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CIFTLIK HAYVANLARINDAN 1ZOLE EDILEN ESCHERICHIA COLI SUSLARI-
NIN GESITL.I METAL BILESIKLERINE DIRENG DURUMU VE R-PLAZMIDLERI
UZERINDE CALISMALAR

Ersin Istanbulluoglu* Miijgan lzgiir**

Studies on Resistance to Various Metal Compounds and R Plasmids in Esche-
richia coli Isolated From Farm Animals.

Summary: The mercury and silver resistance of 205 strains of Esc-
herichia coli isolated from faecal specimens of healthy and infected farm ani-
mals were determined. Resistance to mercury was found in 15.1 %, of the iso-
lates. R plasmids carrying mercury resistance were demonstrated in 64.5 % of
the mercury-resistant strains of E. coli. 715 %, of E.coli strains were found
resistant to 0.10 mM AgNOs.But, attemps to demonstrate R plasmids carr-
ving silver resistance failed.

Ozet: Normal ve hastalikly giftlik hayvanlariun digks Grneklerinden
tzole edilen 205 Escherichia coli sugunun civa ve giimiis’e direnct incelenmig
ve % 15.1'nin civaya direngli oldugu saptanmstir. Direngli suglardan %,
64.5’nin aktarilabilir tip direng izelligi (RTF-Faktor) tasidiklart belirlen-
mistir. Suglardan %, 75inin 0.10 mM AgNO’a direngli oldugu saptanmag,
ancak bu suslarda R-plazmid varligum ortaya koymak igin yapilan deneyler
olumlu sonug vermemigtir. '

Girig

Antibiyotiklere kargi olusan direngliligin yamsira, R-plazmidler
diye tanimlanan ekstra-kromozomal genetik elementler toksik agir
metal iyonlarina karst da direngliligi saglayan genleri tagimakta-
dirlar. (1,4). Staphylococcus aureus tiirlerinin yapisindaki penisilinaz
plazmidleri antimon, arsenik, bizmut, kadmiyum, kurgun, civa ve
¢inko bilesiklerine karst da mikroorganizmanin direng gostermesini
saglamaktadir. N-grubu streptokoklarin laktoz plazmidleri arsenik
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ve kromium bilesiklerine karg bakteriye direng 6zelligi kazandirmak-
tadirlar. Enterobakterilerin R-plazmidleri, ayni zamanda, arsenik,
kobalt, civa, nikel, glimiig ve tellirium tuzlarina karst mikroorganiz-
may1 direngli kilan genleri yapilarinda bulundurmaktadirlar(4,5,7}.
Yine, Pseudomonas aeruginosa suslarinin civa ve tellirtum bilegiklerine
karsi direngliligi yapilarindaki plazmidler tarafindan saglanmaktadir
(10).

Bu caligmanin amact, normal ve hastalikli ¢iftlik hayvanlarimn
digkilarindan izole edilen E.coli suglarimin civa ve giimiig iyoniarina
kargt direngliligini incelemek ve bu 6zelligin ne oranda aktarilabilir
plazmidler aracihgiyla saglandigimi  saptamaktadir.

Materyal ve Metot

E.colt suglari: Qaligmada kullamlan 205 adct E.coli susu 1980-
1981 yillan1 arasinda Tarim ve Orman Bakanhg Cifteler Zootekni
Aragtirma Enstitiisii, Malya D.U.G., E.B.K. Ankara Mezbahasin-
daki saglikh koyunlarin (118 adet) diski 6rneklerinden ve A.U. Ve-
teriner Fakiiltesi Bakteriyoloji teshis laboratuvarina goénderilen has-
talikh 66 adet tavuk, 23 adet sifir barsak igeriginden izole edildi.

Izolasyon ve identifikasyon : Steril ekiivyonlar ile alinan érnekler-
den MacConkey (Difco) agar iizerine ekimler yapildi. 37°C’de 18-24
saatlik inkubasyon siiresi sonunda tipik laktoz olumlu gériniimdeki
kolonilerin identifikasyonu “Norve iiglii tiip” yonteminden yararlani-
larak yapildi.

Civa direnglilik deneyleri : Testlerde civa bilesigi olarak HgCl;
kullamld:. HgCl; distile suda eritildikten sonra, eriyik membran filt-
rasyon yontemi (Millipore-0.45 mikrometre) ile sterilize edildi. Steril
solusyondan nutrient agar (Difco) besi yerine belirli konsantrasyon-
larda ilave edildi(7).

Giimiis direnglilik testleri : Deneylerde giimiig bilesigi olarak AgNO 3
un 0.01 N asetik asit ile hazirlanmig 0.1 veya 1.0 M luk stok solusyon-
larindan, otoklavda sterilizc edilip 50°C’ye kadar ihtilan trypton
maya ekstrakt besiycrleri (NaCl katilmamig) iginc son konsantras-
yonlar 0.05, 0.10, 0.25 ve 0.50 mM olacak miktarlarda ilave edildi(4).

MIC degerlerinin belirlenmesi : MIC deger hesaplanmalarinda kul-
lamlan mikroorganizma suspansiyonlari o6zetle asagida agiklanan
sekilde hazirlandi. Trypton maya ckstrakti (TYE) buyyonunda iirc-
tilen mikroorganizmalar Log iireme devresindeyken 1/10 oraninda
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sulandinldi ve bu érncklerin cesitli konsantrasyonlarindan HgCl3 ve
AgNOj; igeren nutrient agar (Difco) ve TYE agar besi yerlerine 0.01
ml miktarinda ekimler yapildi. Kontrol olarak bilesiminde metal iyon-
lar1 bulunmayan besi yerlerine ekildi ve tim plaklar 36° C de 24 saat
inkubasyona birakildr.

Konjugasyon deneyleri: 12.5 mcg/ml HgClj ile 0.10 mM AgNOj’a
direngli bulunan E.coli suglarindan nalidiksik asitc duyarli olanlar
plazmid aktarim deneylerine alindi.

Alict suglar ve test suglari nutrient buyyonlara ayn ayn ckilerek
24 saat 37°C de inkube cdildiler. Daha sonra alici sugtan 0.5 ml ve
verici sugtan 0.1 ml 5 ml lik tripticase soy broth (Difco)’a ekim yapild:.
37°C dc 18 saat inkubasyona birakilan tiipler zaman zaman galkala-
narak havalandinlmalar: saglandi. Inkubasyon siiresi sonunda, trans-
konjugat mikroorganizmalari- belirlemek igin 12.5 mcg/ml HgCl;
+ 30 mcg/ml nalidiksik asit igeren nutrient agar ve 0.10 mM AgNO;
+ 30 mcg. /ml. nalidiksikasit igeren TYE agar besi yerlerine ckimler
yapilarak 37°C’de 1 gece inkube edildi. Kontrol olarak alici ve verici
suglar, metal tuzlarin: tek tek ve nalidiksik asitle beraber igeren nutri-
ent agar ve TYE agar besi yerlerine ckildiler. :

Alic1 suglarin metal tuzlarina direngliliklerinin farkh konsantras-
yonlarda olabileccgi disiiniillerek c¢esitli alicr suslar (E.coli Rg488,
E.coli Rgl76, E.coli K12 Nal+*lac™ ve E.coli 753.2) deneylerin baglangi-
cinda direnglilik testlerine tabi tutuldu ve tiim alici suglar metal
tuzlarina aym konsantrasyonlarda duyarli olduklarn igin, E.coli:
K12 Nal*lac™ susu konjugasyon deneylerinde kullamimak iizere ter-
cih edildi.

Bulgular

Sekil 1 ve Sekil 2’de Hg ve Ag’e direngli E.coli suglarimin direng-
lilik ozelliklerinin dagihim gosterilmistir.

Incelenen E.coli suglarimn 9,6.0’st 25 mcg/ml, 9%9.1 i 12.5
mcg /ml, %38.2 si 6.25 mcg/ml ve %, 50 si 3.12 mcg/ml civaya di-
ren¢li bulundu. Yapilan 6n ¢aliymalar sonucunda 6.25 mcg/ml civa
icercn plaklarda iireyen suslarda plazmid aktarimi goriilmediginden
konjugasyon deneylerine 12.5 ve 25 mcg/ml civa kloriirlii ortamda
tireyen 31 FE.coli susu (9%15.1) dahil edildi. Konjugasyon deneyleri.
sonucunda 20 susun aktanlabilir tip direng 6zelligine (RTF- Faktor):
sahip oldugu belirlendi. :
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Sekil 1. HgCl, ¢ direngli E.coli suslarimin dagihm.

Sckil 2°de goriildiigii tzere, gumiy direngliligi bimodal bir dagi-
lim gostermistir. Incelenen suglardan 94,21 i 0.05 mM ve %751 0.10
mM AgNOj;a direng gostermislerdir. Gumise kargy olusan (0.10
mM da) direncliligin plazmid aracihgiyla saglandigim ortaya koymak
icin' ¢esitli alict suglar kullanilarak yapilan konjugasyon deneylerin-
den olumlu sonug alimamamstir.

Tartigma ve Sonug

‘Agir metaller, bilhassa endistri bolgelerinde, gevreyi kirleten ar-
tiklarin belli bashilarindandir. Toksik agir metal bilesiklerinin, en-
diistriyel artiklarda, yiizeysel sularda, nchir, gél ve deniz sediment-
lerinde bulundugu cesitli aragirmacilar tarafindan ortaya konulmus-
tur (3,9). Son yillarda agir metallerin, gevrede (gol, nehir gibi), dogal
ve yapay yollarla yapilan artik sularin arindirilmas: iglemleri sirasin-
da, bakteriler tarafindan biyoloiik transformasyona ugratilarak tok-
sik metal bilesiklerine dénistiriildikleri de agiklanmigtir (2,6,11).
Ayrica, antibiyotik ve metal direngliligi fenomenlerinin birbirleriyle
iligkisi oldugu bazi arastinalar tarafindan iddia edilmektedir. Kont-
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Sekil 2. AgNQ, ¢ direngli E.coli suslaninm dagilin.

rolsiiz olarak tedavi vefizyolojik amaclarla kullanilan antibiyotikler-
den ziyade ¢evreyi kirleten metal kontaminantlarin, direngli bakteri-
lerin scleksivonuna neden oldugu ileri siiriilmektedir (7, 8).

Bu galigmada, biyuk sehirlerin ¢evresinde kurulmus olan tavuk
isletmelerinden alinan 6rncklerden izole edilen E.coli suglarinin civa
ve gumig’e direnglilik oram ¢ok daha fazla bulunmustur. Tiirki-
yede endistriyel kirlenmenin fazla oldugu bolgelerdeki antibiyotik
ve mctal direnglilik iliskisinin incelenmesi insan ve hayvan saghg
yoniinden biiytk yararlar saglayacak nitelikte goriilmektedir.

McHugh ve ark.(1) ve Anncar ve ark.(3) insan orijinli entero-
bakterilerde goriilen glimiy direncliliginin aktarilabilir tipte olma-
digimi bildirmektedirler. Hayvan orijinli E.coli suslarinda da aym
ozelligin bulundugu tarafimizdan saptanmugtir. Tilton ve Rosenberg
{12y besi yerlerinin yaprsindaki bazi maddeler ile 1s1, 1k gibi ¢evre
faktorlerinin glimigtin etkisini notralize ettigini agiklammglarchr. In
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vitro kosullarin nétralize edici etkisinin direncli suglarin segimiyle,
konjugasyon sonuglarim ne derecede ctkili oldugu incelenmesi gereken
o6nemli bir noktadir. Nakahara ve ark.(7) hastahane olgularindan izole
ettikleri 338 E.coli susunun direncglilik 6zclligini incelemisler v 9,
58.6 oraninda bir direngliligin varhigim saptamglardir. Bu ¢ahgmada
isc.incclenen suglardan 9%15.1 i civaya direngli bulunmustur. Iki
aragtirma sonucu arasinda gorilen farkhilik geligmis endistri nedeniy-
le Japonya’da artik olarak dogava cok fazla miktarda mctal bilesik-
lerinin atilmasi ve bunlarin direnghi susglanin seleksiyonuna neden
olmas1 gercegine baglanabilir.
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