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TAVUKLARDAN iZOLE EDILEN COKLU DIiRENCLI
SALMONELLA GALLINARUM SUSLARINDA
PLAZMID ELIMINASYONU

Omer M. ESENDAL' Mustafa ARDA?  Asiye SAHIN DAKMAN®
Omer AKAY? Miijgan iZGUR?

Plasmid Elimination In Multiple Resistant Salmonella gallinarum Strains Isolated
From Chickens

Summary: This study was designed to determine plasmid-associated multiple antibiotic
resistance in Salmonella gallinarum strains by plasmid elimination. Among 84 S. gallinarum
isolates. 34 (40.5%) were found to possess multiple resistance against two or more of the following
antibiotics: gentamicin, neomycin, erythromycin, streptomycin, ampicilin, tetracycline, trivetrin,
nalidixic acid and carbenicillin. In order to eliminate plasmids from these multiple resistant strains,
16 randomly selected isolates were treated with acridine orange (AO) (100 pg/ml) and incubated at
elevated temperature (42.5°C). Antibiotic susceptibilities of the isolates were re-determined with 7-
day intervals during the period of 28 days of incubation with AO and 50 days of incubation at
elevated temperature. Two of the isolates tested were cured with AO and lost their resistances
against eryhromycin and nalidixic acid. Meanwhile, eight isolates, including the two that had been
cured with AO, were cured by incubation at elevated temperature and lost their resistances against
erythromycin, ampicilin, nalidixic acid and carbenicillin. In conclusion, it was found that, heat
treatment gave better results than acridine orange treatment in the elimination of plasmids, and
among 16 S. gallinarum sirains tested, eight isolates (50 %) showed plasmid-associated resistance
against antibiotics.
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Ozet: Bu ¢aligmada, plazmid eliminasyonu ile Salmonella gallinarum suslarinda plazmide
bagli ¢oklu antibiyotik direngliliginin belirlenmesi amaglandy. Incelenen 84 S. gallinarum
izolatindan 34 iniin (%40.5) gentamisin, neomisin, eritromisin, streptomisin, ampisilin, tetrasiklin,
trivetrin. nalidiksik asit ve karbenisilin gibi antibiyotiklerden iki veya daha fazlasina karsi ¢oklu
direngli olduklar: saptandi. Coklu direngli bu S. gallinarum suslarindan rasgele segilen 16 adedine
plazmid eliminasyonu amaciyla acridine orange (AO) ile muamele (100 ug/mi) ve yiksek 1sida
(42.5°C) inkiibasyon islemleri ayri ayri uygulandi. Yirmisekiz ginlik AO ve 50 gunliik 1s1 ile
muamele iglemleri sirasinda yedi giinde bir, suslarmm antibiyotik duyarlilik profilleri test edildi.
Yirmisekiz giinliik AO ile muamele iglemi sonucunda suslarmn ikisinde plazmid eliminasyonu
gercgeklestirildi ve bu iki sus eritromisin ve nalidiksik aside karsi dirvengliliklerini kaybetti. Yiiksek
1sida 50 giinliik inkiibasyon isleminde, AO ile muamele sonucunda plazmid eliminasyonu yapilan iki
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sus da dahil olmak iizere, sekiz susta plazmid eliminasyonu gergeklestirildi ve bu suslar eritromisin,
ampisilin, nalidiksik asit ve karbenisiline karsi direngliliklerini kaybetti. Sonug olarak, yiiksek 1sida

uzun siireli inkiibasyon yonteminin plazmid eliminasyonunda acridine orange yontenmine
iyi netice verdigi ve test edilen goklu direngli

gore daha

16 S. gallinarum susundan sekiz adedinde (% 30)

antibiyotik direngliliginin plazmidlere bagh oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Salmonella gallinarum, antibiyotik direngliligi, plazmid eliminasyonu

Giris

Klinik materyallerden izole edilen
bakterilerin antimikrobiyel maddelere karsi
direng gostermeleri, direnglilik (R)
plazmidlerinin varligi ve kromozomal direng
mekanizmalari tarafindan belirlenmektedir (12,

13, 20, 21). Bakterileri antimikrobiyel
maddelere karsi direngli hale getiren genler,
bakterilerin kromozomlari iizerinde

bulunabilecekleri gibi, plazmid adi verilen
kiicik DNA segmentleri iizerinde de taginirlar.
Direnglilik genlerinin  plazmidler tizerinde
bulunmast ve bu plazmidlerin bir bakteriden
digerine aktarilabilme yeteneginde olmalar,
direnglilik genlerinin bakteri popiilasyonlar
arasinda yayilmasinda plazmidlerin temel
vektorier  olduklarmi  gostermistir  (14).
Bakterilerin  antibiyotiklere  karsi  direng
gostermesinde  en  yaygin  mekanizma,
plazmidler tarafindan tayin edilen
direngliliktir.  Plazmidler tarafindan tayin
edilen diren¢ sonucunda, bakteriler antibiyotik
yapisimi bozan enzim aktivitesini kazanirlar,
bakteri yiizeyindeki antibiyotik reseptorleri
bozulur ~ ve  permeabilitede  sekillenen
degisikliklere ~ bagh  olarak  bakterinin
antibiyotik emiliminde azalma meydana gelir.
Kromozomal direngte ise, genellikle, sadece
bakteri ylizeyindeki antibiyotik reseptorlerinde
bozulmalar sekillenir (10, 20).

Cesitli  bakterilerilerin  antibiyotik
direnglilikleri ve R plazmidlerinin varlig
iizerinde  yapilan ¢ahsmalar  sonucunda,
Salmonella gallinarum suslarindaki ampisilin
(20), Escherichia coli suslarindaki tetrasiklin,
streptomisin  ve kanamisin (3), Pasteurella
haemolytica  suslarindaki  ampisilin =~ (2),
Campylobacter jejuni ve C. coli suslarmdaki
tetrasiklin -~ (5),  Staphylococcus  aureus
suslarindaki  kloramfenikol (6), S. hyicus
suslarindaki makrolid ve linkosamid (18),
Bordetella avium suslarindaki streptomisin,

tetrasiklin ve siilfonamid 9) ve
Actinobacillus pleuropneumoniae
suslarindaki streptomisin ve siilfonamid (19)
direngliliklerinin ~ plazmidler  tarafindan
belirlendikleri ortaya konulmustur.

Bakterilerde plazmidlerin
eliminasyonu amaciyla gesitli  kimyasal
maddeler ve fiziksel yontemler
kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan  kimyasal ~maddeler arasinda
acridine orange (AO) (8, 11, 16, 20),
ethidium bromide (EB) (8, 11, 16, 18, 20),
sodyum dodesil siilfat (SDS) (20) ve
acriflavine (11) gibi interkelativ bilesikler,
novobiocin, nalidiksik asit (16) ve rifampicin
(11) gibi antibiyotikler ve EDTA-tris-
antibiyotik karigimlart  (20) ve EB ve
novobiocin kombinasyonlart (1, 7, 15)
bulunmaktadir. Bakteri hiicresinde DNA’nmn
baz giftleri arasina girerek DNA ve RNA
polimeraz aktivitelerini inhibe eden EB ve
AO ile birlikte, bakteri yiizeyindeki piluslan
lize ederek hiicre membrani ile iliskili olan R
ve F plazmidlerinin tahrib olmalarina neden
olan SDS (11, 20) ve bakteriyel DNA gyrase
ile etkileserek DNA replikasyonunu inhibe
eden novobiocin (16), plazmid eliminasyonu
amactyla en g¢ok kullanilan kimyasal
maddelerdir.

Plazmid eliminasyonu amaciyla en
cok kullanilan fiziksel faktor ise 1sidir (1, 3,
8,15, 16, 17, 18).

Bu c¢alismada, tavuklardan izole
edilen ¢oklu direngli S. gallinarum suglarinda
plazmid eliminasyonu yoluyla plazmidlerin
varliginin ortaya konulmasi ve plazmid
eliminasyonunda  acridine  orange ile
muamele ve yitksek 1sida inkiibasyon
yontemlerinin karsilastirilmasi amaglandi.
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Materyal ve Metot

S. gallinarum suslari:  Calismada,
tavuklardan izole ve identifiye edilen 84 S.
gallinarum susu arasindan, ¢oklu direngliligin
saptanmas! i¢in 34 ¢oklu direngli S. gallinarum
susundan rasgele segilen 16 adedi plazmid
eliminasyon denemelerinde kullantld.

Antibiyotik  diskleri: Calismada,
tavuklardan izole ve identifiye edilen S.
gallinarum suslarinin antibiyotik
duyarliliklarinin test edilmesinde gentamisin
(10ug/ml) (Gm), neomisin (30ug/ml) (Nm),
eritromisin  (15ug/ml) (Ery), streptomisin
(10pg/ml) (Sm), ampisilin (10ug/ml) (Amp),
tetrasiklin (13pug/ml) (Tc), trivetrin (25ug/ml)
(Tv), nalidiksik asit (30pg/ml) (NA) ve
karbenisilin  (100ug/ml) (Car) disklerinden
(Difco) yararlanild.

Antibiyotik duyarhliginin belirlenmesi:
Calismada kullanilan 84 S. gallinarum susunun
antibiyotik duyarhliklarinin  belirlenmesinde
Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemi kullanildi

4).

Plazmid eliminasyonu: Coklu direnghi
16 S. gallinarum susunda  direnglilik
plazmidlerinin eliminasyonu amaciyla,
Anjanappa ve ark.’nin (1) bildirdikleri
yontemlere gore, acridine orange ile muamele
ve yiiksek 1sida uzun sireli inkiibasyon
islemleri uygulandi.

Acridine orange ile plazmid
eliminasyonu i¢in, ¢oklu direngli S. gallinarum
suslarinm  6-8  saatlik  taze  buyyon
kiiltiirlerinden, iginde 100 pg/ml acridine
orange bulunan nutrient buyyonlara pasajlar
yapilarak kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerden
yine iginde 100 pg/ml acridine orange bulunan
nutrient buyyonlara ekim yapilarak Kkiiltiirler
37°C’de 48 saat siireyle ve daha sonra da iki
giinde bir pasajlari yapilarak 28 giin siireyle
inkiibe edildi. Her hafta kiiltiirlerden
MacConkey agara ekimler yapilarak tek koloni
izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen tek
kolonilerden taze MacConkey agarlara nokta
tarzinda ekimler yapilarak petriler 37°C’de 4-6
saat inkiibe edildi ve bu sekilde ana kiiltiirler

hazirlandi. Haftada bir kez ana kiiltiirlerden
hazirlanan taze buyyon kiiltiirleri, bakterinin
direngli bulundugu antibiyotiklerin uygun
konsantrasyonlarini igeren ve igermeyen
MacConkey agarlara ekildi ve 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda MacConkey agarlardaki iireme
durumlari degerlendirilerek suslarin
antibiyotik  duyarliliklari ~ ve  plazmid
eliminasyon durumlari 6nceden bildirildigi
sekilde incelendi (1, 8, 20).

Yiiksek 1sida uzun siireli inkiibasyon
ile plazmid eliminasyonunda, ¢oklu direngl
S. gallinarum suslart 42.5°C’de 50 gin
siireyle iiretildi. Bu 50 giinliik inkiibasyon
siiresince suglarin  hergiin taze nutrient
buyyona pasajlari yapildi. Pasajlar sirasinda
7 gin araliklarla suslarin  antibiyotik
duyarliliklari  ve plazmid eliminasyon
durumlan  asagida agiklandigr  sekilde
degerlendirildi.

Sonuglarin degerlendirilmesi:
Acridine Orange ile 28 giinliik muamele ve
yiiksek 1sida (42.5°C) 50 giinliik inkiibasyon
sonucunda, antibiyotik  iceren  agarda
iiremeyen fakat antibiyotiksiz MacConkey
agarda  lireyen kolonilerde plazmid
eliminasyonunun gergeklestirildigi sonucuna
varildi.

Bulgular

Antibiyotik  duyarhilik  profilleri:
Tavuklardan izole ve identifiye edilen 84 S.
gallinarum sugundan 34%i (% 40.5) ¢oklu
direngli bulundu ve bu 34 sustan rasgele
secilen 16’s1 plazmid eliminasyonu amaciyla
denemelerde kullanildi. Denemelerde
kullanilan 16 ¢oklu direngli S. gallinarum
susunun yapilan antibiyotik duyarhlik test
sonuglarina goére 10 farkli duyarlilik profili
gosterdikleri saptandi. Incelenen suslardan
6’s1 eritromisin, ampisilin ve karbenisiline;
2’si eritromisin, streptomisin ve nalidiksik
aside; 1’er adedi de eritromisin ve
ampisiline; ampisilin  ve  karbenisiline:
eritromisin, ampisilin ve nalidiksik aside;
eritromisin, ampisilin, trivetrin ve
karbenisiline; eritromisin  ve trivetrine;

R




ampisilin ve nalidiksik aside; tetrasiklin ve
nalidiksik aside ve ampisilin ve tetrasikline
duyarli  bulundu. Test edilen suslarin
antibiyotik duyarlihk profilleri Tablo-1de
gosterilmistir.

Acridine orange muamelesi ile plazmid
eliminasyonu: Coklu direngli 16 S. gallinarum
susunun 28 giin boyunca iginde 100 pg/ml
acridine orange bulunan nutrient buyyonda

iiretilmesi  sonucunda  suslardan  ikisinde
(%12.5) eritromisin  ve nalidiksik  asit
direnglilik plazmidlerinin eliminasyonu
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gerceklestirildi. Deneme sonucunda 22 nolu
susta eritromisin  ve nalidiksik  asit
direngliligi yedinci giinden itibaren elimine
edilmeye baslandi ve 21. giinden itibaren test
edilen 50 koloniden tiimiiniin eritromisin ve
nalidiksik aside duyarh hale geldigi
belirlendi. Benzer sekilde 26 nolu susta da
eritromisin ve nalidiksik asit direngliligi 14.
giinden itibaren elimine edilmeye baslandi ve
28. giinden itibaren test edilen 50 koloniden
tiimiiniin eritromisin ve nalidiksik aside
duyarli hale geldigi belirlendi (Tablo 2).

Tablo-1. Test suslarinin antibiyotik duyarhlik profilleri.
Table-1. Antibiotic susceptibility profiles of test strains.

Sus no Gm Nm Ery Sm

Amp Tc Tv NA Car

10,21,
34.45,
48,51
22,26
12
17
24
39
44
77
78
79

nYLLrNnrVLnvnn
ULV n
LR INIEIR
NV v

ARz R RLE
WU LUV ®
LT NLLL LW
NN R RN R NN
N LULELIO O R

Gm: Gentamisin, Nm: Neomisin, Ery: Eritromisin, Sm: Streptomisin, Amp: Ampisilin
Tc: Tetrasiklin, Tv: Trivetrin, NA: Nalidiksik asit, Car: Karbenisilin, S: Duyarli, R: Direngli

Tablo-2. Acridine orange muamelesi ile goklu direngli S. gallinarum suslarinda direnglilik (R) plazmidlerinin

climinasyonu.
Table-2. Elimination of resistance (R) plasmids from multiple resistant S. gallinarum strains by acridine orange
treatment.
Sus no.? Giinlere gore eliminasyon sikligi®
1 7 14 21 28

22 (Ery) 0/50° 28/50 32/50 50/50 50/50

(NA) /50 31/50 41/50 50/50 50/50

26 (Ery) 0/50 0/50 35/50 29/50 50/50

(NA) /50 0/50 38/50 50/50 50/50

a: 16 ¢oklu direngli S. gallinarum susundan 2’sinde plazmid eliminasyonu, b: 100ug/ml acridine
orange igeren nutrient buyyonda 28 giin inkilbasyon, c¢: 7 giin araliklarla yaptlan kontroller, d:

Yiiksek 1sida inkiibasyon ile plazmid
eliminasyonu: Cahismada kullanilan  ¢oklu

direncli 16 S. gallinarum susunun 42.5°C’de
50 giin boyunca nutrient buyyonda iiretilmesi
sonucunda

suslardan  sekizinde  (%50)

plazmid eliminasyonu gergeklestirilen koloni sayist / incelenen koloni sayisi.

nalidiksik asit ve
karbenisilin direnglilik plazmidlerinin
eliminasyonu  gergeklestirildi. Deneme
sonucunda 12 ve 21 nolu suslarda ampisilin
direngliliginin sirasiyla 21. ve 14. giinlerden

ampisilin, eritromisin,
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itibaren elimine edilmeye baslanip 35. ve 28.
giinlerden itibaren test edilen 50 koloniden
tiimiiniin ampisiline duyarli hale geldigi;
benzer sekilde, 22 ve 26 nolu suslarda
eritromisin ve nalidiksik asit direngliliginin
sirastyla 7. ve 14. giinlerden itibaren elimine
edilmeye baslandig, 21. ve 28. giinden itibaren
suslarin eritromisin ve nalidiksik aside; 24 nolu
susta ampisilin ve eritromisin direngliliginin
21. giinden itibaren elimine edilmeye

baslandigi ve 49. giinde suslarin ampisilin ve
eritromisine; 34 ve 51 nolu suslarda
karbenisilin  direngliliginin ~ 21.  giinden
itibaren elimine edilmeye baslandigi ve 42.
giinden itibaren susun karbenisiline ve 48
nolu susda da eritromisin direngliliginin 21.
giinden itibaren elimine edilmeye baslandig
ve 28. giinden itibaren susun eritromisine
tamamen duyarh hale geldigi belirlendi
(Tablo 3)

Tablo-3. 42.5°C de inkiibe edilen ¢oklu direngli S. gallinarum suslarinda direnglilik (R) plazmidlerinin
climinasyonu.
Table-3. Elimination of resistance (R) plasmids from multiple resistant S. gallinarum strains by incubation at
elevated temperature (42.5°C).

Sus no.” Giinlere gére eliminasyon sikhg1®
1 7 14 21 28 35 42 49 50
12 (Amp) 0/50°  0/50 /50  23/50  41/50  50/50  50/50  50/50  50/50
21 (Amp) 0/50  0/50 42/50 48/50 50/50  50/50 50/50  50/50  50/50
22 (Ery) 0/50  28/50 32/50 50/50 50/50  50/50 50/50  50/50  50/50
(NA) 0/50 31/50 41/50 50/50 50/50  50/50 50/50 50/50  50/50
24 (Amp) 0/50  0/50 0/50 11/50 28/50  33/50 45/50 50/50  50/50
(Ery) 0/50  0/50 0/50 31/50 46/50  50/50 50/50 S0/50  50/50
26 (Ery) 0/s0  0/50  35/50 29/50 50/50 50/50 50/50 50/50 50/50
(NA) 0/50  0/50 38/50 50/50 50/50 50/50 50/50  S0/50 50/50
34 (Car) 0/50  0/50 0/50 22/50 38/50 44/50 50/50  50/50  50/50
48 (Ery) 0/50  0/50 0/50 36/50 50/50 S0/50 50/50  50/50  50/50
51 (Car) 0/50  0/50 0/50 27/50 41/50 46/50 50/50  50/50  50/50

a: 16 ¢oklu direngli S. gallinarum susundan 8’inde plazmid eliminasyonu, b: 42.5°C’de 50 giin
siireyle inkiibasyon c: 7 giin araliklarla yapilan kontroller, d: plazmid eliminasyonu gergek-

lestirilen koloni sayist / incelenen koloni sayisi.

Tartisma ve Sonug

Bakterilerde antibiyotik
direngliliginin genetik belirleyicileri,
ekstrakromozomal olarak plazmidler iizerinde
yer almaktadirlar (12). Antibiyotik
direngliligini belirleyen bu plazmidler gesitli
kimyasal maddelerle muamele (1, 8, 11, 15,
16, 18, 20) veya yiiksek isilarda inkiibasyon
ile (1, 3, 8,15, 16, 17, 18) bakteri hiicresinden
elimine edilebilirler.

Bakterilerde plazmid eliminasyonu
amaciyla en ¢ok kullanilan kimyasal maddeler
arasinda AO, EB, SDS, rifampicin,
novobiocin  ve EDTA  gibi  maddeler
bulunmaktadir. Johnston ve Richmond (11),

penisilin direng plazmidi tastyan
Staphylococcus aureus 8325 susunda plazmid
eliminasyonuna  yonelik  yaptiklan  bir
¢alismada, 10° bakteri/ml yogunlugundaki
bakteri kiiltiriine 0.01 pg/ml rifampicin
katilmasi ve 35°C’de bir gece inkiibe edilmesi
ile inceledikleri 1011 koloniden 163’ilinde
(%16) penisilin direng plazmidinin elimine
edildigini bildirmislerdir. Wooley vec ark.
(20, direnglilik plazmidlerinin
eliminasyonunda cesitli kimyasal maddelerin
etkilerini inceledikleri bir galismada, triner
kanal infeksiyonu bulunan bir attan izole
edilen E. coli 1898 susunda. AQO ile
muameleden sonra tetrasiklin, streptomisin ve
kanamisin ¢oklu direngliliginde bir azalma
olustugunu fakat EB ile muameleden sonra
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coklu antibiyotik direngliliginde bir azalma
sekillenmedigini bildirmislerdir. Arastiricilar
ayrica, tek basina EDTA-tris
kombinasyonunun,  antibiyotik direnglilik
plazmidini elimine ettigini ve EDTA-tris’in
baska bir kimyasal ajan ile kombinasyonunun
ise izolatin ¢opalma sikhigini azalttifim ve
hiicre duvari permeabilitesinde arti meydana
getiren EDTA'nin AO, EB ve SDS gibi
kimyasal maddelerin plazmid eliminasyon
etkisini giiglendirdigini bildirmislerdir. Taylor
ve Levine (16), 30°C’de novobiocin ile
muamele veya sadece 37°C’de inkiibasyon
sonucunda E. coli suslarindaki direnglilik
plazmidlerinin  elimine edilebileceklerini
bildirmislerdir. Poppe ve Gyles (15),
salmonella’larin virulensinde rol
oynayabilecek plazmidlerin elimine
edilmesinde ¢esitli  kimyasal ~maddeleri
kullandiklari bir c¢ahismada, 17 salmonella
susundan sadece 6’sinda plazmid sagaltiminin
gerceklestirildigini, bu alti sustan 2’sinde
ethidium bromide, 2’sinde ethidium bromide
ve novobiocin kangimi ve 2’sinde de
imipramine ve metilen mavisi karigimi ile
muamele sonucunda plazmidlerin elimine
olduklarimi, ote yandan acridine orange, tek
basina novobiocin, SDS veya rifampicin ile
plazmid eliminasyonunun sekillenmedigini
bildirmislerdir.

Bakterilerdeki plazmidlerin
eliminasyonu amaciyla en ¢ok kullanlan
fiziksel faktor ise 1sidir.

Salmonella suslarinin iireyebilecekleri
maksimum 1s1 derecesi 45.5°C’dir ve bu 1si
derecesinde inkiibasyonla, dogal olarak
antibiyotik direngliligini kodlayan plazmidler
elimine edilebilir (1, 15). Bu 1s1 derecesinde
hem kiigiik (1.5 MDa) hem de biiyiik (120
MDa) plazmidler ile aym sekilde, hem
kendiliginden aktarilabilen hem de
kendiliginden  aktarilamayan plazmidlerin
elimine edilebilecekleri bildirilmigtir  (15).
Terawaki ve ark. (n, direnglilik
plazmidlerinin eliminasyonunda inkiibasyon
isisinin etkisini  incelemek  iizere, klinik
materyallerden izole ettikleri Proteus vulgaris,
Escherichia coli ve S. typhimurium suslarinin
100’er  kolonisi iizerinde yaptiklari  bir
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caligmada, 100 P. vulgaris susundan 1’inde
(eliminasyon sikligi, %1) 37°C’de meydana
gelen eliminasyon disinda, test ettikleri
suslarin higbirisinde 25 ve 37°C’lerde bes
giinliik pasaj sonunda plazmid eliminasyonu
sekillenmedigini, 42°C’de yaptiklari
inkiibasyon sonucunda ise P. vulgaris
kolonilerinden 15’inde (eliminasyon stkligy,
%15); E. coli kolonilerinden 24 saat sonunda
7°sinde (eliminasyon sikhigi, %7), 48 saat
sonunda 45’inde (eliminasyon sikhigi, %45)
ve bes giin sonunda ise timiinde (eliminasyon
sikligi, %100); S. typhimurium kolonilerinden
de 24 saat sonunda 6’sinda (eliminasyon
sikhigi, %6) ve 96 saat sonunda ise 87°sinde
(eliminasyon  sikhgi,  %87) kanamisin
direnclilik plazmidinin elimine edildigini
bildirmislerdir. Barrow ve ark. (3) da,
42°C’de 18 saatlik inkiibasyon sonunda S.
gallinarum  suslarinda  ampisilin direng
plazmidinin elimine edilebildigini
bildirmislerdir.

Plazmid eliminasyonunda kimyasal ve

fiziksel  yontemleri  karsilagtiran  cesitlhi
arastiricilar, kimyasal maddelerin
kullanilmasiyla plazmid eliminasyonunun

nadiren sekillendigini, buna karsin, kimyasal
maddelerle kiyaslandiginda  yiiksek 1sida
inkiibasyon yonteminin plazmid
eliminasyonunda ¢ok daha gegerli ve
kullanish oldugunu bildirilmislerdir (1, 15).
Anjanappa ve ark. (1), ¢oklu antibiyotik
direngliligi gosteren iki S. gallinarum saha
izolatt ve bunlardan  elde ettikleri
transkonjugatlari ile yaptiklan bir ¢alismada,
100 pg/ml EB, 200 pg/ml novobiocin ve
100;200 pg/ml EB + novobiocin karigiminin
ve 45°C’de uzun siireli inkiibasyonun plazmid
eliminasyonu lizerindeki etkinliklerini
aragtirmiglardir. Aragtiricilar, kimyasal
ajanlarla plazmid eliminasyonunun nadiren
sekillendigini; test ettikleri iki saha susunda
ve bunlardan elde ettikleri bir transkonjugatta
EB ve novobiocinle muamele sonucunda
plazmid eliminasyonu gergeklestirdiklerini
ancak, diger transkonjugatta EB ve
novibiocin’in  plazmid  eliminasyonunda
etkisiz kaldiklarimi  bildirmislerdir. Diger
taraftan aragtincilar, 45°C’lik 1sida
inkiibasyon ile test ettikleri dort susda da
plazmidlerin elimine edildiklerini, yiiksek
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1sida inkiibasyonda plazmid eliminasyonunun
saha izolatlarinda 15. giinden itibaren,
bunlarin transkonjugatlarinda ise 20. ve 30.
giinlerden itibaren goriilmeye baglandigini
aciklamislardir. Benzer bulgular Poppe ve
Gyles (15) tarafindan da bildirilmistir.
Arastiricilar, salmonelia’larda plazmid
eliminasyonu amaciyla gesitli kimyasal ve
fiziksel  yontemleri kullandiklann  bir
caligmada, test ettikleri 17 salmonella
susundan 6’sinda  kimyasal yontemlerle,
14’iinde ise fiziksel yontemlerle plazmid
eliminasyonunun  gergeklestirildigini, 17
sustan 2’sinde ethidium bromide, 2’sinde
ethidium bromide ve novobiocin karigimi ve
2’sinde de imipramine ve metilen mavisi
karisimi ile muamele sonucunda plazmid
eliminasyonu sekillendigini, ote yandan,
45.5°C’de inkiibasyon yontemi ile test edilen
17 sustan 14’iinde plazmidlerin elimine
edildiklerini ortaya koymuslardir. Wegener ve
Schwarz (18) ise, yaptiklan plazmid
eliminasyon ¢aligmalar1 ile, saghikh ve
eksudatif epidermitisli domuz yavrularindan
izole edilen c¢oklu direngli 59 S. hyicus
susundan 55’indeki makrolid ve linkosamid
ve 12'sindeki tetrasiklin  direngliliginin
plazmidlere bagh oldugunu belirlemislerdir.
Arastiricilar plazmid eliminasyonu amaciyla,
EB ile muamele ve 42°C’de inkiibasyon
islemlerini uygulamiglar ve yiiksek 1sida

inkiilbasyon  isleminin, EB’in  plazmid
eliminasyon yetenegini arttirdigini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, tavuklardan izole ve
identifiye edilen 84 S. gallinarum susundan
34t (%40.5) ¢oklu antibiyotik direngli
bulunmus ve bu 34 sustan rasgele segilen
16’s1, plazmid eliminasyonu yolu ile,
direnglilik plazmidlerinin varlig yoniinden
test edilmigtir. Test edilen 16 S. gallinarum
susunda direnglilik plazmidlerinin
eliminasyonu amaciyla, 100 pg/ml acridine
orange iceren nutrient buyyonda 28 giin ve
ayrica normal nutrient buyyonda 42.5°C’de 50
giin siireyle inkiibasyon islemleri ayri ayr
uygulanmistir. Acridine orange ile 28 giin
muameleden sonra 16 sustan 2’sinde (%12.5)
eritromisin ve nalidiksik asit direnglilik
plazmidleri elimine edilmis ve suslardan birisi
14. digeri de 21. giinden sonra adi gegen

antibiyotiklere karsi duyarh hale gelmistir.
Diger taraftan, 42.5°C’de 50 giin siireyle
inkiibe edilen 16 sustan ise 8’inde (%50)
coklu antibiyotik direnglilik plazmidleri
elimine edilmis ve suglardan ikisi 14. ve 21.
giinlerden sonra ampisiline, ikisi 7. ve 14.
giinlerden sonra eritromisin ve nalidiksik
aside, birisi 21. giinden sonra ampisilin ve
eritromisine, ikisi 21. giinden  sonra
karbenisiline ve birisi de 2}. giinden sonra
eritromisine karsi duyarh hale gelmistir.

Elde edilen bu bulgular diger
aragtiricilarin sonuglar ile uyumlu
bulunmustur. Anjanappa ve ark. (1) ve Poppe
ve Gyles’imn (15) bildirdikleri gibi bu
calismada da, plazmid eliminasyonunda
kimyasal yontemler etkisiz kalmis, acridine
orange ile muamele sonucunda sadece iki
susta  (%12.5) plazmid eliminasyonu
gergeklestirilirken, yiiksek 1sida uzun siireli
inkiibasyon iglemi sonucunda sekiz susta
(%50) ¢oklu antibiyotik direnglilik
plazmidleri elimine edilmigtir.

Sonug olarak bu ¢aligmada. test edilen
S. gallinarum suslarindan %50’sinde ¢oklu
antibiyotik direngliliginin plazmidler
tarafindan belirlendigi ve S. gallinarum saha
suslarinda  ¢oklu  antibiyotik  direnglilik
plazmidlerinin eliminasyonunda yiiksek isida
(42.5°C) uzun streli pasaj (50 giin)
yonteminin acridine orange ile muameleye
oranla daha iyi neticeler verdigi kanisina
varildi.
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