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ÖZET 

Fitopatojen bir bakteri olan Erwinia carotovora subsp carotovora (Ecc)�nõn GBI suşu 

(5R)-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem) adlõ basit bir β-laktam 

antibiyotiğini üretebilme yeteneğindedir. Ecc�de karbapenem üretimi çevreyi algõlama 

sistemi adõ verilen bir mekanizma tarafõndan kontrol edilmektedir. Bu sistem N-(-3-

oksohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL) adõ verilen bir sinyal molekülü ve 

karbapenem üretiminden sorumlu genlerin transkripsiyonunu aktive eden, 

transkripsiyonel bir aktivatör olan CarR proteininden meydana gelen iki ana bileşenden 

oluşur.  

 

Bu çalõşmada, sõcaklõk, oksijen limitasyonu, farklõ karbon kaynaklarõ, fosfat, azot ve 

NaCl gibi çeşitli çevresel faktörlerin karbapenem sentezi üzerindeki etkileri 

araştõrõlmõştõr. 30, 32 ve 34°C derecelerde karbapenem üretimi gerçekleşirken, sõcaklõk 

36°C dereceye yükseltildiğinde üretimde büyük bir düşüş olduğu, 37°C derecede ise 

tamamen durduğu gözlenmiştir. Kullanõlan karbon kaynağõnõn farklõ olmasõ karbapenem 

üretiminde de farklõlõklara yol açmõştõr. Karbon kaynağõ olarak fruktoz içeren ortamda 

antibiyotik üretimi daha fazla miktarda olmuştur. Aynõ şekilde farklõ tuz 

konsantrasyonlarõ da antibiyotik üretimini etkilemiştir. 

 

Bu çalõşma, karbapenem üretiminin sadece genetik faktörlerin kontrolü altõnda 

olmadõğõnõ çeşitli çevresel faktörlerinde üretimde etkili olduğunu göstermiştir. 

 

Anahtar kelimeler: Erwinia carotovora, β-laktam antibiyotikleri, karbapenem, çevreyi 

algõlama sistemi. 
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ABSTRACT 

 

Strain GBI of the bacterial phytopathogen, Erwinia carotovora subspecies carotovora 

(Ecc), produces the simple β-lactam antibiotic, (5R)-carbapen-2-em-3-carboxylic acid 

(carbapenem). In Ecc, carbapenem production is subject to control by a regulatory 

mechanism called �quorum sensing�. This system relies on two major components, a 

small diffusible signalling molecule N-(-3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone (OHHL) 

which accumulates in a population density-dependent manner and a transcriptional 

activator protein, CarR, which, in concert with OHHL, activates transcription of the 

carbapenem genes.  

 

In this study, effects of various environmental factors, such as temperature, O2-limitation 

and different carbon sources on carbapenem production were investigated. While at 30, 

32 and 34°C, production of carbapenem was observed, at 36°C, carbapenem production 

was drastically reduced when compared to that at 30°C, and it was completely abolished 

at 37°C. The nature of the carbon source used for growth was also affected carbapenem 

production. Carbapenem production was higher when fructose was used as a carbon 

source. Similarly, different concentrations of salt had an effect on antibiotic production.  

 

In this study, it was shown that carbapenem synthesis is not only under control of 

genetic factors but also various environmental factors affect on synthesis of this 

antibiotic. 

 

Key words: Erwinia carotovora, β-lactam antibiotics, carbapenem, quorum-sensing. 
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1. GİRİŞ 

 

E. carotovora cinsi, çeşitli bitkilerde hasat öncesi ve hasat sonrasõ çeşitli hastalõklara 

neden olan zararlõ bir fitopatojendir. Erwinia türleri karakteristik olarak bitkilerin 

üzerinde veya içinde patojen ve saprofit olarak bulunur. Patates, havuç, şalgam, 

kereviz gibi zirai önemi olan bitkilerde �yumuşak çürüklük (soft-rot)� adõ verilen ve 

dokularõn yumuşamasõ ile karakterize olan hastalõğa neden olurlar. 

 

Erwinia türlerinin yukarõda bahsedilen zirai önemlerine ek olarak, iki Erwinia 

türünün bazõ antibiyotikleri üretebildikleri tespit edilmiştir (Parker ve ark., 1982; 

Axelrood ve ark., 1988; Ishimaru ve ark., 1988). Bunlardan Erwinia herbicola A 111 

suşu�nun, lipopeptit antibiyotiklerinden olan herbicolin A ve B� yi üretebildiği 

bulunmuştur (Greiner ve Winkelman, 1991). Erwinia carotovora� nõn bazõ suşlarõnõn 

ise bir β-laktam antibiyotiği olan 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asiti üretebildiği 

gösterilmiştir (Parker ve ark., 1982). Bu antibiyotiğin üretimiyle antibiyotiğe karşõ 

duyarlõ olan bakterilerin sayõlarõndaki azalmayla organizmalarõn rizosferdeki yaşama 

şanslarõnõn arttõrõlabileceği düşünülmektedir (Cavalier-Smith, 1992). 

 

Penisilin ve sefalosporinler gibi β-laktam grubu antibiyotiklerin üretimi, karbon 

kaynaklarõ, nitrojen, amino asitler, pH ve oksijen gibi çevresel faktörler tarafõndan 

kontrol edilmektedir (Jensen ve Demain, 1995). Penisilin ve sefalosporinlerin 

biyosentezinde karbon kaynağõ çok önemli bir yer tutmaktadõr. Glukoz ve sükroz 

gibi karbon kaynaklarõnõn bu antibiyotiklerin üretimi üzerinde olumsuz bir etkiye yol 

açtõğõ tespit edilmiştir. Ayrõca lizin ve metionin gibi bazõ amino asitlerin, yüksek 

nitrojen ve fosfat konsantrasyonlarõnda β-laktam grubu antibiyotiklerin üretiminde 

son derece etkili olduklarõ görülmüştür. Ancak literatürde, Erwinia carotovora� da 

karbapenem üretimini kontrol eden genetik faktörler üzerine bir çok çalõşmalar 

bulunmasõna rağmen, çevresel faktörlerin etkisine ait bilgi bulunmamaktadõr. Bu 

nedenle bu çalõşmada Erwinia carotovora tarafõndan üretilen karbapenemin sõcaklõk, 

tuz (NaCl), karbon kaynaklarõ gibi çevresel faktörlerden nasõl etkilendiği 

araştõrõlmõştõr.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1. Erwinia Cinsi 

 

Fitopatojen bir bakteri olan Erwinia türü Enterobacteriaceae familyasõna ait olup 

Gram-negatif, fakültatif anaerobik, çubuk (rod) şekilli bakterilerdir (Leliot ve 

Dickey, 1984). Erwinia cinsi, E. amylovora, E. herbicola ve E. carotovora olmak 

üzere üç ana türe ayrõlõr (Perombelon ve Kelman, 1980). �Amylovora� türü damar 

daralmasõna veya �kuru nekroz (dry necroses)�a sebep olan türleri ihtiva eden bir 

gruptur. �Herbicola� türü tipik olarak sarõ karotenoid pigmentlerini içeren epifitik 

türleri içine alõr. �Carotovora� grubu ise yumuşak çürüklük (soft-rot) hastalõğõna 

sebep olan peptinolitik türleri ihtiva eden bir gruptur (Perombelon, 1992). 

 

2.2. �Yumuşak Çürüklük (Soft-rot)� Etkeni Olan Erwinia�lar 

 
�Yumuşak çürüklük (Soft-rot)� etkeni olan Erwinia�lar; Erwinia carotovora subsp. 

carotovora (Ecc), Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca), Erwinia carotovora 

subsp. betavascularum (Ecb) ve Erwinia chrysanthemi (Echr)� yi içine alõrlar 

(Perombelon ve Kelman, 1980). �Yumuşak çürüklük� etkeni Erwinia�larõn 

taksonomik olarak gruplandõrõlmasõnda konak özgüllükleri değil biyokimyasal 

özellikleri temel alõnõr. Eca, Ecc ve Echr optimal üreme sõcaklõklarõ bakõmõndan 

farklõlõk gösterirler (Perombelon ve Kelman, 1980). Optimum üreme sõcaklõklarõ 

coğrafik dağõlõmlarõnõ yansõtõr. Eca, 25-28 οC�de optimum olarak üreyebilen, Ecc ve 

Echr�e göre sõcaklõğa karşõ daha duyarlõ olan, õlõman bölgelerde yayõlõş gösteren ve 

patateste karabacak (blackleg) adõ verilen hastalõğa neden olan bir türdür. Ecc suşlarõ 

ise genellikle 28-30οC sõcaklõk da gelişirler ancak bazõ suşlar daha yüksek 

sõcaklõklara da dayanabilirler ve hem õlõman hem de tropikal bölgelerde 

bulunabilirler. Ecc, kereviz, havuç, patates ve şalgam gibi birçok önemli sebzede 

yumuşak çürüklük hastalõğõna sebep olur (Şekil 2.1). Karanfil, kasõmpatõ, krizantem 

ve difenbahya gibi tropikal ve subtropikal ürünlerin patojeni olan Echr 34-37οC 

arasõndaki sõcaklõklarda üreyebilirler (Perombelon ve Kelman, 1980). 
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Şekil 2.1. Çeşitli bitkilerde Erwinia� nõn sebep olduğu yumuşak çürüklük hastalõğõ 

(vegetablemdonline.ppath.commell.edu/PhotoPage...) 

 

2.2.1. �Yumuşak Çürüklük (Soft-rot)� Etkeni Erwinia�larõn Ekzoenzimleri 

 

�Yumuşak çürüklük�, özellikle patates ve havuç gibi birçok önemli tarõm bitkisine 

zarar veren bir hastalõktõr. Bu hastalõk, patojen tarafõndan üretilen ve salgõlanan ve 

bitki hücre duvarõnõ tahrip edici ekzoenzimlerin neden olduğu yoğun doku 

yumuşamasõ ile kendini gösterir. 

 

Erwinia�larõn ekzoenzimleri arasõnda, pektat liyaz (Pel)�õn izoformlarõ, 

poligalaktoürinaz (Peh), selülaz (Cel) ve proteaz (Prt) sayõlabilir ve bu 

ekzoenzimlerin üretimi �yumuşak çürüklük� grubunun patojenitesinin başlõca 

sebebidir (Collmer ve Keen, 1986; Barras ve ark., 1994). Ekzoenzimleri üretmeyen 

veya salgõlayamayan mutantlarõn patojenitelerinin azaldõğõ çeşitli çalõşmalarla 

gösterilmiştir (Boccara ve ark., 1988, Reeves ve ark., 1993).  
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Pel ve Cel enzimlerinin çoğu TipII yoluyla (iki basamaklõ salgõlama) salgõlanõrlar 

iken (Salmond, 1994), Prt enzimleri, Tip I yoluyla (tek basamaklõ salgõlama) 

salgõlanõrlar (Letoffe ve ark., 1990). Bu enzimler arasõnda, pektinazlar doku 

yumuşamasõnda önemli bir rol oynarlar. Bunlar orta lamel ve hücre duvarõnõn pektik 

bileşenlerini hidrolize etmek suretiyle doku yumuşamasõna neden olurlar (Barras ve 

ark., 1994). �Yumuşak çürüklük� etkeni olan Erwinialarda başlõca pektinolitik 

enzimler; Pel A, Pel B, Pel C, Pe1 D ve Pel E ve pektin metil esteraz Pem� lerdir 

(Barras ve ark., 1994). Selülutik enzimler de patojenite için önemli olup hücre 

duvarõnda yumuşamaya ve kõsmi bozulmalara sebep olurlar. Ecc ve Echr� nin başlõca 

Cel� leri, Cel Z (Boyer ve ark., 1987) ve Cel V (Cooper ve Salmond, 1993)� dir.  

 

Proteaz enzimlerinin patojenitedeki rolü çok iyi anlaşõlmamõş olmakla birlikte Martis 

ve arkadaşlarõ 1999 yõlõnda yaptõklarõ çalõşmada, Ecc�de prt W� geninin 

inaktivasyonunun patojenitede azalmaya neden olduğunu ortaya koymuşlardõr 

(Martis ve ark., 1999).  

 

2.1.2. Erwinia�larõn Diğer Özellikleri 

 

2.1.2.1. Hareket Yeteneği 

 

E. carotovora transpozon mutantlarõnõn axenic tütün bitkileri üzerinde patojenite 

azalmasõ göstermeleri hareket yeteneklerindeki kayõpla izah edilmektedir (Pirhonen 

ve ark., 1991). 

 

Benzer bir olay Eca� nõn hareket yeteneğine sahip olmayan mutantlarõnda 

gözlenmiştir. Bu mutantlarõn çoğu normal düzeyde ekzoenzim üretmelerine rağmen, 

hareket yeteneğinin kaybõndan dolayõ patojenitede azalma meydana gelmiştir  

(Mulholland ve ark., 1993). Ancak patojenitede hareket yeteneğinin rolü hala 

belirgin değildir. 
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2.1.2.2. Antibiyotik üretimi 

 

Erwinia türlerinin zirai önemlerine ek olarak, iki Erwinia türünün bazõ antibiyotikleri 

üretebildikleri tespit edilmiştir (Parker ve ark., 1982; Axelrood ve ark., 1988; 

Ishimaru ve ark., 1988). Bunlardan Erwinia herbicola A 111 suşunun, lipopeptit 

antibiyotiklerden olan herbicolin A ve B� yi üretebildiği bulunmuştur (Greiner ve 

Winkelman, 1991). Erwinia carotovora� nõn bazõ suşlarõnõn ise bir β-laktam 

antibiyotiği olan 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem)�i üretebildiği 

gösterilmiştir (Parker ve ark., 1982). Bu antibiyotiğin üretimiyle, antibiyotiğe karşõ 

duyarlõ olan bakterilerin sayõsõnõn azaltõlarak, organizmanõn rizosferdeki yaşama 

şansõnõn arttõğõ düşünülmektedir (Cavalier-Smith, 1992). 

 

2.2. Antibiyotikler 

 
Antibiyotiklerin keşfiyle tõpta hastalõklarõn tedavisinde yeni bir çõğõr açõlmõştõr. 

 

Antibiyotiklerin keşfi, tedavi edici hekimlik tarihinin en önemli buluşu olmuştur. 

 

Antibiyotiklerin tedavide kullanõlmaya başlanmasõyla birlikte bakteriyel 

infeksiyonlarla savaşta büyük bir üstünlük sağlanmõştõr. Antibiyotikler, bakterilerin 

üremesini engelleyen veya onlarõ öldüren ikincil metabolitler olarak 

tanõmlanmõşlardõr. Tarihçeleri, 1929 yõlõnda Alexander Fleming�in bir küf mantarõ 

olan Penicillium notatum ile kontamine olan bir bakteri kültüründe üremenin 

engellediğini tesadüfen fark etmesiyle başlar. Bu antibakteriyel etkinin, Penicillium 

küfünün daha sonra penisilin adõ verilen bir madde üretmesinden kaynaklandõğõ 

tespit edilmiştir. Ancak bu maddenin antibakteriyel gücü, penisilinin izole edilmesi 

ve saflaştõrõlmasõ başarõlamadõğõ için 1940 yõlõna kadar bilinememiştir. Penisilin 

üzerindeki önemli ilerlemeler, Oxford�ta 1940 yõlõnda Chain, Florey ve onlarõn 

çalõşma arkadaşlarõ tarafõndan kaydedilmiştir. Bu araştõrmacõlar faredeki öldürücü bir 

infeksiyona karşõ penisilinin son derece etkili olduğunu göstermişlerdir (Rollison, 

1998). Bu sonuç penisilinin insanlarda klinik kullanõmõna imkan sağlamõştõr. 
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Penisilinin tõpta kullanõlmaya başlamasõndan sonra streptomisin, kloromfenikol, 

vankomisin ve kanamisin gibi diğer birçok antibiyotikte keşfedilmiştir. 

 

2.2.1. β-laktam Antibiyotikleri 

 

β-laktamlar ilk keşfedilen antibiyotik grubudur. İlk olarak ipliksi mantarlarda 

keşfedilmelerine rağmen daha sonra birçok Gram-negatif ve Gram-pozitif 

bakterilerde de bulunduklarõ tespit edilmiştir (Şekil 2.2). β-laktam antibiyotikleri 

biyolojik olarak bakteri hücre duvarõnda bulunan peptidoglikan tabakasõnõn 

biyosentezini engelleyici bir etkiye sahiptirler. Peptidoglikan kõsa peptitlerle çapraz 

olarak bağlanmõş düz polisakkarit zincirleri içeren bir makromoleküldür. Bakteri 

hücre duvarõnõn sert ve sağlam bir yapõda olmasõnõ sağlar. Bu molekül olmazsa, 

bakteriler kendi yüksek iç basõnçlarõ nedeniyle patlarlar. Bakteriyel sitoplazmik 

membran üzerinde bulunan ve peptidoglikan biyosentezinde enzimatik rolleri olan 

Penisilin Bağlayan Proteinler (PBP), penisilinler ve diğer benzer antibiyotikler için 

direk hedef konumundadõrlar. β-laktam grubu antibiyotikler günümüzde tõbbi 

tedavide kullanõlan bir çok antibiyotiği ihtiva ederler. Yüksek etkili olmalarõ ve 

düşük toksisiteleri nedeniyle oldukça geniş ölçüde çalõşõlmõşlardõr (Aharonowitz ve 

Cohen, 1992). 

 

2.2.1.1. β-laktam Antibiyotiklerinin Yapõsõ 

 

β-laktamlar kimyasal yapõlarõna göre; penisilinler, sefalosporinler ve sefamisinler, 

klavamlar, karbapenemler ve monobaktamlar olarak beş grupta sõnõflandõrõlõrlar 

(Şekil 2.2). Yapõlarõnda dört karbonlu bir β-laktam halkasõ ve beş yada altõ karbonlu 

ikinci bir halka (monobaktamlar hariç) ihtiva ederler (McGowan ve ark., 1998).  

 

Penisilinler, sefalosporinler ve sefamisinler, ikinci halkada sülfür atomuna sahip 

olmalarõ nedeniyle diğer β-laktam gruplarõndan farklõlõk gösterirler (Martin ve 

Gutierrez, 1995). Penam yapõsõnda, dört karbonlu bir β-laktam halkasõ beş karbonlu 

sülfür ihtiva eden thiazolidin halkasõyla birleşirken, sefem yapõsõnda β-laktam halkasõ 

altõ karbonlu dihydrothiazine ile birleşir. Klavam halkasõ, klavulanik asitte bulunur  
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ve bu yapõ oksijenle sülfürün yer değiştirmesi sebebiyle penam halkasõndan farklõdõr.  

Monobaktamlarda bulunan monobaktam halkasõ, β-laktam halkasõna birleşmiş bir 

halkanõn olmamasõ ile karakterize olur. Karbapenemlerde ise sefalosporinler ve 

penisilinlerin thiazolidine halkasõndaki sülfür atomu bir karbon atomu ile yer 

değiştirmiştir. 

 

 

Şekil 2.2. β-laktam antibiyotiği üreten mikroorganizmalarõn dağõlõmõ  
                (Brakhage, 1998) 
 

2.2.2. Penisilinler ve Sefalosporinler 

 

Penisilin sistemik olarak kullanõma giren ilk antibiyotiktir. 1940�lõ yõllarda Dr. 

Florey ve arkadaşlarõ tarafõndan izole edilmiştir ve klinik olarak insanlar üzerinde 
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kullanõlmaya başlanmõştõr. Sefalosporinler ilk defa 1945 yõlõnda Cephalosporium 

acremonium�dan elde edilmişlerdir. Penisilinler ve sefalosporinler bugün hala 

klinikte kullanõlan en etkili antiyotikler arasõndadõrlar. Bu nedenle üzerlerinde geniş 

ölçüde çalõşõlmõştõr. Penisilinler bir Streptomyces suşu ve çeşitli küfler tarafõndan 

üretilirler. Sefalosporinler ise sadece küfler tarafõndan değil bazõ Gram-negatif ve 

Gram-pozitif bakteriler tarafõndan da üretilebilirler (Aharonowitz ve Cohen, 1992). 

 

2.2.3. Klavulanik Asit 

 

Streptomyces clavuligerus, klavamlar, klavulanik asit ve sefamisin C gibi β-laktam 

antibiyotiklerini üretebildiği bilinen Gram-pozitif bir toprak bakterisidir. Klavulanik 

asit, hem Gram-pozitif hemde Gram-negatif bakteriler tarafõndan üretilen güçlü bir β-

laktamaz inhibitörüdür (Reading ve Cole, 1977) ancak antibakteriyel etkisi yok 

denecek kadar azdõr. Klinikte mevcut β-laktam antibiyotiklerine direnç gösteren 

enfeksiyonlarla mücadele etmek amacõyla β-laktam antibiyotikleri ile birlikte 

kullanõlmaktadõr (Paradkar ve ark., 1998). Ortamda bulunan β-laktamazlarla kuvvetle 

birleşerek β-laktam antibiyotiğini enzimin etkisinden koruyarak antibakteriyel etki 

sahasõnõ genişletir. 

 

2.2.4. β-laktam Grubu Antibiyotiklerin Üretiminde Çevresel Parametrelerin 

Etkisi 

 

β-laktam antibiyotik üretimini kontrol eden sistemler üzerinde yapõlmakta olan 

araştõrmalar, kontrol mekanizmalarõnõn çok karõşõk olduğunu göstermiştir. Genetik 

faktörlere ilave olarak, çeşitli çevresel faktörlerin de bu antibiyotiklerin üretimini 

etkilediği ortaya konmuştur (Brakhage, 1998). Aşağõda, penisilin, sefalosporin ve  

klavam�larõn biyosentezinde etkili olan çevresel faktörler hakkõnda bugün sahip 

olduğumuz bilgiler özetlenmektedir.  
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2.2.4.1. Karbon Kaynağõ 

 

Penisilin, sefalosporin ve sefamisin gibi β-laktamlarõn üretiminde karbon 

kaynaklarõnõn rolü yoğun olarak çalõşõlmõştõr. Glikoz, antibiyotik üretebilen 

bakterilerin üremesi için en uygun karbon ve enerji kaynağõ olarak iş görmesine 

rağmen birçok antibiyotiğin sentezini olumsuz yönde etkiler (Jensen ve Demain, 

1995). Brakhage ve arkadaşlarõ 1992�de, P.chrysogenum� da aşõrõ glikoz 

kullanõmõnõn penisilin titresinde önemli oranda azalmaya sebep olduğunu 

bulmuşlardõr. Revilla ve çalõşma grubu da, fruktoz, galaktoz ve sukrozun penisilin ve 

sefalosporin üretimini olumsuz yönde etkilediğini, laktozun ise söz konusu 

antibiyotiklerin üretimini teşvik ettiğini yaptõklarõ çalõşma sonucunda ortaya 

koymuşlardõr (Revilla ve ark., 1984). Espeso ve arkadaşlarõ 1993�de, gliserol 

kullanõmõnõn A. nidulans� da penisilin üretimini tamamen ortadan kaldõrdõğõnõ tespit 

etmişlerdir (Espeso ve ark., 1993). Benzer bir durum C.acremonium� da 

gözlenmiştir. Bu mikroorganizmada glikoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarõnõn 

sefalosporin üretimini olumsuz yönde etkiledikleri belirlenmişdir (Martin ve 

Aharonowitz, 1983). 

 

Küfler de olduğu gibi, bir Gram-pozitif bakteri olan S. clavuligerus�da da sefamisin 

biyosentezinde karbon kaynağõnõn çeşidi önemli bir etkiye sahiptir. Gliserol 

sefamisin sentezini baskõlarken, nişasta teşvik eder (Martin ve Aharonowitz, 1983). 

 

2.2.4.2. Azot 

 

Aharonowitz yaptõğõ çalõşmada, hem fungi hem de aktinomisetlerde β-laktam 

antibiyotik biyosentezinin ortamdaki azot miktarõ tarafõndan düzenlendiğini ortaya 

koymuştur (Aharonowitz, 1980). S. clavuligerus ve S. cattleya� da aşõrõ miktarda 

amonyum varlõğõ β-laktam üretimini olumsuz yönde etkilediği tespit edilmiştir 

(Lilley ve ark., 1981). Benzer şekilde Sanchez ve arkadaşlarõ, P. chrysogenum� da  

yüksek amonyum düzeyinin penisilin üretimini engellediğini rapor etmişlerdir 

(Sanchez ve ark., 1988). 
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2.2.4.3. Fosfat 

 

Çeşitli çalõşmalar, aşõrõ miktardaki fosfatõn hem C.acremonium� da sefalosporin 

üretimini hem de S. clavuligerus� ta sefamisin üretimini olumsuz yönde etkilediğini 

açõğa çõkarmõştõr (Kuenzi, 1980, Aharonowitz, 1980). Ancak bu etkinin arkasõndaki 

moleküler mekanizma anlaşõlmõş değildir. 

 

2.2.4.4. Oksijen 

 

Penisilinlerin biyosentezinde rol olan bazõ enzimler aktiviteleri için oksijene ihtiyaç 

duyduklarõ için, oksijen varlõğõ bu antibiyotiğin sentezi için oldukça önemlidir.  

 

Hilgendorf ve çalõşma grubu, oksijen gerilimi altõnda sefalosporin C üretiminin 

azaldõğõnõ yaptõklarõ çalõşmada ortaya koymuşlardõr (Hilgendorf ve ark., 1987).  

 

Ancak bu bulgunun tersine, Renno ve arkadaşlarõ oksijen limitasyonunun P. 

chrysogenum� da penisilin biyosentezini düzenleyen acvA ve ipnA genlerinin 

ekspresyonunu dolayõsõyla penisilin üretimini arttõrdõğõnõ göstermişlerdir (Renno ve 

ark., 1992). 

 

2.2.4.5. Amino Asitler  

 

Penisilin ve sefalosporinler, amino asit öncülerinden sentezlenmeleri bu 

antibiyotiklerin biyosentezinde amino asitlerin rol oynayabileceği olasõlõğõnõ 

düşündürmüştür. Bu olasõlõk besiyerine farklõ amino asitlerin ilavesi ile test 

edilmiştir. Farklõ amino asitlerin ilavesinin β-laktam üretiminde farklõ etkilere sahip 

olduğu görülmüştür. Brakhage ve arkadaşlarõ 1992�de, A. nidulans ve P. 

chrysogenum� da lizin amino asitinin penisilin üretimini azalttõğõnõ yaptõklarõ 

çalõşmada tespit etmişlerdir (Brakhage ve ark., 1992). Mehta ve çalõşma grubu da, 

yüksek lizin konsantrasyonunun C. acremonium� da sefalosporin üretimini 

engellediğini rapor etmişlerdir (Mehta ve ark., 1979). 

 



 11

2.2.5. Karbapenemler 

 

Penisilinler ve sefalosporinlerin birçok hastane kaynaklõ enfeksiyonun tedavisindeki 

başarõlarõ ispatlanmõştõr (Neu, 1994). Ancak bakteriyel patojenler arasõnda β-laktam 

direncinin artmasõ, geniş spekturumlu yeni antibiyotiklere ihtiyaç olduğu gerçeğini 

ortaya çõkarmõştõr. Karbapenemler, 1970�li yõllarõn sonunda β-laktamazlarõ inhibe 

eden yeni antibiyotikler bulmak amacõyla yürütülen bir program dahilinde 

keşfedilmişlerdir (Sykes ve ark., 1981, Imada ve ark., 1981). Karbapenemler, 

penisilin ve sefalosporinlerin etki edemediği anaerobik bakterilere karşõ son derece 

yüksek aktivite gösterdiklerinden dolayõ oldukça önemli bir gruptur. Geniş 

spekturumlu aktivitelerine ilave olarak aerobik ve fakültatif Gram-pozitif basillere 

karşõ kullanõldõklarõnda post-antibiyotik bir etki gösterirler ve β-laktamazlar 

varlõğõnda stabilitelerini koruyabilirler (Coulton ve Hunt, 1996; Neu, 1994; Ubukata 

ve ark., 1990).  

 

Karbapenemler, kükürt atomunun yerini bir karbon atomunun almasõ ve ikinci ve 

üçüncü karbonlar arasõnda bir çift bağ bulunmasõ ile penisilinlerden ayrõlõrlar 

(Moellering ve ark., 1989). Bu grup, tienamisinler, olivanik asitler ve karpetimisin� 

ler gibi doğal ürünleri ihtiva ederler. Tienamisin ilk keşfedilen karbapenem 

antibiyotiği olup, Streptomces cattleya tarafõndan üretilmektedir (Kahan ve ark., 

1979). Bu antibiyotik Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karşõ çok geniş bir 

antibakteriyel spekturuma sahiptir (Buchan ve ark., 1994) ve β-laktamazlarõn çoğuna 

direnç gösterir (Neu, 1994; Kahan ve ark., 1983). Streptomyces cattleya tarafõndan 

üretilen tienamisin üzerinde yapõlan radyoaktif izotop çalõşmalarõ, tienamisin 

biyosentezinin penisilin ve sefalosporin biyosentezinde rol oynayan öncülerle ilişkili 

olmadõğõnõ göstermiştir (Williamson ve ark., 1985). Sefalosporin ve penisilin 

üretiminde kullanõlan öncülerle tienamisin sentezi için gerekli öncülerin farklõ olmasõ  

karbapenemin yeni bir biyosentetik yolla sentezlendiğinin düşünülmesine yol 

açmaktadõr (Şekil 2.3).  

 

Karbapenemler β-laktamazlara dirençli olmalarõna karşõn bazõ dezavantajlarõda 

vardõr. Katõ ve sõvõ halde kararsõz halde olup böbrekte bulunan dehidropeptidaz-I 
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enzimi tarafõndan kolayca parçalanabilirler. Bu dezavantajlar yeni ve daha gelişmiş 

karbapenem arayõşõna neden olmuştur. 

 

Keşiflerinden yaklaşõk on yõl kadar sonra ilk ticari karbapenem olan imipenem (bir 

tienamisin türevi) ticari olarak satõşa sunulmuştur (Şekil 2.4). Ancak buda bir böbrek 

enzimi olan dehidropeptidaz tarafõndan kararsõz hale dönüştürülebilmekteydi. 

 

Bu problem dehidropeptidaz-I� in etkili bir inhibitörü olan cilastatine ile çözülmüştür 

(Kropp ve ark., 1985, Lipman ve Neu, 1988). Karbapenem antibiyotiklerinin yeni bir 

üyesi olan meropenemin, imipeneme göre kararlõ ve dehidropeptidaz-I�e daha 

dirençli olduğu bulunmuştur. Meropenem tõbbi öneme sahip olan Gram-pozitif ve 

Gram-negatif bakterilere karşõ geniş spekturumlu bir aktiviteye sahiptir (Şekil 2.4; 

Moellering ve ark., 1989). Karbapenemler esasen Streptomyces türlerinden izole 

edilmişlerdir. Ancak, bu organizmada karbapenem biyosentezi üzerine yapõlan 

araştõrmalar; Streptomyces�lerin yavaş üremesi, az ürün vermesi ve genetik 

çalõşmalara yatkõn olmamasõ, düşük üretim titresi ve birden fazla antibiyotik 

üretmeleri nedeniyle son derece sõnõrlõ kalmõştõr (Wise, 1986). 
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Şekil 2.3. 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asitin üretimi için biyosentetik yol 

 (Boşgelmez, 1999) 
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Şekil 2.4. Karbapenem antibiyotiklerinin yapõsõ (Boşgelmez, 1999) 
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2.2.5.1. Erwinia�larda Karbapenem Üretimi 

 

Olivanik asit ve thienamycin�e ilave olarak, diğer bir tarama programõnõ takiben, bir 

seri doğal karbapenem daha keşfedilmiştir. Serratia ve bazõ Erwinia türlerinden izole 

edilen 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem) de bunlarõn arasõndaydõ 

(Şekil 2-4; Parker ve ark., 1982). Bu karbapenem oldukça kararsõz ve aktivitesi 

donma veya yüksek konsantrasyon gibi koşullarda çabuk kaybolan bir maddedir 

(Parker ve ark., 1982). Ancak, bu antibiyotiğe duyarlõ bir E. coli suşu kullanõlarak 

kolayca tespit edilebilir. Streptomyces’ler deki çoklu antibiyotik üretiminin aksine 

Serratia ve Erwinia tarafõndan üretilen tek antibiyotiktir. Bu organizmalar tarafõndan 

üretilen tek antibiyotik olmasõ, hõzlõ üremeleri ve genetik çalõşmalara yatkõn olmalarõ 

karbapenem antibiyotik üretiminin çalõşõlmasõnda Serratia ve Erwinia türlerini cazip 

hale getirmiştir. Ecc de karbapenem üretimi, ortamdaki bakteri yoğunluğuna ve N-(3-

oksohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL) adõ verilen bir sinyal molekülünün 

varlõğõna bağõmlõdõr (Bycroft ve ark., 1988).  

 

2.3. Prokaryotlarda Hücre Sinyalleri 

 

Bakteriler, karmaşõk sinyal iletim sistemleri yardõmõ ile çeşitli çevresel uyarõlara 

tepki gösterebilirler (Mekalanos, 1992; Fuqua ve ark., 1994). Bakterilerde sinyal 

iletimini sağlayan mekanizma, genellikle iki bileşenli bir sistemdir. Bu sistem, 

algõlama ve yanõtlamayõ düzenleyen iki protein içerir. İki bileşenli regülatör 

proteinler tarafõndan sinyal iletimine fosfotransfer reaksiyonlarõ aracõlõk eder.  

 

Proteinlerden biri (sensor) diğerinin (response regulator) fosforilasyonunu düzenler.  

 

Ancak çevresel uyarõlarõ algõlama her zaman fosforilasyon ile düzenlenmez.  

 

Alternatif sinyal sistemleri de tespit edilmiştir. 1990� lõ yõllarõn başõnda sinyal 

molekülü olarak N-açil homoserin kullanõlan yeni hücreler arasõ sinyal sistemi 

keşfedilmiştir. 
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2.3.1. N-açil homoserin laktonlar Tarafõndan Gen Regülasyonu 

 

Uzun bir süre sadece bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri tarafõndan üretildiği 

düşünülen N-açil homoserin laktonlarõn (AHLs), artõk birçok Gram-pozitif ve Gram-

negatif bakteri tarafõndan da üretilebildiği ve çeşitli hücre yoğunluğuna bağõmlõ 

olarak sentezlenen moleküllerin sentezini kontrol ettiği günümüzde açõklõk 

kazanmõştõr (Williams ve ark., 1992; Swift ve ark., 1993). Çizelge 2.1 de bakteriyel 

N-açil homoserin laktonlar ve kontrol ettikleri fizyolojik işlemler verilmiştir. 

 

Şekil 2.5� da Gram-negatif bakteriler tarafõndan üretilen N-açil homoserin lakton 

moleküllerinin kimyasal yapõsõ görülmektedir. Son zamanlarda yapõlan çalõşmalar, 

bazõ bakterilerin her biri farklõ fenotipleri kontrol eden birden fazla AHL molekülü 

ürettiklerini göstermiştir (Çizelge 2.1). 

 

2.4. Çevreyi Algõlama Sistemi 

 

Birçok Gram-negatif bakterinin hücreler arasõ haberleşme sisteminin bir parçasõ 

olarak küçük, otoindükleyici, sinyal moleküllerini kullandõklarõ bilinmektedir (Swift 

ve ark., 1994, Salmond ve ark., 1995, Robson ve ark., 1997). Gram-negatif 

bakterilerde en yaygõn olarak bulunan sinyal molekülleri N-açil homoserine lakton 

türevleridir (AHLs). Bu küçük sinyal molekülleri bakteri topluluklarõnõn kendi hücre 

yoğunluklarõnõ izlemesine imkan verir. Bakterilerin hücre yoğunluğunu algõlama 

yetenekleri �çevreyi algõlama (Quorum-sensing)� olarak adlandõrõlmõştõr (Fuqua ve 

ark., 1994). Çevreyi algõlama sistemi, bakteriye kendi hücre populasyon 

yoğunluğunu izleme ve buna bağlõ olarak davranõşlarõnõ düzenlenme olanağõ verir.  

 

Çevreyi algõlama sisteminin elemanlarõ, sinyal molekülünün sentezini idare eden N-

açil homoserin lakton sentaz ve sinyal molekülüne cevap için gerekli bir 

transkripsiyonel aktivatörden meydana gelmiştir (Fuqua ve ark., 1996, Hastings ve 

Greenberg, 1999) (Çizelge 2.1). Sinyal moleküllerinin konsantrasyonlarõ yeterli 

düzeye ulaştõğõnda transkripsiyonel bir aktivatöre bağlanarak hedef genlerin 

ekspresyonunu indüklerler. Bir çok Gram-negatif patojen enfeksiyon oluşturmak için 
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bu sistemi kullanõr. Bu sistem, yalnõzca hücre sayõsõ konağõn savunma sisteminin 

başa çõkamayacağõ bir düzeye ulaştõğõnda, bakterinin virülens faktörlerini kodlayan 

genlerinin ifade edilerek başarõlõ bir şekilde enfeksiyon oluşturmasõnõ sağlar.  

 

Çizelge 2.1. N-açil homoserin laktonlar ve fenotiplerle ilişkileri (Boşgelmez, 1999) 
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Şekil 2.5. N-açil homoserin lakton moleküllerinin yapõsõ 

    (Boşgelmez, 1999) 
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Gram-pozitif bakterilerde ise kullanõlan sinyal molekülleri Gram-negatif 

bakterilerden ayrõlõrlar. Gram-pozitif çevreyi algõlama sisteminde tipik olarak peptit 

sinyal molekülleri kullanõlõr. Bunlara �feromen� adõ verilir. Bu peptit sinyaller 

sitoplazmik cevap olarak regülatör proteinlerle etkileşen, aynõ kökenden olan iki 

bileşenli sensör kinaz proteinleri tarafõndan tanõnõrlar. Bunlardan E. faecalis� teki 

bazõ peptit yapõsõndaki sinyal molekülleri, donör hücreler ve plazmit arasõnda 

konjugasyonu uyarõr (Bassler, 1999). 

 

Çevreyi algõlama sistemi, ilk defa V. fischeri�de ortaya çõkarõldõğõndan dolayõ bu 

organizmada çevreyi algõlama sistemi çok detaylõ olarak çalõşõlmõştõr. Bu sistemi 

kullanan diğer organizmalarla yapõlan çalõşmalara V. fischeri model etmiştir. V. 

fischeri�de biyoõşõma çevreyi algõlama sistemi ile kontrol edilen, fizyolojik olup çok 

ayrõntõlõ olarak çalõşõldõğõ için bu sisteme örnek olmasõ açõsõndan aşağõdaki bölümde 

özetlenmiştir. 

 

2.4.1. Vibrio fischeri� de Biyoõşõma ( Bioluminesence ) 

 

V. fischeri, bazõ deniz balõklarõnõn ve kalamarlarõn (mürekkep balõğõ) õşõk 

organlarõnda simbiyont olarak ayrõca deniz suyunda serbest olarak bulunabilen 

Gram-negatif, fakültatif anaerob bir bakteridir. V. fischeri deniz suyunda yoğunluğu 

az olduğu zaman bu bakterinin kültürleri koyu renkli görülür. Ancak, õşõk organlarõ 

içerisindeki hücre yoğunluğu yüksek olduğu zaman, populasyon õşõk yayar ve 

biyoõşõma (biyolüminesens) meydana gelir (Meighen, 1994). V. fischeri� de õşõma, 

luxI geninin ürünü olan N-(3-oxohexanoly) homoserine lactone (OHHL) 

moleküllerinin birikimine bağlõdõr. OHHL ortamda yeterli konsantrasyona ulaşõnca 

transkripsiyonel bir aktivatör olan LuxR proteinine bağlanõr ve biyoõşõma oluşur.  

 

Biyoõşõma oluşumunda rol alan genler ve biyoõşõmanõn mekanizmasõ Şekil 2.6 de 

özetlenmiştir.  
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Şekil 2.6. Vibrio fischeri� de õşõmanõn düzenlenmesi (Boşgelmez, 1999) 

 

Yukarõda bahsedilen genetik faktörlerin yanõnda, biyoõşõma oluşumunun katabolit 

baskõlamasõ, besin ve oksijen yetersizliği, sõcaklõk şoku, demir limitasyonu (Dunlap 

ve Greenberg, 1985) gibi global faktörler tarafõndan da kontrol edildiği gösterilmiştir 

(Ulitzur, 1989; Ulitzur ve Dunlap, 1995). 
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2.5. Erwinina� da Karbapenem Antibiyotik Üretiminin Düzenlenmesi 

 

Ecc’de OHHL moleküllerinin varlõğõnõn tespit edilmesi bu bakteride de karbapenem 

biyosentezinin, Vibrio fischeri� de biyoõşõma oluşumu ile benzer bir yolla 

gerşekleşebileceği fikrini ortaya çõkarmõştõr. Daha sonraki çalõşmalar bu fikri 

doğrulamõştõr. Biyoõşõmada olduğu gibi karbapenem üretimi de hücre yoğunluğuna 

bağõmlõdõr. Yapõlan deneysel çalõşmalar, antibiyotik üretiminin hücre yoğunluğunun 

en yüksek düzeyde olduğu logaritmik fazõn sonu ile durgun fazõn başlarõnda 

gerçekleştiğini göstermiştir (Bycroft ve ark., 1988). Karbapenem üretiminden 

sorumlu olan genler ve bu işlemin mekanizmasõ Şekil 2.7 de verilmiştir. Üreme 

ortamõnda OHHL konsantrasyonu belli bir eşik değere ulaştõğõnda bu molekül CarR 

proteinine bağlanõr ve karbapenem oluşumundan sorumlu genleri aktive eder 

(McGowan ve ark., 1995).  

 

Çevreyi algõlama sistemi ile kontrol edilen fizyolojik işlemler genellikle çevresel 

faktörler tarafõndan da etkilenirler. Örneğin; katabolit baskõlamasõ, besin ve oksijen 

yetersizliği, sõcaklõk şoku ve demir limitasyonun, V. fischeri de lux sisteminin 

ekspresyonu üzerinde etkili olduğu bilinmektedir. Lux sistemine analog olmasõ 

nedeniyle, karbapenem üretimininde de çevresel faktörlerden etkilenip 

etkilenmediğinin tespiti önemlidir. Ancak karbapenem biyosentezinde fiziksel ve 

çevresel faktörlerin etkileri hakkõnda rapor edilmiş bir çalõşma bulunmamaktadõr. Bu 

gözlemler doğrultusunda, bu çalõşmada sõcaklõk, tuz (NaCl), çeşitli karbon 

kaynaklarõ, oksijen limitasyonu gibi çevresel faktörlerin karbapenem üretimi üzerine 

etkileri araştõrõlmõştõr. 
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Şekil 2.8. E. carotovora� da karbapenem üretiminin düzenlenmesi  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1. Erwinia ve E. coli Suşlarõnõn Üretim ve Saklanmasõ 

 

Erwinia ve E. coli suşlarõ, LB broth ve LB agar içeren petrilerde sõrasõyla 30οC ve 

37οC� lerde üretilmişlerdir. E. coli ve Ecc suşlarõ kõsa dönem saklama amacõyla LB 

agar içeren petri kaplarõnda 4οC� de muhafaza edilmişlerdir. Daha uzun süreli 

muhafaza için ise bu stok kültürleri LB agar� da üretilmiş ve % 25� lik gliserol 

solüsyonunda -70οC� de dondurulmuşlardõr. 

 

3.2. Besiyerlerinin ve Solüsyonlarõn Hazõrlanmasõ 

 

Çalõşma süresince kullanõlan tüm besiyerleri ve solüsyonlar Millipore saf su 

kullanõlarak hazõrlanmõştõr. Aynõ zamanda besiyeri ve solüsyonlar otoklavda 121οC� 

de 15 dakika sterilize edilmiştir (Çizelge 3.1). 

 

Karbapenem hassasiyet testleri için LB agar besiyeri kullanõlmõştõr. Bu besiyeri 

talimatõna uygun olarak hazõrlanmõş ve 121οC� de 15 dakika otoklavlanarak (Selecta 

Steril Max 25) sterilize edilmiştir. Daha sonra steril edilen besiyeri petrilere 

dökülmüştür. Sonra oda sõcaklõğõnda katõlaşmasõ için beklenmiştir. Kontaminasyon 

kontrolü için, içinde besiyeri bulunan petri kaplarõ bir gece 37οC� lik etüvde (Selecta) 

inkübe edilmiştir.  

 

Hiç bakteri üremesi olmayan petriler hassasiyet testleri için kullanõlmõştõr.  
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Çizelge 3.1. Çalõşma sõrasõnda kullanõlan besiyeri ve solüsyonlar 

Besiyeri ve Solüsyonlar gram/litre 

Luria Bertani (LB) 10g Bacto Tryptone 

5g Bacto Yeast Extract 

5g NaCl 

(pH 7.2) 

LB Agar 10g Bacto Tryptone 

5g Bacto Yeast Extract  

5g NaCl  

15g Agar 

50xFosfat 350g K2HPO4 

100g KH2PO4 

(pH 6.9-7.1) 

Minimal Medium(MM) (20ml 50xfosfat) 

(10ml % 10(w/v)(NH4)2SO4) 

(0,41 ml 1M MgSO4) 

(10ml % 20 karbon kaynağõ) 

 

3.3. Karbapenem Hassasiyet Testi 

 

Ecc�de karbapenem antibiyotik üretimi, bir biyotest kullanõlarak tespit edilmiştir.  

 

Karbapeneme son derece duyarlõ olan E. coli Beechams� suşu (ESS:E. coli süper 

sensitive) kullanõlmõştõr. Ecc�de üreme eğrisi boyunca karbapenem üretimini 

gözlemek için bir gecelik kültüründen 100µl alõnarak 4ml % 0.7�lik soft-LB agar 

içerisinde iyice karõştõrõlmõştõr. Daha sonra LB agar içeren bir petri kabõna dökülerek 

10 dk. süreyle katõlaşmasõ beklenmiştir. Bu süre sonunda petri kabõnõn ortasõnda bir 

pastör pipeti arka kõsmõnõn yardõmõyla delik açõlmõştõr. Antibiyotik üretimi test 

edilecek Ecc kültürü santrifüjlenmiş ve yaklaşõk 100 µl süpernatant açõlan bu deliğe 

pipetlenmiştir.  
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Bu petri kabõ 30οC� de bir gece inkübasyona tabi tutulmuştur. İnkübasyon sonunda E. 

coli ESS� nin üreyemediği test suşunun etrafõnda açõk renkli bir zon oluşumu 

karbapenem üretimini ifade etmiştir.  

 

 
Şekil 3.1. Ecc�de karbapenem antibiyotik üretimi.  

 

3.4. Büyüme Eğrileri 

 

3.4.1. Aerobik Büyüme Eğrileri 

 

3.4.1.1. Sõcaklõk Büyüme Eğrileri 

 

Sõcaklõğõn karbapenem üretimine etkisini araştõrmak için yapõlan büyüme eğrilerinde 

25ml LB içerisine miktarõ spektrofotometrede tespit edilmiş olan Ecc kültürü ilave 

edilmiştir. Bu kültürler 30û, 32û, 34û, 36û, 37ûC� lere ayarlanmõş 200 rpm� lik 

çalkalamalõ inkübatöre yerleştirilmiştir. Her saat başõnda 1ml örnek alõnarak 

karbapenem testi için kullanõlmõştõr. Bu test bölüm 3.3 de tarif edildiği şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.4.1.2. Karbon Kaynağõ Büyüme Eğrileri 

 

Büyüme eğrileri için, Ecc ve E. coli kültürleri karbon kaynağõ olarak % 20� lik 

glukoz, gliserol, maltoz, sükroz ve fruktoz ihtiva eden MM� de üretilmişlerdir. Bir 

gecelik kültürlerin spektrofotometrede okunan değerleri 25ml MM içerisine 

karõştõrõlmõştõr. Bu karõşõmlar 30ûC� ye ayarlõ 200 rpm� lik çalkalamalõ inkübatöre 
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yerleştirilmişlerdir. Her saat başõnda 1 ml örnek alõnarak karbapenem testi için 

kullanõlmõştõr. 

 

3.4.1.3. Sodyum Klorür (NaCl) Büyüme Eğrileri 

 

Büyüme eğrileri için, kültürler değişik konsantrasyonlarda (0,170-0,340-0,085-

0,00425-0,002125 M) NaCl içeren sõvõ LB� de üretilmişlerdir. Bu karõşõmlar 30ûC� ye 

ayarlõ 200 rpm� lik çalkalamalõ inkübatöre yerleştirilmişlerdir. Her saat başõnda 1 ml 

örnek alõnarak karbapenem testi için kullanõlmõştõr. 

 

3.4.1.4. Fosfat ve Nitrojen Büyüme Eğrileri 

 

Farklõ fosfat ve nitrojen konsantrasyonlarõnõn karbapenem üretimi üzerindeki 

etkilerinin araştõrõlmasõ için Ecc suşlarõ farklõ miktarda fosfat veya nitrojen içeren 

MM besiyerlerinde çalkalamalõ inkübatörde üretilmiştir. 

 

3.4.2. Oksijen Sõnõrlõ Büyüme Eğrileri 

 

Oksijen-limitli büyüme eğrileri için, 25 ml sõvõ LB üzerine 25 ml steril parafin yağõ 

ilave edilerek 30ûC� ye ayarlõ 60 rpm� lik çalkalamalõ inkübatöre yerleştirilmiştir. Her 

saat başõnda 1 ml örnek alõnarak karbapenem testi için kullanõlmõştõr. 
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4. DENEYSEL BULGULAR 

 

Bu çalõşmada Ecc de sõcaklõk, değişik tuz (NaCl) konsantrasyonlarõ, oksijen-

limitasyonu ve farklõ karbon kaynaklarõ gibi çevresel faktörlerin karbapenem 

biyosentezi üzerine etkileri araştõrõlmõştõr. 

 

Bu çalõşmanõn ilk aşamasõnda deneylerde kullanõlacak olan Ecc GBI suşu LB agar 

besiyerine ekilmiştir. Daha sonra uzun süre saklama için -80οC� de muhafaza 

edilmiştir. 

 

4.1. Sõcaklõğõn Etkisi 

 

Ecc GBI suşunda sõcaklõğõn antibiyotik üretimine etkisini belirlemek amacõyla 30-

37οC arasõndaki farklõ sõcaklõk değerleri kullanõlmõştõr. Sõcaklõğõn antibiyotik 

üretimine etkisi Şekil 4.1� de gösterilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.1. Sõcaklõğõn E. carotovora� nõn gelişimine ve karbapenem antibiyotik  

                üretimine etkisi 
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Şekil 4.1. de verilen sonuçlardan da görüldüğü üzere sõcaklõk artõşõnõn, 37οC hariç, 

üreme üzerinde büyük bir etkisi görülmemiştir. Sõcaklõk değerlerindeki artõşa paralel 

olarak Ecc� nin antibiyotik üretiminde azalma meydana gelmiştir. 30οC de 

karbapenem antibiyotik üretimi en büyük değere ulaşõrken, 32ο ve 34οC� lerde 

ölçülen antibiyotik zon yarõçaplarõnda bir azalma meydana gelmiştir. 36ο ve 37οC� 

lerde gerçekleştirilen üreme eğrilerinden alõnan örnekler de ise zon oluşumu 

gözlenememiştir. 

 

4.2. Tuz (NaCl) Konsantrasyonunun Etkisi 

 

Ecc GBI� da tuzun (NaCl) etkisini tespit etmek amacõyla farklõ tuz konsantrasyonlarõ 

kullanõlmõştõr. NaCl� nin Ecc� nin gelişimine ve antibiyotik üretimine etkisi Şekil 4.2 

de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.2. NaCl konsantrasyonunun E. carotovora� nõn gelişimine ve karbapenem 

                   antibiyotik üretimine etkisi 

 

Şekil 4.2. de de görüldüğü üzere farklõ tuz konsantrasyonlarõ bakteri üremesini büyük 

ölçüde etkilememiştir. Normal tuz konsantrasyonu (0,085) koşullarõnda karbapenem 

antibiyotiğinin zon yarõçapõ en büyük değere sahipken, bu değerin altõndaki 

(0,002125-0,00425M) ve üstündeki (0,170-0,340M) tuz konsantrasyonlarõnda 
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antibiyotik zon yarõçapõnda bir miktar azalma meydana gelmiştir. 0,340M NaCl 

içeren besiyerinde ise sadece 9. saatte antibiyotik üretimi görülmüştür. 

 

4.3. Karbon Kaynaklarõnõn Etkisi 

 

Farklõ karbon kaynaklarõnõn antibiyotik üretimine etkisini tespit etmek amacõyla 

glukoz, gliserol, maltoz, sükroz ve fruktoz gibi karbon kaynaklarõ kullanõlmõştõr.  

 

Sözü edilen karbon kaynaklarõnõn antibiyotik üretimine etkisi Şekil 4.3. de 

gösterilmiştir. 

 

 
Şekil 4.3. Farklõ karbon kaynaklarõnõn karbapenem antibiyotik üretimine etkisi 

 

Şekil 4.3. de verilen sonuçlardan da görüldüğü üzere maltoz ve gliserol içeren MM 

besiyerlerinde üreme olumsuz yönde etkilenmiştir. Glukoz, sükroz ve fruktoz gibi 

karbon kaynaklarõ ise üremeyi etkilememiştir. Maltoz ve gliserol içeren ortamlarda 

Ecc iyi üreyemediği için doğal olarak bu koşullarda antibiyotik üretimi 

gözlenmemiştir. Fruktoz içeren besiyerinde ise antibiyotik üretimi glukoz ve sükroz 

içeren ortamlara göre daha fazla olmuştur.  
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4.4. Oksijen-Limitasyonunun Etkisi 

 

E. carotovora subsp. carotovora� nõn gelişimi ve antibiyotik üretimine oksijen-

limitasyonunun etkisini tespit etmek amacõyla oksijenin kõsõtlõ olduğu bir ortam 

hazõrlanarak bakteri gelişimi izlenmiştir. Bu şartlarda bakteri üremesi çok yavaş 

olduğundan dolayõ antibiyotik üretimi tespit edilememiştir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu çalõşma öncesinde karbapenem biyosentezinin, sadece genetik faktörler 

tarafõndan düzenlendiği düşünülmekteydi. Ancak bu çalõşma karbapenem sentezinde 

genetik faktörlerin yanõnda, çeşitli çevresel faktörlerinde etkili olduğunu 

göstermiştir. Sõcaklõk, NaCl ve karbon kaynaklarõ gibi çeşitli çevresel faktörlerin Ecc 

tarafõndan üretilen karbapenemin sentezi üzerindeki etkilerin ortaya çõkarõlmasõna 

olanak sağlamõştõr. Ayrõca bu çevresel faktörlerin karbapenem üretimi üzerine 

etkisinin araştõrõlmasõ, farklõ β-laktam antibiyotiklerinin sentezine benzer faktörlerin 

etkilerinin karşõlaştõrõlmasõna da olanak vermiştir. 

 

Ecc� nin karbapenem üretiminin sõcaklõğa karşõ son derece hassas olduğu tespit 

edilmiştir. Sõcaklõk değerlerindeki artõşa paralel olarak karbapenem üretiminde 

önemli derecede azalma meydana gelmiştir. Özellikle 36ο ve 37οC�lerde karbapenem 

üretimi tamamen ortadan kalkmõştõr.  

 

Sõcaklõğa ilave olarak, kullanõlan çeşitli karbon kaynaklarõnõn karbapenem 

biyosentezinde önemli bir rol oynadõğõ tespit edilmiştir. Bu çalõşmada karbon 

kaynağõ olarak kullanõlan maltoz ve gliserolün karbapenem üretimini negatif yönde 

etkilediği, fruktozun ise karbapenem üretimini teşvik ettiği gözlenmiştir. Yapõlan 

çalõşmalarda diğer bazõ β-laktam grubu antibiyotiklerin biyosentezi üzerinde de 

gliserolün olumsuz etki yaptõğõ belirlenmiştir. A. nidulans (Espose, 1993)� da 

penisilin ve S. clavuligerus� da sefalosporin üretiminin gliserol (Martin ve 

Aharonowitz, 1983) tarafõndan inhibe edildiği rapor edilmiştir. β-laktam grubu 

antibiyotiklerinin bu sõnõflarõnda, karbon kaynağõnõn etkisinin büyüme ortamõnõn pH 

ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir. 

 

Aynõ şekilde tuz (NaCI) gibi çevresel bir faktöründe karbapenem üretiminde son 

derece önemli olduğu tespit edilmiştir. Tuzun normal düzeyde bulunmasõ 

karbapenem üretimini teşvik ettiği, aşõrõ yüksek veya aşõrõ düşük düzeylerde 

bulunmasõ durumunda ise karbapenem üretimini olumsuz yönde etkilediği 

belirlenmiştir. 
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Sonuç olarak, bu çalõşma karbapenem üretiminde çevreyi algõlama sisteminden başka 

çeşitli çevresel faktörlerinde etkili olduğunun anlaşõlmasõna yardõmcõ olmuştur.  
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