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SISSEJUHATUS

Viimase paarikümne aasta jooksul on tekkinud uus suund 
mikrobioloogias - nimelt on hakatud suurt tähelepanu osutama 
kromosoomi  väliste geneetiliste elementide, episoomide e. 
plasmiidide uurimisele.

Episoomsete elementide hulka kuuluvad teatavasti F- e. 
sugufaktorid, R- e. ravimresstentsusfaktorid, col- e. 
kolitsinogeensusfaktorid, osa mõõdukaid faage jt.

Käesolevas toos on põhi tähelepanu pööratud R-faktorite 
geneetilise sovukcuuri ja fenotüübiline avaldumise uurimisele, 
vähesel määral ka nende seosele col-fakboritega.

R-faktorid, determineerides resistentsust ravimitele, 
omavad suurt tahtsust nii mikroobi geneetika teoreetiliste 
probleemide uurimisel kui ka meditsiinis ja veterinaarias 
(tanu R-faktoritele on _.aljude antibiootikumide kasutamine 
ebaefektiivne).

Viimatinimetatud asjaolu tingibki vajaduse uurida mit­
mesuguste toimeainete mj episoomsete elementide, eriti 
aga R-faktorite eliminatsioonile bakterirakust. Kirjanduse 
andmetel on uheks R-faktorite eliminatsiooni põhjustajaks 
aineks akrif laviin. Siiski on tema mõju kohta R-faktorile ' 
saadud vaga erinevaid tulemusi.

Lähbudes ülaltoodust oli käesoleva töö ülesandeks
1) võrrelda eri bakteritüvede akriflaviinresistentsust
2) uurida erinevate R-faktorite mõju ühe ja sama retsi- 

pienttüve akriflaviinitundlikkusele ning
a) selgitada, kas esineb seos R bakterie col-
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faktorite esinemise ja akriflaviintundlikkuse vahel ja 
b) kas esineb seos R- faktori determinantide

ja bakteri akrif laviini tundlikkuse vahel
5) viia läbi ristamisi erineva akriflaviiniresistentsu- 

sega tüvede vahel ning jälgida, kuidas R- aktori ülekandu­
mine mjutab bakteri tüve akrif laviiniresistentsust

4) uurida R-faktorite elimineerumist akrif laviini toimel
5) vaadelda, kuidas R-f aktori ka tamine mõjutab bakteri 

akrif laviiniresi st ent sust
6) jälgida, kuidas mõjub R bakteritüvedele nende pike­

maajalisem mõjutamine akriflaviiniga.
TöC eksperimentaalne osa on tehtud TRü geneetika ja 

darvinismi kateedris. Töö valmimisel osutatud abi ja nõu­
annete eest tänan oma juhendajat bioloogiakandidaat A. 
Heinaru.



A. KIRJANDUSE ÜLEVAADE

I R- ja col-faktorite üldine

geneetiline struktuur

1. R-faktoritest»

1950-ndate aastate lõpus, kui hakati märkama antibiooti- 
kurnide antibakteriaalse efekti kadumist, avastati Jaapani 
teadlaste poolt ravimresistentsuse faktor ja selle ülekanne к 
konjugatsiooniprotses sis (Anderson, 19^8).

19»Ова. tegid Uatanabe ja Fukasawa kindlaks, et ülekan- 
duv ravimresistentsus on põhjustatud autonoomselt replikeeru- 
va episoode elemendi poolt, 'itsuhashi tähistas vastava 
geneetiliste determinantide kompleksi tähega R (litsuhashi, 
19^5) • See kompleks sisaldab re sistentsusgeene e. r-determi- 
nante ja episoomset elementi RTF (ingl. - resistance transfor 
factor), mis pAhjustab resistentsus determinantide ülekannet 

(KygAo ,19^9) • R-determinandid põhjustavad resistentsust 
mitmele ravimile üheaegselt - näit, streptomütsiinile, kloor- 
amf enikoolile, tetratsükliinile ja sulfoonamiididele ( itsu­
hashi, 19^5)* On andmeid ka resistentsu sest rohkem kui nel­
jale ravimile. Peale episoomse ravimresistentsuse tuntakse 
ka kromosoomset ravimresistentsus t. Põhilised erinevused 
kromosoomse ja episoomse resistentsuse vahel on järgmised 

(Kygaaü u gp • ,1972):
1) episoomid põhjustavad bakteri resistentsust mitmele 

ravimile korraga, romosoomsed mutandid on resistentsed ainult
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ühele ravimile. I utandid riitoetsc resistentsusega (2 — >3 

ravimile) on vähe tõenäoli ed.
2) pisoom cd re 1. tentsusgeenid elimineeruvad rakust 

sageli üheaegselt kas spontaanselt v*i teatud uhendite mjul. 
Kromosoomne resi: tentsus on . tabiilsema

5) Episoomidele on omane infektsiooniline pärilikus - 

ravi resi st ent su kandub kõrge sagedusega ule teistesse 
bakte ri rakkude s se •

4) Episoome iseloomu, tab suhteliselt sõltumatu olek 
bakteri kromosoomist (replikatsioon, infektsioosne levik, 

eliminatsio on) •
nede teadlaste po >lt on leitud, et peale ravimresiotent- 

suse determineerivad n-faktorid resistentsu t ka raskemetal­
lide sooladele (Smith, 19&7) , tundlikkust akridiinvrvidele 
(Yoshikawa, 19?1) nint, et —faktori koe seisus on mitmeid 
raku omadusi, näit sorbiidi kääritamist, £aagi 12 lüüsi jne.

■ (AHucumob W3P 969) • & ■

arvate si aldab suurem о. a plasmiidi genoomist talle eba­
olulisi determinante, mis on allutatud raku fenotüübile.

Ülekandefakcorid e. sugufakrtorid tuntakse enterobakte- 
ritcl kahte erj. tuupi: F- ja I-sarnased. Ileed kaks tuupi 
determineerivad vastavate sugukiuke te sünteesi, mis eri­
nevad ükstei est antigeense struktuuri poolest (Laon jt., 

1971) • F-tüüpi sugufaktoriga R-faltoreid ni etatakse fi* 
R-f aktoriteks. lad inhibecrivad -faktori fertii Isust ja 

lüüsuvad ' -spetsiifilise faagi toimel ( eynoll ja 'aita, 1966)
I-tüüpi sugui aktor a R—faktorad e. fiR-£aktori . ei 

parsi Tfakttori funktsioone, aga tundlikud I- arhastele 
niitjatele faagidele ( cynell jt., oody ja Runge
(1972) tegia katketes E~coli rakkudega K^ntlaket bakteri 

omil on võimelised intemrccmmn ninnli: nunnce 
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plasmiidid. Kui plasmiid (F-, R- voi col-faktor) on stabiil­

selt integreerunud., moodustades HTr-tüve, on tal baki eri 
kromosoomi DIIA replikatsiooni initseeriv osa. I-sarnased 
plasmiidid. nende autorite andmetel ei integreeru. Ka R- 
faktori madalam ülekande., ägedus võrreldes F-fakboriga on 
tingitud fi+R-faktor_ p olt sünteesit avast tsütoplasmaati- 
lisest repressorist, mis inhibeerib Rfakbtori fertiilsust. 

R-faktori fenotüübiline de repressioon võib olla tingitud 
repressori puudumisest voi mittetundlikkusest sellele. Rep­
ros sori toime mehhanismi kohta täpseid andmeid pole. Arvatakse, 
et ta toimid RITA sünteesi tasemel, inhibeerides geeni aval­

dumist (Silver, Cohen, 1972).
Üldiselt pooldatakse seisukohta, et R-faktor tekib RTF 

(sugufaktor) assotsiatsioonil r-determinandiga, moodustades 
ühtse kompleksi 1969) * Kuid on ka erinevaid seisu­
kohti antud küsimuses. Näit. Coheni ja lilleri (1970, järgi 
on R-faktorid kompleksid geneetiliselt sõltumatutest DNA 
u_ikutest. Ultratsentrifuugiga tehti kindlaks, et E.coli 

ja Proteus_icabilis‘e R-faktor koosneb kahest sõltumatult 
replikeeruvast ША rõngast tihedustega 1,709 (ülekandefaktor) 
ja 1,718 (kannab resistentsusdeterminante) .

Seda, et R-faktor koosneb kahest iseseisva: t osast, tõen­
davad ka ri tamiskatsed, kus E.coli r-determ nantidega mitte- 
infektsioossele tüvele kanti ule RTT-faktor (sugufaktor) 
tüvelt, millel puudusid r-deteriu_na^did. Moodustusid rekombi- 

nandid ülekandevimeliste R-faktori tega (iitsuhashi ,19<>9).
Novick (19^9) on esitanud hüpoteesi, mille järgi plasmiid 

sisaldab raku kromosoomile kinnitumise saiti z_ing replikat­
siooni repressiooni (voi initsiatsiooni.) saiti. llende abil 
on pla.;miidi ja raku replikatsiooni tsüklid omavahel koor­
dineeritud.
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Paljude r-determinantidega R-faktori, näit. R(mc 3. Su) - 
tekke seletamiseks on avaldatud mitu hüpoteesi (i itsuhashi.

1965):
1) R~faktori eellased olid mikroobides olemas onne anti­

biootikumide laialdast kasutami: t,
2) Episoom, millel polnud resistentsusgeene, omandas 

need resistentse mikroobi kromosoomilt. Omandamine on soodus­
tatud tetratsükliini, streptomutsiini jt. antibiootikumide 
laia kasi tami e tttu,

5) R(Cm c7 q_!C c.u) oli olemas, kuid tal puudus transmis- 
siivsus. Hiljem ta omandas selle teistelt episoomidelt 
(F-faktor, mõõdukas faag).

His puutub R-faktoritega bakterite levikusse, siis on 

neid leitud kogu maaias (Бельский 1969) • Katseliselt on kind­
laks tehtud, et R-fakbor võib üle kanduda Salmonella ja 
higella perekondade ning E. coli tüvede vahel (katanabe ja 

Tukasawa, 19^0)» aga ka teiste sugukondade esindajatele. 
Beisid. (Бедье uu Ci ^972) andmetel kandub R-faktor inimese sooles 
sisseviidud doonorilt üle normaalsele soole floorale (näit. 
Ghigellalt E.colile). Inimestel, kes pole kasutanud anti­
biootikume, on resistentsete enterobakterite esinemine harul­
dane ja lühiajaline. Autor oletab, et R-faktor, mis pole 
bakterile hädavajalikuks komponendiks, loob mingid eelised 
RT bakterite ees ainult antibiootikum_de olemasolu korral. 
II ende puudumisel on R isendid voib-olla vähem kohastunud 
m.tmesugustele faktoritele, mis mõjuvad looduslikes tingi­

mustes ja seetõttu eli ineeruvad järkjärgult, andes koha 

R~ rakkudele.
Võrreldes R-faktori ülekandega in_vitro on inimese (jt. 

imetajate) sooles ülekanne tugevasti alla surutud. Arvatakse, 

et see on põhjustatud teiste soole bakterite ainevahetusprodul- 
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tide (Wiedemann, Knothe, 1970) või mitmesuguste keskkonna- 
tingimuste, näit, madala pindpinevuse tõttu (Chaloupecky, 

1972)»
R-faktoritega patogeensete mikroobide organismist kr- 

valdamise ainsaks reaalseks meetodiks peetakse praegu anti­

biootikumide kasutamist nii suurtes kogustes, mis oleksid 

mikroobidele surmavaks (Watanabe, 1971) • R-faktorite elimi­
neerimine bakteritest mitmesuguste kemikaalil < in viVzQ. 

pole õnnestunud,

2, Kolitsinogeensusfaktoritest (col-faktorid).

Col-faktorid on kromosoomivälised geneetilised determi- 
nandid, mis kontrollivad valgusamaste, inhibeeriva aktiiv­
susega ainete - kolitsiinide - sünteesi. Võime sünteesida 
kolitsiine avastas Gratia 1925»a, E. coli tüvedel

Tuntakse transmissiivseid ja mittebransmissiivsei d 
col-faktoreid. Esimestel on nagu R-faktoritelgi F- või 
I-sarnane sugufakor, teised assotsieeruvad ülekandel sugu- 
faktori või transmissiivse col-faktoriga (Novick, 19&9)*

Ко lit siinid erinevad t välistest antibiootikumidest, 
sarnanede . oma mõjumise mehhanism . poole . t vi rulents etele 
f aagidele (adsorbeeruvad tundliku bakteri pinnaretseptoritel) . 
Uurimused naitavad, ct ainsat kolitsiini molekulist piisab 
tundliku bakteri surmamiseks (Ozeki, 19^8). Arvatavasti on 
kolitsiinidel kaks funktsionaalselt erinevat komponenti, mil­
lest üks võimalda о ко litsi ini adsorptsiooni raku pinnale, 
teine aga on antigeensete omadustega (Nomura, 1967). Kolit- 
siin, irLs on adorbeerunud bakteril, ci tungi raku sisemu se, 

avaldab bakteri kromosoomile kaudset toimet. (kuqaoAuxoc 
1966).
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On teada, et kolitsiini süntees põhjustab vastava raku 
hukkumist, kuid kolitsiini sünteesi determineeriva struk- 
tuurgeeni talitlus on bakterite populatsioonis pidurdatud 
enamikus col-faktorit omavates bakterites. Kolitsiini 
sünteesi reguleeritakse tõenäoliselt mingi tsütoplasmaati- 

lise repressori poolt (Nomura, 190?). Kolitsinogeensed 
bakterid on tundetud sama tüüpi kolitsiini mõjule, mida sün­
teesitakse infitseeritud populatsiooni rakkude poolt.

Kolitsiinresistentsuse teket eostatakse raku pinna 
spetsiifiliste retseptorite kadumisega. Arvatakse, et selle 
põhjuseks on mutatsioon, mis lokaliseerub bakteri kromosoomi 
vastavas lookuses. On aga ka andmeid, mille järgi resistent- 
sus on seotud mõnede geenidega R-fakbori koosseisus (Siccardi, 
1966).

Küsimus, kas col-faktorid on rakus autonoomses voi integree 
runud olekus, on veel lahtine, sest tõendeid on mõlema seisu­
koha poolt. Clowes ja Moody (19^5) näiteks tõestavad katse­
liselt, et col-faktorid on rakus autonoomselt nagu tsütoplas- 
maatilised elemendid. Ebaõnnestunud elil ineeril ikatsed akri- 
diinvärvidega toetavad aga mõtet, et col-faktorid on inte­
greerunud olekus ('ГГ(А^л«.о. 1967)* On siiski ka üks õnnestu­
nud katse (Ac>p*.et^r u op., .coli CA 55 (eol I)

ja mittekoltsinogeense tüve E.coli 94 konjugatsioonisegu 
töötlemisel akrif laviiniga vähenes kolitsinogeensete bakte­
ri et hulk. Siit võib järeldada, et on olemas mitmesuguse 
tundlikkusega kolitsinogeenseid baktereid.

J. R- ja col-faktorite seosest.

R- ja col-faktorite vastastikuse toime kohta on teada,
et col-faktor rekombineerub R-538 -ga (s.o. mitbepidur- 
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datud mutant), andes transmissiivse plasmiidi, mis sisal­
dab col-determinante ja R-faktori sugufakborit, kuid mitte 

resistentsusdeterminante (Cooper, 1971 )• Rekombinatsiooni 
on täheldatud ka T-sarnase eol -faktoriga bakberi infitsee- 
rimisel fi‘R222-ga (tekkis 30% Cm-resistentseid rakke).

Oletatakse, et rekombinatsioon on võimalik homo loogiliste 
osade olemasolu tõttu eolV 2 ja R222 vahel (Moody,19?0) .

Ka on katseliselt kindlaks tehtud, et paljud ülekanduva 
col-faktoriga E.coli tüved (t? eol"**) omavad tustil

trupsiini juuresolekul võimet mobiliseerida kromosoomi väli­
seid Sm-resistentsusdeterm nante, mis varem ei kandunud üle 
retsipientrakku. Sm-determinanbide ülekandega kaasnes alati 
col-faktori ülekanne. See naitab tf+col+ tüvede Ökoloogi­
list tähtsust (neid on leitud ^.-Cull metsil tüvede hulgas) 
resistentsusdeterminantide levikul looduslikes tingimustes 
(Federicq jt., 1971)»
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II Episoomsete elementide 

eliminatsioonist

Episoomsete elementide eliminatsioon võib toimuda kahel 
t 

viisil:

1) spontaanselt
2) mj tades mitmesuguste agensitega.
On andmeid, et peale E.coli К 12 -r -faktoriga 

tüvede kolmeaastast säilitamist kaotasid umbes 9Öo neist 
spontaanselt R-faktori. Osadel rakkudel kadus ainult R-fak- 
tori ülekandevime (Mitsuhashi, 19b9)« Peaaegu alati võib 
R-faktoritega kultuuridest leida tundlikke rakke, mis on 
spontaanselt kaotanud R-faktori. Neid võib kultuuris olla 
kuni 1% (Watsanabe, Fukasawa, 1961).

Kuna bakterite episoomne ravimresistentsus kujutab 
endast tõsist ohtu resistentsete mikroobide piira atuks 
levikuks, siis pööratakse viimaselajal R-fakborite uurimisele 
suurt tähelepanu nende rakust elimineerimise võimalustele. 
Siiamaani pole veel saavutatud sellist eliminatsiooni 
efekti, et seda saaks kasutada kliinilistel eesmärkidel 
(Kyguo и ojpl9r/^). Asja muudab keerukamaks ka see, et suircm 

osa tuntud elimineerivatest vahenditest on kas mutageenid 
voi kantserogeenid.

Elimineerivate agensitena kasutatakse sagedamini ultra­
violettkiirgust, temperatuuri muutust, tümiini vaegust, 
raskemetallide soolasid, lammastikushapet. Kõige sagedamini 
kasutatakse siiski akridiinvärvidega (akrif laviin, akridiin- 
orana, akrihhiin) mjutamist. Toodud agensid võivad esineda 
nii induktoritena kui ka elimineerijatena, olenevalt 
raku füsioloogil sest seisundist, doosist, ekspositsiooniajast 



jte bingimustest (Ky‘AO, 1969). Nendest tingimustest 

sultub ka eliminatsiooni kiirus.
Ravimresistentsuse elimineerumist temperatuuri mõjul 

on uuritud näit. taphvlococcus_Aureuslel. Inkubeerimisel 
4?°C juures 6 tunni jooksul kadus resistentsus Pn, Sm ja Tc os 
osas 131 uuritud R+ tüvel 18-st (Kasuga jt., 1968). 
Kirjanduses on andmeid, nii T-, R- kui ka col-faktorite 
eliminatsiooni kohta (viimase kohta küll vähem), põhiliselt 
akridiinvarvidega. Nähtavasti kujutavad akridiinid endast 
universaalseid vahendeid mitmesuguste episoomide eliminee­
rin l seks •

Nagu juba öeldud, elimineerub col-faktor väga harva.

Nii näiteks E.c li eol I rakkude töötlemisel 0,65 II KNJ7-ga 
90° juures 15 minuti vältel elimineerus 0,8% rakkudest 
col-faktor. Akriflaviin (20 - 200 g/ml) toodud katses 
eol I faktorit ei elimineerinud (Dc^Io ja Lorkieviez, 1970).

Akrif la viiniga keskkonnas on kolitsinogeensuse ülekanne 
tugevasti vähenenud, riti HECT- süsteemis. Vahenemine on 
tingitud äsja col-faktori omandanud rakkude hukkumisest. 
Arvatakse, et neil rakkudel, mis on äsja omandanud col-£ak- 
tori, on kõrgenenud bundlikkus akriflaviinile. ЫС*?-süsteemi 
populatsioonis akriflaviin ei mõjunud col-faktori ülekandele. 
On veel teine võimalus: col-faktor, m.s ärast infektsiooni 
on mõnda aega autonoomses olekus elimineeri takse akriflaviini 
poolt (Auxofje.^ и 1100-0, 19O5)e

Episoomietest elementidest kõige kergemini elimineeritav 
on F-faktor (Clewes, 1972). näiteks Grindley jt said F-faktori 
ja n-determ naatidega (K - kanamütsiinresistentsuse determi­
nant). E.coll rakkude t oot lend , ei akridiinoranžiga 3 tüüpi 
kolooniaid: E*K”, F~K+ ja FK. See näit b, et toimus sõltu­
matu K-determ naudi ja F-faktori eliminatsioon. Hfr(K) tüve-
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des elimineerus vaid K, mitte F. Tähendab, K-determinant oli 

sõltumatus olukorras nii. F kui Hfr-tüvedes (Grindley jt.'^97<1).

üsna palj on uuritud R-faktorite rakust elimineerumist 
mitmesuguste agensite mõjul (Mitsuhashi jt., 1961; Uatanabe 
ja Fukasowa, 1961 ; Yoshikawa, 1971I Acmono, 1971; ГлО1М«м<хИ/ 

1972).
R-faktorite elirineerumise mehhanismid pole aga lõpuni 

selgitatud. Samuti on lahtine ka bakterite resistentsuse 
ja tundlikkuse küsimus mitmesugustele ainetele.

Nii näiteks on Glatman uurinud kofeiini, rifampitsiini 
ja etiidiumbromiidi mõju E.coli R tüvedele (Ощмллои 1y72). 
Ta leidis, et kofeiin ei põhjusta resistentsusmarkerite 
eliminatsiooni , kuid mõjub R 1 drd faktori ülekandele 
konjugatsioonil, pidurdades seda ensüümide sidumisega. 
Ka et idiumbromiid surus alla R-faktori ülekande. Seevastu 
rifampitsiini mõjul toimub E^coli R kultuurides R rakkude 
selektsioon. See on põhjuseks, miks rifampitsiini mõjul 
kaob R+ kultuuride ravimresistentsus. Näit. E.coli R I drd 
kultuuri töötlemine selle ainega 30 minuti vältel tõstis 
tunduvalt bakterite tundlikkust Cm ja Tc suhtes. Uatanabel 
(1971) on õnnestunud in vitro rifampitsiini abil elimineerida 
R-faktoreid.

Yoshikawa (1971) andmetel phjustas ncd .-diksiinlia?jpe, 
akriflaviini ja kana ütsiiniga töötlemine E.coli R ja R 

kultuuride eluvime langust. Pikemaajalisemal mõjutamisel 
aga R+ kultuurides eluvõime tõusis. Seega R-faktori olemas­
olu bakterei tõstab mutatsioonide sagedust, mis muudavad 
teda resistentseks nende ainete suhte1 ♦ Resistentsust põhjus­
tanud mutatsioonid ise leiti bakteri kromosoomis, mitte R- 
faktoris. Siin on seega tegemist R-faktori kaudse mõjuga.
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Iliminatsiooni püutakse seletada ka plasmiidide repli- 

katsiooni häiretega. Yamagata (19^9) andmetel autonoomse 
P-£aktoriga E.coli rakkude pikema aja 1 .301 Li Ltiveeri misel 

ak^i flavi iniga söötmel F-faktor kaob. Ta esitab mitu 

hüpoteesi selle nähtuse seletamiseks;
1) akridiin blokeerib У-faktori replikatsiooni ;
2) häiritakse replikatsiooni initsiatsiooni •
3) akridiin ei mõju replikatsioonile, kuid viib F- 

faktori koopiate ebavõrdsele jagunemisele tütarrakkudes. 

(Yamagata, Uchida, 19^9)»
Viimasel ajal seostatakse elimineerivate ainete mõju 

bakterirakule tema pinna struktuuriga (Salisbury, Hedges, 
Dalta, 19?2). Uuriti akridiinoranži (AO) ja naatriumdodet- 
süülsulfaadi (SUS mõju I‘- ja R-f aktoritele. F-faktorid 
elimineerusid AO mõjul hästi nii nendest rakkudest, m s 
pidevalt sünteesisid sugukiukesi (drd), kui ka nendest, 
milles kiukeste süntees oli represseeritud fiR faktori 
tõttu. Derepres seeritud (drd) kiukeste sünteesiga F- ja 
I-sarnaste R-faktoritega mutandid olid vähem mõjutatavad 
AO-ga kui metsikbuupi (represseeritud) plasmiidid. SDS-ga 
töötlemine selekteeris E-kiukesi sünteesivast R kultuurist 
välja ilma kiukesteta rakud kaotatud vi mutant se R-fakto- 
riga (sa a tulemuse said ka Tomoeda jt. 1968.). Derepres- 
seeritud plasmiidide olemasolu muutis raku tundlikumaks 
SDS-le. Detergendid (ka SDS) m . juvad bakteri membraanile. 
Sellega on seletatav kiukestega rak ude suurem tundlikkus 

DS-le (kiukesed võimaldavad detcrgend± parema ligipääsu 

membraanile). Ilma kiukesteta rakkude arvu tous on tingitud 
mitte otsesest efektist plasmiidile, vaid spontaansete ilma 

kiukesteta variantide selektiivsetest eelistest.
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III Akridiinide mõjust

R-faktomitele

Akridiinvärve on kasutatud kikide episoomiide eliminat- 

siooni uurimiseks.

Akriflaviin nagu teisedki akridiinvärvid on tuntud kui 
mutageen. On kindlaks tehtud, et akriflaviin tungib kromo­
soomis DIIA aluste vahele ja pAhjustab sellega replikatsiooni 
vigu. Ka on teada, et kompleksi DNA-akridiin moodustumisel 
aktiveeri takse voi inhibeeri takse polunukleotiidosforulaasi 
(Codep, 1 . Üldiselt on akridi.i-väivid bakteriostaati-
lise toimega, pidurdades m kroobide kasvu, kuid mitte surma­
tes neid.

Uurides akridiinide mõju episoomsetele elementidele on 
kindlaks tehtud, et nad võivad elimineerida F-, R- ja vähe­
sel määral ka col-faktoreid, On selgunud, et kakridiinid 
elimineerivad plasmiide vaid siis, kui viimased on autonoom­
ses olekus (Clowes, 1972). Nii toimub sugufaktori F ei 1 l inat 
sioon F+ populatsioonist ligi 1OQ.-lj.se sagedusega. Üle­

minekul integreerunud olekusse Hr pole sugufaktor ega eli­
mineeritav (Hirota, 1900). Sellepärast soovitavad mõned au­
torid (litsuhashi jt., 19Ы) R-faktorite elimineerimist akri 
diinide toimel kasutada nende autonoomse oleku tõendina, 
ehkki R-£aktorid elimineeruvad madala sagedusega.

Kuid mitte kõik episoomid polo akriflaviin! mõjul eli i- 
neeritavad. Näiteks mõned R-£akcorid elimi neeruvad kõrge sa­
gedusega (Vondraskova ja -tarka, 1966), teised aga üldse 
mitte (Meynell jt., 1968).

Eliminatsioon akridiini toimel sõltub ka tüvest, millesse 
R-faktor on viidud. Watanabe (1903) andmetel mõjub akrifla- 
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flaviin ühe ja sama R-fakcori el8mineerimisele erinevalt 

Shigella S1 , B^coli tüvedes (eli 1 eerus vastavalt Au; 
ja 0,9% R-faktoritest). Akridiinoraniga tehtud katsetes 
täheldati ampitsilliinresiskentsuse kadumist tüvedel 

dalnonell^^ ja Salmonella_derbya kuid mitte
tüvel dalmonellti^j^'Lai^ (Bandens ja Chabbert, 196?) • Akri- 
diinorani mõju erinevatele plasmiididele on erinev: kõige 
efektiivsemalt elimineerib ta F-£ aktorit, samal ajal on 
Col El ja Col Ib talle täiesti resistentsed (Clowes, 1972).

Erinevalt aga Mnnestus Tanakal mõnel Ghesohei tüvel col- 
faktori eliminatsioc orani toimel (uicxtna ( 1;.7O),

See, kas elimineeruvad loik R-fokbori resistentsusdeter- 
minandid voi ainult osa, sõltub nahtavasti R-faksori omadus­
test. ITii on Watanabe ja Fukasawa (1961) tähldanud alati 
koigi, seevastu K6t.yi ja Vertenyi (1967) vaid vahel koigi, 
vahel aga ainult osa r-determinantide e üminat siooni.

üldiselt on teada, et eri bakteri tüved ise on erineva ". 
akrif lävi inresis teilt susega, kusjuures see on määratud kro- 
mosoomsebe geenide poolt. Haku vastupidavus akriflaviin! le 
määratakse geen Aer A poolt, mis asub kromosoomil lao loo- 
kuse lähedal (Hakanuna ja Sugamuma, 1972). Selline resistent- 
sus pole elimineeritav akridiinvärvidega.

Kirjanduses esineb vastukäivaid andmeid R-faktoritega 
bakteritüvede akr iflaviinresistentsuse kohta. Osa uurijaid 
on arvamusel, et akriflaviini toi ei selekteeruvad R bakteri- 
kultuurist välja R segregandid, s.t. bakterid, mis on 
spontaanselt kaotanud R-faktori. R bakterid akriflaviini 
toimel hukkuvad (Yoshikawa ja Sewag, 1967)» läit. Yoshikawa 
(1971) uuris R-faktori te eliminabsiooni akrif laviiniga E. 

coli, Shigella flekneri ja Salmonellatyphimurium‘i tüvedel,
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mis sisaldasid voi ei sisaldanud faktorit ja
rakkude segu kultiveerimisel akrif la viiniga soötmel suure­
nes R rakkude hulk. Sama täheldati ka R rakkude kultuuris. 
Ka teised akridiinvärvid viisid R“ rakkude proportsionaalsele 
kasvule nii R~R^ segus kui ka R+ kultuuris. Seega oleksid 
R bakterid akriflaviini le tundlikumad kui sama tüve R 
vormid.

Teisest küljest püüab osa autoreid, seletada R-faktorite 
eliminatsiooni puudumist sellega, et vastavates tüvedes R-faka- 
tor asub inte reerunult bakteri kromosoomil (Mitsuhashi, 
19o1). Kuna akriflaviin mõjub esmalt just tsütoplasmaatili- 
sele ЖА-le, siis sel puhul pole R-faktorid mõjutatavad akri- 
f laviini poolt (vähemalt nii kergesti mitte). On ka selline 
seisukoht, et r-determinantide ja E-faktori eliminatsioon 

toimub teineteisest sõltumatult (Grindley jt., 1970) • Näit* 
tüvedes, kus F-faktor on integreerunud kromosoomil, elimi- 
neerus ainult resistentsusdeterminant.

Lahtudes esimesest seisukohast (Yoshikawa, 1971) peavad 
R-faktorit omama mingeid akriflaviincundlikkuse geene. Kui see 
oleks nii, siis oleks sama tõenäoline arvataka akriflaviin- 
resistentsuse determinantide olemasolu.

Teise seisukoha järgi - kui R-faktor on integreerunult 
kromosoomil - jääb arusaamatuks, kuidas episoom saab üle 
kanduda teise bakterisse ilma kromosoomita.

On ka võimalik, et R-faktorite olemasolu bakterites 
põhjustab mingeid ainevahetusprotsesside muutusi, mis oma­
korda mõjutavad akriflaviinresistenbsust. Sel juhul ei pruugi 
R-faktor omada konkreetseid geene selle tunnuse määramiseks. 
Veel on teoreetilisele võimalik, et R*faktori ja kromosoo 
vahel tuimub rekombinatsioon ja episoom saab endale kromo-
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soomsed akriflaviinresistentsuse geenid» Näite on kindlaks 

tehtud T„coli 12 w 1895 geneetilise determinandi asukoht 
kromosoomil, mis kontrollib tundlikkust akrif laviinile ja 

teistele alusel.i.stele värvidele (lakamura, 19^5)» Spontaan­
sete rekombinatsioord.de juhtumeid episoomide ja kromosoomi 

geenide va-.t,l on täheldatud näit.

(Vernon, 1970).
Vii astel aastatel on bakterite resistentsuse mehhanisme 

mitmesugustele ainetele (antibiootikumid , mutageenid) haka­
tud seostama rakuseina ja membraani struktuuri de omadustega. 
Nii uurisid Nakamura ja , uganuma (1972) sellelt seisukohalt 
akridiintu dlikke (AcrA) ja akridiinresistent seid (AcrA+) 
tüvesid. Haku seina osas erinevusi ei leitud, küll aga olid 
erinevused nende tüvede plasmamembraanides ja ribosoomide 
agregatsioonis, kui rakku töödeldi akrxf laviiniga. Akrifla­
viini sidumise ja naatriumdodetsuulsulfaadi (SDS) tundlikkuse 
erinevused AcrA ja AcrAr tüyede vahel on seoses plasmamemb- 
raanile- erinevustega. Geen AcrA vastutab raku akriflaviin- 
tundlikkuse eest- Akrif laviin mõjub esmalt plasmamembraanile 
ja AcrA mutatsioon on sellega kaudselt seotud (katse tulemu­
sed naitasid, et AcrA mutatsioon mjub ka plasinaniembraaiiilc, 
mi ote raku oinale). Tekib plasmamembraani lamellatsioon.

Veel seostatakse kirjanduse andmetel akrif lävi ^ntundlik- 
kust tsütoplasm atilise repre istega* Moviek’i (1909)
järgi siiski tsutoplasmaat iline repressor ei mõjusta bakteri 
akrif lävi intundlikku.;t, eest fi H-faktorite drdmutandid 
ei ole bundlikumad akridiinidele kui nende pidurdatud vari­

andid (Novick, 19^9).
Üldiselt on kirjandi, e andmed akriflaviinresistentsuse 

mehhanismide kohta vazburääkivad ja neid on ebapiisavalt, nii 
et phjalikku ülevaadet antud küsimusest anda ci saa.

rekombinatsioord.de


Б. Е К S Р I М Е N Т А А L N Е OSA

I, KATSET IATERJ AL JA TROOPIKA

1, Üldine metoodika

a) kasutatud söötmed

Praktiliste tööde läbiviimiseks kasutati järgmisi söötmeid 
ja lahuseid:
1) Hottingeri hüdrolüsaat. Valmistati korraga suuremates ko­
gustes, et jätkuks pikemaks ajaks, Valmistamise metoodika on 
lühidalt järgmine: 3 kg rasva- ja kõõluste vabale hakklihale 
lisati 4,5 1 vett ja kuumutati kuni aurumiseni (lihavesi peab 
jääma punaseks). Saadud segu valati suurtesse (10 - 20 1) pu­
delitesse, kuhu lisati 4,5 g Ta2CO3 ja 18 g pankreatiini.
HCl-ga reguleeriti pH 5»5-ni ning lisati 60 ml kloroformi, et 
takistada saastumist, Kummikorgiga suletud pudel asetati 2-3 
päevaks termostaati (37°C) ning loksutati seda, iga paari tunni 
järel intensiivselt, Enne lõplikku sulgemist lisati veel 60 ml 
kloroformi.
2) Lihapeptoonpuljong (LPP) valmistati Hottingeri hüdrolüsaa- 
dist. 1,5 liitrile Hottingeri hüdrolüsaadile lisati 13>5 liit­

rit kraanivett, 135 g pept oonpulbrit, 75 g NaCl ja 3 g Га^'^'О^, 
Saadud segu pH viidi laCl lahuse lisamisega 7,O-ni ning keede­
ti selginemiseni, ee järel autoklaaviti suurtes kolbides 1 t.
1 at juures, filtreeriti läbi kahekordse filterpaberi ja auto­
klaaviti veelkord 1 at juures 20 minutit (väikestes kolbides), 

3) Idhapeptoonagar (LPA) valmistati IPP-st, millele lisati 



vastav kogus agar-agarit, olenevalt sellest, kas tehti 0,5 

voi 1,5%-line agarsööde.
4) Peptoonvesi valmistati peptoonpulbrist (10 g 1 liitri dest. 

vee kohta), lahusele lisati 5 g NaCl ning NaOH kuni pH=7,4. 
Sööde autoklaaviti, filtreeriti tekkinud sade ja autoklaavitü 

teistkordselt 1 at juures 30 minutit.
5) Endo sööde valmistati NSVI-s toodetavast preparaadist, mida 

lisati 5 g 100 ml dest, vee kohta. Segu keedeti 5 minutit, 
filtreeriti ning kuumutati uuesti keemiseni. Söödet sai kasu­
tada ainult värskelt, Endo söötmega Petri tasse tull enne ka­

sutamist hoida pimedas,
6) linimaalsöötmena (Davis ja lingioli, 1950) kasutati järgmi­
se koostisega lahust: KH^O^ - 3*0 83 KAHPO,, - 7,0 8; la-tsit- 
raat - 0,$g; (M^SO^ - 1,0g; MgSO^ 7H?0 - 0,1g; dest. vett 
kuni 1000 ml-ni. Lahusele lisati 15g agarit t,Bacton ning hil­
jem, enne kasutamist 10 ml 25%-list steriilset glükoosi vesi­

lahust ,
Kolki söötmeid autoklaaviti 1 at juures 30 minutit, välja 

arvatud glükoosi lahus, mida steriilitl 0,5 at juures 30 mi­
nutit. Endo söödet steriiliti keetmise teel, Enne väljavala­
mist tassidele jahutati söötmeid ^45°-п1. Lisaks kasutati 
veel mitmeid ravimpreparaate: streptomütsiini (15 ja 20^#g/ml), 
klooramfenikooli (2^g/ml), tetratsükliini (2^g/ml), penit­
silliini (100QAg/ml), neomütsiini (2g<<g/ml), Klooramfenikool 

lahustati alkoholis, tetratsükliin steriilses dest. vees, mil­
le pH oli viidud HCl-ga 4,5-ni; ülejäänud ained lahustati dest, 
veds. Neomütsiini lisati söötmele (LPA), milles puudus NaCI 

(Heinaru, 1970). Akridiinvärvidest kasutati akrif laviini (Bri- 
tish Drug Houses LTT), mida säilitati nii lahuse (konts.1mg/m1) 
kui ka pulbrina.
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Mikroobisuspensioonide lahjendamiseks kasutati füsioloo­

gilist lahust (0,9 % HaCl lahus) või minimaalsöödet ilma glü­

koosi ja agarita.
Kolki söötmeid steriiliti autoklaavis 1 at juures 30 mi­

nutit. Petri tasse ja tühje katseklaase steriiliti kuumkapis 
160°C juures 2 tundi. Külviaasadega töötamisel steriiliti 
neid töö käigus pidevalt piiritus lambi leegis. Boksi kiiri- 
tati enne töö algust ultraviolettlambiga 10-15 minuti jook­

sul.

b) kasutatud mikroobitüved
Põhiliseks katsematerjaliks olid 464 E.coli K12 R* rekom- 

binanttüve, mis olid saadud kaugõppeüliõpilaselt KT Leisilt 

Tartu raj. Sanitaar- ja Epidemioloogia jaamast. Pärast nende 
tüvede omaduste kindlakstegemist valiti neist välja huvitava­
mad edaspidisteka uuringuteks. Peale nende kasutati veel 18 
rahvusvahelist standardtüve: E.coli K12 P6?8, E.coli Hfr, 
E.coli K12 C85, E.coli 0111 H12 Len., E.coli 0111 Sv, E.coliB, 
E.coli , E.coli K12 W3876 jt., lisaks veel 16 Frederict 
kolitsinogeenset standardtüve.

Uuritavaid tüvesid säilitati pistekülvidena 0,5 %lises LpA-s 

kBlmut uikmgeskapis.

2. R-faktori tüübi (r-determinantide) määramine (Heinaru, 1970)

R-determinandid määrati kõikidel töös kasutatud R tüvedel 

5 ravimi suhtes: st reptomüt siin (Sm), tetratsükliin (Te), kloor- 

amfenikool (Cm), neomütsiin (Mm) ja penitsilliin (Pn).

Kõigist ravimpreparaatidest tehti alglahjendused, lisades 
neile dest. vett kuni kontsentratsioonini 10000// g/ml (kloor- 
amfenikool tuli eelnevalt lahustada etanoolis). See järel voe-



tl steriilse pipetiga ravimi lahust ja valati see kindlasse 
kogusesse vedelasse 45°-ni jahutatud agarsöötmesse arvestu­
sega, et

Te kontsentratsioon on 25 M g/ml

Cm * on 25 M g/ml
Pn M 1OOO (og/ml

Nm M 20 fv 7^1

8a n 15 h-g/m1 ja 200 g/ml
Streptomüt siiniga tehti katse kahe erineva kontsentrat­

siooniga, sest eelkatsetee ja kirjanduse andmeil on osadel 
tüvedel täheldatud kõrget, osadel madalat Sm-resistentsuse 
astet•

Kui ravimiga sööde oli välja valatud ja üks ööpäev seis­
nud, tehti igal tassil olevale söötmele külviaasaga külvid 
kriipsuke st ena kolkide tüvede puljongkultuuridest. Järgmi­
sel päeval vaadati mikroobide kasvu tassidel. Kasvu esinemi­
sel on tüvi vastavale ravimile resistentne, s.t. omab resis- 
tent susdeterminant i •

3. Koilt sinogeensuse määramine

Kasutati kahekihilise agari meetodit (Gratia, 1925). 
Uuritavad tüved külvati pistekülvidena Petri tassidele agar- 
söötmesse (IPA) ja inkubeeriti üleöö. Seejärel surmati ko­
looniad kloroformi aurudega tilgutades Petri tassi kaanele 
mõned tilgad (ca 0,1 ml) kloroformi. 15 minuti möödudes 
avati Petri tassi kaas ja lasti kloroformi aurudel hajuda. 
Seejärel kaeti söötme pind sulatatud ja 45°-ni jahutatud 
0,5%lise LPA-ga, millele oli eelnevalt lisatud 0,1 ml in- 
dikaatormikroobi logaritmilise в pai junemisf aasis olevat kul­
tuuri. Jälgitl, et segu kataks ühtlaselt Petri tassil oleva 
söötme pinna. Pärast ööpäevast inkubeerimist 3?°C juures
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vaadati indikaatormikroobi kasvu (joon. 1. )• Indikaatormik- 
roobina kasutati E.coli tüvesid C85, K12 ja P6?8,

4* Kolitsiintundlikkuse määramine.
Ко lits lint undlikkus määrati Frederleq’! järgi. Käesole­

vas töös kasutati 16 Fredericq‘i koilt sinogeenset shandard- 
tüve. Iga tüve värskest puljongkultuurist tehti külviaasa- 
ga joonkülv 1,5%lisele LPA-le, kusjuures ühele Petri tassi­
le külvati paralleelsete joontena kaks kolitsinogeenset tü­
ve, Pärast 24 tunnist imkubeerimist 37°C juures surmati mik­
roobid kloroformi aurudega. Aurude eemaldamiseks lasti tas­
sidel avatult seista 15-20 minutit. Järgnevalt tehti külvi- 
aasaga joonkülvid uuritavate tüvede puljongkultuuridest. 
Selleks tõmmati paralleelsed jooned Fredericq‘i standardtü- 
vedest tassi serva suunas ning kahe standardtüve vahele. Kok­
ku külvati ühele tassile 15-18 uuritavat tüve. Vastavale 
standardkolitsiinile tundliku tüve korral esines kasvu pidur­
dus, s.t, standardtüve laheduses tundlik tüvi ei kasvanud 
(joon, 2 ),

5, S-R dissotsiatsioonivormi määramine
Mil rpobitüvede dissotsiatsioonivormid määrati kahel mee­

todil:
a) alus klaas il viidi läbi aglutinatsioonireaktsioon trü- 

paf laviini 0,25 %-lises lahuses. Tekkinud teralisus alusklaa- 
ell olevas segus näitas R-vormi esinemist, ühtlaselt hägune 
segu S-vormi esinemist (Boivin jt. , 1936),

b) Mikroobide puljongkultuure keedeti katseklaasides 1 t, 
vesivannil. Keetmisel sadenesid P-vormis olevad rakud, pul­
jong jäi selgeks. S-R-vormis olevad puljongkultuurid jäid 

veidi häguseks, к -vormis olevad kultuurid ei muut unud (Hein— 
arv .



6* Konjugatsiooniline ristamine
Ristamiskatsete eesmärgiks oli saavutada R-faktori üle­

kandumine R* tüvedelt R“' retsipient! ning jälgida R-fakto­
ri omandamisega seotud muudatusi bakterirakus. Ristamiste 
läbiviimiseks kasutati kahte meetodit (esimest neist vähem):

1) Ristamine LPA-1
Doonorid ja retsipiendid külvati joontena LPA-le. Järgmi­

sel päeval puudutati steriilse alusklaasi servaga kasvanud 
mikroobikolooniate pinda ja kanti sellega kolkide uuritava­
te tüvede rakud uutele EPA tassidele nii, et doonorid (aukso- 
troofsed ja retsipiendid (prototroofsed ja Cm-tundlikud) olek- * 
sid külvatud rist joontena. Joonte ristumiskohtades kasvavad 
juhul, kui oli tolmunud rekombinatsioon, rekombinandid. Järg­
nevalt tehti nendelt tassidelt sametriidega jäljendkülv mi- 
nimaalsöötele, millele oli lisatud klooramfenikooli (25ug/ml), 
Kuna kasutatud doonorid olid auksotroofsed tüved, siis kasva­
sid sellel söötmel ainult prototroofsed rekombinandid, mis 
olid omandanud R-faktori,

2) Ristamine vedelsöötmes
Enamuses katsetes viidi bakterite konjugatsiooniprotsess 

läbi ristamissegus. Kasutati kahte süsteemi:
a) LFT-süsteem( low frequency of transfer system) e. 

madalsagedusliku ülekande süsteem (Watanabe, 1963), Doonori­
tena kasutati siin R*lac+ E.coli tüvesid, retsipiendina 
R^lac” tüvesid. Mi doonorite kui retsipientide värsketest 
(lag-faasi) puljongkultuuridest voeti vastavalt 0,01 ja 0,1 
ml suspensiooni ning vildi 5 wl LPP-sse. Pärast ööpäevast 
inkubeerimist termostaadis 37°ö juures toimusid väljakülvid 
Endo söötmega tassidele (1 aasatäis mikroobisuspensiooni hõõ­
ruti steriilse spaatliga söötme pinnal laiali), mis sisalda-
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sid klooramfenikooli (25 ug/ml)» Endo söötmel saab rekombi- 
nante eristada laktoosi fermentatsiooni võime alusel - lak­
toosi mittefermenteerivad mikroobid (lao*") annavad söötmel 
valgeid kolooniaid. Kuna kasutatud doonorid olid lac+R*, 
retsipiendid aga lacR, siis oli rekombinante (lac"R*) doo­
noritest kerge eraldada värvuse järgi (R retsipiendid ravi­
miga söötmel ei kasvanud)» Rekombinandid eraldati ja külva­
ti ümber säilitamiseks.

b) HFT -süsteem (high frequency of transfer system) e. 
kõrgsagedusliku ülekande süsteem (Watanabe, 1963)» Selles 
süsteemis viiakse ristamine läbi kahes etapis, kasutades va- 
heretsipienti. Kolk doonorid ja retsipiendid külvati LPP-sse 
ja inkubeeriti 6 tundi. Seejärel voeti 1 normaalaasatäis 
doonorit ja 0,1 ml retsipient! (vahekord «1:10) ning ristati 
5 ml IPP-s, Segu inkubeeriti 20-24 tundi, siis ristati vahe- 
retsipient ja lõppretsipient uuesti 5 ml LFP-S, vahekorras 
1:10 või 1:5, Rlstamissegu inkubeeriti 37°C juures 1 ööpäev 
ja tehti siis väljakülvid ravimiga selektiivsöötmele. Aukso- 
troofsete retsipientide (lae”), näit, E,coli K12 P6?8 ja 
E.coli W3876 puhul kasutati rekombinantide eraldamiseks ra- 
vimisisaldusega Endo söödet, prototroofsete retsipientide 
puhul (näit, E.coli 0111 Sv, E.coli HfrH) aga ravimisisal- 
dusega minimaalsöödet. Viimasel juhul aga doonorid pidid ole­
ma auksotroofsed, nii et söötmel said kasvada ainult R+ pro- 
totroofsed rekombinandid. Pärast ristamist külvati kontrol­
liks kolk doonorid ja retsipiendid ravimi sisaldusega sööt- 
meie (minimaal söötmel kasvu esineda ei tohi)4jocw.3 ) 

7. Akriflaviiniresistentsuse määramine
Akriflaviiniresistentsuse määramiseks töötati välja kaks 

meetodit. Kõigepealt tuli leida uuritavate tüvede akrifla-
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viiniresistentsuse aste, st. akrif la viini kontsentratsioon, 

mille juures tüved enam ei kasva, ning edaspidi optimaalse 
kontsentratsiooni juures määrata täpsemalt iga tüve akri- 
flaviiniresistentsus. Külvamiseks kasutati uuritavate tü­

vede värskeid puljongkultuurо, millest tehti külvinõelaga 
külv neljale a arsöötmega tassile, kuhu oli lisatud vasta­
valt 100 , 200 , 300 ja 400 ug/m akrif la viini. Akrif laviin 

oli lahustatud destilleeritud vees ja steriilitud autoklaa- 
vis. Pärast ööpäevast inkubeerimist kontrolliti, millistel 
tassidel mikroobitüved kasvasid.

Kuna, see meetod andis vaid väga ligikaudseid andmeid 
akriflaviiniresistentsuse kohta, siis täpsemaks määramiseks 
ja tüvede omavahe li seks võrdlemiseks kasutati akrif laviini 
kontsentratsiooni ^radiontncstodit (0-400 ug/ml). Meetodi 
eeliseks on see, et akrif laviini kontsentratsiooni muutus 
on sujuv ja võimaldab küllaldase täpsusega võrrelda erine­
vate tüvede akriflaviiniresistentsust. Määramine toimus 

järgmiselt: Veidi kaldu asetatud Petri tassile valati pipe- 
tiga 10 ml IiPA-d ning lasti sellel tarduda. Г ee järel aseta­
ti tass horisontaalsele lauale la valati peale 10 ml IPA-d, 
mis sisaldas vajalikul hulgal akrif laviini. Tassile märgi- 
tl ära ka akrif laviini kontsentratsiooni tõusu suund. Kuna 
uuritavate tüvede akriflaviiniresistentsuse aste oli kül­
laltki erinev, kasutati täpsemaks määramise :s sööt me id 
0-200 ja 0-400 jug/ml akrif laviini gradiendiga, (hilisemates 
katseseeriates kasutati ainult viimast). Ööpäeva test 
uuritavate tüvede puljongkultuuridest tehti 1 ahjendused 2 ml 
fosfaatpuhvris (s.o. minima Ise cd ilma agari ja glükoosita) 
arvestuega, et üks normaalaasatäis sisaldaks umbes 200 mik­

roobi. Kui söötmetega tassid olid 1 ööpäev seisnud, kanti nei­

le üks aasatäis mikroobisuspensiooni ja tõmmati sellegr parf-i- 



leelsed kriipsud tassi ühest servast teise akriflaviini kont­
sentratsiooni gradiendi suunas (joon. И ), Ühele tassile sai 
selliselt kanda 10-12 tüve» Järgmisel päeval mõõdeti ära kau­
gus, milleni erinevad tüved kasvanud olid* Selleks tomms ti 
vertikaal j oon 2,5 cm kaugusele tassi servast ja mõõdeti kõi­
kide tüvede kasvu ulatus sentimeetrites selle joone suhtes 
(nii saadi võrdsed tingimused kogu tassi ulatuses).

Katsete käigus selgus, et õigem on mikroobisuspensiooni 
lahjendused fosfaatpuhvris ära jätta ja teha külvid otse pul- 
jongkultuurist. Vastasel juhul sattus LPA-le liiga vähe mik­

roobe ning oli raske vahet teha pidurdatud ja pidurdama­
ta kasvu vahal, Määramise juures tuli üldse silmas pidada 
seda, et akriflaviini Iral bakteriostaatilise toimega aine 
puhul on tähtis külvatud mikroobide ja nendega kaasatuleva 
söötme hulk,

8, Eliminatsioonikatsed (Watanabe, 1963)
Eliminatsioonikatsete eesmärgiks oli jälgida R-faktorite 

elimineerumist akriflaviini toimel. Eelnevalt külvati kolk 
uuritavad tüved kontrolliks streptomütsiini-, tetratsükliini- 
ja klooramfenikoolisisaldusega (25 ug/ml) söötmetega tasside­
le, sest R-faktor võis säilitatud kultuuri osal rakkudel olla 
spontaanselt elimineerunud. Kontrollitud tüved külvati ümber 
IPP-Bse ja InkuLeeritl 4—6 tundi. Saadud mikroobisuspensioo- 
nist külvati a aasatäis akriflaviinisisaldusega (kontsent­
ratsioon 20 ug/ml, pH=7,6) LFP-sse ja inkube eriti üleöö, Eda— 
sl püüti teha väljakülvid LPA-ga tassidele nii, et igal tas­
sil oleks loetav arv kolooniaid (40^200). Selleks kasutati 
järgmisi võimalusi:

aj pärast , t. inkuüy erimist akrif lävi In.isiaeldusega 
puljongis lahjendati 1 külviaasatäis mikroobisuspensiooni
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10 ml füsioloogilises lahuses, sealt külvati 1 aasatäis das? 

LPA-ga Petri tassile ja hõõruti spaatliga laiali (hõõruda tu­

li seni, kuni söötme pind muutus kuivaks). Iga bakteritüvi 

külvati 3 korduses,
b) 10 ml füsioloogilise lahuse asemel lahjendati • aasa- 

täis mikroobisuspensiooni 5 ml füsioloogilises lahuses.
c) 24 t, akriflaviinisisaldusega puljongis inkubeeritud 

kultuurist kanti 1 normaalaasatäis suspensiooni LPA-le ja 
hõõruti spaatliga laiali. Sama spaatliga hõõruti veel 2 tas­

sil söötme pinda. Nii sai jälle iga tüvi kantud 3-le tassile, 
seejuures esimesele kolge rohkem, viimasele kolge vähem, Pä­

rast ööpäevast inkubeerimist kontrolliti kolooniate arvu 
kõigil tassidel ja eraldati need tassid, millest oli võima­
lik teha jäljendkülvi (st, kus oli loetav arv,s,o, keskm. 
40-300, pesi). Kolge paremaid tulemusi andis viimane meetod, 
kus nõutav arv kolooniaid oli tavaliselt 2, või 3e tassil, 
Lahjenduste puhul (a ja b) oli söötmetele sattunud mikroobi­
de arv enamasti liiga välke,

Jäljendkülvid tehti streptomüt siiniga (25jUg/ml), tetra- 
tsükliiniga (25 Jug/m1) ja klooramfenikooliga (25 ug/m1) sööt- 
metega tassidele, Jäljendkülvide (Lederberg ja Lederberg,1952) 
tegemiseks kasutati auto mootori kolbi (Heinaru, 1970), mis 
kaeti pansametiga. Mii alg- kui ka jäljendplaatidele oli 

märgitud jäljendkülvi tegemise suund. Järgmisel päeval vörrel- 
di algplaatide ja jäljendplaatide kolooniate arvu. Kolge pa­

rem oli seda teha tasside üksteise peale äestamisel nii, et 
kolooniad mõlemal tassil oleksid kohakuti. Ravimiga söötmel 

puuduvad kolooniad märgiti algplaadil ära ning külvati kont­
rolliks uuesti ravimitega söötmetele. Kui R-faktori või osade 
r-determinantide elimineerumine oli kontrollitud väljakülvi- 

del vastavatele rovimitego f külvati kõik R* _



Joon,1, Kolitsinogeensuse määramine Gratia kahekihilise 
agari meetodil.

Joon.2. Kolitsiintundlikkuse määramine kolitsinogeense
standardtive suhtes.



Joon. 3« Ristamine End о söötmel. Näha lac. rekombinant- 
kolooniad (valged) ja lac doonorkolooniad (pu­
nased) ,

Joon.4. Akriflaviiniresistentsuse määramine akrif laviini 
kontsentratsiooni gradientmeetodil,
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। gandid säilitamiseks 0,5 % LPA-sse. Et jälgida, kas tüvede 
; pikemaajaline mõjutamine akriflaviiniga muudab e 1 iminat sioo- 
: ni sagedust, tehti kõigile uuritavatele tüvedele 10-kordne 

ülekanne uutesse akriflaviiniga (20 ug/ml) puljongitesse, 
st, ööpäeva vanusest kultuurist kanti 1 aasatäis üle värs­
kesse akriflaviinis  isa Idu sega IPP-sse, Pärast 10, ülekannet 
(passaaži) kontrolliti uuesti e üminat siooni jäljendkülvi 
meetodiga (analoogselt meetodiga c). R-faktori elimina ts ioo­
ni kontrolliti ning R segregandid säilitati 0,5 % LPA-s.

9» Ohutusnõuded
Kuna mikroobidega töötamisel esineb nakatunule oht, tuli 

pidevalt jälgida ohutustehnika nõuete täiti ist. 
Laboratooriumis viibiti ainult valges kitlis, Laboratoo­

riumi ei toodud kaasa toiduaineid ega jooke, ülviaasad ja 
-nõelad kuumutati, kasutatud spaatleid hoiti 70° etanoolis, 
Petri tassidesse ja katseklaasidesse külvatud kultuurid hä­
vitati autoklaavimisel 1 at juures 1 tund. Töö lõpul pesti 
käed seebiga ja desinfitseeriti vastava lahusega. Boksi ste- 
riilimisel bakteriotsiidsete lampidega ei viibitud samal 
ruumis ( Con «ллспрпичс нор M ul... f 1972) , Hapete ja alustega 
töötamisel hoiduti nende sattumisest riietele ja nahale 
(tpobGWomexlke... ,1965)* Autoklaaviga töötamisel 
jälgiti kolkide nõuete täitmist (Vyabude ... ^1971)» Eelne- 
vait oli sooritatud vastav eksam. Kolk autoklaavimised mär­
giti üles selleks ettenähtud vihikusse.

Kolk elektriseadmed olid vastavate eeskirjade kohaselt 
maandatud (Tarbijate ,,,, 1972),



II. KATSETULEMUSED JA ARUTELU

1, Uuritavate tüvede üldiseloomustus

Käesolevas töös olid põhimaterjaliks 464 E.coli K12 R* re- 
komblnanttüve, mis saadi Tartu Rajooni Sanitaar- ja Epidemioo- 
gia jaamast K. Leisi käest. Edaspidisteks uuringuteks tehti 
kindlaks nende tüvede põhilised omadused: määrati R-faktori 
tüüp, koilt sinogeensus, koilt siintundlikkus, S-R dissotsiat- 
sioonivorm, akriflaviiniresistentsuse aste* Need karsed tehti 
koos üliõpilase S. Parisega (v.a, akriflaviiniresistentsuse 
astme määramine). Eelnevalt oli kaugõppeüliõpilase K, Leisi 
poolt määratud vastavate tüvede R-faktorite doonorite kolit- 
sinogeensus. Pärast nende tüvede esialgset uurimist valiti 
sealt välja huvitavamad, mida kasutati edaspidistes ristamis- 
ning eliminatsioonikatsetes.

464 R* rekombinanti olid saadud sel teel, et retsipiendile 
E.coli K12-le oli üle kantud R-faktoreid 224-st erinevast 
Shigella sonnei metsiktüvest. Seega oli meil tegemist 224 eri 
päritoluga R-faktoriga. Sedastati 6 erinevat R-faktori tüüpi, 
neist kolge sagedamini esines SmCmTe R-faktor (tabel 1).

Kirjandusest on teada, et teatud R-faktorite puhul võib 
esineda nii madalaastmelist streptomütsiiniresistentsust (ku­
ni 100 ug/m1) kui ka kõrgeastmelist streptomütsiiniresistent­
sust (1000-5000 ug/m1) (Pearce ja Meynell, 1968).

Meie katsetes, lähtudes kirjanduse andmetest (Heinaru,1970) 
määrati Sm-resistentsus 15 (madal - sm) ja 200 ug/ml (kõrge- 
Sm) streptomütsiini puhul. Kolk streptomütsiinresistentsed 
tüved osutusid kõrge resistentsuse astmega tüvedeks, s.t. 
kaevasid mõlema kontsentratsiooni puhul.

Ühe ja sama doonori erinevate rekombinantide hulgas (neid





ÖHE JA SAMA DOONORI Tabel 
ERINEVAD REKOMBINANDIO
E.coU K11 R 

tüve nr-
Rekonv- 
bcnant

r - determi - 
na. и olid

Ж 15
а 
b

Cm 
< mCm

111 а 
b

Sm Cm 
Sm Cm Tc

Y 108 0(
6

6м Cm 7c 
Sm Cm

Ж 134- а 
b

Sm Cm 
3 m Cm Tc

J* 311
b

CnnPn 
Cm

134-1 6 Cm
•Sm Cm 7c

1318 а
I b

Sm Cm Tc 
Cm



-35*

oli tavaliselt 2) esines erinevusi r-determinantide овав s<d ts- 
mel juhul (tabel 2). Seda nähtust võib seletada kas doonori 
hetero-R-olekuga (iibes doonoris on 2 erinevat R- faktorit) voi 
osa r-determinantide spontaanse eliminatsiooniga enne (doonor- 
kultuuri heterogeensus) voi pärast konjugatsiooni rekombinant- 
tüves.

Et kindlaks teha, kas ja kui suures ulatuses on erinevusi 
uuritavate mikroobitüvede akriflaviiniresistentsuse osas, vii­
di läbi ligikaudne määramine neljal erineva akriflaviini kont­
sentratsiooniga söötmel (LPA-1).

Akriflaviiniresistentsuse määramise tulemused näitasid, et 
esines suuri kõikumisi rekombinantide akriflavlinltundlikkuse 
osas - oli tüvesid, mis ei kasvanud ühelgi tassil voi kasvasid 
ainult 100 ug/ml akrif laviiniga tassil ning ka neid, mis kas­
vasid nii 100, 200, 300 kui ka 400 ug/ml akriflaviinisöötme 
puhul. Selgus (joonis 5)> et suhteliselt tundlikke tüvesid oli 
464-st 79» Nende hulka kuulus ka retsipient E.coli_K12. Suhte­
liselt resistentseid tüvesid oli 103, ülejäänud 282 olid kesk­
mise resistentsuse astmega (tundlikeks ja resistentseteks on 
loetud need rekombinanttüved, mis igas katseseerias erinesid 
keskmisest vähemalt ühe astme võrra, s.t. kui keskmine resis- 
tentsus oli 300 ug/m1 juures, siis tundlikud olid need, mis 
k&svasid 100-200 ug/ml juures, resistentsed aga 400 ug/ml juu­
res), Seega on enamus rekombinanttüvesid retsipiendiga võrrel­
des muutunud natuke resistentsemaks (keskmiselt 6^,8 %) voi 
märgatavalt resistentsemaks (22,2 %). Akriflaviiniresistent- 
suse alusel võrreldi vastavaid rekombinanttüvesid ka teiste 
määratud tunnuste osas (tabel 3)•

Tabelis 3 esitatud andmetest nähtub, et kolitsinogeensete 
doonorite rekombinantidel on tendents akriflaviiniresistentsu-





eele* Nii on resistentsetest tüvedest 43 %*1 doonorid kolitsit 
nogeensed, keskmistel 36,9 %-lf samal adal kui tundlikest tüt

, e omadusega. Võib arvata, vedest vaid 15,4 %-l olid doonorid eol
et siin on tegemist col- ja R-faktorite vastastikuse toimega. 
Rekombinantide hulgas oli col* tüvesid väga vähe, kolgest 3,4%. 
Nähtavasti oli col-faktori Ülekande sagedus madal seepärast, et 
retsipiendina kasutati E,coli K12 tüve, mis oli doonori kolit- 
siinide suhtes kõrgelt tundlik.

Enamus uuritavatest tüvedest olid kolitsiintundlikud. Fre- 
dericqi stendarkolitsiinidele resistentseid tüvesid oli 97 
(20,9%), kusjuures resistentsus esines 1-9 standardkolit siini 
suhtes, Retsipienttüvi E,ooli K12 on kolitsiintundlik kolgile 
kolitsiinidele, v.a, CA57 ja P15 kolitsiinidele. Kolge sageda­
mini esines tundlikkust Predericqi standardtüvede E.coli CA31, 
CA42 ja Sh, dispar P14 kolitsiinide s,t, E-grupi ко litsi inide 
suhtes.

Tüvede S-R dissotsiatsioonivormi määra ml sel selgus, et kolk 
rekombinandid olid R-vormis, Retsipient E.coli K12 on samuti 
R-vormis. On võimalik, et pärast R-faktori omandamist tüved 
muutuvad s-vormist R-vormi (Jarolmen, Kemp, 1969), Kuna meie 
kasutatud retsipient E«coli K12 oli R-vormis, siis seda nähtust 
me kontrollida ei saanud.

Katsetulemuste ülevaatlikumaks esitamiseks on tulemused ku­
jutatud diagrammidena (joonised 5,6,7,8). Diagramnia näitavad 
resistentsete, keskmiste ja tundlike rekombinantide arvulist 
jaotumist mitmesuguste tunnuste põhjal.

Eespool käsitletud tüvedest valiti edaspidiseks, täpsemaks 
uurimiseks välja 39 huvitavamat, põhiliselt kõige akriflaviinl- 
tundlikumad ja -res ist ent seinad R+ rekombinandid, et jälgida 
nende R-faktorite mõju teiste retsipientbakterite akrlf laviin-



Joon.5. R+ rekombinanttüvede jaotus al 
tentsuse astme jär i* 
В - kõrgelt resistentsed 
К - keskmised
S - tundlikud

JOOM,6. Kolitsinogeensete doonortüvedega rekombi 
nanttüvede jaotus akrif laviiniresistentsuse
astme järgi.



Joon,?• Kolitsinogeensete R"brekombinanttüvede jaotus 

akrif laviiniresistentsuse astme järgi.



’ 3si3Tontsusele pärast ülekannet konjugatsiooniprotsessis ning 
akrif Laviinresistentsuse muutumist pärast R-faktori elimi- 
neerumist. Lisaks nendele uuriti edaspidistes katsetee veel 
16 Fredericqi standardkolitsinogeenset tüve, 18 ranvusvahe- 
Ilselt markeeritud tüve, 37 kohalikku tüve (saadud A. Hein­
arult) ning töö käigus ristamiskatsetest (konjugatsioonil) 
saadud rekombinante, Neist toome ära vaid enamuuritud vas­
tavate tabelite juures eksperimentaalses osas.

"2, Katsed akrif laviiniga ja R-faktorite eliminatsioon

Akriflaviiniresistentsuse täpsemaks määramiseks akrifla- 
viini kontsentratsiooni gradiendiga tassidel valiti välja 
44 huvitavamat tüve (resistentseid ja tundlikke), lisaks 
retsipient E.coli K12* Selle meetodiga saab kindlaks teha 
ka üsna väikesed erinevused mikroobitüvede akriflaviinire­
sistentsuse osas. Erinevate kontsentratsioonide meetodi abil 
võib tüved jaotada vald gruppidesse akriflaviinresistentsu- 
se järgi neid täpsemalt j är j aetamata • Määramise tulemused 
näitasid, et tüved kasvasid tassidel erinevale kaugusele kus­
juures tüvede reastamisel nende kasvu ulatuse järgi saadi 
pidev rida kolge tundlikumatest kolge resistentsemateni. 
44-st rekombinandist üks ei kasvanud üldse (ka retsipient 
E.coli K12 ei kasvanud), 9-1 oli kasv 2 cm ulatuses, ülejää­
nutel rohkem, 3 rekombinanti kasvas kogu tassi ulatuses (9em). 
Кипя oli tegemist 22 erineva R-faktoriga, s,t, igast ristlu­
sest oli voetud 2 identsete R-faktoritega rekombinanti, siis 
volks arvate, et nad on ka ühesuguse akriflaviiniresisten- 
susega. Selgus aga, et 22-st rekombinantide paarist %rs oli 
üks rekombinant palju resistentsem kui teine. Kui võrreldi 
nende R-faktorite tüüpe ja kolitsinogeensust, siis selgus,
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et neis erinevusi polnud» Kolmel paaril leiti eninevneed ко— 
litsiintundlikkuse osas: kahel rekombinantide paaril oli ко— 
litsiinile resistentne akriflaviintundlikum rekombinant, üzel 
rekombinantide paaril akriflaviiniresistentsem rekombinant 
(tabel Я),

Et jälgida R-faktori ülekannet konjugatsiooniprotsessis 
ja selle mõju vastavate mikroobide akriflaviiniresistentsuse- 
le, viidi läbi rida ristamisi, Retsipientideks valiti kaks 
auksotroofset (E.c9li K12 P678 ja T,c9l1w3876) ning kaks pro- 
totroofset (Eecoli 0111 Sv ja Eecoli HFrR) standartüve. Lisaks 
nendele püüti R-faktoreid üle kanda veel Fredericqi standard* 
tüvedele. Doonoritena kasutati 31 kohalikku R* tüve (31 eri­
nevat R-faktorit), mille akriflaviiniresistentsuse aste oli 
eelnevalt määratud. Kasutatud retsipientidest oli kolge tund­
likum E,coli K12 tüvi 0111Sv, ta ei kasvanud akvif la viinis isal- 
dusega söötmel üldse. Suhteliselt kolge resistentsem oli pro- 
totroofne tüvi E.coli K12 HfrR, Tüved Eecoli K12 P6?8 ja Eecoli 
K12 W3876 olid vahepealse akriflaviiniresistentsuse astmega, 
R-faktori doonoriteks olid valitud võimalikult erineva akri­
flaviiniresistentsuse astmega mikroobi tüved alates hästi tund­
likest (ei kasva üldse akrif la viinis isaldusega IPA-1) kuni 
kolge resistentsemateni (kasv kogu tassi ulatuses)« Doonori­
tena kasutati ka tabelis * toodud erineva akrif laviiniresist ent- 
susega rekombinantide paare,(RE32a ja bf RTV41a ja b, RVIII362e 
ja b, RXII356a ja b) Kahjuks ei õnnestunud koigi kasutatud 

doonoritega saada rekombinante kuna R-faktori ülekanne toimus 

konjugatsiooniprotsessis väga madala sagedusega,
Akriflaviiniresistentsus määrati kokku 111-1 rekombinan- 

dil (tabel 5), kusjuures igast ristlusest oli voetud 1-6 re- 
kombinanti. Ristamisi viidi läbi 37, nendest 7 kahes korduses. 
Kokku saadi rekombinante 1^ erineva R-faktoriga, Cli® ^le 
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kandunud 17-sse erinevasse retsipienti. Võrreldes R* rekombi- 
nantide akriflaviiniresistentsust vastavate R“ algtüvedega sel­
gus t et 22—1 juhul 37-st oli resistentses tõusnud pärast Rfak- 
tori omandamist, 1Ü—1 juhul langenud ning 4-1 juhul jäänud muu- 
tüma tuks, 36?8R222 doonori puhul kahest vaadeldud rekombinan- 
dist üks oli muutunud retsipiendist resist ent seinaks, teine 
tundlikumaks. Nagu tabelist 5 naha võib, on ühe ja sama tüve 
rekombinantide akriflaviiniresistentsus küllaltki erinev, kolk 
rekombinandid on ühtlase resistentsusega vald 8-1 juhul. Tüve­
del, mille ristamine ning rekombinantide akriflaviiniresistent- 
suse määramine viidi läbi kahel korral, ei ühtinud mõlema kat­
se tulemused teineteisega täiesti, kuigi tendents jäi samaks 
(v.a. tüved CA23R222 ja W38?6R(Xa382) ), Nii näiteks Frederic- 
ql standard tüvi E,coli CA18 muutus pärast R222 faktori omanda­
mist esimeses katses vaid pisut resistentsemaks akrif laviinile, 
teises katses aga oli resistentsuse muutus väga tugev. Sama 
võib täheldada ka $«coli CA42 jaB.coli CA38 juures. Seevastu 
rekombinandid CA232222 ja W38?6R(Xa382) andsid mõlemas katses 
erinevaid tulemusi.

Kui vaadelda ühe ja sama R-faktori mõju erinevate tüvede ak- 
rif 1яу1 inl resistentsusele, siis on see üsna erinev (tabel 5) • 
Näiteks R222 faktor kandus ristamisel üle 13-le Tredericqi 
Rtwn 6 я rd t üve le, neist 5—1® kahel korral. Tulemused näitasid, et 
10-1 korral oli R4‘ rekombinantide akriflaviiniresistentsus 
võrrelduna R* algtüvega tõusnud, 7-1 korral langenud, P15R222 
ühel rekombinant koloonial öõusnud, teisel langenud.

Lisaks oma ristamiskatsetest saadud rekombinantid 1 mää­
rati akriflaviiniresistentsus veel 3^—1 rekombinandil (tabel 
5 nr.-d 165-198) ja nende R retsipienttüvedel (.coli tüved 
pe78, w1845 F~, w1655F*). Ka siin oli ühe ja sama R-faktori



DOONORITE, RETSIPIENTIDE JA REKOMBl- Abel5
NANTIDE AKR£bLA VIINIRE8ISTENT8U8TE VÕRDLUS
jrk.\ R ^kõmbin (Хп t г иув RekomAkri ficxvkniresis- Erk. RekOmbinomttilve Rekom А krif'а viiniresis Jnr. ! tcxhi^tu^ bnedtentsus (40042) nr. t(X.hiS(CL5 Ыпапскnr.

1 -Ь.сок Сл23 А222 1 2,s *1^ (mcd ) 51. I Е.сок CA 36 /2222 1 mõne oi koi.
2.. Е.сок СА23 R222 2 2,5+12 (mut.) 51. /1 о 2_ ii
3._ i Е. сок СА 23________ 15 + 1 51 E. cok CA 38 2,5 + 0,5
4
5.

'1 Е.сок CA23R222 1 1,5*1 55. E.CO(c CA 555*121 1 2,5 -0,5------- и-------- 9 / 2.5*2 56. 2 2,5 - 1
6 i- .1

----- и------ 3 2.5 *2,5 57. Е.сок сац-р 2,5 -2
7. ------и------ 4 2,5*2,5 58. 1 E.COic K235R222 1 2,5 * 3
Ö. ------и------ 5 2,5*3 59. ------ //-------- 1 2," * 5 (mai.)9 Е.сок СА23 25*3 60. E. сок K135 —
Kl А- E.eoU CA1&R111 2 Liksiku.<X koi. 61. E Е.сок M35МП 1 2,5 *0,5
IL -------и-------- 3 — и--------- 61 -------ii---------- 2 —
/2_д Е.сок СА16 sens. 63. ------ и-------- 3 25 * 4
13. 1 5 сок са 16 R222 1 2,5 *2,5 64. ------ и--------- Е 2,5 * 4
1ч-. * -------II---------- 2 2,5 *2,5 G5. ------и--------- 5
й. с. сок СА 16_____ 5ens. 66. Е.сок kis5 —
16. Г Еа-ОЕ САМ P2.ll 1 2,5rO,S(r*ut) 67 Е.сок СА61ММ. 1 2.5 -2
17 • ------- II---------- 2 -------H------- 66. -----------II------------- 2 2,5-2
ik Е.сосА. САЦ-2. sens. 69. -----------II------------- 3 2,5 -1,5
/У. 1 Е. сек САМ Rin 1 2,5 *6,5 70. ------ II-------- 4 2,5 -1,5
го. — н---- 9. ----- и---------- 71. ----------II-------------- 5 2,5 - 1
21. ------- !-------- 3 71. Е. сок САМ. 2,5 -0,5
22* ------- ,1--------- 5 73. Е.сок CSH2R122 2,5 * 3 ( тьк.)
23. -------II--------- 6 — ii----------- 7E P61oR^al& 1 2,5 + 2&
2if. Е. сок СА Ц-2 sens. 75. ----- II--------- 2 2,5 +3,2

2,5 + 3,225. Е. сок СА55 А212 9 2,5*7,1 (6. ----- II--------- 3
16. и---- 10 mõne oi koi. 77 — II-------- 4 2,5+ 3д 7 Е сок CA58 2,5 *1,8 75. — и--------- 5 2,5 +2,3
23. Sh.sonnei ?9 А 222 5 2,5 *0,3 (mu-t) 79. PG78 2,5 + 0,1
29 -------и--------- 5 ----- u--------- 60. 43876 R(yia35i) 1 2,5 + 2
30. 'Sh.somei р.9 2,5 *0,1 81 ------1,--------- 2 2,5 * 2,1
31. \Sh.kiSpar Р15 АПЕ 1 2,5 * 1 (mui.j 62. -------ii---------- 3 2,5 tõ,^
32 ------- V-------- 2 2,5 - 1 (maiJ 63. W3876 2,5 - 0,2
33. Sh.cxispan Pis 2,5 84 Еа.356 2,5 + 1
Зи. Sn.okspar Р1ч- sm У 2,5 * 2.5 65. 7 М3876 R(va61) 1 15 + 1.5 (rnut)
35. —и---- 2 -----к--------- 66. ------ к-------- 2 2,5 +7,5
UD)• — н---- 3 25 * 1,5 67. ------ и-------- 3 2,5 *2
37 — ь------- 4 2,5 * 1 88, ------ и-------- + 2,5+1
38. ----- 1;--------- 5 ----- и -------- 89. ------и-------- 5 2.5 *2,2
3$. Sh cUs^ar pip ----- H-------- 90. I W3876 R(Ya67 1 2,5 +3
^0. \E.COli CA 7/^222 2,5 -0,7 91 ------- и-------- 2 2,5 + 3

• ч-L ----- l;--------- 2 2,5- 1 92. -------н-------- 3 2,5 + 3
, 52. E.Cok CA 7 2,5 -0,5 63. -------и-------- ¥ 2,5+ 3
03. E. frecihdcl CA 31 Mil 7 2,5 -1 99. W3876 2,5- 0,2
55* ------ и--------- 2 2,5 + 1,5 95. ЗЕх 67 sens.
у_ E.freunoia CA31 sens. 96 VI3876 R(51632^ 1 ' 2,5 * 2
56. L E.cok CASÖ P.2H 1 2,5 + 4 97 ------ и-------- 2 2,5 t 2,7
57. — /<--------- 2 2,5 *3 98. II 3 2,5 + 1,7
48. ------1!--------- 3 2,5 +4 99. ---------- II------------- Ц- 2,5 +2,5
59. ------К--------- 5 25 *k \100. — -II------- 5 2,5*3
50. 
j 1,

------ II---------

Е.сок CA38
5
.—

2,5 + 6,5 (mat.)
2,5*65

1101. 
\1OC

VI3876 
xi ^326

1,5 - oa
2-5



Tabel 5
jar9

* Revombinanttved nr.165-198 on saadud A.Henarult

Jrk. V 
nr.

^ekomcin(xnttc№ 
ve tõ<hi'ta6 c

ekonfr 
Спал- * 
& nr.

\krl1uxvan(res($ 
tenf.su.^ (POO

7^. / 
hr. v

Xekombin(xntt5-^ 
e tähistus 0

ekohrAj^ 
<ПОО). 
( nr.

\kn41a.viini.resis-\

103. VI3876 R(üb3l6) 1 9 г 4 2 153. VI3876 Я(ЙЫ56) 25 + Op
10^. ------ u------ 2 15P. W3S76 «(Zo.382J 2,5 +• 6,5 (mcd.)
105. ------------Ц------------ 3 v 15 *z-7 / 155. V/3876 R®.b389) 2,5 4- К5
106. ------------li------------ 4 i 15 +15^ 156. VI3B76 R(^bS46/ 2,5 f 6,5(mu.<.)
107. ------------К------------ 5 2,5*3 < 157 P676 R^b5^l 2,5 4- 6,5
108. VI3766 2,5- 0,-L 158. Р67Й R(«b389) 1.5 *6,5 ..
109. RXIb 326 sens. 159. P678 2,5 4- 6,5 $,
110. L W3876 КраЗЦ 1 2,5 *1 160. VJ3876 2.5 4- 6Д £
111. -----------II------------- 2 2,5 + 3 161. mil b 156 2,5 v 25
112. ------------U------------ 3 2,5 *25 162. X <x382 — 2,5 2,5
113. -------- 1/---------- 4 25 *2,5 163. ХЬЗЗЭ 2.5 4- 45
11P. V13376 1,5-0,1 164 ^Lb5P6 2.5 4- 6,3
115. R Xo382 1,5 *165. 9— 1R coläcrcol-l 2,5 4- 0,5
116. Ш876 R(™№ 1 2,5 + 6,5(mõn.ko('i 166. 7 M£ 1 A 25 + 0,9
117. ----------- Il------------ 2 2,5 + 1 (mut.) 167. 05L1 colR 2,5 4- 0,9
118. ---------II---------- 3 25 + 15 (mut J 168. JV 1 R-Vürn^ 2,5 + 0,9
119. --------- ,1--------- 4 2,5 + 2 (mut.) 169. J VI 1 6(Su3m)AF«А 2,5 + 0,9
120. ------------II------------ 5 2,5 + 2 (mu6l 170. tj^.13p~512b соГ 25 4- 0,9
121. ------ u------ 6 2,5 "*■ 15 (maL) 171. Umi1 3p~S coO-17 2^ + 0,9
122. VI3876 25 + 25 \ 172 5у11 R^cot + 2,5 + 0,9
123. R b«b328 cens. v 173. 351 кР$соГ 2,5 + 0,8
12^. 01115м RC^^O5I 1 2.5 174. P676 RP2O 23 + 0,3 (mut.)
125. --------- к---------- 2 2,5 (mut.) 175. P67& RPOJcol1" sens.
126, -------ii------- 3 25 (mutt.) 176. ^18№Р'РР05- 2,5 + ОЛ
127. ------ и------ k- 25 177. P678 RMG R 2,5 1- 0,6
128. ------ и------ 5 2,5 178. P676 Rk-06c4* sens.

129. ОШм sens. 179. W 18^5 Rk06' 2,5 4- 0,6
130. R(WR +05) 1,5 + 2,5 oM 180. P676Ri+27 co(+ 2,5 * 0,3 (mut.)
131. 01113м R(PRkO6) 1 2,5 + 0,5 161. VI 1655Р*Як27со(* 2,5 + 0,5
132. --------- II---------- 2 2 5 + 05 162. V11655R b-27 eol- 2,5 t Q7
133. --------- II---------- 3 25 + °5 163. kl 18k-5 Rkl7^T 2,5 t 0,6
131+. ----------II---------- 4 2,5 16P P€78RM2 co(* 2,5 ( mut.)
135. R (PR k06) 2,5 + 4 t>5 185. PG78R4700.O0 2x5 4- 0,3 (mut.)
136. ohism R+28 1 2,5 186. P678 Rit78 2,5 + C,3
12 7 ---------u---------- 2 2,5 + 05 187. kl1655F*kk62 2,5- 1
138. ----------- II----------- 3 2,5 + 05 188 V11655r PMS. sens. hS-CjS
139. ОШм sens. 189. W ieitSF"RW-
IM. Rk-26 25 — 05 ena 190. VI18P5F'RM8- sens.

1M hfrHRMe 1 15 + m VJiOMF Rk21- 2,5 1- 0,3

1ti ---------U--------- 2 25 + 25 192 W1845 R458 • 2,5 4- 1

W3 ------------II------------ J 2,5 * 1,5 193 W1845 R467 2,5 4- 0,5

IM HfrH 2,5 + 1,5 19P kllükSR^lcoC 2,S + 03

1M. N PMS 1,5 r 2,5 -И- 195 \J18ibSF"R«B 2,5 •• 0,6

IM O111SV RP58 1 2,5 • Q5 196 . VI18V5 FM39 25 + 1,2

1Ц-7 ----------- 11------------ 2 1 _ 1 137 VIIBibSF^RMG mut, 2,5

1^6 --------- II---------- 3 25 - 05 198 VJl6kSF"RU15 2,5 + 0.6 ____

1P9 ----------II--------- 4 25 ~ 0.5 199 E.coli. K42 P678 2,5 + 0,1

150 ----------il--------- 5 2 5 - 65 20C). E.coli''AIVIIOSSI3* 2,5 + O,G

151 01116v sens. \201 E.coli KAI W1845F?■ 2,5 ^-1,6

152 . М/ R+58 15 + 1,5 +l 4 I



moju erinevatele retsipientidele küllaltki erinev. Nii näi­
teks R405 ja R406 faktorid muutsid rekombinandia P678H4O5col* 
ja P678R406co1* akriflaviinile tundlikeks, teiste rekombinan- 
tide akriflaviinitundlikkust mõjutasid nad vähem. RA27 faktor 
pole rekombinantide akriflaviiniresistentsust oluliselt muut­
nud, v.a. rekombinant wa845H427col+, mis on retsipiendiga vor- 
reide s muutunud tundlikumaks.

Huvitav cm märkida, et mikroobitüve E.coliIVI1 mitmesu­
gused rekombinandid on väga ühtlase akriflaviiniresistentsu- 
sega, kuigi osa neist on tt , osa R vormid ning ka kolttalnl—- 
geensus on erinev. Sellest järeldub, et vastav R- ja Col-fak- 
tor ei mõjuta tüve akriflaviiniresistentsust.

Katsest võib järeldada, et mikroobitüve akriflaviiniresis- 
tantsus ei sõltu mitte ainult R-faktori omadustest, vaid ka 
mikroobitüvest endast (seda näitab ka tabel 3, kus on toodud 
sama doonori rekombinandid, mille akriflaviiniresistentsus 
on erinev).

Eliminatsioonikatsete eesmärgiks oli: 1) jälgida mikroobi- 
tüvede akriflaviinlresistentsuse muutumist pärast R-faktori 
kaotamist, 2) kindlaks teha ,kas R-faktori e üminat sioon akri- 
flaviini mõjul toimub kergemini akriflaviiniresistentsetes 
või -tundlikes tüvedes ning 3) kuidas mõjub pikemaajalisem 
akrflaviiniga mõjutamine R-faktori eüminatsiooni sagedusele 
ja mikroobitüve de akriflaviiniresistentsusele.

R-faktori e üminat sioon akriflaviini mõjul toimus kõigis 
katsetes väga madala Sagedusega (tabel 6). Tassidel, millel 
kasvas keskmiselt 30-300 mikroobikolooniat, oli R-faktor (või 
mõned r-determinandid) elimineerunud vaid 1-12 koloonial.
Vaid ühel juhul — Watanabe tüvel CSH2R222 tolmus SmCm deter­
minantide e üminat sioon kolgil vaadeldud rakkudel. Seega jäi



UURITAVATE R* TÜVEDE r-DETERMlhJAN/- Tahet 6 
r!DE ELIM1NATSI00N

*r-resistentne , S=tundl ,, , , , . , .„.„-л,,j
**- sulgudes olev number ntab, milLLst fetombinantkooonLat on uur-uo 
*** Sm- determinant on juurde tulnud .
**»* Tüved nr. 30-8 on uuritud 2. ■kuu Möödudes pärast passaa-ze

R-faktaK1
Ko«t-Fc'õrCUtZ^t i.nkubeerimist :titra itlO-kordiet pawaaii

7hk. M(kroobCtuv(
lkrif(avi<h<sis0iidiase9a. LkTr ikn Ha'Jii.his'-so<l<lu.se9aL№i

Г03. tüüp T(no- ürikul E (imünee- E■Em R-fakton Juritud Elümineer E(im.R-faktori/)/» xste” (olooniate r binudko- r-dQiermi~ oloomate яud. koloogeenus arv (<lühiatean nandid Orv Diatearv nandio

1. P67öR(»b3&gi) ,7 Sm Cm к col- 180 — -— 300 — —
2. W3876R(S»b5b6] rV -—и—— eol*- 30 ——‘ — 311 r ■ ■
3. РвТйР.^кЬЗ'Ц-б) r -—ii— col* 89 297 — "°

VI3876R^.b389) F• -—ii------ col ~ 99 — — 37 3 J*w Cm
5. U3876R(^b156) s v -—ii-—. col + 180 Sm CmTe 95 12
6. \Д3876Р(1«.381\ r 7 ---- и---- col” 126 — 219 — 1Tc ; ISm

7. R^b389 r v ---- и----- col ' 44 — •— 250 10 5m Cm

8. F • ---- и----- col + 100 «ÄS" ■— 230 — —

9. RVIIb 156 s Xl ---- Ц — col + ZbO 291 —
10. RXo s V ---- II---- - col * 30 — 199 3 2 j • 1 7c Lm

11. RXIa r -—-II---- col " 105 181 —•

12. Rvtb 12-Ц- J r Cm col * 11 . 1 . Cm 228 10 Sm*

13. RTo - S SmCm Tc col - 182 —*• —» 95 — —-

19. Ra-b b-S 4 s ----и—— col ’ 215 — —=- 290 —
15. Raalib- • s Cm cd + 222 — . — 125 —- — -

16. Riit b 316 * SmCmTc col " 98 — ■ 392 — —

17.
16

P.Äb36i 
Rw<x361

s
s

---- u--- -
---- u—-

col' 
col "

116
130

50
226 — —

19. V13876R.^b32e№ s V SmCrnTc col * 224 — — 170 — —

20. CA+2 Riit (11 r v Sm Cm ?C\5u col + 300 —— 112 6 Sm Cm

21. САМ Riit (1) r 7 ——ii------ col f 301 — — 290 5 Sm Cm

11. LM8R111 (ž) s v ---- n----- col * 20i<- — — 233 —-

23. CA18R222 (3) s V ------ ii—- col 38 3 Sm Cm 72 — —

24. RYc67 V s Sm Cm Tc col " 52 3 2 Cmlcj 93 — ——

15. Rx«.381 >S V ——и----- col " 150 — 39 — —

26.
27.

Rjyk <xS56 •
R^b32t •

1V
5 V

— ii—-
-------ii —

col “
col "

199
192 ——

105
121

1 Sm Cm

28 csHiRm F V SmCm/cSu Cul- 300 300 Sm Cm 232 ""

*29. PG78R@.<x25€)^.r Sm Cm Tc col ” 1.^ — 83

30. узалбР^ззч^ ---- li---- col " 126 — — 91 —
31. M387GR(xäa3Ä)Ub r / ----и---- col " 230 — — ?u — —-

31. VI387GR(ŠbMG№} ---- и---- - col” 195 — — 212

33. VI3876Rteb356)W r v ------ii------ col ~ 56 — — 39

39. VJ3&7GR(K«382)(1) F V ■ ----I— col ' 320 — — 160 — ——

35. VJ3876R(X<i381)^ r V ----- ii------ col * 228 12 Cm 131 —
36. VJ387GR(va67)(5) r V ----n—- col ' 69 — 83

37.38
V3876R(Z<xGT)(3)
Vl3876RUnb3KK3i

r и 
r V

— ii—•
--- il----

col' 
cot *

91 
' 61

5 +Cm • 1 SmGm 6 7
88

1 Cm

U3876R \Sb3ž^l <У V ---- il----- col ■ 156
51 
97
230 
160

+0. 
41 
+2.

CA18RH1 (2) 
R«a 381 
R3 6318C.

PG78R(&3Sl (3)

s \) 
s J
s V 
r *

Sm CmTcSu 

Sm Cm Te
----II---- -
----li—■

col + 
col ~ 
col “ 
col

10
10

ShnT. Cm 
Sm Cm Tc.

4^.
+5.

W3876R(Ba356)(3/
W3ä76R(5a356)(1)

Г 7
r 7

----U-----
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eliminatsiooni sagedus üldiselt R-faktori spontaanse elimlnat- 
siooni tasemele, Watanabe ja Fukasawa (1961) järgi võib R* 
kultuuridest alati leida spontaanselt R-faktori kaotanud tund­
likke rakke. Nende andmetel võib selliseid rakke olla umbes 1%, 
Mitsuhashi (1969) arvates polegi kolk R-faktorld elimineerita­
vad akridiinidega. Elimineeruvad ainult teatud tüüpi R-fakto- 
rid, Meynelll jt, (1968) katsetes aga ei elimineerunud R-fak- 
torid üldse akridiinide toimel. Võib arvata, et ei i mi natsi onn 
akriflaviini toimel oleneb konkreetsest R—faktorist, esinedes 
igal juhul harva,

. Meie katsetes saadi R—faktori ellml natsi onn 13-1 erineval 
в* tüvel, neist kahel - W38?6R(Xa382) ja CA42R222 - saadi ell- 
minatsioon kahel erineval subkultuuril (rekombinantkolooniad) • 
Eliminatsioonikatsed viidi läbi kolmel korral: pärast 24tun- 
nist mõjutamist akriflaviiniga (20 ug/ml akriflaviini LPP-s), 
pärast kümmet passaaži akrflaviinisisaldusega (20 (ug/m1) LPP-s 
ning mõnedel (10) tüvedel ka kahe kuu möödudes, et vaadata, 
kas spontaanse eliminatsiooni sagedus mikroobikultuuride vana­
nedes tõuseb (vastavate tüvede puljongkultuure säilitati toa­
temperatuuril), Kolki del uuritavatel mikroobitüvedel oli R-fak- 
torl tüüp samane, sisaldades Sm, Cm ja Tc-resistentsusdeter- 
minante, v,a. tüvi RVIa,b124, mis oli Cm-resistentne. R-fakto- 
rl täielik e 11 m1 neemmlne tolmus vaid neljal korral, kokku 
24-1 m1 kroohi kpl onni а 1 (tabel 6), Enamikul juhtudel elimineeru- 
sid üksikud r-determinandid või kaks r-determinanti kolmest. 
Kolge saged ainlnl saadi SmCm-determinantide paari eliminatsioon, 
harvemini ei 1 mi neenia Tc-determinant • Huvitav on märkida, et 
rekombinandil E.coliRVIb124, mis varem omas Cm-resist ent sust, 
Ilmnes perest passaaže akriflaviinisisaldusega hlP—• Sm-resis-
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tentsus (kontrolliti 10 kolooniat). Võimalik, et siin on te­
gemist kromosoomse resistentsuse avaldumisega. Selle kohta, et 
elimineerub vaid osa R-faktori rdeterminantidest, on andmeid 
ka kirjanduses (Ktyi, Vertenyi, 1967)» Mõned autorid (näit. 
Watanabe ja lukasawa,1961) on aga alati saanud koigi E-deter- 
minantide eliminatsiooni.

On teada, et konjugatsioonil kanduvad plasmiidsed geenid 
sageli üle aheldunult (Clowes, 1972). ning ka eliminatsioon 
(nii spontaanne kui indutseeritud) toimub sauadel geenidel 
korraga. Seda seostatakse vastavate geenide (markerite) asu­
kohaga plasmiidis Cnäit. E-faktoris). Näiteks on kindlaks teh­
tud R222 faktori г-determinantide ja ETE asetus: Sa, Cm ja Su 
determinandid on lähestikku, Te determinant aga eraldi asetu­
nud (joonis 9)* lleie katsetes elimineerusid kolge sagedamini 
Sm-Cm determinandid. Volks arvata, et nad asetsevad E-fakto- 
ri1 länestikku.

Joonis 9. R222 faktori geneetiline kaart

Ka Grubb‘i ja O‘Reilly (1971) järgi asuvad Еж ja Te marke­
rid üksteisest eraldi, sest nad ei kandunud transduktsioonil 

kunagi koos üle. Sellest järeldati, et nad võivad asuda isegi 
eri plasmiidides.

Vastupidiselt nendele tulemustele täheldasid Kasuga ja
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Mitsuhashi (1960) S.aureus‘e tüvedel Sa ja Te markerite sama­
aegset ülekannet transduktsioonil 84-93 % juhtudest. Sellest 
nad järeldavad, et markerid asetsevad lähestikku.

Mis puutub eliminatsiooni sagedusse, siis ei muutunud see 
pärast passaaže akriflaviinisisaldusega söötmes oluliselt esi­
mese katseseeriaga võrreldes. Kirjanduses esineb aga andmeid 
selle kohta, et akrif laviiniga mõjutades selekteerivad R* kul­
tuurist välja R segregandid (Yoshikawa, Sewag, 1967), Meie 
katsete tulemustega see seisukoht ei ühti, sest R segregan- 
tide hulk pärast passaaže akriflaviinisisaldusega söötmes ei 
suurenenud.

Kirjandusest on teada, et aja jooksul E.coli K12 tüvedel 
R-faktorid suures osas ( -90%) elimineeruvad spontaanselt 
(Watanabe, 1971) •Hele poolt vaadeldud kümnel R* rekombinant- 
tüvel eliminatsiooni sagedus kahe kuu jooksul ei tõusnud, 
Võib-olla saab seda nähtust seletada Rfaktori integreerumi­
sega bakteri kromosoomil (Nakamura, 1968), Mitsuashi (1961) 
soovitab R—faktorite autonoomse oleku tõendina kasutada just 
nende elimineerumist akridiinidega.

Kui vaadelda R-faktori elimineerumist akriflaviinitundlikest 
ja -resistentsetest mikroobitüvedest, siis siin eliminatsiooni 
sageduses olulisi erinevusi pole. Ka on nende tüvede arv, mil­
lel ei 1тп1natsioon on tolmunud liiga väike selleks, et saada 
sellest pilti antud küsimuses.

Kolgilt rekombinanttüvedel, millel uuriti R—faktori elimi­
natsiooni, määrati akriflaviiniresistentsus akriflaviini kont­
sentratsiooni gradientmeetodil nii enne kui ka pärast passaa- 
že. Elimineerunud r-determinantidega mikroobikolooniatest va­
liti välja iga tüve puhul 1—9 kolooniat ning määrati ka neil 
akriflaviiniresistentsus (tabel ?)• 
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Vorreldes rekombinanttüvede akriflaviiniresist ent sust enne 
ja pärast passaaže akriflaviinisisaldusega söötmes selgub, et 
13—1 juhul 16—st on tüve akriflaviiniresist ent sus tõusnud, 2-1 
jäänud samale tasemele# Vaid ühel juhul — Watanabe tüvel 
CSH21222 — on akriflaviiniresistentsus pärast passaaže lan­
genud# On loomulik, et mingi mutageeniga mõjutades selektee- 
ruvad bakterikultuurist välja need rakud, mis on resistentse- 
®ad antud mutageenile. Jääb arusaamatuks, miks CSH2E222 muutus 
tundlikumaks. Kuna teada on vald ühe katse tulemus, siis ei 
või siin kindlaid järeldusi selle kohta teha#

Kirjanduses leidub ka vastupidiseid tulemusi meie omadele# 
Grubbfl ja O‘Reilly (1971) andmetel s. aureus’e kasvatamisel 
akriflaviinisisaldusega söötmes ravimtundlike (SM8 ja Te8) 
mutantide tekke sagedus ei muutunud, samal ajal kui Pn8 rak­
kude arv tunduvalt suurenes#

Tabelis 7 on toodud andmed ka eliminatsioonil saadud R 
segregantide akriflaviiniresistentsuse kohta. Uuritud 68 R 
kolooniast 38-1 oli akriflaviiniresistentsus pärast r-deter- 
minantidA kaotamist langentd, 14*1 jäänud samale tasemele ja 
16-1 tõusnud# Toodud andmetest võib järeldada, et uuritud tü­
vedel R+-vormidel on tendents akrif lävi iniresist ent susele. 
Yoshikavra (1971) järgi on olemas ka selline võimalus, et R- 
faktori olemasolu bakterirakus tõstab mutatsioonide tekke 
ki 1 niat t ml я muudavad bakteri resistentseks teatud ainete 
(akrif laviin, kanamütsiin, nalidiksiinhape) suhtes# lutatsioo- 
Md t mis kõrgenenud resistentsust põhjustavad, asuvad ise bak­
teri kromosoomis, mitte R—faktoris#

R-faktor võib bakteri akrif laviiniresistentsust mõjutada 
ka kaudselt, tsütplasmaatilise repressori kaudu. On teada, 
et fi+R faktor represseerib bakteri F-kiukaste sünteesi. Kuna 



paljud ained (eriti detergendid) mõjuvad just bakteri memb­
raanile 9 siis kinkeste esinemisest või puudumisest sõltub 
detergendi ligpääsetavus bakteri membraanile (Salisburyt 
Heäges, Detta, 1972)* Kiukesed võimaldavad parema kontakti 
bakteri ja vastava aine (miks mitte ka akrif laviini) vahel#

Kuna meil oli tegemist mitmete erinevate tüvedega ja Rfak- 
toritega, siis tuleb akriflavliniresistentsuse ja selle muutu­
mise uurimisel arvestada ka neid erinevusi (Watanabe, 1963| 
Baudens ja Chabbert, 19^7)»
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Käesolevas töös uuriti 464-JC,cö11 m12R* rekombinanttüve, mis 
Olid oxandanud R-faktori 224-lt erinevalt Shigella marmel doo- 
nortüvelta Täärati nende rekombnanttüvede tüüp, ko-
litsnogeensus, kolitsiintundlikkus, s-R-dissotsiatsioonivorm 
ning akriflaviiniresistentsase aste. Isaks nendele tüvedele 
uuriti akriflaviiniresistentsuse osas voel 16 Prederleqi stan- 
dardtüve, 18 rahvusvaheliselt markeeritud tüve ning 37 kohalik­
ku tüve.

TÖo ülesandeks oli uurida R-faktorite võinalikku seost mik— 
roobitüvede akriflaviiniresistontsusega ning R-faktorite eli- 
oineeruiaist akrif laviini toimel.

Katsetulemuste põhjal võib teha järgmised järeldused:
1, Erinevate R-fakioritega E,coli K12 tüvede akriflaviiniresis- 
tentsuse aste on vaga erinev.
2, Teatud juhtudel esineb seos doonori kolitsinogeensuse ja 
rekombinandl akrif laviinitundlikkuse vahel, Rekombinantidel, 
mille doonor on kolitsinogeenne, on tendents akriflaviiniresis- 
tentsusele.
3, Rfaktori rdeterminantide ja mikroobitüve akriflaviiniresis- 
tentsuse vahel seost ei ole,
4» Pärast Rfaktori omandamist muutub suure® osa R mikroobi- 
tüvedest a kr jf lävi ini suhtes resistenteemaks.
5* R-faktorite eliminatsiooni sagedus akrif laviini toimel on 
väga madal, jäädes spontaanse eliminatsiooni sageduse tasemele, 
6, Pärast R—faktori või osa r—determinantide keotamist muutub 
enamus R segregantidest akrif laviinile tundlikumaks võrreldes 
R* algtüvega. Osa Rsegregante muutus akrif laviinile resistent-
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вевакв või jäi muutumatuks.

7« R* tüvede passeerimine akriflaviinisisaldusega puljongis 
ei tõstnud R-faktorite eliminatsiooni sagedust, kuid tõstis 
mikroobikultuur ide akrif laviinire s istent sust.



Резюме

В настоящей работе исследовались 464 рекомбинантных 
штмюв ■ е которые получили £-=^акторы от
224 различных штаммов-доноров *е у всех
рекомбинантов определялись тип -фактора, колипдногечкость, 
колициночувствительность, орма диссоциации и степень ре­
зистентности к акрифлавину.

кроме этих рекомбинантных штатов, изучалась резистент­
ность к акрифлавину еще у 16 стандартных штаммов Фредери­
ка, И маркированных штатов и 37 местных диких MTaMMoB.

Задачей настояше: работы являлось изучение возможной 
связи ме :ду -Фактора?® и резистентностью к акрифлавину 
и элиминации -/акторов у штаммов микробов.

Ча основании результатов опытов сделаны следующие 
выводы:

I. Степень резистентности к акрифлавину у штатов с 
разными - -Факторами очень различна.

2. В некоторых случаях наблюдается связь ме цу колици- 
погенностью донора и резистентностью к акрифлавину рекомби­
нанта. рекомбинантов, до^ор которых был колицииогеянгп , 
наблюдалась тенденция на резистентность к акрифлавину.

3. Между типом -Фактора и резистентностью к акриф­
лавину у штаммов микробов связи не наблюдалось.

4. После приобретения -Фактора большинство - штам­
мов становятся более резистентными к акриславину.

5. Частота элиминации -Факторов год влиянием акриф­
лавина очень низкая (равна частоте спонтанной элиминации).

6. По сравнению с начальным штатом большинство 
севрегантов после потери -Фактора или некоторых -детер­
минантов становятся чувствительными к акрифлавину. Некоторые 

сегреганты становились более pescTeHTHEII или не изме­
нялись вообше.

7. Пассажи штаммов в бульоне с добавлением акриф­
лавина не повышали частоту элиминации -Факторов, но уве­
личивали резистентность к акрифлавину у микробных культур.
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