gogul
antibiyotik direnci‘bulunan klinik Escherichia coli suslar:
kulfanllmlgtlr. Su§1arda.saptanan éntibiyofik direng¢ genleri-
nin hiicre DNA si1 lizerinde mi bulundufu yoksa plazmit DNA s1
tarafindan m1 tagindigina tesbit etmek ﬁzere, direng génleri—
nin diren¢ eksilmesi, konjugal aktarim modellerinin aragti-

rilmasi ve DNA analizine dayanan yaklagimlar gerekmektedir.

R-plazmitlerinin stabilitesini aragtirmak igin direng
genlerinin bir alici (R ) suga aktarimini incelemek gereklidir
Ayrica, sugslarin DNA analizi de bu yd&nde tamamiay1c1 bilgiler

verebilir.

R-plazmitlerinin konjugal aktariminin incelenmesinde
restrikSiyon*modifikasyon enzim kbmpleksini kaybetmig
Bl(Fﬁff—m-),l alici susun kullanlmlbanem tagsir. BGylece, R-
plazmitlerinin.direng genlgrinin Bl'e koﬁjugal aktarim model-
“leri dogrudan,vericideki bakteri DNA sinin R-plazmitleri ile
etkilesimini, varsa hiicre igindeki-farkli plazmitlerin birbir-
leriyle olan iligkilerini ve R plazmitlefihiﬁ stabilitesini

yansitacaktir.

R-plazmitlerinin genetik haritalarinin yapilarak di-
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reng genlerlnln sirasinin glkarllma51nda dlreng eksilmesi 11e
‘konJugal aktarlm sonuglarlnln birlikte degerlendirilmesi ge—

rekir. Direng genlerinin plazmit uzer1ndek1 siralarinan glka—:
rllmasiyla plazmitlerin birbirleriyle 11g11er1n1n 1nce1enmes1
ve bulagicy dlrengllllk faktorunun b6lgedeki 1nsan populasyo-
nuna yayilmasindaki. roli tart1§11ab111r. KonJugal aktarim mo -
‘dellerinin 1nce1enm651y1e, R-plazmiti (RTF-r) nin stab111te51
ve (r) faktdri d;reng genler;nln kendi igindeki stabilitesi

incelenebilir.

Antlblyotlklerln yogun kullanlmlnln antlblyotlk dlreng
-genlerini tagimayan bakterllerln elimine edllmelerlne neden

oldugu diiglintilirse, diizensiz ve.farkll antibiyotik kullani-
minin da segilen bakteri pppuiasyénﬁndavbir list seviyede se-
cimi zorlayarak benzer modeli tagsiyen R-plazmitlerini

barindiran bakterilerin segimine yol agmasi beklenebilir. A
R- plazmltlerlnln harltalanma31y1a bu konunun {st sev1yede in-

celenme51 mumkun olablllr.- ' ‘ e

Qa11§ma anlatllan hususlara aglkllk getlrmek uzere

ba§1at11d1h
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‘B, GEREC VE YONTEMLER

1- Qallsmalarda Kullanilan Klgyasal Maddeler ve Alindik~-

lary. Firmalar

a)

b)

c)

Besiyeri Maddeleri

. Bacto-Mac Conkey (Difco, ABD)

Bacdto-Pen Assay Agar No.2 (Difco, ABD)
Bacto-Pen Assay No.3 (Difco, ABD)
EMB (Eosin Metilen mavisi) (Difco, ABD)

Antibiyotikler ve Kemoterap®dtikler

Ampisilin (Sodyum tuzu) (Sigma, ABD)
Kanamisin stilfat (Sigma, ABD)

Kloramfenikol (Eczacibasi, lstanbul)
Nalidiksikasit (iltas, tstanbul)
Penisilin-G (Sigma, ABD)

Rifampisin (Sigma, ABD) _
Sodyum aiif-(Matheson Colemaﬁ‘ve Bell, ABD)
Streptomisin siilfat (Sigma, ABD)
Tetrasiklin-HC1 (Eczacibaszi, Istanbul)

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Maddeler

Agaroz tip I (Sigma, ABD) ,
Agaroz-Sea Plaque (Marine Colloids, ABD)
Borik asit (Mallinckrodt) ABD)

Bromofenol mavisi (Sigma, ABD)
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Etldyum bromlt (Slgma, ABD).

EDTA (Etilen dlamln tetraasetlk aslt) (Merck Al-
manya) ‘ .

SDS (Sodyum dodesil sulfat) (Merck Almanya)

.Sukroz (Merck, Almanya)

Trls (hldrok51met11) amlnometan (Slgma, ABD)

Diger Kimyasal Maddeler

Akridin oranj (BDH, Ingiltere)
Hidroklorik asit (Merck, Almanya)
Sodyum hidroksit  (Merck, Almanya)

2- Kullanilan Tamponlarin Bilegimi

a) -

b)

c)

d)

Elektroforez tamponu (ET)

Tris v 89 mM

Borlk a31t 89 mM
~ EDTA 2.5 mM ,
(pH 8.2)

Agaroz jeli:42‘0.7 Agaroz (Sigma) ET iginde 100°C'de

15 dakika kaynatilmak suretiyle homo-
jenize edilerek hazirlandi, —60°C'de

inkiibatérde beklemeye birakilda.

Tris-EDTA témponu (T-E)

Tris , ° 89 mM

EDTA 2.5 mM R
(pH 8.2)

I. ince agaroz-karigiml

1 xT-E

Z 1 Ince agar : v

7 30-40 Sukroz. Karisim 100°C'de 5 dakika kaynatil-
di. % 5 oraninda Bfomofenol mavisi ilave edildi ve

50°C'de 1siticida bekletildi.
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e) I1. ince agaroz karisimi

/1 xT-E

% 1 ince agar
Z 0.5 sDS. Bu karigim 100°C'de 5 dakika kaynatil-
di1. 50°c'de 151t1c1davbekleti1di,'

£) Lizozim 5 mg/ml (T-E iginde yeni hazirlandi).

3- Besiyerlerinin Hazirlanmasi

a) Sivi besiyeri -

8 gr Pen Assay (PA) antibiyotik besiyeri No.3 (Difco)

500 ml H,O (pH 7.5)

b) Kati besiyeri

12 gr Pen Assay (PA) antibiyot(ik besiyeri No.2 (Difco)

500 ml H,0 (pH 7.5)

Her iki besiyeri 121°C'de 20 dakika otoklavda sterili-

ze edildi.

, Kemoterapdtiklerin katil besiyerlerine ilavesi, steri-
lize edilen kat: besiyeri SOOCrsuvbanyosunda en az 1 saat

bekletildikten sonra yapildi.

4~ Baski (replika) tabaBi ve igpeéi

Bu caligmada yapilan tiim antibiyotik direnci gﬁzlemle?

rinde otoklava dayanikli plastikten imal edilmig, 25 tane ay-
r1 (6 x6 x6 mm) yuvasi bulunan repliké (baski) tabagi kulla-
nildi. Baski tabaklari petri kutulari icinde sterilize edil-
di. Baski iglemi, bir defada 25 koloniyi tagiyabilen, 25 ig-
neli baski kalibr kullanilarak yapilmigtir. .
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© SEKIL 2- Bask: (replika) tabagi ve baskl.kallbl (ignesi)

5- Kiiltiirlerin saklanmasi

Antibiyotik direnci tasgiyan klinik E.coli suglara ile
direng eksilmesi ve konjﬁgasyoﬁ.ga11§malar1nda elde edilen
tiim segregantlar direngli olduklari antibijotiklerden en az.
birinin ilave.edildigi (20 ug/ml) PA kati beéiyerinde muhafa-
za edildi. Stok su§1af 3 ml kata besiyeri ilave edilmis ka-
pakli sigelerde ve oda 1sisinda (20 c'de), segregantlar ise

petri kutularlndakl katl be51yer1nde +4 €C'de tutuldu.
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6- Caligmada Kullanilan E,coli Suglari

TABLO 3- Galigmada kullanilan E.coli suglarinin listesi

a) idrar muayene maddelerinden izole edilen suglar:

Suglar  Protokol No Kaynak

1 18671 - t.U.1stanbul Tip Fak.Mikrobiyoloji Anabilim Dal:
2 18738 ‘ " " " oo "
3 18743 oo .o " | n n
4 18799 B L " "
5 18840 " " " " §
6 18880 - "M " | S
7 19006 B neoo e
8 , 19015 " " " B "
9 19020 - " " " " "
10 19277 o o " "
11 19412 " " LI T
12 19419 " woooooom " "
13 19430 oo " " o "
14 19478 ‘ A " ' " "
15 19497 weoow B " "
16 19642 " " o oo
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b) Laboratuvar suslari:

Sus L o Geﬁetik Hzellikler - - Kaynak
E.coli K12 Hfr C(cavalli)  (BEr R) . Ruen 122-E2-1-85*
"M mEr ¢ Nal . (Hfr R ) Nal-r ‘A.Kadikiran .
R Y . (HEr'R) sup D str: F.Stahl
moom RLIE8 " (F'RT) tet-r rec AS6 F.Stahl
" " Bpst . (F PBR322G) rm str-r T f.Sfahl
woeooon 81 . -.(F-R* r—mf)str-r rif-r A.Kad;klran
M . " C600 L (F R ) thr leu 1ac Bl str—r F.Stahl
" 504 : - (F R ) str-r- F.Stahl

¥ 1.0. Istanbul Tip Fakultesi Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksl—’
~yonlara Enstltusu (KUKENS) katalog numarasidir.

7= Plazmit antlblyotlk ‘direnci ek511mesln1n incelenmesi

Klinik E.coli suglari kullanilarak yapllan antibiyotik
dlreng eksilmesi a) kendlllglnden (spontan), b) hlzlandlrll-
m1g§ (enhanced- 1nduced) olmak tizere iki ayri y8ntemle incelen-
di. ‘

a) Kendiliginden direng eksilmesi

2 m1 PA sivi be31yer1 tek kolonlden ekllerek oda
51cak11g1nda 18-24 saat durgun uremeye b1rak11d1. Takibeden
alti gunde suglarin pasaj1 besxyerlne 1/100 oranlnda yaplla-
rak hazirlandi. A1t1qc1,pasa3 sonunda (7'nci gin) elde edilen .
Kiltir PA kati besiyerine yayilarak,. 37°C'de 16-18 saat inkii-
be edildi. Alinan tek koloniler, her birinde 0.3 ml PA siva

besiyeri bulunan 25 yuvéll-bask1 (rep1ika) tabagina tasindi.

Baskl'tabag1-37°C'de"en az 3F4 saat inkiibe edildik~-
ten sonra 25'lik baski kalibi ile Saski tabagindan alinan
kﬁltﬁflef bir seri antibiyotik iiave edilmig, taze PA kata
be51yer1 bulunan petri kutularina ekildi. 24-48 éaat 37%C'de

1nkubasyona birakildr ve antlblyotlk dzreng eksilmesi 1nce-
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 lendi.

b) Hizlandirilmis direnc eksilmesi

_ PA kat: besi&erine_ekilmi§ kliﬁik izolat E.coli
‘suglarindan alinan tek koloniler &ze ile 2 ml fA'51v1'besiye—
rine ta§1nd1 ve bir gecellk bakteri kiiltiiri hazirlandi. Erte-
si glin, ayn1 besiyeri ile suland1r11arak 104---105 bakteri/ml
hazirlanan 2 ml hiicre kulturlerlne ayri ayri akridin oranj .
(100 pg/ml) ve etidyum bromit (100-ﬁg/m1)>ilave edildi. 37°%'
de bir gece bﬁyﬁtﬁleﬁ kﬁltﬁr‘gerek gdrildigiinde 2-3 défa ila-.
've sulandirma- 1nkubasyon iglemine tabi tutuldu. Bundan sonfaf

ki 1§1em1er (a)'da anlatildiga glbl ydrutuldu

8- Konjugal aktarim deneyinin yap111$1

- Konjugasyon deneyi agsafida verilen aéamalarda gergék—

legtirilmigtir:

"a) Alici ve vericilerin Pen Assay sivi antibiyotik be-

siyefinde, pH 7.5, bir gecelik kﬁltﬁrléri_ha21riand1.

- b) Durgun buyume nokta51na ulagan- kulturlerden 0.1 ml

a11n1p 5 ml PA sivi be51yer1ne konarak 1/50 oraninda sulandl—_‘

r1ldy, 37° C'de hig sallamadan 1-2 saat 1nkube'ed11d1.

c) Alica ve bakteri kﬁltﬁrierinden egit miktar (I ml)
kiltlir kar1§t1r11d1 ve 37°C! de 1-2 saat galkalay1c111 inkiiba=-
térde inkiibe.edildi. '

_ d)~ﬁaha sonra.inkﬁbés§ona oda 51cékllglnda,ve dﬁrgUn.
sekilde 16-18 saat devam edildi. B8ylece direngliligin alica
ve verici ‘arasinda aktaflml.sﬁrerken, aktarilmig direnglili-
'gin alici bakteriler yoluyla_yayiima51~minimuma indirildi.

Direng aktarlmlhda alici suglardan HfrC'nin oda sicakliginda
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ve durgun lireme geklinde tam bir a11c1ﬁgldugu bilinmektedirz
| é) Aktarim gdsteren alicilar ‘suglar (konjugatlaf)‘se—
gici (selektlf) kati ‘besiyerinde gsu sgekilde segildi: 0. 1 ml
giftlegtirilen kulturlerln kar1§1m1ndan alinarak PA kati be-
51yer1ne ekildi. Kati besiyerinin haz1r1anmas1nda verici susa
uygulanan karsgi- seglmde kullanilan antlmlkroblkler agagida

verilen konsantrasyonda 11ave edildi:

rifampisin 100 ug/ml

nalidiksik asit - 100 pg/ml-

sodyum azit - , ~400-ug/m1

Aliciya uygulanan kargi-segimde, vericinin ta§id121 direng
esas alinarak kullanilan gntibiyotiklér tek veya gogullolarak
kullanildi. Aktarim segiminde, alic: bakterinin yeni kazandi-
gl direng 8zelliginin alicinin flzyolojlk dengesi uzerlndekl
etkisini dikkate ‘alarak ant1b1yot1k1er 6nce 20 30 vg/ml- sevi-

ye51nde kullan11d1

f) Aktarim gdsteren rekémbiﬁant koloniler, her yuva
iginde 0.5 ml PA sivi besiyeri bulunan baski tabagina tek tek

‘tagindilar.

g) Baskl tabaklar1 37°C'de en az 3-4 - 'saat inkiibe edll—

dikten sonra basky ka11b1y1a yapilan repllka 1§1em1y1e

g.1) 100 ug/ml konsantrasyonunda selektlf ‘antibiyo-
tik ilave edilen kati: be31yer1 bulunan petri kutularina tagi-
narak alicinin aktardig:i direng ozelllglnln tek agamall yuk—

sek antlblyotlk d1renc1 ‘izlendi.

g.2) Aktarimi izlenen antibiyotik direnci diginda
vericideki antibiyotik direnglerden hangisinin b1r11kte ak-

‘tar11d1g1n1 1ncelemek igin alicilar, ver1c1n1n d1ren911 6ldu-
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~gu diger antlblyotlklerln ayri ayri 11ave ed11d1g1 (100 ug/
ml) ‘tabaklara basildi.

9- Agaroz jel elektroforezi

Kullanilan ydntem Eckdart'in(37) hafif degistirilmis

yéntemidir.

a) Agaroz.jelin hazirlanmasi:

a.l) Plekéigiastan'yapllan bir elektfoforez kutusu
iginde iki cam levha (180 x 250 x0.3 mm ve 210 x 250 x 3 mm)
aralarlnda yakla§1k 6 mm aralik olacak gsekilde sikigtirildi
(Sekil 3)

SEKIL 3- Elektroforez kutusu .ve cep tarag:
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| | | | |
" a.2) 7 0.7 agaroz (60°C) iki.cam levha arasina d&-

kiildi. Elektroforez kﬁtusp yastiklama destek ile yaklasgak
60°C egik gsekilde yerlegtirildi. Kisa olan 6n camin Ustiine.
4 mm x 4 mm digleri olan tarak yer1e§t1r11d1 ve sivi agaroz.

Je11e§meye birakildi.-

a.3) Agaroz jellegince tarak ¢ikarildi ve tarak

diglerinin oturdufu yerlerde 4 mm x 4 mm x 8 mm'lik cepler

olugtu,
_ a.4) Cepler, kalan tampon sivisi alinarak, kurutul—
du.
b):Plazmi; DNAsinin égafoz jelindeki céplere yiiklenmesi
’b.l)-plazmit DNAsinin hgzlrlanmés1.
- b.1.1) Plazmit DNAs; kaynagi olarak k1limik

E.coli suglara kuilanlldl. Dirmmlicﬂdddarl antibiyotiklerden
birinin ildve edildigi PA kati besiyeri tabaklarinda 24-48
biyiiyen bakteri suglarindan 1-2 koloni (107 -108’bakteri) da-

ha &nce sterilize edilen dibi diiz bir klirdan ile toplandx.

b.1.2) Toplanan kbloniier .- 30 A T-E tam-
ponu bulunan kiiciik bir tiipe ta§1nd1.ve hﬁcre’sﬁspanéiyonu ha-

zirlanda.

b. 1 3) Vortekslemeyle suspanslyon galkalandl

ve bakterllerln blrblrlnden ayrilmasi temin edildi.

b.2) Bakterilerin lize edilmesi ve ceplere yiiklen-:
mesi: o | |
b.2.1) Bakteri shspan51yonu 30-60 saniye 50°C'
de 1siticida bekletlldl.

b.2.2) 110 XA lizozim (5 mg/ml) ilave edildi.
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b.2.3) 50°C'de bekletilen I. ince agaroz Kari-
simindan 25 A ilave edildi. Elde galkalandi ve derhal 50 X
alinarak cebe konuldu. Kullanilan ince agaroz 35%9C"de je11e§—
.mektedir. Bunun igin 50°C - 35°C arasinda lizozimin bakteri
‘hiicre duvarini yikmasi deva@ ederken ayni zamanda yapilacak

diger iglemler igin yeterli zaman taninmaktadair.

b.2.4) I. karisimin ceplere konulmasindan he-
men sonra, yine 50°C'de bekletilmekte 6lan SDS'1i IT. ince
agaroz karisimindan 50 XA alinarak I. tabakanin lizerine dik-
katlice yerlegtirilir. Hava kabarciklarinin olmamasina dikkat
etmek gereklidir.‘Yakiaglk IO dakika ig¢inde ince égar katman-

lari1 jellegmis olacaktir.

b.2.5) Ceplerin ist boglugu Z 0.7 agaroé jeli
(60°C) ile dolduruldu.

c) Elektroforez ve boyama islemi

1

c.1l) Un ve arka hazneler ET ile dolduruldu.

c.2) OBnce diigik akim (5 mA) verilerek_elektroféreze

baslandz1.

c.3) 10-20 dakika sonra yani boya jele girmeye bas-

ladigl za@an 50—100_V/Dogru-ak1m verildi..

c.4) Bromofenol boyasi jelden gikmak izereyken akim
kesildi. Agaroz jeli dikkatlice aﬁarattan'glkarxlarak plastik
bir kaba tagindi.

- c¢.5) 700-800 ml elektroforez tamponu iginde son
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak gekilde etidyum bromit bulu-

nan g¢8zelti jelin igine konuldugu kaba ilave edildi.
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c:6) Yaklasik 2 saat sonra jel kabdan glkarlldl ve
UV kaynaginin (C61 tipi, Ultrav1olet Products, Inc.) izerine
"yerlestirildi. 400 ASA film ve kirmizi flltre (Wratten 25)
kullanarak Jel izerinde boyanan DNA bantlarlnln fotografi ge-
kildi. -

Bu yontemln yararlarini klsaca Ozetlemek gereklrse.

1- DNA anallzl igin gerekll materyalln mlktarlnln az

olmasidir ve-1-2 koloni analie 1g1n,yeter11d1r.

2- Anallz edllen materyalin ihtiva ettifi DKRA fiziki
bir baski .altinda bulunmak5121n, ta§1d1k1ar1 elektrlk yukle—
rine ve buyukluklerlne gbre ayrlllrlar. Biiyiik olan en yavas,
en kiigiik olani ise en h1211 sekilde yukarldan agsag1 hareket

etmektedlr.

3- 300 xlO3 ‘baz glftl ve daha kuguk DNA molekullerlnln

,ayirimi mumkundhr.

4- Kopya say151 diglik plazmltierln ayirimi ve analizi
dlger yéntemler kullanildiginda hem giig ve hem de zaman ali-.

. c¢idar.

5- Hiicre DNA31n1n Jele g1rememesl, bu metodun plazmit

DNAsa anallzlndekl nemini vurgulamaktadir.

6- Ha21r1anan agaroz jelin iist bolumunde olugturulan

- gok say1dak1 cepler, gok sayida materyalin ayn1 zamanda, ayni

~

‘gartlar altinda mukayese11 olarak analiz edllmeler1n1 miimkiin

k1lmaktadirlar.

~Agaroz Jel elektroforezlnde amag, bakteri DNAsinin
ceplerde 1mmob11;ze edilmesi ve sadece plazmltlerln jele gir-

meleri ve ay1r1m1ar1n1n yap11m351d1r
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Bozulmam1§ bakter1 hucrelerlnln ceplerde lize edllmeslf
sonucu bakteri DNAs1 cepte kallr, zira ha21r1anan Jellﬂ gbze—-
neklerinden gegemeyecek kadar buyuktur (4500 baz ¢ifti). Bu
ozelllgl agaroz . jel elektrofore21n1n b111nen iki karakterls-

tlglnden birini olu§turmaktad1r.

Onemli olmamakla birlikte dlger iyi bilinen bir karak-
teristigi de tim rneklerde gériilen ortak ‘bir bantin varllgl-
d1r. Bu bant tlim hiicre DNAs1n1n kiigik bir kismini temsll eden
pargalanm1§, lineer DNAd1ir, Hicrenin tampon 191nde hazirlan-
mas1l sirasinda, vorteksleme 1§1em1 sonucu. pargalanan hucrele—
rin veya kolonilerdeki olu hucrelerln DNAlarlnln pargalanm1§

fragmentleri Jele glrebllmektedlr.

‘Analizi vapilan bakteri orneklerlnln (I ince agar ka-
r1§1m1) ceplere yer1e§t1r11mesl kar1§1mda sukrozun ‘bulunmasi
nedeniyle kolayllkla yapilmaktadir. SDS' 1i 171. ince agar kari-
§iminin 11avesl ilkinin meniskiisiind duzelterek elektroforezde
ayrimin ayn1 noktadan baglama31n1 saglamaktadlr. Lizozim
ceplerdeki bakterllerln hucre duvarini yikar ve protoplastla-
ri olu§turur. Elektroforez ba§ladlglnda, list katmanda bulunan
SDS en hizl: ‘hareket eden kiiciik molekul olub, protoplastlari
deterjan etklslyle pargalar. Aglga glkan DNA(lar) elektrofo-

retlk alanda istten(=-) a§ag1ya (+) dogru hareket ederler,
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C. BULGULAR

1- R-plazmitlerinde antibivyotik direnci eksilmesinin in-

celenmesi

Agaroz jel elektroforézi DNA analizi yantemi§1e (Sekil 4) plazmi
tagidiklara gbzlenen gogul direngli,klinikvE.coli suslara (Tabi
arasindan suglar: 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 16, 17 ve 19 ta-
§1d1k1ar1 antlblyotlk direnci modeline, dlreng sev1yeler1ne
(Tablo 4) ve jel- elektroforezinde gériillen plazmit spektrumuna
gbre, tek bir plézmiti olanlar ile birden fazla plazmiti .

olanlar éfas1ndan'segildi (Sekil A)J

Gerek spoﬁtan;,gerekse h;élandir11m1§ yanteﬁler kulla-
1n11arakiizlengn ﬁiréng’eksilﬁesi modellerinin incelenmesinden
de énlagilacaél gibi ¢ogu kez segregantlarda birdenfgok anti-
biybtik difenci'biflikte eksilmektedir. R-plazmitinin iki ay-
Tl d1ren§ genlnln birlikte mutasyona ugramasi, 10_1 'den de
duguk bir olasilik taglmaktadlr. Bu nedenle, dlreng eksilme—
"sinin bakteri.populasyonunda Z 1-2'den fazla'gorulmesl ve ge-
fiye>d6nﬁ§sﬁz (non;reversibie) olusu, direng eksilmesinin,
plézmit'ﬁzériﬁdeki direng genlerinin eksilme (delesyon) mu- |
tasyonu sonucu veya plazmlt molekiillinlin kaybedilmesi §ek11nde |

.degerlendlrllme51 1g1n yeter11 goruldu ve eksilme (delesyon)

olarak deferlendirildi.

Segregantlarda gériilen direng eksilmesi modellerinin
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1nce1enme51 sonucu plazmlt dlreng genlerlnln en uygun lineer-
haritalanmasi yap11d1 (Tablo 5). Sus 3, 6,,10 13, 17 ve 19"
un ek51lme modellerlnde A direncini kaybeden segregantlarln
yine de P d1renc1ne sahlp olmalarl, ayrlca konJugatlardakl
dlreng modelinde A dlrenc1n1 aktardlgl gbriilen konJugatln P
direncini aktarmam1§ olmas1,pen15111n ve amplsllln d1ren§11-

llklerlnln 1k1 ayri gen (P ve A) olarak gosterllme31n1 gerek-

t1rd1

Direng eksilmesi gésteren sus 5 ve 6'nin tiim segregant-’ 

lari antibiyotik d1renc1 ek511mesln1n geri- donuglulugL baki-

. m1ndan blrllkte 1nce1end1

Tiim segregantlar 1glnde akrldln oranj (100 vg/ml) ve
etldyum bromit (100 vg/ml) -~ ilave edilen PA sivi besiyerinde.
16-18 saat 37 ¢! de galkalanarak~uret11d1; 0.2 ml»(lO9 bakte-

ri/ml) ségregaht-kﬁltﬁriefi,segfegantlar;n direncinin eksil-

digi biiinen antibiyotik(ler)in 20 ve 100 pyg/ml miktardé ila-

ve: edllme51y1e ha21r1anan, PA kat: be51yer1ne ek11d1 ve 72
‘saat 37 C de 1nkube edildi. Segregantlardan hlgblrlnln eksi-

- len dlreng(ler)lnl yenlden kazanmadlgl gérildi. Bu sonuglarlﬁ
dogrultusunda klinik su§lar1n, ‘en azindan sug 5 ve. sug 6'nin
4'ek511en antibiyotik direng genlerlnln R~ plazmltlerl uzerlnde

"ta§1nd1g1 dU§unu1du

Uygulanan 11neer harltalanma degerlendlrmelerlne 6rnek

olarak SU§ 3'tin direng eksilme modell a§ag1da ver11m1§t1r

Tablo 5'de goruldugu glbl Su§ 3'iin' dlreng eksilme mo-

de11 kendi 191nde uyumlu olup, direng" genlerlnln lineer harl— _

Vtalanma51 icin yeterli b11g1y1 saglamaktadlr. En kuguk dlreng
, ek511mesl olarak ikili TC ve AT ‘kaybi gdriildii., Bu 1k1 eksilme
“birlikte dikkate alindifinda; A ve C genlerinin T nin ‘iki ay-

ri tarafinda haritalandiga anlagllmaktad1r7'
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’ PAT ve ATC Ugld eksllmelerl AT y1 1§erd1g1ne gdre gen-
lerln sirasi .PATC dir. Ayrlca, PATC ve ATCS d8rtli direng ek-

311me1er1 genlerln s1ra51n1 tamamlamaktadlr.

Sus 3' de bulunan plazmlt direng genlerlnln sirasi yu-
karldakl bllgllerln 1§1g1 altinda PATCG olarak dusunulmU§tur.»

Dlreng kaybi analizi yapllan 11 su§tan sadece igii, susg
3, 6 ve 13 gerek spontan olarak gerekse akridin oranj ve
etidyum bromlt.muamele51 sonucu tiim direng genlerini kaybet4

mi§1erdir.

Sug 5'in yalnlz etldyum bromit muame1e51yle, shg 8'in
ise ‘akridin oranJ ve etldyum bromit muamelesi sonucu § d1§1n—
da dlger direng karakterler1n1 kaybettikleri gdriilmektedir.
‘“Su§ 9 yalniz akridin oranj muamelesiyle sadece tetraslklln(T)
direncini kaybettlgl halde, sug 16'da hlgblr §ek11de direng
kayb1 gorulmedl. , _ ‘ S

”Su§ 10, 11, 17 ve‘19'da plézmit antibiyotik‘direncinin.”
kismen ve: ge§1t11 modellerde ortaya glktlgl goriildi. Direng
eksilmesi sonuglarl yalniz sug 3 ve 6'n1in plazmlt antlblyotlk
direng genlgrlnln lineer harltalanmas;nl gergeklegtlrecek ye-
" terliktedir. Diger suslardan elde edilen sdnuglar'ilerde'kon—
jﬁgal direng-aktarlml modelleriyle birlikte tekrar ele alina-

caktir.
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TABLO 5- Antibiyotik direng eksilme modeline gére R—plazﬁitlerinin direng

S genlerinin lineer genetik haritalanmasi

. : Eksilme
Su§1ar
3 ’ PATOCS

- 26/200

— 18

6

11/200 .
16
11
20

—_— ' 29

N

5/100
15
10

5

3

4

5 T{}PA)[}KC)%I] | -/100
' - — . 2/100
— 3

|

1/100
6
22

6 '  PCAT

6/100

Eksilme Kapsami Orani

Yapilan

Muamele

" Spontan

A0-100

EB-100

Spentan

‘A0-100

EB~100

Spontan

A0-100

EB-100
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"Susglar Eksilme Kapsami
8 | T(A P)T S
9 : - (PaA,T’K:S:C),'
10 P A T(S C)

11 : |_<P,~A,’T,):] [(K,SL)C]

Eksilme

Orani’

3/100

~.1/100

14

2/100 .

-/100
38/100

-/100

12/100
-/100
7/50
4
4
3

-/100
-/100

7/100

Yapilan
Muamele

~ Spontan
"A0-100
EB-100
»Spohtan
A0-100
EB-100
Spoﬂtan

|

A0-100

EB-100

Spontan
A0-100

EB-100
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Suslar Eksilme Kabsaml

13 (A C)T
16 . (P,A,T,5,C)
17 P A S(TsC)

—
—

———

L mmmne——
———

~ Eksilme
Orani’

5/100
i

1
6
5 .
5/100
19

3
7

6/100

3
14
‘3
4
12

-/100 .

-/175

-/100

-/100

82/100

111/150

5.
10
8

Yapilan.

Muamele '

Spontan

A0-100

EB-100

Spontan

A0-100

EB-100

uSponCan

A0-100

EB-100
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: : y Eksilme - Yapilan
~Suglar Eksilme Kapsami .~ Orami ‘Muamele
~3/100 . Spontén.
: 3 .
3/100 ~ A0-100
—_ 6/100
. — 5/100
U —_ - 15
-_— 15
2
(a) Klinik suslarin R-plazmiti tizerinde tasidiklari antibiyo-

tik direnci genleri asagidaki gekilde gdsterilmigtir:
P: penisilin, A: ampisilin, T: tetraslklln, K: kanamisin,

S: streptomisin, C: Kloramfenlkol , _ 0

(b)

Lineer haritalanma direnc eksilme modeline en uygun gdriilen

sirada verilmisgtir.

(e)

()

Gen dizisi hakkinda yeterli bilginin bulunmadiga durﬁmda
plazmit direng genleri arasina virgiil (,) konulmugtur,

Sirasi belli bir. grup géne nazaran, hangi ugta lokalize

“oldugu kesln olarak saptanamayan gen(ler)in i{istii gizil~-

migtir. Bu ¢izgi ile anlatilmak istenenj gen(ler)ln her

" iki uctan birinde bulunabilecegidir.

(e)

(£)

.Ayni bﬁlgéde'grup olarak haritalandiklara: vefilerle be-

lirlendigi halde, grup ig¢i gen dizisi hakkinda yeterli
bilginin olmadig: durumlarda genler parantez iginde gds-
terilmigtir. : :

Direng kayb: gosteren segregantlarln kardes olabllme ola-
5111g1 nedeniyle % orani verilmemigtir.

'
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2- ﬁglazmltlerlnln dlrengigenlerlnln aktarlmlnln ince-

" lenmesi (KonJugasyon)

Klinik E.COii sﬁglarlnln, a11c11E.coli'Bl(F—F-r—m_)vve
E.coli HfrC (HfrR r mf)'a.ta§1d1k1ar1 direng genlerini aktarim model-
leri incelendiv(Tablo 6). Alicilardan birincisi (F ), tagidi-—
k3! pBR32QGplazmitini spontan olarak;kaybetmi§ ve de rifampi-
sin direnci ge1i§tiri1mi§ Bpst ﬁﬁrevidir ~Ikincisi (Hfr), na-
11d1k31k asite’ (200 vg/ml) dlrengll olarak sec¢ilmig bir HEfrC
turev1d1r Her iki allci bu ca11§ma sirasinda yap11m1§ olup,

DNA analizleri §ekil 6, ' kolom 16, 17 ve §Sekil- 7, kolon 4, +2'd
gorulmektedlr ’ ' . ‘

o

Klinik suglarin dlreng aktar1m1ar1n1n 1nce1enm651nde
‘6zellikle birden fazla antibiyotik izerinde seglm yapllmlg-
tir. Direng aktarlm modellerine gdre en uygun lineer gen ha-
ritalamasi yap11ﬁ1§t1r. PlaZmit.réblikasyOn genlerinin lokali

‘aragtirilmistir.

Aktarlml 1nce1enen 24 klinik sugun hep51n1n dlrengll—
11k1er1n1 Bpst(F R r “m ) a aktard1k1ar1 gorulurken, verici
su§ 1, 2, 3; 15 ve 22' nin d1§1ndak11er1n direng genlerlnl
ikinci alici susg HfrC(Her r msb aktardiklari gdriilmektedir.
Sug 1 1n alica Bl e yalnlz c gentnl aktarmasl, plazmltln rep-—
llkasyonu 191n gerekll genlerin plazmitin C lokalinde oldugu—
- nu gosteren bir kanit olu§turmu§tur ‘Lokal- bolge ile sbz ko-
nusu geni igine alan ve iki taraflnda bulunan kom§u genlere

‘kadar olan balge»anlat;lmak 1stenm;§t1r.

Plazmlt DNAs1 “tzerinde, replikasyon igin gerek11 gen-
lerin lokallzasyonunu tayln etmek igin,plazmit dlrenglerlnln
kaybedilme modellerl ile aktarlm modellerlnln birlikte” deger—
lendirilmigtir. Plazmitlerin repllkasyonJ1§1n gerekli genler di
.fem;eksﬂﬂméhMe:gerlde kalan veya aktarimi gériilen, en kuguk

ortak plézmit segment1 uzerlndedlrler.v
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Su§ 3'de ortak segmentin C 1oka11nde oldugu ve P'ye.
kadar uzandiga aktarim ve eksllme sonuglarlndan gorulmekte
olup, kargilastirmali degerlendirme sonraki bolumde verlle;
cektlr Su§ 3'iin konjugal PC ve CTA repllkonlarl P ve A' nln
iki ayrl gen oldugunu gostermektedlr. CTA replikonuyla ampl—

silin dlrengllllglnl veren ‘A geni F (r m 'a ‘aktarildig:r hal-

~de penisilin dlrengllllgl veren P genlnln aktar11mad1g1n1, PC

replikonu, P geni aktarlldlgl halde A genlnln aktar11mad181n1

gbstermektedir.

Sus 4'un plazmlt dlrengllllk karakterlerlnln F vev
Hfr'ye aktarlm modellerl 1ncelenerek plazmit dlreng genleri-
nin CPATS lineer haritalamas: gosterllmlgtlr Sus 4'te plaz—'
mit. repllkasyon genlerlnln C ve P genlerl ara31ndak1 bdlgede

oldugu sonucu ¢ikarilmigtir.

Su§ 8' de S geninin aktarim:i 1zlenmem1§t1r s d1§1nda_

dlger direng genlerlnln plazmit DNAsi lizerindeki 51ra51, F

aliciya aktarllan -CP, PA ve PAT repllkonlarlna-dayanarak CPAT

,§ek11nde goster11m1§t1r Bu durum da CT genlerlnln blrllkte
aktarimi lineer haritanin gembersel olarak gosterllme51n1
miimkiin kilmaktadir. Su§_8‘1n\DNA anallzlnde tek bir plazmlt
mdlekﬁlﬁ ta§1nd1g1na ve S geni aktarimi olmayan ayr: bir
‘plazmit ilizerinde olmadlélna gdre; direhg kayb;<g8rﬁ1méyen s
geninin kromozomal oldugu dﬁ§ﬂnﬁlmﬁ§tﬁr._

/

——— S (olasa kromoéomal)

Dlger SU§1ar1n dlreng genlerlnlnaktarlm modellerl, ayn1 de-.

gerlendlrmelerln 15181 altinda incelenerek haritalamalara ya-

p11m1§t1r (Tablo 6). Dlreng kayb1 ve direng aktarlml sonugla=’

ri1 daha sonra birlikte degerlendifilééektir.

i
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TABLO 6- Konjugatlarda gbriilen plazmit direnci aktarim

Aktarilan Direng -
(P, A)C

Al1ica

Bakteri

Hfr

BEx

Olast
Replikasyon
Genleri
Lokali

C

P-(A/C)

P/A
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Aktarilan Direnc

T(P, C)A

Ola51‘
: Replikasyon
" Alica Genleri
Bakteri . Lokali
" P/C
.
Hfr
P_A
.-
- Hfr
P
F
Hfr



Su§ No

10

11

12
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| Aktarilan. Direng

C T(P, A)K S

Alics

Bakteri

Hfr

Hfr

Hf'!.'_.'r

Hfr

_Olasa
Replikasyon
Genleri
Lokali

P/A

(CPA)

c_?



Susg No
13

14

15

16

17

Aktarilan Direnc

C(a,P,T)

B

Alica

Bakteri

Hf;

Hfr

Hfr

: Hfr,

Ola51

Replikasyon

Genleri
Lokali

C- (APT)

'CAPAT)

C-(PA)



Su§ No
18

19

20

‘21

22
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Aktarilan direnc

C(P,A)T S

—H———
e
[

(C,P,A)T

Olasza
‘ Replikasyon
Alica Genleri
Bakteri Lokali
C_(PA)
g
Hfr
(PAC)
"
Hfr
' ' C-(PA)
"
Hfr
C-(PA)
B
Hfr
(CPA)
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Olasi
o Replikasyon
, ) Alica v Genleri-
Sus No Aktarilan Direnc . Bakteri _ Lokali
23 C(p, )T | : o c=(pA)
. ‘ F_ : -
* . v
——— Hfr
24 [C(P,'A)T]§ K g o c_P
—5— Ff 4
—S——
— ‘ Hfr
il .

e rer——— e

(a) Direng geﬁleri arasindaki iliskiyi ifade etmek igin kul-
lanilan igaretlemeler Tablo 5'de agiklandigi gibidir.

(b) Aktarilan direng genlerfnin‘g65terilmesinde segici anti-
biyotik (x) isareti ile belirtilmigtir, ‘ : ‘

(c) Aktarim: gériilen bir tip direncliligi g6sterén1erin kar-
des konjugatlar olabilirligi nedeniyle segilen konjugat-
larin sayilari verilmemigtir. ' :

(d) Genlerin siralanmasinda direng eksilmesi verileri de dik-
kate alinmigtir. Ancak yapilan degerlendirmeler aktarim
‘verilerine dayanmaktadir. ’ : :

(e) Olasi replikasyon genlerinin lokalinin belirtilmesinde
kullanilan igaretlemeler:

P : P geni lokalinde .

P C: P ve C genleri lokalinde

P/A : P ve genleri arasinda

() : sirasi saptanamayan genler olarak ifade edilmigtir.
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3- R-plazmitlerinin DNA analizi

Gogul antibiyotik direnci gosteren tim klinik E.coli
suglarinin DNA analizi Gereg ve Yontemler b8limlinde anlatil-

digi gibi agaroz jel elektroforezi ydntemiyle yapildi.

Bakteri DNAsi1 jel ceplérinde immobilize edilmigtir.
Ceplerin hemen altlnda ‘bakterilerin biyiik plazmitler gdriil-
mektedlr Biraz agagida’ ise, tiim brneklerde ortak olarak go-
riilen ve aynai noktaya kadar hareket eden, bakteri DNAsinin
pargalanma.urunu olan lineer DNA gdriilmektedir. Parcalanma
irlinlerinden sonra, hizla haréket eden kiligiik plazmitlerin

DNAs1 gbriilmektedir.

Tiim suglarin en az bif Bﬁyﬁk plazmit tagimasi suslarda
tespit edilen yiliksek seviyedéki antibiyofik direnglerinin
(Tablo &) piazmit karakteri"oldugunq desteklemekte olup, bir
kisminda tek bir,_digerleridde-de-en az iki kiigik plazmit g&-

rilmiigtir (Sekil 4). Bunun Snemi ileride tartigilacaktar.

Suglarda bulunan antibiyotik direng genler1 modellne,
dlrengllllk sev1yeler1ne ve tagidiklari plazmit sayisina gdre
_su§ 5, 6 ve 13 sec¢ilmis ve bu su51ar, tim direng genlerini
kaybeden-segtégantlarlyia birlikte, plazmit DNA analizinde

kullan11m1§t1r.

Sug 5 vé tiim direnglerini kaybeden 6 segreganti, sus 6
bve tiim direncglerini kaybeden 5 segreganti birlikte analiz
edildi (SekiIFS). Kontrol olarak C600 ve RL108 laboratuvar

suslari kullanilda.

Kontrol olarak kullanilan C600 (F—Rf) kolonunda gérii-
len bant parcalanan DNAy: gbstermektedir. Bunun yanindaki ko-
lon’RLlOS(F+R-) susunun DNA analizinde F faktdrli gdriilmekte-

U . . .

dir,
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i Suglar Tasinan direnc¥
| 1 PAC
2 PAC
3 PATCS
: 4 PATCS
LS PATCSK
L6 PATC
L7 PATCS
8 PATCS
9 - PATCSK
10 PATCS
1 PATCSK
12 'PATCS
.13 PATC
14 PATCS
s PACSK
16 PATCS
Y PATCS
18 PATCS
.19 PATC
20 PATCSK
P21 PATCS
P22 PATC
23 PATC
L24 PATCSK

SEKIL 4- 24 klinik izole E.coli suglarinin DNA analizi.

¥ Suglarin 6 ant1b1yot1ge karsz dlrengllllklerl test ed11m1§t1r
(Tablo 4 ). Tagidiklari direngler ayni sirada gosterilmis olup,

~ 6zel bir anlam 1germemekted1r Kloramfenlkol c) harlg, dlger
antlblyotlkler bag harfleriyle gosterllmlgtlr.
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$ek11 dikkatlice incelenirse sus 5'in iki buyuk plaz—
mit tagidig: gorulecektlr Birinci plazmltln RL108(F Y'in ta- -
'§1dlgl F-faktdri ile ayni noktaya kadar hareket ettlgl gorul-
_mektedlr Blrlnc1n1n biraz altinda hafif boyanma gbsteren
'1k1nc1 plazmlt gorulmektedlr ‘Etldyum bromlt muamelesi sonucu
direng kaybi gdsteren alt: sug 5 segregantlar1n1n birinci bii-

- ylik plazmiti ta§1d1klar1 ikinci plazmiti ta§1mad1k1ar1 goriil-

miigtir.

Sug 6 ve tagidifi tiim direngleri kaybetmig bes segre-
gantin DNA analizinde, segregantlarln hep31nde sus 6'da gbrii-
len ii¢ kiictik plazmltln kayboldugu ancak” F- faktoru bliyiiklligin-

"deki plazmitin segregantlarda da bulundugu tespit edilmistir.

Her 1k1 susun. ta§1d1k1ar1 F-faktori buyuklugundekl
plazmlt DNAsinin 8nemi ara§t1r11d1 Bu amagla, sug 5 ve sug
6'nin analizi yapilan segregantlarindan birer tanesipin (Sekil
5, Kolon 2 ve Kolon 9), tagidiklari bilinen (azi*r'léc+) gen-‘
lerini alic: (Ijsovo (F R rif-r str-r suguna aktarip éktarmad1k1ar1~
konjugasyonla aragtirildi., Rifampisin (IOOVug/mlj ve Na-azit
(400.pg/m1) ilave edilen Mac Conkey kati besiyerinde yapilan
segimdeAsegregantlarlﬁ‘segici igdretlerini sirasiyla 4 x10—7

ve 8 x10-7‘hlzda vericiye aktardiklari tespit edilmigtir.

DNA analizleri ve:rkonjugasyon sonugiarl biflik;e tiim
antibiyotik direnglerini kaybeden sué»Slve sug 6 segregantla-
rinda kaybolddgu garélen plazmitlerin R-plazmitleri oldufunu
ve her ikisinde de F-faktdriiniin bulundugunu kanitlayan bulgu-

lara olugturmaktadlr

Sug 13'iin spontan olarak, akridin oranj ve etidyum .
bromit muamelesiyle elde edilen, tiim antibiyotik difenglérini-
bkéybettikleri gﬁrﬁlen,_segregantlarlnin DNA énaliéi Sekil 13'
de verilmektedir. Klinik sug 13 ile Birlikte, 594, Bpst, Bqs
HfrC ve C600 E. coll suglara kontrol ‘olarak kullan11m1§t1r.
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#. 11 AO seg
12 40 seg

113 A0 Seg

N

9 sp seg_6 -

110 A0 seg

14 4us 6 © - PATC !

- Testedilen
Suglar - . taginan direng

1 Sus 5  PATCSK

f 2 EB seg 5 -

3 EB seg 5 -

EB seg 5 -

Eus

EB seg 5 -
EB seg 5 -

~d

EB seg 5 -

8 su§,5 . PATCSK

< A3 = ) [s)) [
i

B 15 C 600 (FR°)  strr

16 RL 108 (F'K)  tet-r

SEKIL 5- Sug’ 5 ve sug 6 nin segregantlarimin,. kontrol su§1ar1y1a birlikte

‘DNA analizi

Kullanilan kisaltmalar: sp seg
A0 seg

EB seg

spontan segregant
akridin oranj muamelesiyle elde

. - edilen segregant

etldyum bromit muamele51y1e el-
de ed11en segregant
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s SET. EE
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SEoSmE BE
< A - 2
hieii~d O O N Qo
XA Mn A = .0
' : Bulunan
m—— __Suslar: direng
N :1._sp.seg -
2. sp,seg -
3. sp.seg -
4. AO seg -
5. A0 seg -
6. AO seg -
7. AO seg -
8. EB seg -
9. EB seg -
10. EB seg -
11. EB seg -
12. Sus 13  PATC
13. Susg 13 PATC
14. 594 (F‘R-) str-r
PBR322G —t .
Plazmltl 1?- Bpst (F™R™) str-r, T
16. Bl_(F—Rf) str-r rif-r
, 17, HErC (R7)Nal nal-r

$EKIL 6~ SU§ 13 ve segregantlarinin kontrol olarak kullanilan laboratuvar

~suglariyla birlikte DNA analizi,

Kullanilan kisaltmalar: Sp.seg: spontan segregant, A0 seg: Akri-
din oranj muamelesiyle elde edilen segregant, EB seg: Etldyum 4

bromit muamelesiyle elde edilen segregant.
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Sug 13'Un DNA analizinde (kolon iZ, 13) kiigiik plazmit- |
lerin ayirimi yapilmis olmakla beraber, daha Bnce incelendi- |
ginde gbzlenmis olan biiyiik plazmit molekiiliiniin . (9ek11 6, ko-

1on 13) henuz Jele girmedigi gorulmu§tur

Tiim direnglerini kaybetmig 11 segregantln DNA anali-

zinde kiigiik plazmltlerln kaybedildigi gozlenm1§t1r.

Kontrol olarak kullanilan laboratuvar suglarindan Bi,
Bpst'in plazmit {izerinde tasindigi bilinen tetrasiklin diren-
cini spontan olarak kaybeden bir tiirevi olarak bulgallsmada
secilmigtir. Bpst susunun tasidigi pBR3226G (fnsan globin geni
tagiyan) "yeni-bilegim" plazmit (8.3 kilobaz) en alt ugta ha-
fif boyanmig sekilde gdriilmektedir. Bl susunda plazmitin bu-
~1unmamas1lgenetik se¢imin dogrulugunu kanitlamigtair. 81 sugu,

konjugasyon galigmalarinda alici olarak kullanilmigtar.

Klinik suslarda tasindig: yukar1da gosterllen (Sekil
4) plazmitlerin molekiil buyuklukler1n1 saptamak 1gln RL108(F )
in F-faktdrdi (90 kb)(123) ve Bpst sugsunda bulunan pBR322G
plazmiti (8.3 kb)(124) referans DNA molekiilleri olarak alin-
di. RL108, Bpst ve sus 6 tarafindan tagindigi bilinen dbrt
plazmitin DNA elektrbforezi kontrol suglariyla birlikte ya-

pildr (Sekil 7).

F-faktdri ve‘p§R322G plazmitlerinin Log molekil agir-
11k degerlerinin, Log Rf(mobilite) kars: ¢izimiyle elde edi-
len dogru fizerinden susg 6 plazmitlerinin Rf deferlerine kar-
§111k molekﬁi agirliklar:, s1ras1yia vaklagaik 80»k§; 14 kb,
12 kb ve 10 kb olarak bulundu (Bulunan degerler, sadece iki
referans DNAnin kullanilmasi ve agaroz jelinde 8rnek kolonla-
rinin esitsizligi nedeniyle % 20-30 6ian1nda-sapma beklénebij
lir. pBR322G plazmitinin biraz iUstilinde hafif boyanmig ikinci
bir plazmit DNA bant1 gﬁrﬁlmektedir. Bu bgntln gevsek plazmit

DNAs1 oldugu dﬁgﬁnﬁlmﬁgtﬁr(BB).
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; .- Bakteri DNA s1
6.1 «¥ faktérii (90 kb)
6.2
6.3 «Gevgek pBR322 (8.3 kb)
6.4

< Slipersarmal pBR322 (8.3 kb)

SEKIL 7- Sug 6 (R ), RL108 (F ), Bpst (pBR322) ve kontrol olarak Bl(F R),
HfrC(Hfr R~) nin DNA elektroforezi. Referans plazmit DNAlarin
biiyiikliikleri kilobaz (kb) olarak gosterilmigtir.

Yapilan karsilagtirmal:i degerlendirmeier sonucu klinik
suslarda tagindigi gdriilen plazmitlerin bﬁyﬁklﬁkleri yakla-

sik:

a) Biyiik plazmitler 38-60 kb ~
b) Kiglik plazmitler 11-17 kb olarak bulunmu§tur (Sekil 7).

Konjugal aktarimin ara§t1r11m351nda kullanllan Bl su§u
(F R ) ristriksiyon- modifikasyon sistemini . kaybetm1§ (r m )
.blr sug oldugu igin, verici klinik suglarin direng aktarim
modelleri gayet agik sekilde 'yansitilmig olmaktadir. Ancak 81
susu kromozomal streptomisin direnci (str-r) tagidigi igin
”HfrC(str-s); verici klinik suglarain streptomisin direncinin
jzlenmesi amaclyla, 1k1nc1 alici olarak kullanilmigtir. Hfr
bakterlnln oda s1cak11g1nda veya durgun (stationary) ireme

devresinde fertilite Szelligini kaybettigi bilinmektedir.
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D. TARTISMA ve SONUC

Bu géll§mada bulasici antibiyotik direnciﬁi belirleyen
etmenler olarak bilimen R-plazmitlerinin yapilari direng ek-
silmesi, konjugaldireng aktarimi ve DNA elektroforezi yénte-
miyle incelenmigtir. Agaroz jel elektroforezi ydntemiyle in-
celen klinik suglarin hepsinin en az bir biyiik plazmit DNA s1
ﬁa§1d1g1 gosterilmig olup, direncgler arasinda gdriilen eksilme
orénl ve konjugal aktarim mddeli‘bu plazmitlerin R-plazmitle-

.ri oldugunu kanitlamaktadir.

Su§.6 ve 13'iin tiim direng genlerini kaybetmis segre-
gantlarinin DNA analizi kiigiik plazmitlerini de kaybettikleri-
ni gSstermi§tir. Bu sonuglar antibiyotik direngleri tagiyan
her iki sugun tagidigi kiigiik replikonlarin R—piazmitlefi ol-
dugunu gﬁstermektédir. Klipik suglarin tagidiklari direng
sayisi ile plazmit saylslvéra$1ndé bir baglanti gdriilmemek-
tedir. Alt: diren¢ geni tasiyan beg susgtan dért tahesi; sug

5, 9, 11 ve 20 yalniz bir biiyiik plazmit tagirken, sus 24 iki

biiyiik plazmit tasimakeadir. Ddrt direng geni tasiyan bes sug-

tan; sug 6 da {ig, sug 13 de dort kiiglik plazmit g&riildiigii hal-
de sus 19, 22 ve 23'te kiigiik plazmit gdriilmemektedir. Bu du-
rum R-plazmitlerinin stabilitesi ile ilgili olup, su§1ar ara—-
sinda farklilik gdriilmektedir. Ayrica, E.coli suglarinin R-
- plazmitlerini aktardiklari kaynagin bilinmedipi diglinlilirse,
farkli orijine sahip plazmitlerin E.coli'deki stabilitélgrinin

farklilik gbstermesi beklemebilir(125).
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Akridin oranj ve etidyum bromit mutajenezinin direng
eksilmesini hizlandirdig: gﬁrﬁlmektedir. Ayni direng kayba
modeli g&steren segregantlarin bir kisminin kardes hiicreler
olabilirligi ﬁedeniyle direng eksiimeﬁz orany verilmemistir.
11 sug {izerinde yapilan direng eksilmesi gallgmalarl.su513f1n»
akridin oranj ve eﬁidyum"bromitevfarkll cevép verdiklerini
goster mektedir.vSh§ 16 higbir §eki1de direng eksilmesi gbs-
termezken, sug 9'da akridin oranj muame1e31y1e yvalniz. T gen1—
ni eksilmektedir..Bununla beraber sus 3, 5, 6, 8 ve 13'iin tim
direngliiiklerinin eksildigi izlendi. Tiim direng eksilmesi
gosteren segregantlar klinik susglarla birlikte‘agaroz jel
elektroforezinde inceléndigindé,'segreganflarln.plazmitlerini
kaybettikleri éazlendi. Bununla beraber 9 susun gegitli kom-
biﬁasyoniarda direnc eksilmesi gﬁsterdigi, en az eksilen ge-

nin P oldupu gdzlenmigtir.

Aragtirilan 24 klinik sugun tiimi direng genlerlnl kon—
jugasyonla alici By (F R r m‘) e aktarmiglardar. HfrC(HfrP r m )
aliciya ise 18 sugun direng aktariml gbrilmisg, ancak sug 1, 2,
3, 15 ve 22 nin direng genlerlnl aktaramadlklarl, su§ 20'nin
dlreng genlerlnln sadece bir kismini aktarablldlﬁl saptanm1§-<-

“tir.

Tiim ver1c1 suglarin dlreng genlerlnln Bl'allc1 susuna
konjugal aktar1m1 goriildiigi halde beg sugun direng genlerinin
varC alici susuna aktarilamamasl veya sug 20 ile goriildigi
gibi kismen aktarilmasi agsagida belirtilen nedenlerin sonucu-

olabilir:

a) Vericinin R-plazmiti ile HfrC ai;c1'5u5ta bulunan
~faktdri arasinda uyusmazlik olabilir; aktarim uyugmazli#i

(trénsfer-ingompatibility) gérﬁlebilir(126),

b)_A11c1daki:F faktord ile aktarilan R-plazmiti ara-

sinda replikasyonal uyugmazlik sonpéu R-plazmiti alici da go-
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galamayarak,'yaV;thﬁcrélére_aktarllamayabilir(127).

» ¢) Aliecr su§té akﬁif bir1ristrik§i§onvsistéﬁi:bhluna-
bilir. Vericinin plazmit DNA'S1n1nﬁa11c1 bakteri modifikasyo~
nunu ta§1mamasi hélinde ‘aliciya- aktarllmakta olah plazmlt
DNA 31 klsmen pargalanmaya (partial-: degradatlon) ugrayablllr
_sonug olarak plazmit DNA 51nda ek511me (delesyon) gorulebl-
11r(128) '

“+d) Bazi suglar da. klsmén'aktarlmwgﬁfﬁlmesinih nedeni
plazmit dlrenq genlerlnln tiiminin aktarlml gorulen plazmlt—‘

(1er)1n izerinde ta§1nmama51 olablllr(129)

Onemli bulgulardan biri'de*gerek direng eksiimesi ge~- .

rekse aktarim sonucunda segregant ve konjugatlarda penisilin
ve amp15111n dlrengllllglnln farkli iki gen taraflndan olusg-
‘turulma51d1r Bu olgu, agagldakl nedenlerden dolayl olusabl—.

lir:

'a) Ozellegme sohucu beta laktamaz en21m1er1n1n penisi~
.11n ve amplSlllne 11g11er1 farkllllk kazanablllr.'Gram nega-
t1f bakterilerde ‘beta-laktamaz en21m1er1n1n sefaloSporlnazlar

ve penisilinazlar olmak iizere iki ana gruba ayrlldlgl b111nmekte~

dir. Penlslllnazlarln ise TEM-tipi ve O- tipi bulunmaktadlr Ve

bu iki enzimin pen1s111n ve ampisilin uzerlndekl akt1v1te1er1

farklilik gostermekted1r(130) Bu en21m1er1 §1fre1eyen plaz-

mlt genlerlndekl b1r mutasyon, - enzimin bu iki ant1b1yot1~-

ge 11g11er1nde onem11 farklilyk yaratablllr. Nlteklm penisi-~
11ne karsa 11g1$1 daha az olan O-tipi beta laktama21n fark11~

11k gosteren t1p1er1 elde ed11m1§t1r(131)

b) Bazi Suglarln penisilin béglayanfproteinlerinde
'(PBP) 'yapisal bir" deg1§1k11k bu iki antlblyotlﬁl baglama
- zelliklerinde farkllllk varatab111r(132 133).
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Bu gall§mada kullanilan bazi klinik" su§1arda zaten farkli
v'sev1ye1erde gorulen penisilin ve amp1s111n direncinin segre—
gant ve konJugatlarda b1rb1r1nden ayr11mas1 sonucu,fark11
igosterllen P ve A dlreng genlerlnl birlikte barlndlran suglari
~bundan sonraki gallgmalara konu. olacak. nltellktedlrler.'Bu»

f:su§lar1n yeni ge11§t1r11en ant1b1yot1kler1n seglmlnde onem

kazanm351 sozkonusudur.

Sug 3 ﬁn'difeng genlerinin'sifasi direng eksilmesi
analizi ile cikarilmig olup, konjugal aktarlmln ke51n bilgi
" vermekten- uzak oldugu goriilmiigtiir. Ayrlca aktar1m1 gorulmeyen
S geninin plazmlt iizerinde oldugu d1reng ek511me51 sonugla- ‘

rindan ¢ikarilmigtair.

Sus 3 iin direng éksilme modelinde . gérﬁleceﬁi gibi ayna
su§un segregantlarlnda gorulen PC eksilmesi dogrusal gen. di-
zisinin gembersel gosterllme31n1 saglamakta ve aktarim ana-
llzlerlnde sirasi saptanamayan (TA) dizisini agikliga kavug-
:turmaktadlr. Aktarimi gorulen genlerin vericide bir plazmlt
'uzerlnde ta§1nd1g1n1 du§unerek aktarllan PC repllkonunun,
sug 3 R- plazmitinin harltalanma51nda gemberselllgl kan1t1ad1—;
gin1 kabul edeb111r12."

B, alicinin streptomisine direngli olmasa nedeniyle;

1
.S geninin Hfr'ye aktariminin gorulmemesl, ver1c1 susun S ge-—

ninin lokallzasyonunu gug1e§t1rmekted1r. Ancak dlreng eksilme

 modellerinde goriilen PATCS ve ATCS ek511me1er1 S in plazmlt_

-kromozomu uzerlnde ve P 11e C. arasxnda oldugunu gostermekte—

-~ dir.

:Repiikasyon'igin gerekli genlerin (rep) herhangi'tek
veya ¢ogul direngllllk eksilmesine yol agan ek311me mutasyon-
larinin diginda kalmasi gerektlglne gore rep bolges1n1n S ile
P arasinda oldﬁgﬁ‘anlagllmaktadlr (Sekil 8) ‘Ancak birden .

‘fazla”plazmitin‘téglndlgl veya biiden faZla'rép bslgesinin-



SEKIL 8-

Sug 3 R-plazmitinin direng genlerinin

ritalanmasz.

Kalin cizgi ile g0s
ni gﬁstermektedir.

tedir. rep.:

rep
: lokali

tra : plazmiti

’lokali'o

ler bdlg
migtir.

plazmitin replikasyonu igin gerekli genlérin?

n transferi igin gerekl

lup anlatimda daima rep

esi olarak diigliniilmig ve ayrica verilme-

ise konjugasyqnla alici bakteriye
direng genlerimi (Tablo 6) gﬁstermek-;

'gembérselvha—, .

Bulunan direng genleri: PATCS (Tablo 5).
terilen gembér'R—plazmitinin DNAs1~
Gemberin igindeki ince gizgiler’ |
‘R—plazmitinin eksilen direncg genlerini, cemberin di-
gindaki cgizgiler
aktarilan verici

i gen}g:in |
'injigefildigi gen
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SEKIL 9- Sug 6 R—plazm1t1n1n dlreng genlerlnln cembersel ha--

ritalanmasi. Bulunan dlreng genleri: PCAT (Tablo 4).
Gerekli bllgller Sekil 8'de anlatlldlgl gibidir. -
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';aynx plazmlt uzerlnde bulundu?u durumda ayn1 pren51p gegerll

' olmayablllr.

Sug 4 R plazmltl, Sug 3 R- plazm1t1 uzerlnde ta§1nan
~ayni ant1b1yot1k d1reng111121 genler1n1 ta§1ma31na ragmen'
’sekll 4 te goruldugu 'gibi sug 3 R plazmltlnden daha kuguktur 

ve elektroforetlk mobilitesi daha fazladlr.

' Sug 5'te gdriilen dirén@yeksilﬁesi;ve konjﬁéal aktarim
sonuglari dyumlu olm531na ragmeﬁiantibiydtik direhglili&i
genlerinin plazmlt kromozomu izerindeki 31ra51n1 postermeye
yeterli bulunmamaktadlr. Sug 4'a ait bulgularin b1r11kte,de—‘ 
gerlendirilmesi (P/A) va ilaveten ikinci bif rep1ikasvon 10—.
kali oldugunu se21nd1rmekteyse de, buyuk plazmitin. kucuk
repllkonlara ayr;lma81n1n-sonucu olmas: da miimkiindiir. Bu olu—
~gumda plazmit duplike genléri arasinda - olési rekombinasvon‘

" kadar yer degl§t1rmen1n (transp021syon) da onem1n1 unutmamak
gerek1r(134). Sug 5'te kendiliginden- dlreng ek511me51 gézlen— :
memes i ﬁlazmit RTF~r molekulununfoldukga_stab;l oldugunu dii-

siindiirmektedir. = - - S R
. . . - . . . ]
A , . . : . |

Sug 6'nin dlreng aktar1m1 sonuglarlna gore ke51n11k
kazanamayan d1reng genlerlnln dlzlslnln PCAT oldugu dlreng
-fek511mes1 sonuglarlndan glkarllmlgtlr. Ayrica, direng ek311—l
mesi ve aktarimi bulgulary b1r11kte deéerlend1r11d1g1nde rep
‘genlerlnln P bdlgesinde oldugu gorulmektedlr. Bu bulgular, P
ve A genlerlnln bagka b1r direng¢ geni (C) tarafindan ayrlldl—-

g1 ilk gozleml olugturmugtur (Sek11 9).

|

|
 _Su§ 5 ve‘sug 6 ﬁin segregantiarlﬁda gﬁrﬁlén plazmitin %
F faktdri. oldugu kanltlanmlgtlr. ‘Klinik suglarda F-faktdriiniin i
bulunmasi bakterinin motilitesi baklmlndan onem11 olup, direng-
1i bakterlnln duyar11 bakteriye dlren91111k1er1n1 aktarmala— }
rinda rolu buyuktur. Ayrica her iki sugun R- -plazmitleriyle =

.‘F faktorlerl ar351ndak1 111§k1n1n (£1i7) oldugu anlasllmaktadlr. W
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SEKIL 10-

Sus 8 R-plazmitinin direng genlerinin-gembersel'ha—'

ritalanmasi. Bulunan direng¢ genleri: PATCS . (Tablo .
4). Gerekli bilgiler Sekil 8'de anlatildipi gibidir.
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Sus 7 nin buyuk bir plazmlte 11aveten 1k1nc1 kuguk bir

plazmlt ta§1d1g1 goriilmektedir, (Sekil 4) S geni d1§1nda tiim

test edilen: dlreng genler1n1 aktarma51,.8 genlnln kromozomal

’olablleceglnl veya ikinci kiiclik ve fakat aktar1m31z b1r plaz~ o

mlt uzerlnde ta§1nd1g1n1 du§undurmekted1r.

Su§ 8'in gerek akridin oranj gerekse etldyum bromlt
muame1e31yle S d1§1nda diger- R—plazm1t1 genlerlnln ek311mes1

ve HfrC-aliciya S‘genlnln.aktarlmln;n izlenmemesi, S direnci-

- nin kromozomal oldufunu destekléﬁektedir. Dirénglkaybl.model-u

1efi_inceléndigind¢ P ve C direnci birlikte»eksilaigi zaman'
.diger direnglerde ekéilmektedir. Oysa P.veya C ayri ayri kay—
bedlldlglnde gerlye tek direncg’ genl bile kalsa varllklar1n1

siirdiiren kiiciik repllkonlarln kalma51, repllkasyon genlerlnln

P ve C genleri ara51nda olduGunu gostermektedlr. Direng akta-

r1m1.sonuglar1 da bu bak1mdan uyumlu olup, plazmit genleri

haritasinin gémberselligini,mﬁﬁkﬁn kilmaktadlr($eki1 10).

Sug 9 da R- plazmltlnln oldukga stabil oldupu, bununla
beraber akr1d1n oranj muame1e51y1e yalniz T . dlren01n1 kaybet—
t1g1 gorulmu§tur. ‘Ayrica S gen1d1§1nda d1ger dlrenglerlnl ce-
Cgitli komblnasyonlarda aktarmlgtlr. Plazmit dlreng genlerlnln

haritalanmasi: (PA) d1§1nda kesinlik kazanmlgtlr.

SU§ 10 da S direncinin plazmit harltas1ndak1 yer1n1n

PATC gen grubunun d1§1nda kaldlgl gorulmektedlr.

Su§ 12 R- plazmltlnln dlreng genlerini aktarim modelle—

Cori dlkkatle incelenirse rep ve P arasinda bir baglilak bulun—.

maktadlr.'

. Sug 13'ﬁn'DﬁA analizinde -farkli biiyliklikte 5 plazmit .

o molekulunun gorulme51, dlreng kayb1 modeli ile uyum gésterir-

ken, direng genlerlnln aktarlm modeli RTF-r- tekrar—b1r1e§me

urunler1n1n oldukga stabil oldugunu ve pargalarlna ayrllmanlnvl
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pék'slk gﬁfﬁlmedigihifsézindirméktédir; -

Bu amagla, su§'7 12 ve 13" tin konJugatlarlnln bu kez--
verici olarak kullanllma81 ve aktarlm modellerlnln 1nce1enme—
>'51 gerek11 olup, - gelecektekl ga11§malara konu olacak nitelik-
tedir. Ilaveten,-aktarlml gorulen repllkonlar ile dlreng kay-~
“ba gosteren SU§1ardak1 repllkonlarln ta§1d1k1ar1 antlblvotlk
direncinin- st sinirlarinin da saptanma51 ve orijinal kllnlk
Suglarda bulunan dlreng ist siniri 1le mukayese31n1n dlreng
genlerlnln kopya sayisi hakklnda yarar11 bllgller verebllece—;
i du§unu1mekted1r. Bu §ek11de yapllacak §a11§ma1arda dlreng
kKaybx vermeyen anegln sug 16 da gercgek durum aglkllﬁa ka-

vu§ab111r.\

Klinik 1zolat1ardak1 kiiglik plazmltlerln elde ed11me51

ve ta§1d1k1ar1 ant1b1yot1k dlrengllllgl genlerlnln saptanma51,

_sonrak1 ga11§ma1ara ‘konu olab111r era, bu gall§man1n amag—
-1ar1ndan b1r1 Rekomblnant -DNA yaplmlnda kullanllabllecek Bzel=
11kte ta§1y1c1 (vektor) plazmltlerlnln 1zolasyonudur. Bu. ama-.
ca uygun olarak Sug 12'deki yak1a§1k 11x103 baz gifti buyuk-
'lugundekl koyuca boyanmisg plazmlt ($ek11 4)

‘, 1- kiiglik olma31,
2~ hucredek1 kopya say1s1n1n yuksek olma51 nedenlerln—
den dolay1 tercih ed11ecekt1r. Segllen plazmlt uzerlnde ‘tagi-
_nan dlreng karakterlnln tayin edilmesi ve pallndromlk d1211e—

rinin anallzl daha 11er1 ga11§ma1ar1n konularlnl olugturacak-

tir.

- Bu gallgmada aragtlrllan k11n1k E.coli su§1ar1n1n bu-
’1unan en yaygln dlrenclnln (CPA) oldugu, 11aveten T gen1n1n‘

en 51k (CPAT) slra51y1a ta§1nd121 saptanm1§t1r.

Bu modellerln, dogada kend111¢1nden siiren R- plazmltle—

ri evrlml ve 1nsanoglunun mudahale51n1n bir sonucu olarak



' ,olugtugu dugunuleblllr. Zira antlblyotlk kullaniminin P-plaz-
miti ta§1yan1ara seglcl istiinliik verdlgl b111nmekted1r. Tek ‘
tip antlblyotlklerln kullaniminin ba§1ad1g1 1940'11 ylllardan
1t1baren mlkroorganlzmalarln ‘dengesi kullanilan antibiyotik--
lere direncli olanlarin lehine de§1§mekted1r(135) Antlblyo— 
t1k1er1n kombine kullan1m1 ust seviyede bir seleksiyona. ve
dlren91111k gen1er1n1n ge§1t11 modellerde ortaya glkma51na
neden olabilir, ] ’
’Tﬁm;ﬂazmidﬁrinkeéin_haritalanamamig olmasi nedeniyle bu
g¢aligmada kullanllan'suglarlnfgaéterdikleri‘direng moaelleriy{
le lineer gen haritalar;'ara31ndaki iligkinin incelenmesi ' '

mimkiin olamamigtir.

v Cenetlk aktarlmda biyiik. plazmlt molekullerlnln tasi-
dlklarl genlerln aktarimi ‘yine ge§1t1111k gostermektedlr.
Transferi gériilen her gen plaZmlt aktarimini simgeler. P ge-
ni en 51k aktarllan gen olup, aktarllan en kuguk plazmlt ge— 
nidir. Dlreng ek511me51 ve aktarlm sonuglarl birbirinden ba—
gimsiz olarak P geni ve rep genleri ara51nda bagllllk :
“(linkage) bulundugunu desteklemektedlr. Ayraica, P ‘geniyle
blrllkte en sik aktarllan genler A ve C dir. C.ve A nin da

_rep. bolgeslyle bagllllk gosterdlgl izlenmigtir., v
Antibiyotik dlrenglerlnln her zaman R-plazmitleri. ka-

‘vnaliyla yaylldrglnl du§unmek dogru deglldlr. R-plazmitlerinin.

antibiyotik. direnci gapraz direnglilik gostereblllr; Bir an-_

t1b1yot1g1n agiri uygulanma51 bazen farkli’ antlblyotlk d1—
renci gbsteren bakterilerin seglmlnl zorlar ve bu d1renc1n

giderek: yay11ma51na neden 0labilir(136).

P ge
CfA.ortakgdlrengllllgln tiim klinik suglarda gézlenmesinin Bne-
mini sﬁyieyebllmek igin, bu dogrultudgkl_gallgmalarln genig-
,letilmeSi_Ve sdz konusu antibiyotikle;in klinik tedavide kul-

i laﬁlmlarlnln‘memleketimizdeki'ba§1ang1c1 ve gﬁnﬁmﬁze dek kul—

ninin plazmit rep bBlgesiﬁe yakin haritalanmasi ve
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B lanilan miktarlarinin bilinmesi gereklidir. Bu agidan bavk'll-
» dlglnda analizi yapllan 24 klinik E.coli suslarindan valnlz

.be§1n1n Kanamlslne dlrengllllk gostermesi 11g1ngt1r.‘
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E. UZET

1.0.Istanbul Tlp'Fakﬁltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim ba—_ .
11 'nda idrar muayene maddelerinden elde edilen 24 Escherichia 7
¢oli klinik su§1ar1 kullanllarak antlblyotlk dlrengllllglnln
genetik analizi izerinde ga11§malar yapilmigtar, A

24 susun; ikisinde iig, beginde dort 12 51nde bes ve
be§1nde de alti antibiyotik direncinin bulundugu ve PAC (P:

‘-pen15111n, A: ampisilin, C: kloramfenikol) direncg genlerinin

 tﬁm,su§1a:da gériilen oftak-antibiyotik'direncini olugturduk-
lari saptanmigstir. Bulunan diger direnglilikler T¢ tetrasik-

lin, S: streptomisin, K: kanamisin'dir. ' o

Plazmit direngliliginin tesbiti igin, plazmit DNAs1
analizi, direnclerin konjugal aktarimi ve direng eksilmesi,

aragtirilmigtair.

Su§lar1n plazmit DNA analizi agaroz jel elektrdforezik[‘

yontemlyle ya*11m1§t1r. Tiim suslarin en az b1r biiyilik plazmlt

plazmit DNAlara (yaklaglk 11-17 kb) tagidiga gbriilmiigtir. Ta-

‘§1nan plazmlt sayis: ile direng ‘genlerinin: say151 rarasinda -

bir bag gorulmem1§tlr. Sug 6 ve 13'iin tim dlrenglerlnln ek-

|

\

|

|

|

e

(yaklagik 38-60 kb) tagidiklari, 9- sugun ise 1-4-sayida kuguk :

|

J

l

segregantlarlnln ‘DNA anallzl yap11m1§ ve tiim |

511d1g1 b111nen,
kiigiik plazmltlerln kaybedildigi saptanmlgtlr. Béylece kuguk

|
plazmitlerin direng genlerln; ta§1d1g1 gosterilmigtir. p ' ,}
|
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Kllnlk su§1ar1n tim dlreng genler1n1 BI(F Rrm) ali-
‘c1 . su§a aktarab11d1k1er1 gozlenlrken, HfrC(Hfr R r+m+) a11c1—
»ya, su§1ardan birinin klsmen"lS inin, gegitli modellerde tum
'dlreng genlerlnl aktardlgl ancak be§1n1n ise higbir dlreng

genini aktaramadlgl gdézlenmigtir. .

‘ .Akridin oranj ve etidyum bromitinbplazmit direng ek-—

silmesini hlzland1;d1g1 gbriilmiigtiir. Penisilin (P) ve ampisi-

lin'(A) dirénglerinin gerek direng eksilmesi goriilen segre-
gantlarda gerekse konJugatlarda blrblrlnden ayrlldlgl, P ve
‘A nin ayri genler oldugu gozlenmlgtlr. Sug 6, 7, 8, 9 ve 10
da. S geninin kromozomal oldufu saptanmigtir.  Tlim plazmitler-
de P»nin en az eksilen; en sik aktariian direng 6ldugu; T_niﬁ
. en sik‘eksilen,AK nin en az bulunan.di;éng olduklari saptan-

migtir.

Direng eksilmési ve konjugal aktarim sonuglari bir-

likte plazmit genlerinin haritalanmasinda ve. plazmltlerln -

‘stabllltelerlnln 1nce1enme51nde kullanilarak & su§un plazmit

DNAsinin kesin lineer harltalama51 gikarilmig olup,elde’ edi-
len bilgilér 5 sugun plazmit—DNA51ﬁ1h gembérsel olarak hari-

talanmasina olanak vermigtir.

R plézmitlérinih replikasyonu ve transferi igin gerek- ’

1i:gén1erin"(:ep) genellikle P ve C lokalinde oldugu gbzlen-
: ra _ ' : o L »

migtir.




S92 s

. KAYIAKLAR

.1- Findland,M.: The present status of antibiotics*in bacte-

;ial'infections Bull N.Y.Acad.Med. 27 199-207 (1951).

2evWatanahe;T.: Infectlve heredlty of multiple drug resis-

.tante in bacteria. Bacterlol Rev. 27, 87- 115 (1963)

© 3= Mitéuhashi,s,: Revieﬁz The- R factor. i.Infect.Dié.ll9,
© 89-100 (1969). | ' ' :

4- Datta,N.: Transmissible drug res1stance in an ‘epidemic.

strain of Salmonella typhimurium. J Hygene. Camb 60

310 (1962).

' 5- Watanabe,T., lehlda H. Ogata c., Arai,T. Sétd’S

'Eplsome medlated drug re51stance of Enterobacterlaceae

i.Bacter101.§§ 716-726 (1964).

- Mitsuhashi,S.¢ Transferabie drug resistance Factor R.
”_ University Park'?ress Baltimore_Maryland.‘(1971).

7- Dulaney,E.L,, . Laskin,A.I. (Eds ): The problems of drug
| re51stant pathogenlc bacterla N.X.Acad. of Sci. New -

 York, 182, 5-415 (1971)

‘Céll»genétics and hereditary symbiosis.

thsiol‘Rev,}_—Z_, 403’428 (1952).

’”8f Ledérberg,J,:

301-'



10-

11-

12—

13-

14-

=73 -

Jacob,F., Brenner,$S

replication in bacteria. Cold Spring Harbor Symp.Quant.
Biol.28, 329-348 (1963). | |

~

.

Jacob,F., Ryter,A,,iCuzin,F.: On the association between

DNA and theimembfahe in bacteria. Proc.Roy.Soc.B.164;
267-278 (1966 . '

*

Mitsuhashi,S.: Drug résistance of enteric bacterla

Science 30, 628 633 (1960)

Ngkaya,R., Nakamura,A., Murata,Y.: Resistance transfef»

agents in ,shigella. Biochem.Biophys.Res.Commuﬁ.é,]654.5
659 (1960). '

Watanabe T., Fukasawa,T.: Resistance transfer factor an

eplsome in Enterobacterlaceae Biochem.Biophys.Res.Com-

mun.3, 660-665 (1960).

Akalin,E., Baykal,M;t Gram negatif:baktérilérin antibi-
yotik dirénglilik oranlarinin yillara gére kargilagti-

rilmasi. XVIII. Tiirk mikrobiyoloji kongresi serbest teb-

"1ip bzetleri kitabi. Tiirk Mikrobiyol.Cem. s.2-3, Istan-

15-

16-

bul (1978).

Akman, M Yurduﬁuzda enterik bakterilerin antibiyotik .

dlreng durumlari ve genetlk nedenlerl. Mikrobiyoel.Biilt.

9, 59-67 (1975).

Qétin,E.T;,'Ang;ﬁ,, Téreci,K.: 1958-1959 senelerinde izo--

le ittigimiz 405 bakteri su§unuﬁ antibiyotiklere ve furo-

dantine hassa51yet1er1n1n denenme51 Tip Fak.Mecm.23,

143 169 (1960)

. Cuzin,F.: On the regulation'of DNA



17-

18-

i9-

20-

21~

22~
"ba Found Symp Bacterial Episomes and Plasmids.'(ChUrghill

23—

C24-

- 74 -

" Berkiten R.: 1960-1970

yillari arasinda kursumuzde 1ncelenen muayene maddeleri

Cetin,E.T., Ang,0., Téreci,K.

ve izole. edllen bakterller Tip Fak.Mecm.BS,,371-399
(1972). | - ' | |

Glinalp,A.: Sokak tipi E coli suslarinda kromozom>ﬁrans—

feri yaptiran plazmltlerln dagilimi -ve bulunug oranlarl

tizerinde bir- aragtirma, Mlkroblyol.Bult.lz, 167-177
(1978). '

Téreci,K., Getin,E.T., Ang,0.: 13 y1llik bir siirede
(1958-1970) Istanbulda izole edilen bakterilerin antibi-
yotik,hassasiyetlerindgkirdegi§me1er.,Tﬁrk Mikrobiyol.

Cem.Derg.l, 208-213 (1971).

Téreci,K,, Qétin,E.T., Ang,0., Kasimoglu,0.: 1976-1977

"yillarinda muayene maddelerinden izole edilen 11385 bak-

teri susunun kemoterapdtiklere duyarliklarai. XVIII. Tiirk

Mikrobiyoloji'Kohgresi Rapor ve Ana Konulari kitabz.

Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti, lstanbul (1978).

Cohen,S.N;, Chang,AﬂC.Y., Hsu,L.: Non-choromosomal anti--

biotic resistance in bacteria genetic transformation of -

E.coli byv R-factor DNA. Proc:.Nat.Acad.Sci.;ﬁ, 2110-2114 (1972).

Hayés,W.:'Introductidn "what are episomes plasmids?" Ci-
- London), pp.4, 11 (1969).

Meynell,G.G;: Bacterial Plasmids. M.I.T. Press Cambridge
Massachusetts (1973). ’

Davies,J;E., Rownd,R.: Transmissiblé multiple drug

Yesistance in Enterobacteriaceae. Science 176, 758-768

(1972).



25—

26-

27~

28-

29—

30-

31-

32~

33-

Hirota,Y., Fuji,T

- 75-—

Novick RiP.: Extrachromosomal 1nher1tance in bacterla

Bacter101 Rewv. 33 210 263 (1969)

3 Nishimﬁra Y.: Loss and repalr of
conjugal fertlllty and 1nfect1v1ty of the resistance
factor and sex factor in Escherlchla c011

J.Bacterlol.
91 1298 1304 (1961).

Sirotnak,F.M,: Chromosomal mutatlon to drug res1stance

in bacteria. Antlblot Chemother.20, 67-72 (1975).

Watanabe T., Lyang,K.W.: "Episome-mediated transfer of
drug resistance in Enterobacterlaceae v Spontaneous
segregatlon and recombination of resistance factors in

Salmonella typhimurium, i.Bacterlol.ﬁﬁ, 422-430 (1962).

Watanabe,T., Ogata,C.: Episome-mediated transfer of drug

resistance. IX Recomblnatlon of an ‘R-factor with F. J.

Bacteriol.gl, 43-50 (1966).

Watanabe,T., Fukaéawa T.: Eplsome medlated transfer of

—drug resistance in Enterobacterlaceae. Ellmlnatlon of

resistance factors with acr1d1ne dyes Q.Bacter101.§l,
679-683 (1961).

.. N . : L. - + ' . '. ) -
Willets,N.S.: The elimination of F-lac- from Escherichia

coli by mutagenic agents. Bidchem.Biqphys.Res,Commun}gl,

112-117 (1967).

Watanabe,T.: Infective heredity of muitiple drug resis-

tance in bacteria. Bacteriol.Rev.27, 87-115 (1966)."

Hashimoto,H., Hirota, Y.: Gene recombination and: segrega-'

tion of resistance factor R in Escherichia coli. J.Bac=

teriol.91, -51-62 (1966).



34—

'Hashlmoto . Mitsuhasni S.

_',7'6"_

: Drug resistance of enteric

"vn>bacter1a VII Recomblnatlon of. R-factor w1th tetracycll—

-35—_Freif?ider D.: "Isolation Ofdextracﬁfomosomal DNA from

;ne sen51t1ve mutants J,Bacterlol.gg,-1351-1356 (1966),

".baeteriaf,'ln Methods 1n Enzymology, Eds.: L.Grossman,

i’*K,Moldave} Volume 21 Nuc1e1c Ac1ds. (Academic Press, New
V,York),'pp.153,L63,(1970). ' '

. 36-

37-
38—

39—

- 40-

'Frelfelder D. Folkmanls A. Klrschner I. Studles on.
vEscherlchla c011 sex factors ev1dence that covalent

:’c1rcles ex1st w1th1n cells and the general problem of

1solat10n of covalent c1rcles J,Bacter1ol.105, 722 731

(1971)..

Eckdart T A.rapld method for the 1dent1f1cat10n of

-plasmld DNA in Bacterla Plasmld 1, 584 588 (1978)

‘Watanabe,l.:’lnfeotious;Drng Resistance; Sci.A .2e7;'lQ-e
27 (1967). ’

Cohaus.;bﬁllefﬂLH.: Non- Choromosomal ant1b10t1c resis-

tance in bacteria. J.Mol.Biol.50, 671- 687 (1970)

Demerec M., Adelberg,E A., Clark'A‘J.g Hartman P.E.: A_~

- Proposal for a unlform nomenclature’ in bacter1a1 gene-—

41-

':425

tlcs(fGenetlcs 54 61-76 (1966)

‘Guerry,Pl, nan'Embden J;,'Falkow S.:vMOIecular nature of'

the" two non- conJugatlve plasmlds carrylng drug re51stan—

ce genes. J. Bacterlol 117, 691-698 (1974).

'Andetson E. s., Lew1s M J Characterlzatlon of a transfer

factor assoc1ated with drug reslstance in Salmonella

A*l typhlmurlum. Nature. 208 843-849_(1965)-



43-

bL4-

s

k‘determlnants and R—factors of the A transfer systems by.
phage PlkciMol.Gen.Genetwllé, 261~ 265_(1972).

; 77;n

Anderson,E.S., Perfet D.. Moblllzatlon of transduced

ftetracycllne re51stance by the A transfer factor 1n Sal-

monella typhlmurlum and S. typh1 Nature 214 810~ 811
(1967). |

Anderson, E'S‘; Natkin E. Trasductaln of res1stance

Mllllken C E., Clowes R. C "“Molecular structure'df an .

'R-factor jlts component drug resistance determlnants and

'-transfer factor J Bacterlol 113 1026 1033 (1973)

46—

tors 1n drug-sen51t1ve Enterobacterlaceae ‘Nature, 208,

47-

- 48~

49-

f(1973)

Anderson E.S.: A rapid screening’test for transfer fac-

1016~ 1020 (1965)

Hartman R Targets of pen1c1111n actlon Nature. 235,

426 = 430 (1972)

Meynel G. G ‘BacferialiPlasmide-(Mac Millan, London)

Faikow,S;,,Johnaon,E,M., Bafon,L;S.:,Bacteria1~conjuga-‘

tion*and-extrachromOSOmal’eiements. Ann.Rev.Genet.l, .87-.

'“f116f(1967);

50-

.51_

"enteropathogenic strains.

Meynell G.G. Lann AM.: Sen pili and common pili in the:

conjugat1ona1 transfer of collcln factor Ib by Salmonel-
la typhlmurxum.;Genet.Resvg 359 -367. (1967).

>Smith;H;W.;‘Linggood,M.A,:»Tranéfen'factofs,in Escheric~

ar regard to their incidence in

hia coli with particul T A ‘ B
i.Gen.Microbiol.éz, 287-294

-(1970).



52-

-78 -

Kahn,P., Helinski,D.R.: Reiationship between colicinbge-

© ‘nic factors El and V and an F-factor in Escherlchla coli.

53-

i Bacteriol.88, 1573- 1579 (1964).

Nomura,M.: Colicins and related bacteriocins. Ann.Rev,

Microbiol.21, 257-284 (1967).

54-

55=

56—

57-

58—

59-

60—

Novick,R.P., Bouanchaud,D.: Extrachromosomal nature of
drug resistance in staphylococéus aureus, Ann,E.X.Acad.
Sci.182, 279-285 (1971).

— - —

Richmond, M. H. : The plasmids of Staphylococcus aureus and

their relationship to other extrachromosomal - elements in

bacteria. Adv.Mlcrob‘Phy51ol.g, 43-51. (1968)

Sherris,J}C;,‘Minshew,B.H.: Mutational antibiotic resis-
tance. In Lorian,V. (ed.): ‘Antibiotic in Laboratory B
Medicine. Baltimofe, Williams and Wilkins, p.418 (1980).
Hayeé,w.. The genetlcs of bacterla and thelr viruses.

Second Edition, Second Printing. Blackwell publlcatlons.

(1970).

Lindsﬁrﬁm,E;B.,'Bowman,H.G., Steele,B.B.: Resistance of .

Escherichia coli to penicillins. VI Purification and

rcharacterlzatlon of the chromosomally, medlated pen1c11-

linase present in amp A-containing stralns. J Bacteriol..

101, 218-231 (1970).

Zimmerman,R.A., Moellering,R: c., Jr., Weinberg,A. N.:

Mechanism of resistance to antlblotlc synergism in

'enteracocci._Q.Bacterlol,1os, 873-879 (1971).

Pestké,s.: Inhibitors of ribosome function. Ann.Rev.Mic-

robiol.25, 487—514 (1971).



62-.

63-

64~

65~

66-

67_

6 8-

=79 =

Funatsu,G., Nierhaus, K., Wittman-Liebold B. R1bosoma1

proteins XXII. Studies on the alteted proteln S5 from a

spectlnomy01n resistant mutant of E.coli.J.Mol. Blol 64,

©201-210.(1972).

Funateu,G.,'Schilti,E.,'Wittman,H.G.:'Ribosomal prote-
ins. XXVII Localization of the amino acid exchanges in
protein S5 from two E.coli mutants resistant-to'SPeeti—

nomycin. Molec.Gen.Genet.114, 106-111 (1972).

Takata,R.: Mapping of ribosomal protein components by

intergenic mating experiments between Serratia marsences

“and E.coli. Molec.Gen.Genet.118, 363-372 (1972).

Rabbani,E., Srinivasan,P.R.: Role of the translocation

factor G in the regulation of RNA synthesis. i.Bacteriol.

‘113, 1177-1183 (1973).

Curtls N. A C., Orr D., Ross,G.W.: Affinities of penicil-

lins and cephalosporlns for the penlclllln—blndlng pro—

‘teins of Escherlchla coli K-12 and the1r~ant1bacter1a1_,:

activity. Antimicrob.Agents Chemother.lg,v533—539,(1979).

Tomasz,A.: The mechanism of the 1rrever51b1e antimicro-

bial effects of pen1c1111ns. How the beta lactam antlblo—

tics kill and lyse bacperla. Ann.Rev.Microbiol.33, 113
138 (1979). :

Amyée,S.G.B.,,Smith;J.T.: R-factor trimethoprim resis-

tance mechanism an insusceptible target site. Biochem.

Biophys.Res.Commun.58, 412-420(1974).

Wise,E.M., and Abou-Donia,M.M.: Sulfonemide'resistance
mechanism 1n E c011 R. plasmlds can determlne sulfonamide

resistant dlhydropteroate synthesis. Proc.Nat.Acad.Sci. -

72, 2621-2625 (1975).




69—

70-

71—

72~

73-

74-

75—

76—

- 80 -

Wolf,B., Hotchkiss,R.D.: Genetically modlfled folic ~acid

synthe8121ng enzymes of pneumococcus. Biochem.2, 145 -
150 (1963). '

Ho,R.I., Corman,L

roate synthetase in cell-free. extracts of sulfanllamlde

resistant Neisseria meningitidis and Neisseria gonor-

rhease. Antlmlcrob.Agents Chemother.5, 388-394 (1974).

Sykes'R B., Matthew,M.: The B- lactamases of gram-negat1—>

ve bacteria and their role in re31stance to B-lactam an-

‘tibiotics. J Antlmlcrob Chemother.2, 115-157 (1976).

Richmond,M.H., Sykes, R.B.: The beta- 1actamases of gram -
negative bacteria and their possible phy51olog1ca1 role.

Adv. Mlcrob Phy31ol 9, 31 88 (1973)

Costerton,J.W.;‘Cheng,K.J;: The role of bacterial cell
envelope in antibiotic resistance. i.Antimicrob.Chemot—
her., 1, 363-369 (1975).

Benveniste,R.,_Davies,J.: Enzymatic acetylation of amino-

glycoside antibiotiecs by Escherichia coli ca;rying an

R-factor. Biochem.10, 1787-2022 (1971).

Umezawa;H., Okanishi,M., Utahara,R., Maeda,K., Kondo,S.:

Isolation and structure of kanamycin inactivated by a

cell free system of kanamyc1n—re51stant E.coli. i.Anti—

blotlcs (Tokyo) Ser. A.20, 136-141 (1967).

Benveniste,R.,,Yamada;T., Davies,J.: Enzyamitc adenyly=-

lation of streptomycin and spectinomycin resistance. In-

" fection and immunity. 1, 120-125 (1970).

s> Morse,S.: Alterations in dihydropte~



77-

79-

80-

81~

- 81 -

Davies J., Brzezinska, M, Benvenlste R R- factors Bio-

chemlcal mechanlsms of resistance to amlnoglyc051de

antlblotlcs Ann N Y. Acad Sc1 182, 226-237 (1971).

Ozanne,B., Bcﬁveniste R ' , Tipper,D., Davies,J,: Amino-

.glycoside antibiotics., Inactlvatlon by phosphorylation

in Escherichia c011 carrying R-factors. J.Bacteriol.100,

1144-1151 (1969).

Chopra,lI., Howe,T.B;G.: Bacterial resistance to the

tetracyclines.-Microbioi.Rev.AZ, 707-724 (1978).

Shaw,W.V.: The enzymatlc acetylation of chloramphenlcol

'by R-factor re51stant Escherichia coli. J.Biol.Chem.242,

687-693 (1967).

Britz,M.L., Wilkinson,R.G;: Chloramphenicol acetyltrans- .

ferase of Bacteroides fragilis. Antimicrob.Agents Che-

mother.l4, 105-109 (1978).

82-

Clewell,D.B., Helinsky,D.R.: Supercoiled circular DNA

- protein complex in E.coli; purification and induced

. 83_

84—

85—
"tion between R-factor DNA molecules in E. c011 host cells.

J.Bacterlol.103, 166—177,(1970),

conversion to open circular form Pfoc.Nat.Acad.Sci.éz,

- 1159-11656 (1969).

Falkow,S.: Infectioﬁs multiple drug resistance. Pion

Ltd., (1975).

Nisioka,T., Mitani,M., Clowes,R.: Composite-circular
forms.of R-factor DNA molecules. i.Bacteriol;gl, 376 -
385 (1969). '

Nisioka T., Mltanl M., Clowes,R.C. Molecular'recombina4




86—

»
’Mitsuhashi's Harada K Hashimoto, H

- 82—

; Kameda M. Suzu—

o ki,M.: Comblnatlon of two ‘types of transm1551b1e drug

v87-lv’

88-
89~

90-

Saedler,H., Heiss,B.: Mnitiple cbpies of the insertion

mlds Proc, Nat Acad.Sci. 73 2316 2320 (1976) .

'resistanee factors in' a host bacterium. J.Bacteriol. 84,

9-16-(1962).

Hu,S. ,'Ohtsubo E. Dav1dson N., Saedler,H. . Electron

mlcroscope heteroduplex studies of.. sequence relations

‘among bacterlal plasmids: Identification and mapping of
‘the insertion sequences IS1 and IS2 in F and R plasmids.
J.Bacteriol.122, 764-775 (1975).

DNA sequences IS1 and 182 in the chromosome of E.coli
K1l2. Molec,Gen:Genet.l22, 267—277'(1973).

Ohtsubo,H., Ohtsubo,E.: Isolétion of inverted repeat

suquences 1nclud1ng ISl and IS2 and IS3 in E.coli plas-

'Befg,D Ev Dav1es J., Allet, B.,'Rochaix,J.D.; Transposi-

“tion of R—factor genes to phage A Proc.Nat.Acad.Sci.72,

- 91~

'3628 3632 (1975)

Fbster,T[J,, Hone,T.G;B., Richmond,K.M.V::_Translocation‘

" of the tetracycline resistance determinant from R 100-1

92—

93~
| 7p051t10n of a DNA sequence encodlng trlmethoprlm and

to E.coli chromosome. i.Bacterioi.lZ&, 1153-1158 (1975).

ﬁeffron,F., Rubens,C., Falkow,S.: Translocation of a

plasmid DNA sequence which mediates ampicillin resistan-

ce. Molecular nature and specificity of insertion. Proc.

‘Nat.Acad.Sci.72, 3623-3627 (1975).

Bafth ? T. Detta N., Hedges,R.W., Grinter N.J.: Trans—‘

v streptomyc1n resistances from R 483 to other repllconsf.-f

. J.Bacteriol.125, 800-810 (1976).



94~

-.Proc Nat. Acad Sci. 72, 5041 5045 (1975)

95-

96—

97-

- 98-

g9-

"100-

- 83 -

Gottesman,M.M. Rosner,J.L. Acquisition of a determi-

nant for: chloramphen1col resistance by phage lambda

Kopecko,D.J., €Cohen,S.N.: Site spec1f1c ‘rec A- 1ndepen—-‘

dent recombination between ‘bacterial. plasmlds involve-

ment of pallndromes at - the recomb1nat10na1 loci. Proc.

Nat Acad.Sci. 72, 1373 1377 (1975)

_Watanabe T., Ogata Y.: Genetlc stablllty of varlous R -

factors in Escherichia coli and Salmonella typhlmurlum
J. Bacter101 102, 363-368 (1970).

Héshimoto;H.; Mitsuhashi,S.: Segragation of R-factors.

Progr.Antimiérob.Anticancer.Chemother,g, 545-551 (1970).

Mitsuhashi,S,, Harada,K.,'Kameda,M;: Elimination of

transmissible drug resistance by treatment with acrifla-

vin. Nature.189, 947 (1961).

Bouanchaud,D;H.,'Scavizzi,M.R., Cﬁabbert,Y.A.; Elimina-
tion by ethidium bromide of antibiotic resistance.in -
Enterobacterla and " Staphylococc1 J.Gen.Microbiol.54,
417-423 (1969). | | |

‘Tomoeda, M., Inuzqké,M.,-Kubo,N., Nakamura,S.: Effective
‘eliminaﬁion of drug resistancé“and sex factors in Esche-

‘richia coli by sodium dodecylvsulfate. g.Baqteriol.gg,

1078-1089 (1968).

.Clowes,R.C., Moody,E.E.M., Prichard,R.H.: The elimina-

tion of extrachromosomal elements in thymineless strains

of Eschérichia coli K-12. Gemet.Res.6, 147-152 (1965).



102~

103-

104-

105~

106-

107~

-84 -

Lerman,L.: Acrldlne mutagens and DNA Structure J. Cellu-

lar Comp Phys1ol 64, Suppl.1, 1- 13 (1964).
Hahn,F.E., Ciak J.: Elimination of bacterial episomes by
DNA—complex1ng compounds 1n'Bacter1a1 Plasmids and Anti-
blOth Re51stance » Eds.: V.Krcmery, L.Rosival, T.Wata-

nabe (Sprlnger-Verlag, Berlin), Pp.297-307 (1972).

Bunchaud,D.H., Chabbert,Y.A.:iPractical effectiveness of

agents curing R—fectors and plasmids. Ann}E}z.Acad.Sci;
182, 305-312 (1971). '

Riva,S. Fietta A., Bert1 M., Silvestri,L.G. Romero E.

Relatlonshlps betwen curlng of the F eplsome by rlfampl—

cin and by acrldlne orange in Escherichia coli. Antimic-

rob.Agents Chemother.3, 456—463 (1973).

Watanabe T.: Selected methods of genetic study of episo-

me mediated drug resistance in bacterla Methods.Med.
Res.10, 202-213 (1964). '

-Ffeifelder,D.R., Freifelder,D.: Studies on E.coli sex

factors. J.Mol.Biol.32, 25-35 (1968).

108~

109-

-110-

Willetts,N.S;: The genetics ofetransﬁissihle-plasmids.
Ann.Rev.Genet.6, 257-268 (1972).

Grindley,N.D.F.; Grindley,J.N., Anderson,E.S.: R-Factor
compatibility groups.vMol.Cen.Genet;119, 287-294 (1972).

Finﬁegaﬁ;D.J., Willetts,N.S.: The nature of the transfer

inhibitor of several F-like plasmids. Molec.Gen.Genet.

119, 57-66 (1972).



. 111-

112—~Meyne11 E., Datta N.: The relatlon of resistance trans- .

113-

: 114f

115-

116~

117-

118~

119-

-85~

Finnegan,D.; Willetts N. The site of action of the F

‘transfer inhibitor. Molec.Gen. Genetics. 127, 307-316

(1973).

fer factors to the F- factor of E,. coll Genet.Res.7, 134~
140 (1966). | | ‘

Meynell,E. , Meynell,G.G. ‘Datta N. Phylogenetlc rela-
tlonshlps of drug resistance factors and other trans-

m1551b1e bacterial plasmlds BacterloL.Rev.ég, 55-83
(1968)

Chabbert,Y.A., Scavizz,M;R.;.Witchitz,J.Lf, Gerbaud,G.
R}, Bouanchaud,D.H.: Incompatibility groups and the
classlflcatlon of f1 resistance factors J.Bacteriol.
112 666-675 (1972)

Datta,N.,rHedges,R.W.: Host ranges of R~factors. Nature

234, 222-223 (1972),

Anderson,E.S.: The ecology of transferable drug resis-
tance in the Enterobacteria. Ann.Rev.MiCrobibl.gg, 131~
180 (1968). '

'Arber,W.,'Linn,S.: DNA modifiéatiqn and restrictiqn.
,Ann.Rev.Biqchem.38,k467—483 (1969).

!

Nathans,D., Smith,H.O.: Restriction endonucleases in the

éﬁalysis and restructuring of DNA molecules. Ann.Rev.

Biochem.44, 273-293 (1975).

Yoshiﬁori,R.; Roulland-Dussoix,D., Boyer,H.W.: R-factor

controlled restriction and modification of deoxyribonuc-,

‘leic acid resrriction mutants. J Bacterlol 112, 1275 -

- 1279 (1972).



-120-

121~

122~

123-

124-

125-

126-

127-

_;86v7

_Bannister,Df, Glover,S.W.: Restrlctlon and modification

of bacteriophag’eslby'R+ stralns of Escherichia coli K-12.

Biochem.Biophys.Res.Commun. Qg 735-740 (1968).

Hedgpeth,J., Goodman,H;M;,_Boyer;ﬂ;w.ﬁﬁDNA nucleotide
sequence restricted by the RI endonuclease. Proc.Nat.
Acad.Sci.69, 3448-3452 (1972).

., Good-

man,H.M.: DNA substrate site for the Eco RII restriction

Boyer,H.W., Chdw,L;T.; DuzaiCZyk,A.,:Hedgpéth,J

~endonuclease and modification methylase. Nature.New.Biol.
244, 40-43 (1973). | | :

| N
Sharp,P.A. Cohen 5. V” Davidson,N.: Electron microscope

studies of - sequence mlatlons among plasmids of E.coli.

Structure of drug rﬂlstance (R) factors and (F) fac-

tors.-J.Mol.Biol.75, 235 255 (1973)

Maniatis,T,,_Hardﬁon,R;C.,,Lacy,E,, Lauver,J., 0'Connell,
C., Quon,D., Sim’GK Efstradiafis A. The'isolation‘of

structural genes from 11brar1es of eucaryotlc DNA. Cell,;

©15, 687-701 (1978).

§

'Falkow;S., Haapala,D.K;; Silver,R.P.: Relétionships bet-

ween extrachromosomal ElementS‘in ciba Found. Symp. "Bac- -

terial Eplsouws and,Plasm1ds" ==&Churchill London), pp 136

— 158 (1969).

Le Blanc D Jes Falkow S.: Stodies on superinfectioﬁ immu-
nity among’ transm1351b1e plasmlds in E.coli. J.Mol. Biol.

74, 689-701 (1973).

Dubnau,E., Maés,W.K.i iﬁhibition of replication of an’

Ftlac episome in Hfr'cells_of ﬁ.coli. J.Bacteriol.95,

531-539 (1968).



128-

]129-

130~

131-

- 87:..

Watanabe T‘, Takuno T , Aral T. N1sh1da H. Sato S.

Eplsome medlated transfer o druf re51stance in Entero-

bacterlaceae X. Restrlctlon and modification of phages by

Fi-R factors J. Bacterlolfgg, 477-486 (1966).

Smith,H. R., Humphreys,G.D. R Anderson E. S. Genetic and

molecular characterlzatlon of some non- transferrlng

plasmids. Mol.Gen.Genet. 129, 229-238 (1974).

Heffrom,F., Sublett R. Hedges R.W.: Origin of the TEM

B 1actamase gene found on plasmlds J;Bacteriol.122, 250
- 256 (1975). '

Matthew, M. Hedges, R W.oe Analytlcal 1soe1ectr1c focu51ng

of R-factor determlned B- 1actamases J.Bacter101.125,

713-727 (1976).

132f

134-

Percheson,P.B., Bryan, L.E.: Penisilin- b1nd1ng components
of pen1c1111n -susceptlble and resistant strains of

streptococcus pneumoniae- Antimicrob. Agents Chemother.

18, 390-396 (1980).

Scudamore,R.A., Beveridge, T.J., Goldner,M.: Outer memb-
rane. penetratlon barriers. as- components of intrinsic

rerlstance to beta—lactam and other antlblotlcs in E. coll‘

'K-12. Antimicrob.Agents Chemother.l5, 182-189 (1979).

Bennett, P M., Riohmond M.H.: Translocatlon of a dlscrete

- piece of DNA carrylng an amp gene between repllcons in

135-

‘E. coll. J. Bacteriol. 126, 1- 6 (1976)

Arthur;L;Koch:'Evolution of Antibiotic Resistance Gene

Function. Microbiol.Rev.45, 355-378 (1981).



136~ Eindland,M::'Andvthé,waalsrcame'tuﬁﬁliﬁg'Do&n: More anti-
'bioticfrésiétancevand now thenpneﬁmocéﬁcusg'ﬁ.Ehgl.g.

- Med.299,”770-771ﬁ(1978)6 : ,:7




	Tez289001
	Tez289002
	Tez289003
	Tez290001
	Tez290002
	Tez290003
	Tez290004
	Tez290005
	Tez290006
	Tez290007
	Tez290008
	Tez290009
	Tez290010
	Tez290011
	Tez290012
	Tez290013
	Tez290014
	Tez290015
	Tez290016
	Tez290017
	Tez290018
	Tez290019
	Tez290020
	Tez290021
	Tez290022
	Tez290023
	Tez290024
	Tez290025
	Tez290026
	Tez290027
	Tez290028
	Tez290029
	Tez290030
	Tez290031
	Tez290032
	Tez290033
	Tez290034
	Tez290035
	Tez290036
	Tez290037
	Tez290038
	Tez290039
	Tez290040
	Tez290041
	Tez290042
	Tez290043
	Tez290044
	Tez290045
	Tez290046
	Tez290047
	Tez290048
	Tez290049
	Tez290050
	Tez290051
	Tez290052
	Tez290053
	Tez290054
	Tez290055
	Tez290056
	Tez290057
	Tez290058
	Tez290059
	Tez290060
	Tez290061
	Tez290062
	Tez290063
	Tez290064
	Tez290065
	Tez290066
	Tez290067
	Tez290068
	Tez290069
	Tez290070
	Tez290071
	Tez290072
	Tez290073
	Tez290074
	Tez290075
	Tez290076
	Tez290077
	Tez290078
	Tez290079
	Tez290080
	Tez290081
	Tez290082
	Tez290083
	Tez290084
	Tez290085
	Tez290086
	Tez290087
	Tez290088

