Salmonella Susunda (S.typhimurium No0.966)
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OZET

Bu c¢alismada, Tobramycin'e ve diger bazi
antibiyotiklere direncli fakat nalidixic acid’e
duyarli olan bir S.typhimurium susunu kul-
lanarak, diren¢ ozelliginin nalidixic acid’e
direncli, Tobramycin ve tiim antibiyotiklere
duyarli E.coli K-12 susuna in-vivo aktarimast
ve bu ozelligin R-plazmidine bagh olup
olmadigini  arastirmak amaciyla bazi deneyler
yapildi. Deneylerde kobaylar, alict olarak kul-
lanilan nalidixic acid'e direncli E.coli ve
nalidixic acid'e duyarli S.typhimurium susunun
st kiiltiirleriyle  beslendi
key+Nalidixic acid+ Tobramycin yapisindaki
besi yerlerini iceren plaklara diskidan yapilan

ve Mac.Con-

ekimler sonucunda, E.coli K-12'nin bol miktar-

da iiredigi gozlendi. Elde edilen verilere gore,
Nalidixic acid’e direngli 1. alict E.coli'lerin
S.typhimurium'dan diren¢ genlerini alarak
Tobramycin yantsira bir cok antibiyotige direncli
hale geldigi, bu direng ozelliginin coklu direngli
hale gelen J.alct (ara alicy) E.coli susuna gectigi
saptandi. Bu sonuclar, deneye sokulan bak-
terilerin ¢coklu direngli dumma geldigini ve
diren¢ ozelliklerinin bulasici tipte R-plazmid-
elerine bagl oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Tobramycin, Salmonella iyphimuri-
um No.966, E.coli K-12, Rplazmid.
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SUMMARY

Inthis study some eperiments have been
made by using a S.typhimurium N.966 strain
which is resistantto Tobramycin and some other
antibiotics but sensitivite to Nalidixic acid. In-
vivo, in order to transfer of this property of resis-
tancetothe E.coli K-12 strain which is resistant
to Nalidixic acid and sensitive to Tobramycin
and all antibiotics, it was also researched
whpether this property depends upon R-plasmid
ornot. The Guinea-pigs have been fed with fluid
cultures containing E.coli K-12 (used as donor
which is sensitive to Nalidixic acid.

After cultivation on the media (which is
taken from their stools ad resembles to Mac.
conkey + Nalidixic acid + Tobramycin) it was
observedthat Exoli K-12 had been propagated
considirably.

According to data thatis obtained E.coli K-
12 as the firstrecipient whic is resistantto
Nalidixic acid has became resistant to all an-
tibiotics along with Tobramycin by getting the
genes of resistance from S.typhimurium. it was
also determinedthatthis property of resistance
was transafered to the second recipient Exoli K-
12 strain which is resistant to streptomycin and
sensitive to other antibiotics from the first
recipient Exoli K-12.

Theresults of these experiments showed that

teh resistance properties of multiple resistant bac-

teiadepend on cnotagious type Rplasmid.

Key Words: Tobramycin, Salmonella typhimurium No.
966, E.Coli K-12, R-plasmid.
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GIRIS

Enterik bakterilerde R-plazmidlerine bagli ve
bir bakteri susundan digerine kolayca bulasabilen
"Bulagic1 tipte Antibiyotik-Diren¢" varligi 1959
yilindan beri bilinmektedir (1,2).
enterikbakterilerin arasinda "Coklu-Diren¢" (Mul-

Son yillarda

tiple Resistant) suslarin arasinda en biiyik roli
oynayan bu plazmidlerin bulunus oranlar1 ve o6zel-
likleri konusunda ¢ok sayida yayin yapdmis ve
yapdmaktadirl (3,4,5). Ulkemizde de R-Plazmidin
in-vitro olarak aktarim: yapilmis ve R-Plazmid-
lerine bagli antibiyotik direncin izole edilen enterik
bakteri suslarmda yaygin olarak bulundugu gosteril-
mistir (6,7).

Son 10 yil ic¢inde sik kullanilmalarina bagh

olarak Kanamycin ve Streptomycin gibi

"Aminoglikozid" grubu antibiyotiklere direngli
suslarin oranlarinda, hizli bir artis olmus ve bu an-
tibiyotikler enfeksiyonlarin tedavisinde degerlerini
biiylik o6l¢lide yitirmislerdir (8). Diren¢ olgularinin
bir g¢ogunda bu o6zelligin R-plazmidlerine bagh
oldugu gosterilmistir. Bu gruptaki en yeni an-
tibiyotiklerden biri olan Tobramycin, Streptomyces
tenebrarius'tan elde edilen, suda iyi eriyen ve
kimyasal yapis1 Kanamycin'e benzeyen bir antimik-

robik maddedir (9).

Diinyanin g¢esitli iilkelerinde Tobramycin'e
direngli bakteri suslart izole edilmistir. Bunlarin
bir boliimiinde spontan mutasyon sonucu olusan
kromozomal diren¢ s6z konusu olmakla birlikte, ol-
gularin  bir g¢ogunda direncin R-plazmidleri
tarafindan yoneltildigi ve diren¢ 6zelliginin bu an-
tibiyotige duyarli suslara, deneysel olarak gegiril-

digi bildirilmistir (10,11).

Ulkemizde yapilan cesitli deneysel
arastirmalar, yaygin  kullanilmamasina  karsin
Tobramycin'in enterikbakterilerin biiyiik bir

bolimiine karst direngli oldugunu goéstermistir (12).

Bu arastirma, S.typhimurium No0.966 susunu
kullanarak bu susun diren¢ Ozelligini arastirmak
amact ile R-Plazmidin in-vitro aktariminin tekrari,
Tobramycin'e ve diger bir¢ok antibiyotiklere direng
genlerini tasiyan R-Plazmidlcrin in-vivo aktarim
olanaginin olup olmadigim belirlemek amaciyla
yapildigindan yonetilip yonetilmedigini gdstermek
boyle ise Tobramycin'e ve diger antibiyotiklere
diren¢ genlerini tasiyan R-Plazmidlerinin in-vivo
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aktarim olanaginin olup olmadigim belirlemek

amactyla yapildi.

MATERYAL VE METOD

Calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrop Genetigi
Biriminde yapilmistir.

Arastirmada, yem sanayinin tavsan yemi
(pelet) de beslenen, ortalama 600 gr. agirliginda, 4

aylik 6 adet normal ve saghkli kobay kullanildu.

Bakteri suslari

Orjinal, erkek (male) verici (donor)
S.typhimurium No0.966 susu: Hacettepe Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Klinik Mik-
1977-1978 yillarinda,

bir c¢ocuktaki Gastroenterik olgusundan izole edil-

robiyoloji Laboratuvarinda,

mis olan laktoz (-) nalidixic acid'e duyarli, Strep-
tomycin'e direngli bir sustur. Hacettepe Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabdim Dah
Mikrop

suslarindan almdi.

Genetigi Birimi standart koUeksiyon

Orjinal disi (female) alict (recipient) E.coli K-
12 susu:

a) l.alici E.coli susu; laktoz (-), nalidixic acid'e
direngli, Streptomycin'e ve deneylerimizde kul-
landigimiz antibiyotiklere duyarh, prototrof hu-

sustur. Aynt birim kodeksiyondan alindi.

b) 2. alici (ara alic1) E.coli susu; Laktoz (-),
nalidixic acid'e duyarli, Streptomycin'e direngli
mutant bir sustur, ayni birim kodeksiyondan alindi.

Antibiyotik Diskleri

Oxoid firmasinin Multodiscs Code UI diskleri,
Difco Diskleri Tip BI(Scientific Hospital Supples
LTD.) multidiskleri kullanildi. Bu diskler, 50 mcg
Chloramphenicol (CM), 500 mcg Sulphafura zole
(G), 25 mcg Ampicillin (AL), 50 mcg Tetracyclin
(TE), 25 mcg Streptomycin (S), 30 mcg Nalidixic
acid (NA), 5 mcg Oxacillin (OX), 10 mcg Gen-
tamycin (GT), 5 mcg Rifambicin (RN), 30 mcg
Cephaloridine (CPS) 300 mcg Nitrofurantoin
(NPH), 30 mcg Kanamycin (KN), 30 mcg
Cephalothin (CR), 30 mcg Gantrisin (G), 30 mcg
Chloramphenicol (CM), 30 mcg Tctracylin (TE)
icermektedir.
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Topramycin (TM) diskleri herbiri 10 mcg
icerecek sekilde Eli Lilly firmasinin Nebcin
(Tobramycin sulphate) preparatmdan hazirlandi.

Deneylerimizde zengin bir et suyu besiyeri
olan NB-NO: 2(Nutrienth-Bruth), Mac.Conkey
Agar, DST Agar ve Adi Agar besiyeri kullanildi.
Verici, direngli bakterilerden direng Ozelligini
almis olan "alic1" E.coli suslarinm se¢ilebdmesi
icin, eritilip 46°C'ye sogutulmus olan Mac.Conkey
Agarlara ayr1 ayrt 10 mcg/cc hesabiyla Strep-
tomycin konuldu ve petri kutularina dokiildii. Be-
¢ozeltilerinin ve

siyerlerinin, antibiyotik

deneylerimizde  kudandigimiz  seleksiyon plak-
larinin  hazirlanmas1 konusundaki ayrintilar (13)

sayili kaynakta verilmistir.

Diren¢ Durumunun Olgﬁlmesi ve Direnc

Kriterleri:

Bakterierin, deneylerimizde kullandigimiz an-
tibiyotiklere direnglilik durumlari, belirtilen yogun-
luklarda antibiyotik iceren Mac.Conkey Agar plak-
larina ekim ve klasik Bauer-Kirby disk yontem-
lerine gore, disk diffiizyon yontemi kullanilarak
D.S.T Agar plaklarmda deneme yolu ile yapildi
(14).

Diren¢ Kriterleri

Bakterilerin antibiyotiklere direng¢li olduklarini
kabul edebilmek i¢in, disklerin igerdigi miktarlarda
antibiyotik bulunan Mac.Conkey plaklarinda 18-24
saatte ireyerek normal biyiiklik ve goriinimde
koloni olusturabdmeleri yada disk yontemi de
denendiklerinde Ampisillin i¢in 11 mm. veya daha
kiigiik ¢apta olmasi gdz oniinde tutuldu. Diger an-
tibiyotiklerin 6nlenim bolgesinin ¢aplarinin deger-
lendirilmesinde Bacto Sensitivity Discs igin verden
Olciilere uyuldu (15).

Direnc¢ aktarim Deneyleri

Arastirmamizda kullanilan yontemlerden
bilinen ve herhangi bir kaynakta bulunabilecek

olanlarinin ayrintilarin vermedik.

Suslarin Ozelliklerinin incelenmesi

Verici ve alict bakteri suslarinm antibiyotiklere

direnglilik  durumlart  kontrol edilerek alinan

sonuglar kaydedildi.
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In-vitro Diren¢ Aktarimi

direng aktarimi deneylerine
baslamadan o6nce Tabramycin ve birgok an-

tibiyotige karsi olusan diren¢ Ozelliginin in-vitro

In-vivo

diren¢ aktarimi ile duyarh susumuza gegirilebd-
digini kontrol etmek istedik.

Kullandigimiz ydntem, esas itibar1 ile Datta
tarafindan kalitatif direng
yontemine benzemektedir (16). Bu deney, bir bak-
teri susundaki direnglilik 6zeiliiginin bulasici olup

kullanilan aktarimi

olmadigim, bakteride R-plazmidi bulunup bulun-
madigin1 meydana ¢ikarmak icin yapilir. Hangi bak-
teri incelenirse incelensin deneyin temel pren-
sipleri aynidir. Ancak, degisik antibiyotiklere karsi
direngli duruma gelmis olan bakterilerin izolasyon
sayisini arttirmak igin, bir antibiyotikli plak yerine
ii¢ ayr1 antibiyotigi igeren seleksiyon plaklarinin kul-
lanilmasi gerekir. Deneylerde alici (duyarh) bak-
teri olarak genellikle E.coli K-12 ve
(direngli) bakteri olarak S.typhimurium'um uygun

verici

suslar1 kullanilir. Arastiricilar tarafmdan E.coli K-
12 suslarinm eniyi alicilar, Salmonellalarin ise iyi
oldugu (17,18).  Bizde
deneylerimizde, alict sus olarak E.coli K-12 ve

vericiler saptanmistir

verici sus olarakda S.typhimurium 966'y1 kudandik.

a) I'nci alict ve verici bakteri suglarinm ayri
seleksiyon
durumlarinin kontroliit:

ayr1  ekildikleri plaklarinda {ireme

Antibiyotik direngclilik durumlar: kontrol edil-
mis olan verici ve lL.nci ahci bakteri suslari stok
kiiltiirlerinden 6ze ile alinip, ayr1 ayri et suyu be-
siyeri tiiplerine ekilerek bi gece boyu 37°C enkiibe
edildi iretildiler, ertesi giin her kiiltiirden 0.1 nd'lik
pipetlerle 0.1 ml. miktarda alinip MacConkey +
Nal.acid + K ve MacConkey + Nal.acid + TM yapi-
sindaki seleksiyon plaklarina yayma sureti ile ekim-
ler yapilip bir gece boyu 37°C de enkiibe edildi, er-
tesi giin plaklar iireyen koliniler bakimindan in-

celendi.

b) Lnci direng transfer donemi:

I.nci alict olarak kullandigimiz E.coli K-12 ve
verici olarak kullandigimiz S.typhimurium 966
suslar1 stok kiiltiirlerinden 6ze ile alinip et suyu be-
siyeri tiiplerine ekilerek bir gece boyu 37°C de
iretildiler, ertesi giin bu kiiltiirlerden 5 ml.lik et
suyu besiyeri tiiplerine 0.5 ml. E.coli K-12 ve 0.1 ml

S.typhimurium 966 kiiltirinden ilave edilerek-
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karistirildt ve bir bir gece boyu 37°C de enkiibe
edildi (Direng transferi ge¢is donemi): Bu siirenin
sonunda, bu karisimdan Salmonellarin direngli
oldugu antibiyotikleri ayri ayri igeren
MacConkey+Nal.acid + K ve MacConkey+ Nal.
acid ve TM yapisindaki seleksiyon plaklarina iger
6ze ekilip halinde
yayilarak 37°C de bir gece boyu enkiibe edildi, er-
tesi giin plaklar koloniler bakimindan incelendi.

cizgiler plak yiizeylerine

Plaklarda olusan kirmizi, laktoz ( +) koloniler
biiylik bir olasilikla ¢oklu direngli bakterilerden
direnglilik &zelligini almis olan alici E.coli K-12

bakteri hiicrelerinden olusmustur. Clinki
Nal.acid'e duyarli olan Salmonellalar bu be-
siyerinde  lireyemezler. lireseler bile renksiz

koloniler yapacaklardir. Antibiyotiklere direngli ol-
mayan E.coli'ler de antibiyotik bulunan ortamda
tireyemeyeceklerdir. Deneyimizin bundan sonraki
bolimiinde bu durumu kanitlamak amaciyla her
plakta laktoz (+) kolonilerden (tek
koloniden almamaya dikkat ederek) Mac.Con-
key + K ve MacConkey + TM yapisindaki selek-
siyon plaklarina azaltma yontemi ile (tek koloni

olusan

diisirme) ekimleri yapildi. Ancak bu plaklara
Cilinkii  bu pasajin
bulunabilecek  olan

Nal.acid konmada. amaci

kolonilerde orijinal  ¢oklu
direngli bakterilere de {ireme sansi verip alict
E.coli K-12 leri saflastirabilmektir. Bu plaklarda
iireyen kolonilerden (bu defa tek tek kolonilerden
alinarak) et suyu besiyeri tiiplerine ekilip bir gece
boyu 37°C'de enkiibe edildi, ertesi giin bu kiil-
tirden antibiyotik direng testi uygulandi ve direng

kriterlerine gore diren¢ durumlar: kaydedildi.

In-vitro deneyin sonucunda E.coli K-12 ¢oklu
direngli ya da tek bir antibiyotige diren¢li duruma
gelmigse bu bakterideki direncinde R-plazmid-
lerine bagli oldugunu bdylece direng o6zelliginin
kanitlamak  gerekir.

bulasiciligini korudugunu

Bunun i¢in H'inci direng transferi yapildi.

¢) H'inci direng transferi donemi:

IFnci direng transferine ge¢meden oOnce bu
deneyde kullanacagimiz suslarimizin deney igin
uygun olup olmadigint kontrol amaciyla dogrulama
deneyi yapildi.

Dogrulama deneyi

Fnci alict E.coli K-12 susu (simdi ¢oklu
direngli) ve IFnci (ara alic1) E.coli K-12 suglarinin
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stok kiiltiirlerinden bir 6ze alinip ayri ayri et suyu
besiyeri tiiplerine ekimleri yapilarak 37°C de bir
gece boyu iretildi. Bu iki susumuzun hazirlanan
stvi  kiltirlerinden bir 6ze alimip (suslarda
gozlemek istedigimiz oOzellikler dikkate alinarak)
MacConkey + TM + S ve MacConkey+ K+ S yapi-
sindaki seleksiyon plaklarinin yiizeylerine cizgiler
halinde yayilarak ayr1 ayr1 ekimleri yapildi. 37°C de
bir gece boyu liretildi. Ertesi giin plaklar koloniler-

bakimindan incelendi.

Yukarida kontrolleri yapilmis olan Finci E.coli
K-12 susu verici olarak, ara alict E.coli K-12
mutant susumuzu ise alict olarak kullanip IFnci
transfer deneyine gecildi. Bu deneyin ydntemide
Fnci direng¢ transfer deneyinin aynisidir. Ancak
greksinime gore

plaklar1  deneydeki

istegimiz  ozellikler dikkate

seleksiyon
suglarda gdzlemek
almarak se¢ildi. Bu deneyde kullandigimiz bakteri
suslartmizin (b) basamaginda terif edildigi sekilde
karisimlari hazirlanip bu karisimlardan
MacConkey + K+ S ve MacConkey + TM + S yapi-
sindaki seleksiyon plaklarina aym sekilde ekimleri
yapilip, ertesi giin plaklar koloniler bakimindan in-
celendi. Plaklarda {ireyen koloniler biiyiikk bir
olasilikla Fnci K-12 suglari (bu deneyde verici)
olmayip bu susdan direnclilik 6zelligini almig olan
ara alict E.coli K-12 mutant bakteri suslarina aittir.

Bunu kanitlamak amaciyla her plakta olusan

laktoz (+) kolonilerden (tiick koloniden al-
mamaya dikkat ederek) MacConkey+K ve
MacConkey + TM  yapisindaki seleksiyon plak-

larina tek koloni diisecek sekilde ekimleri yapildi.
Kolonilerde bulunabilecek orijinal c¢oklu direngli
bakteri suslarina da {ireme sansi verip alict E.coli
K-112 leri saflastirabilmek icin bu tip seleksiyon
plaklarina Streptomycin konmadi. Bu plaklarda
iireyen kolonilerden bu defa (tek tek kolonilerden
alarak) et suyu besiyeri tliplerine ekim yapilip bir
gece boyu 37°C de iretildi. Ertesi giin bu
kiiltiirden antibiyotik direng testi yapilip direng
kriterlerine gore diren¢ durumlar: kaydedildi.

in-Vivo Diren¢ Aktarim

In-Vitro diren¢ aktarimi olumlu sonug verdik-
ten sonra Tobramycin yanisira diger bircok an-
tibiyotige de diren¢ saglayan R-plazmidin hayvan
bagarsaklarinda da duyarli bakterilere aktarilip
deneyde kul-

aktarilamaycagint arastirdik. Bu
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landigimiz yontem (19) sayili kaynaktaki yontemde
bazi degisiklikler yapilarak tarafimizdan gelistiril-
di. Bu deneyde de in-vitro aktarim deneyinden kul-
lanilan I'nci  abe1  E.coli K-12 ve verici
S.typhimurium 966 koiieksiyon suslar1 kullanildi.
Ciinkii in-vitro deneyde alinan sonuglar bu suslarm
R-plazmidi aktarim deneyleri i¢in uygun oldugunu

gosterdi.

In-Vivo deneylere baslamadan once, deneye
sokulacak 6 erkek kobay zorunlu olarak kobaylarin
normal diski florasinda hangi bakterilerin bulun-
dugu, diskilarinda ve barsaklarinda deneylerde kul-
lanilacak E.coli'ye benzer bir bakteri olup olmadigi
ve diskidan direngM bakterilerin segilerek iiretil-
mesinde kuUanacagimiz TM, KN ve NAL.acid'e
direngli bakterderin varligi konularinda incelendi.

a) Kobaylarin normal diski florasinin kontroli:

Bu sorulara yanit verebilmek i¢in kobaylar ayri
kafeslerde fabrikasyon yemi ile beslendi, kafes-
lerine her aksam isti steril bir filtre kagidi
konularak bu kagit her sabah digki Ornekleri
alindiktan sonra degistirildi. Toplanan diskilar 3
ml sterd serum fizyolojik bulunan sise igine steril
pens de alinip homojen hale getirildi ve Mac.Con-
key + Nal.acid seleksiyon plaklarina her giin tek
koloni diisecek sekilde ekim yapildi ve 37°C'de bir
gece boyu enkiibe edildi. Ertesi giin plaklar
kolonder bakimindan incelendi.

c¢) Kobaylarin l.alict e.coli K-12 susu ile be-
slenme deneyleri: 10 giin siiren bu kontrol ekim-
lerinden sonra her giin sabahlari I'nci E.coli
susunun i¢inde yaklasik 1 mlx~ 108/ml (Petroff-
Houser sayma caminin her kii¢iik karesi basina or-
talama 5 bakteri igeren taze sivi kiiltiirinden 1 ml
miktarda deney hayvanlarina agiz yoluyla ve pipetle
verildi. Ertesi giinden itibaren her giin toplanan ve
homojen hale getirden digkilarindan Mac.Con-
key +Nal.acid segici plaklarina 20 giin siire ile 0.1
ml ekilip paget ile yayildi 37°C de bir gece boyu

enkiibe edildi, ertesi giin plaklar, koloniler

bakimindan incelendi. 20.gliniin sonunda
kaboylarin digkilariyla verdigimiz orijinal l.alic1

E.coli K-12 susunu ¢ikartmaya basladigi saptandi.
d) In-Vivo aktarim:
21. giinden itibaren her gilin sabahlar1 deney
hayvanlarina agizdan pipet ile i¢inde 0.5x~0.8/ml

miktarda bakteri bulunan S.typhmurium'un taze
sivi kiiltiirinden 0.5 ml verilmeye baslandi. Ertesi
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giinden itibaren her giin sabahlar1 toplanan ve

calkalayicida homojen hale getirilen diski
kiiltirinden bir 6ze dolusu alinarak tek koloni
diisecek sekilde ve ayrica pipet ile 0.1 ml miktarlar-
da alinarak Mac.Conkey + Nal.acid + K, Mac.Con-
key + Nal.acid + TM igeren plaklara yayma sure-
tiyle ekim yapilarak bir gece boyu 37°C C'de
enkiibe edildi, ertesi giin plaklar E.coli kolonderi
Ilk 6 giin kobaylarin
laktoz  (+)

E.coli'lerin iiremedigi, S.typhimurium'a benzer lak-

bakimindan incelendi.

diskisindan  yapilan  ekimlerde
toz (-) kolonilerin iiredigi goriildii. Ancak 7.giinden
itibaren diren¢ transfer oldugu iireyen laktoz ( +)
E.coli kolonilerinden anlasildi. Kontrol amaciyla
antibiyotik direng¢ testi uygulanarak sonuglar deger-
lendirildi ve laktoz (-), laktoz (+). kolonileri

iceren plaklarin resimleri ¢ekildi.

e) Direng transferi kontrol deneyi:

Bir eross-feeding (karsilikli beslenme) nede-

niyle ireme olup olmadigin1  saptayabilmek
amaciyla (d) basamaginda hf piikda olusan laktoz
(+) kolonilerden, tek koloniden almamaya dikkat
edilerek Mac.Conkey + K, Mac.Conkey + TM plak-
larina tek koloni diisecek sekilde ekildi. Ancak bu
plaklara Nal.acid konmadi. Ciinki bu pasajin
amacit kolonilerde bulunabilecek olan, orjinal
¢oklu direngli bakterilere iireme sansi1 verip, ahci
E.coli'leri saflagtirabilmekti. Ekilen plaklar bir
gece boyu 37°C'de enkiibe edildi ve ertesi giin
ekimlerin

koloniler bakimindan incelendi. Bu

kontroliinde, ¢oklu diren¢li  S.typhimurium'un
iremedigi, kolonilerin tamamen E.coli bakterilerin-
den  olustugu gozlendi. Diren¢ transferinin
kontrolii beklenen neticeyi verdigi icin deneye
devam edildi. Secici plaklarda iireyen I'inci alici
E.coli  kolonilerinin Mac.Conkey + Nal.acid 4- K
plaklarindan 90 koloni Mac.Conkey + Nal.acid+
TM plaklarindan 80 Koloni yatik agar tiiplerine
stok  kiiltiirleri
+4°C de

muhafaza edildi. (Bu ¢alismay1 takip edecek

6ze de c¢ekilerek Dbakterilerin

hazirlandi ve tlipler numaralanarak
arastirmalar i¢in). Bu incelemeden sonra
kobaylarin verici bakterilerle beslenmesi kesildi. 3
ay siire ile haftada bir defa diskilardan, Mac.Con-
key + Nal.acid+ TM, Mac. Conkey + Nal.acid +K
seleksiyon plakalarina ekim yapildi ve bir gece
boyu 37°C'de enkiibe edildi. Ertesi giin plaklar
E.coli K-12 kolonileri bakimindan incelendi. 3 ay
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Tablo 1. Verici S.typhimurium ve Alici E.coli Suslarmin Antibiyotiklere Direnglilik Durumu.

ANTIBiYOTIiKLER
SUSI .AR NAL S ™ KN AL TE GT NFH CPS CM RN (0D.4
Verici S.typhimu- S r r r r s S S S S r r
rium.966
.1 alicr E.coli r s s s s s s s s s s s
K-12
2.alic1 (ara alic) s r s s s s s s s s s s
Exoli K-12

N A L (Nalidixic acid); S(Streptomycin); TM (Tobramycin); KN (Kanamycin); AL (Ampycillin); G (Gastrisin); TE(Tetracyclin); GM
(Gentamycin); NF H (Nitrofurantoin); CPS (Cephaloridine); CM (Chloramphenicol); RN (Rifambicin); OX (Oxacillin); (s) Duyarh,

(r) direngli.

siireyle bu plaklarda laktoz ( +) E.coli'lerin iiredigi
goriildi. Ancak bu siirenin sonunda ayni yapidaki
seleksiyon plaklarinda hi¢ bir laktoz (+) E.coli
kolonilerinin iiremedigi saptandi. 3 ay iginde
ireyen kolonilerden direngli hale gelen E.coli'lerin
de halen bulasict (R-plazmidlerine bagli) oldugunu
kanitlayabilmek i¢in Fnci alict E.coli susu verici,
H'nci alic1 (ara alict) E.coli mutant susu alict
olarak kullanilip, in-vitro olarak H'nci direng
aktarimi tekrarlandi.

f) H'nci
suglarin kontrolii amaciyla yapilan ekimler:

Fnci alici E.coli K-12 susu ile II'nci alict (ara
alic1) E.coli K-12 susumuzun bir gecelik taze sivi
kiiltiirlerinden MacConkey + TM +S, Mac. Con-
key+ K+ S plaklarina ayr1 ayri tek koloni diisecek
sekilde ekimleri yapilip bir gece boyu 37°C de
enkiibe edildi. plaklar  koloniler
bakimindan incelendi. Her iki bakterimizin selek-
siyon plaklarinda iirememesi beklendi ve bu

direng¢  transferinde  kullanilacak

Ertesi giin

kontrol ekimi sonuglar: beklenen neticeyi verdigi
i¢in in-vitro II'nci direng transferine gecildi.
g) In-Vitro II'nci direng transfer deneyi:

Deney tiim ayrintilart ile (d) basamagindaki
diren¢ transferinin aynisidir ancak kullandigimiz
bakteri suslar1 ve dolayisiyla seleksiyon plaklarinin
yapisi farklidir. Coklu direngli duruma gelen I'inci
alict E.coli K-12 susu verici olarak II'nci alic1 (ara
alici) E.coli K-12 mutant bakteri susu ise alici
olarak kullanildigindan seleksiyon plaklari bakteri
suslarmin gozlemek istedigimiz ozelliklerine gore
MacConkey + TM + S, MacConkey + K+ S yapisin-
da se¢ildi. Bu plaklara yapilan ekimlerin ertesi giin
kontrollerinde plaklarda bol miktarda laktoz (+)
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kolonilerin  iiredigi goriildi. Plaklarda iireyen
koloniler biiyiik bir olasilikla Fnci alict E.coli K-12
suglari olmayip, bundan direnglilik 6zelligini almis
olan ara alict E.coli K-12 mutant bakteri suslarina
aittir. Bunu kanitlamak i¢in her plakta olusan lak-
toz (+) kolonilerden (tek koloni diisecek sekilde
ekimleri yapildt ve bir gece boyu 37°C'de enkiibe
edildi. Kolonilerde bulunulabilecek orijinal ¢oklu
direngli Dbakterilerede iireme sansi verip alict
E.coli K-12'leri saflagtirmak icin seleksiyon plak-
larina streptomycin konmadi. Ertesi giin plaklar
incelendi ve sonuglar

koloniler bakimindan

kaydedildi.

BULGULAR

Suslarin antibiyotiklere direnglilik durumu sap-
tanarak, alinan sonuglar Tablo 1'de gdsterilmistir.

Verici bakterinin Nal’, S, TM ve bazi an-
tibiyotiklere direngli 1.alici E.coli susunun NaT", S
ve diger antibiyotiklere duyarli, 2.alict E.coli
susunun ise NAL®, S oldugu saptandi. Deney
sonuglarimiza gore bu suslarin R-Plazmidi aktarim
deneyleri i¢in uygun oldugu gériildii (Tablo 1). in-
vitro  direng l.direng
asamasinda ahci ve verici suglarin karisiminin ekil-
digi MacConkey+ Nal.acid + KN, MacConkey+
Nal.acid + TM plaklarinda ¢oklu diren¢li S.typhi-
murium  966'nin  lremedigi Ureyen
koloniler ancak S.typhimuriumdan direng¢ ozelligi
alan E.coli'lere ait laktoz (+) kolonilerdir. Ureyen
kolonilerden yapilan antibiyotik diren¢ testinin
sonuglart Tablo 2'de gosterilmistir.

aktariminin transferi

saptandi.

Fnci alic1 E.coli susunun in-vitro direng trans-
ferinden sonra verici susun diren¢li oldugu bazi an-
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Tablo 2. 1.Diren¢ Transferi Déneminden Sonra 1.Alic1 E.coli Susunun
Antibiyotiklere Direnglilik Durumu

ANTIBiYOTIKLER
SUSLAR NAL S ™™ KN AL G TE GT NFH CPS CM RN (0D.¢
Verici S.typhimu- S r r r r r r r s S S r r
rium .966
.1 alic1 E.coli (K-12) r S S s s S S S S S s S
(deneyden 6nce)
Lahc1 E.coli K-12 r S r r r N S S s s r r

(deneyden sonra)

Tablo 3. Verici E.coli Nal" S Susundan diren¢ Genlerini Alarak Coklu Direng¢li Druma Gelen Ara Alict
E.coli Nal® S* Susunun Antibiyotiklere Direnc¢lilik Durumu.

ANTIBiYOTIiKLER
SUSLAR NAL S ™ KN AL TE GT NFH CPS CM RN (0).¢
Verici E.coli r s r r r S r s s s r r
K-12
.Ara alic1 s r r r s s r s s s r r

E.coli (K-12)

tibiyotiklere direngli duruma geldigi yani ¢oklu
direnclilik kazandigi ve 2.diren¢ transferi igin
uygunlugu gozlendi (Tablo 2).

2.direng transferinde, Finci alici E.coli susu
verici, ara adci E.coii susunda alici olarak kul-
landip karisimlarinin ekildigi Mac.Conkey-1-TM,
Mac.Conkey+K plaklarindaki kolonderden yapi-
lan direng testi sonuglar1 Tablo 3'de gosterilmigtir.

S* ahc1 E.coli susu direng¢ genlerini alarak TM
yamsira diger 4 antibiotige direnc¢li hale geldi
(Tablo III). Bdylece bu direng 06zelliginin R-plaz-
midlerine bagli oldugu ve baska bakterilere de
bulastirdabdecegi gosterildi. Ayni1 bakteri suslari,
olarak in-vivo aktarim

kontrol eddmis suslar

deneylerinde kuUamld:.

Kobaylarin normal diski florasinin
kontroliinde Mac.conkey plaklarinda gram (-) kok-
lar, Klebsiella benzeri bakterilerin liredigi goriildi.
Mac.Conkey Nal.acid, Macconkey-I-Nal.acid-I-K
ve Macconkey+Nal.acid-I-TM sec¢ici plaklarinda
ise laktoz (+) ve laktoz (-) hi¢bir bakterinin
iremedigi saptandi. 10 giin siire ile yapilan ekim-

lerde hep aynmi sonuglar alindi. Bu sonuglar,
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kobaylarin barsaklarinda Nal.acid'e diren¢ii bak-
teri bulunmadigini ve direngsiz de olsa higbir
E.coli'nin tiremedigini gdosterdi. Digk1 alic1 ve verici
bakterilerin ayr1 ayr1 ekildikleri Mac.Conkey 4 Nal
.acid + K,Mac.Conkey - NaLacid+TM plaklarinda
iremedigi gortildii. 10 giin siire de yapilan ekim-
lerde hep ayni sonuglar alindi.

Kobaylarin Lahct E.coli susu ile beslenmesini
takiben 20 giin siire de diskilarindan Mac.Con-
key + Nal.acid secici plaklarina yapilan ekimlerde
bir hafta siireyle laktoz ( +) E.colililerin iiremedigi
ancak 20'nci gilinlin sonunda ayni plaklarda bol
laktoz (+)
goriildii. Bu ilireyen bakterderin Na.acid'e direngii

miktarda E.coli'lerin  iiredikleri
ve tiim antibiyotiklere duyarli oldugu antibiyotik
direnc testi ile saptandi. Daha dnce beliriddigi gibi
MacCokey + Nal.acid plaklarindan steril kaldigi-
nin saptanmasi, ireyen bakterilerin ¢alismamiz-
daki alic1 E.coli laktoz (+) susuna 6zgii oldugunu
gosterdi. Kobaylarin 21.giinden itibaren 0.5 ml
verici  S.typhimurium susu ile beslenmesinden

soma digkilarindan Mac.Conkey-I-Nal.acid KN,

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.4,1990
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Sekil 1. I'nci direng¢ transferinin ilk haftasinda heniiz direng
transferleri olmamis bir seleksiyon plagindaki iireyen
kolonilerden yapilan antibiyotik direng testi sonucun-
da bir D.St.T. plagmdaki laktoz (-) orjinal
S.typhimurium 966 susunun antibiyotiklere diren¢
durumu.

30 meg Kanamycin (Kx),
300 mcg Gantrisin (Gxx),
30 mcg Cephalothin (CRxxx)

Mac.Conkey + Nal.acid + TM

ekimlerin kontroliinde, ilk 6 giin laktoz (+) E.coli

plaklarina yapilan
kolonilerinin iiremedigi ve heniiz direng¢ trans-
ferinin olmadigi, ancak 7.giinden itibaren ayni
laktoz (+) E.coli

diren¢ transferinin

yapidaki secici plaklarda

kolonilerinin  iiremesi ile
olustugu anlasildi. Plaklarda olusan laktoz (+)
biiyiik bir

S.typhimuriumdan direncililik 6zelligini almis olan

koloniler olasilikla ¢oklu direngli
alict1 E.coli'lere aittir. Ciinkii tek bir antibiyotik
iceren plaklardan iireyen koloniler bir bakteri
toplumu ig¢inde normalde bulunabilen tek bir an-
tibiyotige direngli dogal mutantlarda olabilirler.
Yapilan antibiyotik direng testi sonuglar1 Sekil 1 ve

2'de gosterilmistir.

S.typhimurium susunun TM yanisira diger 6 an-
tibiyotige direncli, Nal.acid ve diger 6 antibiyotige
duyarh oldugu goriilliiyor (Sekil 1). Sayet iireyen
sus orjinal 1'nci alic1 E.coli susu olsaydi, Nal.acid
diskit ¢evresinde Onlenim bdlgesinin olusmamasi,
6nlenim

streptomyein  diski  ¢evresinde  ise

bolgesinin olusmas: gerekirdi.

Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri ARASTIRMA Dergisi C.8, S.4,1990
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Sekil 2. I'nci diren¢ transferi kontrol deneyini takiben ilk
birinci hafta sonunda direng transferi olmus bir selek-
siyon plagindaki iireyen kolonilerden yaphilan an-
tibiyotik direng testi sonunda bir D.S.T. plagindaki
laktoz (+), ¢oklu diren¢li hale gelen orjinal I'inci

alict  E.coli susunun antibiyotiklere direnclilik
durumu.
In-vivo deneyde verici suslardan R-plaz-

midinini alan E.coli Nalr. Ss susunTM yanisira
diger 4 antibiyotige direngli hale geldigi goriildi
(Sekil 2). Bu deneylerde bakterilerin antibiyotik-
lere direnci iki kriterle belirlendi; Belirli oranda an-
tibiotik igeren besiyerlerinde iireyebilme ve koloni
olusturabilme ve D.S.T agar plaklarinda antibiotik
diskleri etrafinda olusan onlenim bdlgesinin ¢apt
6lgiilerek, ornegin; Bir bakterinin direngli sayilabil-
mesi icin 10 mcg TM disk c¢ergevesinde Onlenim
bolgesinin ¢apinin 14 mm yada daha kiigiik olmasi
kriter olarak kabul edildi (195). Bizim
olusturdugumuz bakterilerde mise TM igin
o6nlenim zonu hi¢ olmadi.

In-vivo  deneyin sonunda, bu sonuclar1
dogrulamak amaci ile tekrar edilen in-vitro direng
aktariminda kobaylarin verici bakteri ile beslen-
mesi kesilip, 3 ay siire ile diskilarindan Mac.Con-
key+TM+S, Mac.Conkey+K-1-S +

plaklarinda laktoz (+) E.coli'lerin iiredigi sap-

seleksiyon

tandi. Bu kolonilerden ayri ayr1 Mac.Conkey + K,
Mac.Conkey + TM besiyerini igeren fakat Nal.acid
bulunmayan plaklara yapilan ekimlerde, yine or-
jinal coklu direngli bakterilerin iremedigi, yine lak-
toz (+) E.coli'lerin iiredigi saptandi, l.alict susun

415



Salmonella Susunda (S.typhimurium No.966) Tobramycin'e Diren¢ Ozelligini Veren

"R" Plazmidin in-Vivo Aktanmi/OKTBN

Streptomycin'e duyarli, ara alici susun ise Strep-
tomycin'e direnc¢li olmasi nedeni ile bu kolonilerin
I'nci alict E.coli suslart olmayip bundan direnglilik
ozeltigi almis ara alict E.coli suslar1 oldugu
anlagildi. Bu ¢ahgma sonucu elde edilen veriler in-
vivo deneylerde direng o&zelligini almis E.coli
olarak 2.alic1

susunun R-plazmidlerine bagh
E.coli'ye bulasict direng 0zelligini gegirdigini
gosterdi.

TARTISMA

R-plmazmidleri ilk kez Japonya'da kesfedilmis
ve o tarihten sonra diinyanin birgok iilkesinde
bir¢ok arastirici, inceledikleri bakteri hiicrele-
rinde, bu plazmidlerin bulundugunu ve kon-
jugasyon yolu de duyarh bakterilere bulasabildik-

lerini kanitlamistir (20,21).

Bu giine kadar Eschericia coli, Shigella, Vibrio

cholerae, Salmonella, Pasteurella, Serratia,
Enterobakter, Provediencia, Hafnia, Envinia, Yer-
sinia suslarinda bu R-plazmidlerinin varlig1 gosteril-
bolimiiniin
bulasict  oldugu (2,3,21,22,23).

Bulasic1 6zelligi bir¢cok antibiotige birden direncg

mis vebunlardaki direncin biiyiik bir
kanitlanmistir

saglamas1 ve bu direncin ¢ogu kez blok halinde
duyarlt bakteri toplumlarina bulagmasi: nedeniyle,
R-plazmidlerine bakteri
kromozomu {izerindeki diren¢ genlerinin sagladigi
dirence goére daha biiyiikk bir Oonem tasimakta ve

bagl olan direng

son ydlarda gram (-) bakteri toplumlarinin daha
biiyiik bir ¢ogunlugunu diren¢li hale getirmektedir.
Bu ise bu etkenlerle olusan hastaliklarin tedavisi
bakimindan gittik¢e biiyliyen bir tehlike olustur-
maktadir (24).

Enterik bakterderde R-plazmidlerin varlig1 yur-
dumuzda da bir¢ok tarafindan
kanitlanmistir (7,12,25,26). Son yillarda iilkemizde

Onemli bir

arastirici

izole edden Salmonella suglarimn
bolimiiniin yaygin olarak kulanilmaya baslanmis
yeni bir aminoglikozid antibiyotik olan
Tabromycin'e bde direngli olduklart gosterilmistir.
Bu diren¢ R-plazmidlerine bagli olup, in-vitro
olarak diren¢li Salmonella suglarimn O6nemli bir
bolimiiniin yaygin olarak kullanilmaya baslan-
mamis yeni bir aminoglikozid antibiyotik olan
Tobramycin'e bde direngli olduklar1 gosterilmistir.
Bu diren¢ R-plazmidlerine bagh olup, in-vitro

olarak direncli SalmoneUa suslarindan (diger bazi
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antibiyotiklere diren¢ ozeliigi de birlikte) duyarh
E.coli suslarina gegirilebilmistir (7,26). R-plaz-
midin in-vivo olarak insan ve hayvan barsak-
larindan  duyarh bakterilere aktarimina iliskin
diinyada ¢ok az sayida yaym vardir (19,23,27-31).
Elde var olan kaynaklar, {ilkemizde bu konuda

yapilmis bir ¢aligma olmadigini gdstermektedir.

Calismanin ilk deneyinde verici ve alict
suslarin  antibiyotiklere  direnglilik  durumunun
kontroliinden  sonra, ikinci  deneyde diger

arastiricilara (3,13,25) ek olarak bu plazmidin in-

vitro  aktardabildigi  gosterildi. Bu  deneyde
Tobramycin'e diren¢ Ozeliiginin diger bazi direng
ozellikleri ile birlikte orjinal alici E.coii susuna
gecirddigi gorildi.

Bu deney sonucu antibiyotiklere direngli
duruma gelmis olan orjinal alic1 sustan direnglilik
Ozelligini baska bir duyarli alicti E.coli susuna
gegirilebdmesi, akman ve BaykaPin (26) bulgularim
desteklemekte, direng o6zelliginin bulasici oldugunu
ve bu nedenle R-plazmidlerine bagli oldugu seklin-

deki diislincelerine uyumluluk gdstermektedir.

Bu deneyde basarili sonug¢ alindiktan sonra,

baslatdan in-vivo aktarim deneylerinde saglikli
kobaylar kullanildi. Bunlarin 6nce barsak florasi in-
celendi. Calismalarimizda germ-free hayvan kul-
lanilmadi. Barsak florasindaki bazi bakterilerin ve
barsak enzimlerinin R-plazmidin aktarimint et-
kileyebilecekleri diigtiniilebilir. R-plazmidi
aktariminin  barsak

olusturulan metabolitler tarafindan inhibe edd-

florasindaki  bakterilerce
digine ozgili gorisler vardir (32). Ancak, dogada
barsaklarda bakteriler
bulagsmasi s6z konusu ise tehlikeye konu teskd

arasinda bir direng

eden insan ve hayvan Dbarsaklarinin bizim
deneylerimizde kullandigimiz kobaylarinki gibi ¢ok
karmasik bir mikroorganizma floras1 ve enzimleri
icerdigi gergektir. Bu suretle deneylerimizde bu
normal kosullar1 taklit etmis oldugumuzu var
saylyoruz. Ancak in-vivo aktarim deneylerimizde
basarisizlik durumunda bu etkiler diisiiniilebilirdi.
Halbuki, deneylerimizde dogal kosullarda ve bak-
teriler igeren kobay barsaklarinda da antibiyotik
direncinin, diren¢li Salmonella susundan duyarli
E.coli susuna gegirilebildigi gosterilmistir. Kul-
landigimiz kobaylarm diskilarindan direngli yada
duyarh hi¢ bir E.coli susu saptanamamistir, l.ahct
kobaylar beslenme

E.coli susu ile beslenen
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E.coli
susunu c¢ikartmaya devam etmislerdir. Beslenme

siiresince digkilar1 ile orjinal (duyarlr)
kesildikten sonra 3 ay ay siire ile ayni susu diskilari
ile ¢ikartmaya devam etmislerdir, bu hayvanlara R-
plazmidi igeren Tobramycin'e direng¢li S.typhim-
rium kiiltiiri verilmeye baslanmasindan 1 hafta
sonra diskilarindan Tobramycin ve diger an-
E.coli

basladigi goriilmiis ve direngli Salmonella'larin

tibiyotiklere  direngli susunun  ¢itkmaya
verilmesi kesildikten sonra da bu direngli susu

¢ikartmaya  devam  etmislerdir. Bu  olay,

Tobramycin ve diger antibiyotiklere direng
ozelliginin bu suslara hayvanlarin barsaklarindan

gectigini gostermektedir.

Bu deney sonuglarina dayanilarak,
Tobramycin'e diren¢ saglayan R-plazmidin, insan-
larin ve diger canlilarin barsaklarinda da ayni
sekilde gecebilecegini diisinmek olasidir. Esasen
insanlar1 kullanarak bu sekilde deney yapilmasi,
yasal ve bilimsel olarak dogru degildir. Bu
bakimdan, kobaylarda alinan sonuglar: degerlendir-
memiz gerekmektedir. Kobay barsaginda R-plaz-
midin direng¢li bakterilerden, duyarli bakterilere
gegebilmesi kanimizca onemli bir bulgudur ve R-
plazmidlerinin olusturdugu biiyiik tehlikeyi goster-

mektedir.

Bugiine kadar eclde edilebilen dis kaynakli
yayinlarda insan ve hayvan barsaklarinda in-vivo
diren¢ aktarimi konusundaki deneysel ¢aligmalarin
yeterli olmadigi bildirilmistir (29, 30). Genelde bu
arastirma verilerine gére hayvan ve insan barsak-
larinda in-vivo direng¢ transferinin verici ve alici
bakteri suslarinin &zelliginden, ¢evre ve konakg¢i
antimikrobiyal
(28,29,

iliskisinden ayrica Plazmid ve

tedaviden etkilendigi vurgulanmaktadir
30).

Daha onceden gastro intestinal enfeksiyonu
oldugu bilinmeyen hastalarin digki ve rektal olarak
ekiivyon ile alman Orneklerinden g¢ogunlugunu
E.coli suslarinin olusturdugu 287 koliform bakteri
izole edilmis. Bu enterik florada plazmid analizi ve
direng transferinin (R transferi) R transfer potan-
E.coli

suslarinda diger enterik bakterilerden daha fazla

siyeli ve transfer orant bakimmdan

oldugu saptanmistir. Ayrica antibiyotikere direngli

suslarin daha fazlasini E.coli'lerin olusturdugu
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gozlenmistir. E.coli ve diger enterobakterilerin
daha ¢ok tetrcyclin, trimethoprim, sulphanamid'e,
daha az olarak da tobramycin, streptomycin ve am-
pycilline diren¢li oldugu bulunmustur. Bu bulgular
E.coli suslarinin diger enterik bakterilerden daha
iyi bir plazmid alicis1 olduklarin1 ve bir kere
kazanilmis direng¢ plazmidlerini muhafaza etmekte
daha gii¢lii olduklarinit goéstermistir (31). Netice
olarak enterik bakteriler arasindaki plazmid
dagilimindaki farklilik E.coli suslari ile mukayese
edilen diger enterik bakteriler arasindaki an-
direng  6zelligine

tiboyitklere  karst  olusan

baglanmistir.

Bir baska ¢alismada barsak enfeksiyonu olan
ve diski Orneklerinden S.typhi izole edilen ve ilk
once chloramphenicol ve daha soma Co-
trimoxazole ile tedavi edilen hasta da daha soma
bu antibiyotiklere karst  diren¢ olusmustur.
Chloramphenicol ve sulphonamide direng bir plaz-
mid ile, trimethoprime direng ise bir transpozon ile
tayin edilmistir. Ayn1 direng¢ genleri hastadan izole
edilen klepsiella suslarinda da gdzlenmistir.
Ayrica S.typhi ve Kaerogenes'lerin en fazla am-
pycillin, sulphanamid, trimethoprim, cloram-
fenicol'e ve daha az olarak streptomycin ve spec-
tonomyein'e diren¢li oldugu bulunmustur (30).
Sonu¢ olarak degisik bakteriler arasinda direng
genlerini transfer eden R-plazmidlerin bu direng
genlerini degisik R-plazmidleri arasmda

yayabilecegi diisiiniilmektedir. Arastirma

verilerimize goére bulgularimiz genellikle diger
arastircilarin bulgularina uymaktadir. Bu bulgular,
dogada insan ve hayvan barsaklarinda R-plazmid-
bakteri
toplumarma bulusabilecegini gdstermektedir (27-

32).

lerin  direngli  bakterilerden duyarl

Tobramycin tedavide yaygin olarak kul-
lanilmamasina karsin {ilkemizde c¢ogu bakterinin
Tobramycin'e diren¢ saglayan genleri tasiyan R-
plazmidlerini tasidiklar:1 ve bunlarin duyarli bakteri
toplumlar: arasinda yayilarak her gecen giin daha
fazla bakteriyi bu antibiyotige direngli hale getirdik-
leri anlasilmaktadir, in-vitro ve in-vivo aktarim
deneylerimiz bunu kanitlamaktadir. Verilerimize
gore, bu olayin tedavi edici hekimlik ve halk saglig:
tehlikenin  belirgin

bakimmdan dogurabilecegi

oldugu kanisina varilmistir.
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