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OZET

Bu calismada, klinik olarak izole edilen ve ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, siilfonamid ve tet-
rasikline (ACSSuT) direnclilik fenotipi gosteren bir Salmonella enterica serotip Typhimurium susundan el-
de edilen ve ampisilin (ampR) diren¢ geni tasiyan yeni bir plazmid tanimlanmaktadir. “pAnkS” (plasmid-
Ankara-Salmonella) olarak adlandirdigimiz bu plazmidin, Xmnl enzimi ile kesimi sonucu ortaya cikan
bantlar pBSK vektorl icerisine klonlanmus, dizi analizi yapiimis ve elde edilen plazmid yapilari BLAST
programi ile arastiriimistir. pAnkS’nin dizi analizi dogrultusunda, bulundurdugu okuma cerceveleri (open
reading frame), transpozon ve ilgili gen bdlgeleri analiz edilmistir. Tim dizi analizi sonunda plazmidin,
8271 baz cifti (bg) uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler, pAnkS'nin daha 6nce tanimlan-
mis ve p4821 olarak bilinen plazmidi cekirdek bolge olarak bulundurdugunu; Tn3 benzeri 4950 b¢ uzun-
lugunda sol ve sag terminal tekrarlarini ve transpozisyonla ilgili tnpR ve tnpA gen bolgelerini icerdigini;
ayrica ampisilin diren¢ geni blaTEM gen bdlgesinin mevcudiyetini ortaya koymustur. pAnkS’nin p4821
cekirdek bolgesini ve Tn3 segmentinin belirli bolgesini tasiyan pNTP16 (bir diger Salmonella Typhimuri-
um plazmidi) ile ylksek oranda homoloji gosterdigi belirlenmistir. pNTP16’nin pAnkS’den farkl olarak
Tn3 segmenti icerisinde ampR diren¢ genine ilaveten kanamisin diren¢ geni (kanR) tasidigi tespit edilmis-
tir. Sonug olarak pAnkS'nin, S. Typhimurium’a ait tanimlanmis nadir plazmidlerden biri olarak, plazmid
evrimlesmesinde p4821 ile pNTP16 arasinda yer alan bir plazmid oldugu kanisina varilmis ve pAnkS’nin
tanimlanmasinin plazmid evriminin anlagilmasinda faydali olacagi distnilmustr.

Anahtar sézciikler: Plazmid, Salmonella Typhimurium, transpozon, antibiyotik direnci.
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Yeni Bir Salmonella Typhimurium Plazmidi, pAnkS: .
Antibiyotik Diren¢ Gelisiminde Plazmid Evriminin Bir Ornegi

ABSTRACT

In this study, a plasmid, carrying ampicillin resistance (ampR) gene, isolated from a clinical isolate of
Salmonella enterica serotype Typhimurium presenting ACSSuT (ampicilin, chloramphenicol, streptomy-
cin, sulphonamide, tetracycline) resistance phenotype, was defined. The length of complete sequence
of this plasmid was 8271 base pairs (bp), and it was named as pAnkS owing to its isolation place (plas-
mid-Ankara- Salmonella). The plasmid was analyzed for potential reading frames and structural features
indicative of transposons and transposon relics. The Xmnl enzyme restriction fragments of pAnkS were
cloned into E. coli plasmid vectors (pBSK), sequenced and analyzed with the BLAST programs. Plasmid
pAnkS has contained a previously defined enterohemorrhagic E. coli (EHEC) plasmid p4821 as a core re-
gion and also contained a complete Tn3-like transposon of 4950 bp consisting of the left terminal repe-
at, Tn3-related tnpR and tnpA genes for transposition functions, ampicillin resistance gene bla,,,, and
the right terminal repeats. pAnkS showed strong homology with another Salmonella plasmid, pNTP16,
for sequences that belong to p4821 and partial Tn3 segments. It was found that pNTP16 also carries ka-
namycin resistance gene (kanR) in addition to ampR gene. Plasmid pAnkS is one of the few completely
sequenced plasmids from Salmonella Typhimurium and is in the middle of the pathway of evolution of
plasmid from p4821 to pNTP16. The identification of pAnkS might help better understanding of plas-
mid evolution.
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GiRiS

Salmonellozis, tim diinyada yaygin olan ve 6liimle sonuclanabilen énemli bir saglk
problemidir'2. Gecen 10 yil icerisinde Salmonella enterica serotip Typhimurium’un di-
rencli suslariyla gelisen enfeksiyonlar diinyanin bircok bolgesinde artis gdstermistir>. Sal-
monella enfeksiyonlarinin tedavi ve kontroll icin antibiyotik tedavisi uygulanmakta, bu
uygulama da bakterinin hizli bir sekilde antibiyotiklere diren¢ gelistirmesine neden ol-
maktadir*>. Bircok bakteride direng, hareketli genlerin tasinmasi ile ortaya cikar. Genle-
rin tasinmasi genel olarak bakteriyofaj, transpozon ve plazmidler ile gerceklesir®. Ozellik-
le beta-laktamlar ve tetrasiklin direnci taslyan gram-negatif bakterilerde bu direng trans-
pozonlar tarafindan horizontal olarak taginmaktadir’. blaTEM-1 geni T3 transpozunun-
da sik olarak konjugatif olan veya olmayan plazmid icerisinde ya da kromozomda sik ola-
rak gosterilmistir’-®. Bu transpozonla direnlilik tasiyan genetik olusumlarin bazilar ta-
mamen, bazilari ise kismi dizi analizleri ile tanimlanmuislardir’-8,

Bu calismada, klinik olarak izole edilen ve ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, sil-
fonamid ve tetrasikline (ACSSuT) direnclilik fenotipi gosteren bir Salmonella enterica se-
rotip Typhimurium susunda, coklu diren¢ kaynaginin arastinlmasi sirasinda, ampisilin
(amp) direnglilik geni tastyan bir plazmid izole edilmis ve tiim plazmidin genom dizi ana-
lizi yapilarak bulundurdugu gen bdlgeleri tanimlanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara’da gastroenteritli bir hastadan izole edilen Salmonella enterica
subsp. enterica serotip Typhimurium susu ile gerceklestirildi. izolat “L-broth” (%1 w/v
NaCl, %1 w/Vv'lik tripton, %0.5 maya ozeti, pH: 7.5) icerisinde Uretildi; plazmid DNA's|
alkalen lizis ydntemiyle elde edildi ve daha sonra saflastirildi®.
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Elde edilen plazmid, BamH1, Sall, Not I, EcoRl, EcoRV ve Xmnl restriksiyon enzimleri ile
kesildikten sonra, Xmnl ile kesim parcalari dizi analizleri icin en uygunu olarak belirlendi.
Plazmide ait t¢ parca ayri ayri pBSK (+) (Invitrogen, Groningen, Hollanda) klonlama vek-
tortine klonlandi; Escherichia coli DH5’e transforme edildi ve ¢ogaltildi. Agaroz jelden
DNA parcalarinin saflastinlmasi Gene-Clean kit (GeneMark, Hopegen Biotechnology,
Cin) gen temizleme kiti ile saglandi. Ligasyon ve transformasyon yontemleri icin stan-
dart molekiiler biyoloji teknikleri kullanildi®. Dizi analizlerine, pBSK vektériinde bulunan
M13 “sense” ve “antisense” primerlerine uygun bolgelerden baslandi ve devam eden
dizilimler “primer walking” adi verilen yontemle, belirlenen dizilimler {izerinden secilen
primerler ile yapildi'®. Niikleotid dizi analizi, BigDye Terminator (PE Applied Biosystems),
Sequencing Chemistry Automatic DNA Sequencer ABI 377 (Applied Biosystems) kulla-
nilarak “primer walking” yontemiyle tamamlandi.

Dizilimlerin genetik analizi;j BLAST programlari olan blastn ve blastp
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ORF Finder programi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gorf/gorf.html) kullanilarak yapildi. pAnkS'nin tamamlanmig nikleotid dizilimi, ulasim
numarasi DQ916413 olarak GenBank veri bankasina (GenBank Data Base Center) kay-
dedildi.

BULGULAR

EcoRV ve Xmnl enzimlerinin plazmidi li¢ bolgeden ve BamHI enziminin tek bir bolgeden
kestigi belirlenmis, Xmn/'nin olusturdugu bantlarin dizi analizlerine uygunlugu nedeniyle
pBSK vektoru icerisine klonlanmigtir. Tim dizi analizi sonunda, incelenen plazmidin 8271
baz cifti (b¢)’'nden olustugu ve daha 6nce tanimlanmamis yeni bir plazmid oldugu belir-
lenmistir. Bu plazmid “pAnkS” (plazmid-Ankara-Salmonella) olarak adlandiriimig ve GC
orani %47 olarak saptanmistir. pAnkS tiim dizi analizi, BLAST programi kullanilarak ortak
homoloji gosteren diger genomlarla kiyaslanmistir. pAnkS’nin cekirdek bdlgesinin, S.
Typhimurium‘un diger bir plazmidi olan pNTP16’nin ¢ekirdek bolgesi ile %699.8 ve ente-
rohemorajik E. coli (EHEC) 0157:H7 plazmidi olan p4821 ile %98 benzer oldugu bulun-
mustur. pAnkS’nin tim genomu, bulundurdugu gen bolgeleri ve oryantasyonlari, ¢cekirdek
bolgesi ve Tn3 transpozonu cizgisel olarak haritalandinlmistir (Sekil 1). pAnkS'nin 3321-
8271 dizilimleri arasinda bulunan Tn3 benzeri bolgenin daha 6nce S. Typhimurium plaz-
midi olarak tanimlanan pFPTB1’de belirtilen Tn3 bdlgesi ile %99.5 oraninda benzerlik gos-

E E XP P X E B X P

| I I I R N
I I I I I I I I -
orf6 mobA orf2 orf3  orf4 orf5 ut tnpA tnpR  blaTEM ur
[ | J
0 Cekirdek bolge 3321 Tn3 8271

Sekil 1. pAnkS’nin ¢izgisel haritasi. Plazmid tizerindeki EcoRV (E), Xmnl (X), Pstl (P), BamHI (B) enzim kesim
bolgeleri belirtilmistir. ORF ve diger plazmid bélgelerinin rélatif biiytikliikleri ve oryantasyonlari oklarla belirtil-
mistir. Siyah beyaz ¢izgili dikdortgenler, ug tekrar bélgelerini sematize etmektedir. Dik siyah cizgiler, TTCTT
dizilim bélgelerini géstermektedir.
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Sekil 2. Tn3 (genbank ulasim no: AJ634602), pNTP16 Tn3 (genbank ulasim no: N L05392) ve pAnkS Tn3
bélgelerinin kiyaslamali analizi. Plazmid tizerindeki EcoRV (E), Xmnl (X), Pstl (P), BamHI (B), Drall (D) enzim
kesim bdlgeleri belirtilmistir. AtnpA ve AtnpR tam olmayan tnpA ve tnpR bélgelerini géstermektedir. Siyah
beyaz ¢izgili dikdértgenler ug tekrar bélgelerini sematize etmektedir. iginde zit olarak yerlesmis 1S176 bélgesi
ve kanamisin direnclilik geni (aph) pNTP16’nin cizgisel haritasi tizerinde belirtilmistir.

terdigi tespit edilmistir (Sekil 2). pAnkS’de cekirdek bolgesinin iki taraftan 5°-TTCTT-3" ki-
sa tekrarlarla cevrili oldugu; bu dizilimin p4821 ve pNTP16 plazmidlerinde de bulundugu
belirlenmistir. pAnkS'nin 4950 b¢’lik bolimunin, beta-laktamaz kodlayan bla,,,, geni ve
Tn3 fonksiyonlari icin gerekli olan tnpA ve tnpR genleri ile sag ve sol ug tekrar (UT) bolge-
lerini bulundurdugu géralmastir. pAnkS’nin kodladigi 286 aminoasitlik bla,,, , geninin, da-
ha 6nce belirlenmis olan TEM genisletilmis spektrumlu beta-laktamaz (GenBank accession
no. DQ221256) ile ayni dizilimde oldugu saptanmustir.

pANkS cekirdek bolgesinin analizi sonucu, bu bolgenin bes okuma bdlgesi (open re-
ading frame; orf) bulundurdugu belirlenmistir. Bunlarin bazilarinin baslangi¢c noktalari ve
olusturduklar tGrinlerin belirgin olmasina karsin, digerlerinin farkli baslama kodonlarinin
varligi nedeniyle gen bolgeleri ve olusturduklari proteinleri kesinlestirmek mumkiin ol-
mamistir. Orf 1’in alti farkli baslangi¢ noktasi icermesine karsin, sadece en kiictk olani
(pAnkS’da 417-737, pNTP16’de 1810-2130, p4821'de 408-731) tahmini Shine-Dalgar-
no baslangi¢ dizilimi bulundurmaktadir. Bu bolgenin GenBank veri tabani kitiiphanesi
ile yapilan homoloji arastirmasi; S. Typhimurium plazmidi olan pNTP16 mobA geni ile
%100 ve p4821'in mobA geni ile %98.8 benzer oldugunu gostermistir. 381 bg¢ uzunlu-
gundaki Orf 2 bolgesinin (972-1352), pNTP16 ve p4821 genlerine benzer oldugu ve
126 aminoasit uzunlugunda bir proteini kodladigi bulunmustur. Orf 3G olusturan bas-
langi¢ bolgesi okuma penceresi icerisinde alti farkh baslangi¢c noktasi olabileceginden ve
hicbirinde ribozomal baglanma bodlgesinin bulunmamasi nedeniyle, bu bélgenin uzun-
lugu ve olusturdugu proteinin fonksiyonu belirlenememistir. Orf 4, pNTP16 ve
p4821'de belirtilen hipotetik protein ile benzer olarak belirlenmistir. Son orf olan ve
2992 ve 3177 dizilimlerini olusturan bolge, pNTP16’nin hipotetik proteini ile benzer ve
pNTP1’in replikasyon orijini ile iliskili olarak saptanmistir. pAnkS’nin 816-967 dizilimi ara-
sindaki bolge, plazmid ColE1 cer bolgesi ile %60 oraninda benzerlik gostermistir.
pAnkS'nin 190 ve 736 dizilimleri arasindaki bolge, pNTP16’nin orijin bolgesi ile ayni
olup, p4821 ile yiiksek homoloji gostermektedir (Sekil 3).
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Cekirdek bolge

Sekil 3. p4821 ve pAnkS ile pNTP16’nin cekirdek bélgeleri cizgisel olarak sematize edilmistir. Cekirdek bolge
tizerindeki EcoRV (E), Xmnl (X), Pstl (P), Clal (C), Rsal enzim kesim bélgeleri belirtilmistir. ORF’lerin rélatif
bliytikliikleri ve oryantasyonlari belirtilmis, transfer orijini (oriT), multimer resoliisyon bélgesi (mr) ve rep-
likasyon orijini bolgesi (oriV) kutucuklarla gésterilmistir.

TARTISMA

Plazmid pAnkS, S. Typhimurium’a ait daha once tarif edilmemis yeni bir plazmid
olup, yapisinda Tn3 transpozon ve daha 6nce EHEC 0157:H7’den izole edilerek tanim-
lanmis olan plazmid p4821i bulundurmaktadir''. p4821, plazmid olarak tarif edilen
gen yapisinin en basit bir sekli olup, sadece plazmidin replikasyonu, dayaniklilik ve ha-
reketliligi ile ilgili gen bolgelerini icermektedir. Plazmid p4821’in EHEC suslarinda sik
rastlanan bir plazmid oldugu belirtilmistir''. Bu bulguya ilave olarak, p4821‘in S.
Typhimurium ile iliskili diger plazmidler olan pNTP1 ve pNTP16 ve pAnkS’nin yapisin-
da gosterilmesi, p4821’in filogenetik olarak oldukga eski oldugunu ve genetik transfer
sonucu Enterobacteriaceae ailesi icindeki cins ve tiirlerde yayilmis olabilecegini distin-
diirmektedir'?'3,

pAnkS icinde cekirdek bolge ve transpozon iki taraftan kisa TTCTT direkt tekrar dizi-
limleriyle ayrilmislardir. Bu dizilim p4821 plazmidinde bulunmakta, ancak sadece tek bir
bolgede yer almaktadir. pAnkS’deki bu dizilimin ciftlesmesi, bu bélgenin transpozon icin
hedef bolgesi olabilecegini dustindiirmektedir. Bu bulgu, pAnkS ile p4821 arasinda go-
rilen yiiksek orandaki homolojinin, pAnkS Tn3’lnlin p4821 plazmidine yerlesmesi sek-
linde olustugunu akla getirmektedir. pAnkS ve pNTP16’nin ikisi de Tn3 transpozonunun
sag ve sol direkt tekrar bolgelerini bulundurmaktadir. pAnkS tim Tn3 transpozonunu
bulundururken, pNTP16, pAnkS‘den farkl olarak Tn3 transpozonu icerisine yerlesmis
Tn4351 transpozonunu bulundurmaktadir. pNTP16’nin icerisinde bulundurdugu trans-
pozon, Tn4351 yapisinda kanamisin diren¢ genini (kanR) icermektedir. Dolayisiyla
pAnkS, sadece ampisiline diren¢ geni (ampR) tasirken, pNTP16 ampisiline ilave olarak
kanamisin direnc genini de tasimaktadir'®. pAnkS ve pNTP16’nin ortak olarak bulundur-
duklari ve p4821 cekirdek bolgesinin yani sira Tn3 transpozonuna ait tnpA, tnpR, ampR
ile sag ve sol terminal tekrar bdlgelerinin yiiksek oranda homoloji gostermeleri,
pNTP16'nin kanR tastyan Tn4351 transpozonunun pAnkS’deki Tn3 transpozonu icerisi-
ne yerlesmesi sonucu olustugunu disindirmektedir.
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p4821 plazmidinin orijinal bulunus yerinin ingiltere olmasina karsin, diger Salmonel-
la plazmidleri olan pNTP1 ve pNTP16 Orta Dogu iilkelerinden elde edilmistir'®. Bu ¢a-
ismada tanimlanan pAnkS ise Turkiye’de bulunan ve tanimlanan yeni bir plazmiddir.
p4821 plazmidinin ilk olarak ingiltere’de tanimlanmis olmasi ve pNTP16 ile pAnkS’de
yer almasi, p4821’in Enterobacteriaceae ailesinde diinyada yaygin olarak bulundugunu
disiindiirmektedir. Cannon ve arkadaslar® pNTP16 plazmidini tanimladiklarinda,
pNTP16’nin dogrudan p4821 plazmidinden olugmasinin mimkiin olmadigini, baska bir
ara form plazmidin olmasi gerektigini belirtmislerdir. Bu bilgiden yararlanarak calisma-
mizi degerlendirdigimizde, pAnkS’nin, p4821°den pNTP16 olusmasi icin gegirilen ev-
rimsel basamaklarda yer alan bir plazmid olabilecegi distnuyor; yukaridaki verilerin
dogrultusunda pAnkS'nin pNTP16 plazmidinin onci formu olduguna ve pAnkS'nin ta-
nimlanmasinin plazmid evriminin anlagilmasinda 6nemi olduguna inaniyoruz.
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