Cesitli Fiziksel ve Cevresel Faktorlerin Erwinia carotovora subsp.
carotovora’ da Karbapenem Antibiyotigi Sentezine Etkilerinin Incelenmesi

Dilek CAVUSOGLU
Yiiksek Lisans Tezi
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

ISPARTA-2004



T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Cesitli Fiziksel ve Cevresel Faktorlerin Erwinia carotovora subsp.
carotovora’ da Karbapenem Antibiyotigi Sentezine Etkilerinin
Incelenmesi

Dilek CAVUSOGLU

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Giilgiin TINAZ

Yiiksek Lisans Tezi
BiYOLOJI ANABILIM DALI
ISPARTA 2004



Fen Bilimleri Enstitiisii Midiirligii’ne

Bu calisma jiirimiz tarafindan BIYOLOJI ANABILIM DALI’nda YUKSEK LISANS
TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan : Prof.Dr.Yusuf AYVAZ

Uye : Yrd.Dog.Dr. Giilgiin TINAZ
Uye : Yrd.Dog.Dr. Aysegiil KUBILAY
ONAY

Bu tez .15/02/2004 tarihinde Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri
tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.

ol
Dog¢.Dr. CTGDEM SAVASKAN
Enstiti Mudir V.



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER..........oooiiiiiieieieceeeeee et anaeans i
OZET oottt ettt iii
ABSTRACT ...ttt sttt sb e ettt e e be e st et e e bt eneenbeeseeneennens v
TESEKKUR.......otoiaeiiceete ettt ese s es e s s s s s s sene st enasaesesesaesenerans v
SEKILLER DIZINIL.....ooiiiiiiieeieeceeeece e vi
CIZELGELER DIZINI.......oiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, vii
L GIRIS ettt st 1
2. KAYNAK OZETLER ..ottt 2
2.1, EFWINTA CINSLueitiiiieiieieeetee ettt ettt ettt ettt 2
2.2. “‘Yumusak Ciiriiklik (Soft-rot)’ Etkeni Olan Erwinia’lar...........ccccooevvevienieneenennnne. 2
2.2.1. “Yumusak ciiriikliik (Soft-rot)’ Etkeni Olan Erwinia’larin Ekzoenzimleri.............. 3
2.1.2. Erwinia’larin Diger OzelliKIETileri.............oovvrvereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
2.1.2.1. HaraKet YetENEGEi. ..ueeeeuieeiuieeeiiieeieeeieeeieeeteeeieeeteeeeaeesaaeesebeeesseesasaesnseeensneensseennns 4
2.1.2.2. Antibiyotik UT€timi.......c.vovevvieeeeeeeeceeieeeeeieeeee e, 5
2.2, ANUDIYOUIKICT. ....veieiieeiie et sae s e e sabeeenseeensaeenes 5
2.2.1. B-laktam ANtiDIyOtIKIETT....veeieiieeeieciiesiesie e e 6
2.2.1.1. B-laktam AntibiyotiKIerinin YapISl......cccceveeeeueeriiieeiiieeiieeiieeseeesive e eve e 6
2.2.2. Penisilinler ve Sefalosporinler...........oooiiieiiiiiiiiiiiiiiiceceeeeeeeee e 7
2.2.3. KIaVUIANTK ASTE..cueiiutieiieiietieiiei ettt st sttt st et 8
2.2.4. B-laktam Grubu Antibiyotiklerin Uretiminde Cevresel Parametrelerin Etkisi......... 8
2.2.4.1. Karbon KayNagl.......c.ccccuieriieiiieeiie ettt st e eseesneteesaeensaeensneenns 8
220420 AZO ettt bttt bt a et et e e e ns 9
2.2.4.3. FOSTAL. .ttt et 10
W B B O ) <3 | 1< 4 SRS SR 10
2.2.4.5. AMINO ASIHICT ..ottt s 10
2.2.5. KarbapenemIer.........cccueiiiiiiiiieiiiecie ettt et et et r e s b b e s 11
2.2.5.1. Erwinia’larda Karbapenem UTetimi..............coooueveveeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 15
2.3. Prokaryotlarda Hiicre Sinyalleri..........cccoeviirieiieniiiienieseieseeceeecee e 15
2.3.1. N-agil Homoserin Laktonlar Tarafindan Gen Regiilasyonu............c.ccceceevveniennnnn, 16
2.4. Cevreyl Alglama SIStEMI......cccueivuiiiiiiiiiiiieiieiteeeeee et 16
2.4.1. Vibrio fischeri’ de Biyoisima (Bioliminesence).............cccoeeveeeeviiereereesreereeiennns 19
2.5. Erwinia’ da Karbapenem Antibiyotik Uretiminin Diizenlenmesi..................c.......... 21
3. MATERYAL Ve METOT ..ottt 23
4.1. Ewrinia ve E. Coli Suslarinin Uretim ve Saklanmasi............ccccooeoeeeveveeeeeeeeeeeeeennen. 23
3.2. Besiyerlerinin ve Soliisyonlarin Hazirlanmast.............cccoecvevieeiiniiecciiniecieee e, 23
3.3. Karbapenem Hasasiyet TeSti.......couerierierienieniierieriesiesiie st 24
3.4, BUYUME EGIILETI...ccuieiieiieiieiieieeseesteetteee ettt sttt eseeeeessaeenaesnneenee e 25
3.4.1. Aerobik BUylme EGIIleri.......ccccvevuiiriieiiiiieieeiecieeie et 25
3.4.1.1. Sicaklik BliylUme ESIileri.......ccccueviirieriiiieeiecieecee et 25
3.4.1.2. Karbon Kaynagi Bliylime ESrileri........ccccoocueriiiiiniiiieniecieseeeseeeese e 25
3.4.1.3. Sodyum kloriir (NaCl) Biiylime EZrileri........cccccevieriirieniiiieeieeieeeeeie e 26

3.4.1.4. Fosfat ve Nitrojen Biiylime EZrileri........ccccccueeviiiiiieiiiiiiieeieeee e 26



il

3.4.2. Oksijen-Sinirlt Blylime EZIIleri.......cccccveriiiiiieiieieeiieieeeeieeeeeieee e 26
4. DENEYSEL BULGULAR.......cociiiiiirtiietenteteeste ettt 27
4.1, S1CAKIZIN EKIST.cvtiiieiiiiiiie ettt 27
4.2. Tuz (NaCl) Konsantrasyonunun EtKisi..........cccecceeviiniiiiiiiiniiniiiececeeeee 28
4.3. Karbon Kaynaklarinin EtKiSi........ccccoeeviiiiiiiiiiieiicciceieee e 29
4.4. Oksijen-Limitasyonunun EtKiSi........cccecvieriiieiiiiniieniieeiie e 30
5. TARTISMA V& SONUC ......ccutiieitiiieieiteet ettt sttt st nee 31

KAYNAKLAR ... s 33



il

OZET
Fitopatojen bir bakteri olan Erwinia carotovora subsp carotovora (Ecc)’nin GBI susu

(5R)-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem) adli basit bir [-laktam
antibiyotigini iiretebilme yetenegindedir. Ecc’de karbapenem iiretimi ¢evreyi algilama
sistemi ad1 verilen bir mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sistem N-(-3-
oksohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL) adi verilen bir sinyal molekiilii ve
karbapenem iiretiminden sorumlu genlerin transkripsiyonunu aktive eden,
transkripsiyonel bir aktivator olan CarR proteininden meydana gelen iki ana bilesenden

olusur.

Bu calismada, sicaklik, oksijen limitasyonu, farkli karbon kaynaklari, fosfat, azot ve
NaCl gibi ¢esitli ¢evresel faktorlerin karbapenem sentezi tizerindeki etkileri
arastirtlmistir. 30, 32 ve 34°C derecelerde karbapenem iiretimi gergeklesirken, sicaklik
36°C dereceye yiikseltildiginde tiretimde biiyiik bir diisiis oldugu, 37°C derecede ise
tamamen durdugu gozlenmistir. Kullanilan karbon kaynaginin farkli olmasi karbapenem
tiretiminde de farkliliklara yol agmistir. Karbon kaynagi olarak fruktoz igeren ortamda
antibiyotik liretimi daha fazla miktarda olmustur. Aym sekilde farkli tuz

konsantrasyonlar1 da antibiyotik tiretimini etkilemistir.

Bu c¢alisma, karbapenem {iretiminin sadece genetik faktorlerin kontrolii altinda

olmadigini gesitli cevresel faktorlerinde iiretimde etkili oldugunu gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Erwinia carotovora, 3-laktam antibiyotikleri, karbapenem, ¢evreyi

algilama sistemi.
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ABSTRACT

Strain GBI of the bacterial phytopathogen, Erwinia carotovora subspecies carotovora
(Ecc), produces the simple B-lactam antibiotic, (SR)-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, O,-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, B-lactam antibiotics, carbapenem, quorum-sensing.
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1. GIRIS

E. carotovora cinsi, ¢esitli bitkilerde hasat dncesi ve hasat sonrasi ¢esitli hastaliklara
neden olan zararl bir fitopatojendir. Erwinia tiirleri karakteristik olarak bitkilerin
tizerinde veya icinde patojen ve saprofit olarak bulunur. Patates, havug, salgam,
kereviz gibi zirai 6nemi olan bitkilerde ‘yumusak c¢iiriikliik (soft-rot)’ adi1 verilen ve

dokularin yumugsamasi ile karakterize olan hastaliga neden olurlar.

Erwinia tiirlerinin yukarida bahsedilen zirai onemlerine ek olarak, iki Erwinia
tiiriinlin baz1 antibiyotikleri tretebildikleri tespit edilmistir (Parker ve ark., 1982;
Axelrood ve ark., 1988; Ishimaru ve ark., 1988). Bunlardan Erwinia herbicola A 111
susu’nun, lipopeptit antibiyotiklerinden olan herbicolin A ve B’ yi flretebildigi
bulunmustur (Greiner ve Winkelman, 1991). Erwinia carotovora’ nin bazi suslarinin
ise bir B-laktam antibiyotigi olan 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asiti iiretebildigi
gosterilmigtir (Parker ve ark., 1982). Bu antibiyotigin {iretimiyle antibiyotige karsi
duyarli olan bakterilerin sayilarindaki azalmayla organizmalarin rizosferdeki yasama

sanslarinin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir (Cavalier-Smith, 1992).

Penisilin ve sefalosporinler gibi B-laktam grubu antibiyotiklerin iiretimi, karbon
kaynaklari, nitrojen, amino asitler, pH ve oksijen gibi ¢evresel faktorler tarafindan

kontrol edilmektedir (Jensen ve Demain, 1995). Penisilin ve sefalosporinlerin
biyosentezinde karbon kaynagi ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. Glukoz ve siikroz
gibi karbon kaynaklariin bu antibiyotiklerin iiretimi tizerinde olumsuz bir etkiye yol
actig1 tespit edilmistir. Ayrica lizin ve metionin gibi bazi amino asitlerin, yiiksek
nitrojen ve fosfat konsantrasyonlarinda B-laktam grubu antibiyotiklerin iiretiminde
son derece etkili olduklar1 goriilmiistiir. Ancak literatiirde, Erwinia carotovora’ da
karbapenem iiretimini kontrol eden genetik faktorler {izerine bir ¢ok caligmalar
bulunmasina ragmen, c¢evresel faktorlerin etkisine ait bilgi bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismada Erwinia carotovora tarafindan tiretilen karbapenemin sicaklik,
tuz (NaCl), karbon kaynaklar1 gibi ¢evresel faktorlerden nasil etkilendigi

arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Erwinia Cinsi

Fitopatojen bir bakteri olan Erwinia tiirii Enterobacteriaceae familyasma ait olup
Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk (rod) sekilli bakterilerdir (Leliot ve
Dickey, 1984). Erwinia cinsi, E. amylovora, E. herbicola ve E. carotovora olmak
lizere Ui¢ ana tiire ayrilir (Perombelon ve Kelman, 1980). ‘Amylovora’ tiirii damar
daralmasia veya ‘kuru nekroz (dry necroses)’a sebep olan tiirleri ihtiva eden bir
gruptur. ‘Herbicola’ tiirti tipik olarak sar1 karotenoid pigmentlerini i¢eren epifitik
tirleri icine alir. ‘Carotovora’ grubu ise yumusak ciiriikliik (soft-rot) hastaligina

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

2.2. ‘Yumusak Ciiriikliik (Soft-rot)’ Etkeni Olan Erwinia’lar

“Yumusak ciirtikliik (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 igine alirlar
(Perombelon ve Kelman, 1980). ‘Yumusak ciriiklik’ etkeni Erwinia’larin
taksonomik olarak gruplandirilmasinda konak o&zgiillikleri degil biyokimyasal
Ozellikleri temel alinir. Eca, Ecc ve Echr optimal tireme sicakliklart bakimindan
farklilik gosterirler (Perombelon ve Kelman, 1980). Optimum iireme sicakliklar
cografik dagilimlarini yansitir. Eca, 25-28 °C’de optimum olarak tireyebilen, Ecc ve
Echr’e gore sicakliga karsi daha duyarli olan, 1liman bélgelerde yayilis gosteren ve
patateste karabacak (blackleg) ad1 verilen hastaliga neden olan bir tiirdiir. Ecc suslar1
ise genellikle 28-30°C sicaklik da gelisirler ancak bazi suslar daha yiiksek
sicakliklara da dayanabilirler ve hem 1liman hem de tropikal bolgelerde
bulunabilirler. Ecc, kereviz, havug, patates ve salgam gibi bircok Onemli sebzede
yumusak ciiriikliik hastaligina sebep olur (Sekil 2.1). Karanfil, kasimpati, krizantem
ve difenbahya gibi tropikal ve subtropikal iriinlerin patojeni olan Echr 34-37°C

arasindaki sicakliklarda tireyebilirler (Perombelon ve Kelman, 1980).



Sekil 2.1. Cesitli bitkilerde Erwinia’ nin sebep oldugu yumusak ¢iirtikliik hastalig
(vegetablemdonline.ppath.commell.edu/PhotoPage...)

2.2.1. “‘Yumusak Ciiriikliik (Soft-rot)’ Etkeni Erwinia’larin Ekzoenzimleri

“Yumusak ctirtikliik’, 6zellikle patates ve havug gibi birgok dnemli tarim bitkisine
zarar veren bir hastaliktir. Bu hastalik, patojen tarafindan iiretilen ve salgilanan ve
bitki hiicre duvarini tahrip edici ekzoenzimlerin neden oldugu yogun doku

yumusamasi ile kendini gosterir.

Erwinia’larin  ekzoenzimleri arasinda, pektat liyaz (Pel)’in izoformlari,
poligalaktoiirinaz (Peh), seliilaz (Cel) ve proteaz (Prt) sayilabilir ve bu
ekzoenzimlerin iretimi ‘yumusak ¢iiriiklik’ grubunun patojenitesinin baglica
sebebidir (Collmer ve Keen, 1986; Barras ve ark., 1994). Ekzoenzimleri iiretmeyen
veya salgilayamayan mutantlarin patojenitelerinin azaldig1 c¢esitli ¢alismalarla

gosterilmistir (Boccara ve ark., 1988, Reeves ve ark., 1993).



Pel ve Cel enzimlerinin ¢ogu Tipll yoluyla (iki basamakli salgilama) salgilanirlar
iken (Salmond, 1994), Prt enzimleri, Tip I yoluyla (tek basamakli salgilama)
salgilanirlar (Letoffe ve ark., 1990). Bu enzimler arasinda, pektinazlar doku
yumusamasinda énemli bir rol oynarlar. Bunlar orta lamel ve hiicre duvarinin pektik
bilesenlerini hidrolize etmek suretiyle doku yumusamasina neden olurlar (Barras ve
ark., 1994). “Yumusak c¢iiriiklik’ etkeni olan Erwinialarda baslica pektinolitik
enzimler; Pel A, Pel B, Pel C, Pel D ve Pel E ve pektin metil esteraz Pem’ lerdir
(Barras ve ark., 1994). Seliilutik enzimler de patojenite i¢in nemli olup hiicre
duvarinda yumusamaya ve kismi bozulmalara sebep olurlar. Ecc ve Echr’ nin baslica

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

Proteaz enzimlerinin patojenitedeki rolii ¢ok iyi anlagiimamis olmakla birlikte Martis
ve arkadaglar1 1999 yilinda yaptiklart ¢aligmada, Ecc’de prt W’ geninin
inaktivasyonunun patojenitede azalmaya neden oldugunu ortaya koymuslardir

(Martis ve ark., 1999).

2.1.2. Erwinia’larin Diger Ozellikleri

2.1.2.1. Hareket Yetenegi

E. carotovora transpozon mutantlarinin axenic tiitiin bitkileri iizerinde patojenite
azalmas1 gostermeleri hareket yeteneklerindeki kayipla izah edilmektedir (Pirhonen

ve ark., 1991).

Benzer bir olay Eca’ nin hareket yetenegine sahip olmayan mutantlarinda
gozlenmistir. Bu mutantlarin ¢ogu normal diizeyde ekzoenzim iiretmelerine ragmen,
hareket yeteneginin kaybindan dolay1 patojenitede azalma meydana gelmistir
(Mulholland ve ark., 1993). Ancak patojenitede hareket yeteneginin rolii hala
belirgin degildir.



2.1.2.2. Antibiyotik iiretimi

Erwinia tiirlerinin zirai 6nemlerine ek olarak, iki Erwinia tiirliniin baz1 antibiyotikleri
tiretebildikleri tespit edilmistir (Parker ve ark., 1982; Axelrood ve ark., 1988;
Ishimaru ve ark., 1988). Bunlardan Erwinia herbicola A 111 susunun, lipopeptit
antibiyotiklerden olan herbicolin A ve B’ yi tretebildigi bulunmustur (Greiner ve
Winkelman, 1991). Erwinia carotovora’ nin bazi suslarinin ise bir [-laktam
antibiyotigi olan 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem)’i iiretebildigi
gosterilmistir (Parker ve ark., 1982). Bu antibiyotigin liretimiyle, antibiyotige karsi
duyarli olan bakterilerin sayisinin azaltilarak, organizmanin rizosferdeki yasama

sansinin arttig1 diislinlilmektedir (Cavalier-Smith, 1992).

2.2. Antibiyotikler

Antibiyotiklerin kesfiyle tipta hastaliklarin tedavisinde yeni bir ¢igir agilmistir.

Antibiyotiklerin kesfi, tedavi edici hekimlik tarihinin en 6nemli bulusu olmustur.

Antibiyotiklerin  tedavide kullanilmaya baglanmasiyla birlikte bakteriyel
infeksiyonlarla savasta biiyiik bir tistiinliikk saglanmistir. Antibiyotikler, bakterilerin
tiremesini  engelleyen veya onlart  Oldiiren ikincil metabolitler olarak
tanimlanmiglardir. Tarihgeleri, 1929 yilinda Alexander Fleming’in bir kiif mantari
olan Penicillium notatum ile kontamine olan bir bakteri kiiltiirinde iiremenin
engelledigini tesadiifen fark etmesiyle baslar. Bu antibakteriyel etkinin, Penicillium
kiifliniin daha sonra penisilin adi verilen bir madde iiretmesinden kaynaklandigi
tespit edilmistir. Ancak bu maddenin antibakteriyel giicii, penisilinin izole edilmesi
ve saflastirilmasi basarilamadigr i¢in 1940 yilina kadar bilinememistir. Penisilin
tizerindeki Oonemli ilerlemeler, Oxford’ta 1940 yilinda Chain, Florey ve onlarin
calisma arkadaslari tarafindan kaydedilmistir. Bu arastirmacilar faredeki 6ldiirticii bir
infeksiyona kars1 penisilinin son derece etkili oldugunu gostermislerdir (Rollison,

1998). Bu sonug penisilinin insanlarda klinik kullanimina imkan saglamistir.



Penisilinin tipta kullanilmaya baslamasindan sonra streptomisin, kloromfenikol,

vankomisin ve kanamisin gibi diger bir¢ok antibiyotikte kesfedilmistir.

2.2.1. B-laktam Antibiyotikleri

B-laktamlar ilk kesfedilen antibiyotik grubudur. ilk olarak ipliksi mantarlarda
kesfedilmelerine ragmen daha sonra birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerde de bulunduklar1 tespit edilmistir (Sekil 2.2). B-laktam antibiyotikleri
biyolojik olarak bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasinin
biyosentezini engelleyici bir etkiye sahiptirler. Peptidoglikan kisa peptitlerle ¢apraz
olarak baglanmis diiz polisakkarit zincirleri igeren bir makromolekiildiir. Bakteri
hiicre duvarinin sert ve saglam bir yapida olmasii saglar. Bu molekiil olmazsa,
bakteriler kendi yiliksek i¢ basinglar1 nedeniyle patlarlar. Bakteriyel sitoplazmik
membran {izerinde bulunan ve peptidoglikan biyosentezinde enzimatik rolleri olan

Penisilin Baglayan Proteinler (PBP), penisilinler ve diger benzer antibiyotikler i¢in
direk hedef konumundadirlar. B-laktam grubu antibiyotikler giiniimiizde tibbi
tedavide kullanilan bir ¢ok antibiyotigi ihtiva ederler. Yiiksek etkili olmalari ve
diisiik toksisiteleri nedeniyle oldukca genis Olcilide ¢alisilmiglardir (Aharonowitz ve

Cohen, 1992).

2.2.1.1. p-laktam Antibiyotiklerinin Yapisi

B-laktamlar kimyasal yapilarina gore; penisilinler, sefalosporinler ve sefamisinler,
klavamlar, karbapenemler ve monobaktamlar olarak bes grupta simiflandirilirlar
(Sekil 2.2). Yapilarinda dort karbonlu bir B-laktam halkasi ve bes yada alt1 karbonlu

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

Penisilinler, sefalosporinler ve sefamisinler, ikinci halkada siilfir atomuna sahip
olmalar1 nedeniyle diger B-laktam gruplarindan farklilik gosterirler (Martin ve
Gutierrez, 1995). Penam yapisinda, dort karbonlu bir B-laktam halkasi bes karbonlu
stilfiir ihtiva eden thiazolidin halkasiyla birlesirken, sefem yapisinda -laktam halkasi

alt1 karbonlu dihydrothiazine ile birlesir. Klavam halkasi, klavulanik asitte bulunur



ve bu yap1 oksijenle siilfliriin yer degistirmesi sebebiyle penam halkasindan farklidir.
Monobaktamlarda bulunan monobaktam halkasi, B-laktam halkasina birlesmis bir
halkanin olmamas: ile karakterize olur. Karbapenemlerde ise sefalosporinler ve

penisilinlerin thiazolidine halkasindaki siilfiir atomu bir karbon atomu ile yer

degistirmistir.
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Sekil 2.2. B-laktam antibiyotigi iireten mikroorganizmalarin dagilim
(Brakhage, 1998)

2.2.2. Penisilinler ve Sefalosporinler

Penisilin sistemik olarak kullanima giren ilk antibiyotiktir. 1940’11 yillarda Dr.

Florey ve arkadaslar tarafindan izole edilmistir ve klinik olarak insanlar iizerinde



kullanilmaya baslanmustir. Sefalosporinler ilk defa 1945 yilinda Cephalosporium
acremonium’dan elde edilmislerdir. Penisilinler ve sefalosporinler bugiin hala
klinikte kullanilan en etkili antiyotikler arasindadirlar. Bu nedenle iizerlerinde genis
Olciide calisilmistir. Penisilinler bir Streptomyces susu ve ¢esitli kiifler tarafindan
tiretilirler. Sefalosporinler ise sadece kiifler tarafindan degil bazi Gram-negatif ve

Gram-pozitif bakteriler tarafindan da iiretilebilirler (Aharonowitz ve Cohen, 1992).

2.2.3. Klavulanik Asit

Streptomyces clavuligerus, klavamlar, klavulanik asit ve sefamisin C gibi B-laktam
antibiyotiklerini tiretebildigi bilinen Gram-pozitif bir toprak bakterisidir. Klavulanik
asit, hem Gram-pozitif hemde Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen gii¢lii bir p-
laktamaz inhibitoriidiir (Reading ve Cole, 1977) ancak antibakteriyel etkisi yok
denecek kadar azdir. Klinikte mevcut B-laktam antibiyotiklerine direng gosteren
enfeksiyonlarla miicadele etmek amaciyla B-laktam antibiyotikleri ile birlikte
kullanilmaktadir (Paradkar ve ark., 1998). Ortamda bulunan -laktamazlarla kuvvetle
birleserek B-laktam antibiyotigini enzimin etkisinden koruyarak antibakteriyel etki

sahasini genisletir.

2.2.4. B-laktam Grubu Antibiyotiklerin Uretiminde Cevresel Parametrelerin

Etkisi

B-laktam antibiyotik iiretimini kontrol eden sistemler iizerinde yapilmakta olan
arastirmalar, kontrol mekanizmalarinin ¢ok karigik oldugunu gostermistir. Genetik
faktorlere ilave olarak, cesitli ¢evresel faktorlerin de bu antibiyotiklerin {iretimini
etkiledigi ortaya konmustur (Brakhage, 1998). Asagida, penisilin, sefalosporin ve

klavam’larin biyosentezinde etkili olan cevresel faktorler hakkinda bugiin sahip

oldugumuz bilgiler 6zetlenmektedir.



2.2.4.1. Karbon Kaynag

Penisilin, sefalosporin ve sefamisin gibi [-laktamlarin {iretiminde karbon
kaynaklarmin rolii yogun olarak calisilmistir. Glikoz, antibiyotik {iiretebilen
bakterilerin iiremesi i¢in en uygun karbon ve enerji kaynagi olarak is gormesine
ragmen bir¢ok antibiyotigin sentezini olumsuz yonde etkiler (Jensen ve Demain,
1995). Brakhage ve arkadaslar1 1992°de, P.chrysogenum’ da asir1 glikoz
kullaniminin penisilin titresinde Onemli oranda azalmaya sebep oldugunu
bulmuslardir. Revilla ve ¢aligma grubu da, fruktoz, galaktoz ve sukrozun penisilin ve
sefalosporin iiretimini olumsuz yonde etkiledigini, laktozun ise s6z konusu
antibiyotiklerin iiretimini tesvik ettigini yaptiklar1 calisma sonucunda ortaya
koymuslardir (Revilla ve ark., 1984). Espeso ve arkadaslart 1993’de, gliserol
kullanimiin A. nidulans’ da penisilin iiretimini tamamen ortadan kaldirdigini tespit
etmiglerdir (Espeso ve ark., 1993). Benzer bir durum C.acremonium’ da
gbzlenmistir. Bu mikroorganizmada glikoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarinin
sefalosporin {iretimini olumsuz yonde etkiledikleri belirlenmisdir (Martin ve

Aharonowitz, 1983).

Kiifler de oldugu gibi, bir Gram-pozitif bakteri olan S. clavuligerus’da da sefamisin
biyosentezinde karbon kaynaginin c¢esidi onemli bir etkiye sahiptir. Gliserol

sefamisin sentezini baskilarken, nisasta tesvik eder (Martin ve Aharonowitz, 1983).

2.2.4.2. Azot

Aharonowitz yaptigi calismada, hem fungi hem de aktinomisetlerde [-laktam
antibiyotik biyosentezinin ortamdaki azot miktar tarafindan diizenlendigini ortaya
koymustur (Aharonowitz, 1980). S. clavuligerus ve S. cattleya’ da asir1 miktarda
amonyum varligr B-laktam {iretimini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir
(Lilley ve ark., 1981). Benzer sekilde Sanchez ve arkadaslari, P. chrysogenum’ da

yliksek amonyum diizeyinin penisilin {iretimini engelledigini rapor etmislerdir

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

Cesitli calismalar, asir1 miktardaki fosfatin hem C.acremonium’ da sefalosporin
tiretimini hem de S. clavuligerus’ ta sefamisin tiretimini olumsuz yonde etkiledigini
aciga cikarmistir (Kuenzi, 1980, Aharonowitz, 1980). Ancak bu etkinin arkasindaki

molekiiler mekanizma anlasilmis degildir.

2.2.4.4. Oksijen

Penisilinlerin biyosentezinde rol olan bazi1 enzimler aktiviteleri i¢in oksijene ihtiyac

duyduklart i¢in, oksijen varlig1 bu antibiyotigin sentezi i¢in oldukca dnemlidir.

Hilgendorf ve calisma grubu, oksijen gerilimi altinda sefalosporin C iiretiminin

azaldigini yaptiklar1 calismada ortaya koymuslardir (Hilgendorf ve ark., 1987).

Ancak bu bulgunun tersine, Renno ve arkadaglar1 oksijen limitasyonunun P.
chrysogenum’ da penisilin biyosentezini diizenleyen acvA ve ipnA genlerinin
ekspresyonunu dolayisiyla penisilin tiretimini arttirdigini gostermislerdir (Renno ve

ark., 1992).

2.2.4.5. Amino Asitler

Penisilin ve sefalosporinler, amino asit Onciilerinden sentezlenmeleri bu
antibiyotiklerin biyosentezinde amino asitlerin rol oynayabilecegi olasiligini
diisiindiirmiistiir. Bu olasilik besiyerine farkli amino asitlerin ilavesi ile test
edilmistir. Farkli amino asitlerin ilavesinin B-laktam tiretiminde farkli etkilere sahip
oldugu gorilmistir. Brakhage ve arkadaslar1 1992’de, A. nidulans ve P.
chrysogenum’ da lizin amino asitinin penisilin liretimini azalttigin1 yaptiklar
calismada tespit etmislerdir (Brakhage ve ark., 1992). Mehta ve calisma grubu da,
yiiksek lizin konsantrasyonunun C. acremonium’ da sefalosporin {tretimini

engelledigini rapor etmislerdir (Mehta ve ark., 1979).
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2.2.5. Karbapenemler

Penisilinler ve sefalosporinlerin birgok hastane kaynakli enfeksiyonun tedavisindeki
basarilar1 ispatlanmistir (Neu, 1994). Ancak bakteriyel patojenler arasinda B-laktam
direncinin artmasi, genis spekturumlu yeni antibiyotiklere ihtiya¢ oldugu gercegini
ortaya cikarmistir. Karbapenemler, 1970’11 yillarin sonunda B-laktamazlari inhibe
eden yeni antibiyotikler bulmak amaciyla yiiriitilen bir program dahilinde
kesfedilmislerdir (Sykes ve ark., 1981, Imada ve ark., 1981). Karbapenemler,
penisilin ve sefalosporinlerin etki edemedigi anaerobik bakterilere kars1 son derece
yuksek aktivite gosterdiklerinden dolay1r olduk¢a Onemli bir gruptur. Genis
spekturumlu aktivitelerine ilave olarak aerobik ve fakiiltatif Gram-pozitif basillere
kars1 kullanildiklarinda post-antibiyotik bir etki gosterirler ve p-laktamazlar
varliginda stabilitelerini koruyabilirler (Coulton ve Hunt, 1996; Neu, 1994; Ubukata
ve ark., 1990).

Karbapenemler, kiikiirt atomunun yerini bir karbon atomunun almasi ve ikinci ve
ticiincii karbonlar arasinda bir ¢ift bag bulunmasi ile penisilinlerden ayrilirlar
(Moellering ve ark., 1989). Bu grup, tienamisinler, olivanik asitler ve karpetimisin’
ler gibi dogal {iriinleri ihtiva ederler. Tienamisin ilk kesfedilen karbapenem
antibiyotigi olup, Streptomces cattleya tarafindan iretilmektedir (Kahan ve ark.,
1979). Bu antibiyotik Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karst ¢ok genis bir
antibakteriyel spekturuma sahiptir (Buchan ve ark., 1994) ve B-laktamazlarin ¢goguna
direng gosterir (Neu, 1994; Kahan ve ark., 1983). Streptomyces cattleya tarafindan
tiretilen tienamisin tizerinde yapilan radyoaktif izotop c¢aligmalari, tienamisin
biyosentezinin penisilin ve sefalosporin biyosentezinde rol oynayan onciilerle iliskili
olmadigimi gostermistir (Williamson ve ark., 1985). Sefalosporin ve penisilin
tiretiminde kullanilan dnciilerle tienamisin sentezi i¢in gerekli onciilerin farkli olmasi
karbapenemin yeni bir biyosentetik yolla sentezlendiginin diistiniilmesine yol

acmaktadir (Sekil 2.3).

Karbapenemler [-laktamazlara direngli olmalarina karsin bazi dezavantajlarida

vardir. Kat1 ve sivi halde kararsiz halde olup bobrekte bulunan dehidropeptidaz-I
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enzimi tarafindan kolayca pargalanabilirler. Bu dezavantajlar yeni ve daha gelismis

karbapenem arayisina neden olmustur.

Kesiflerinden yaklasik on yil kadar sonra ilk ticari karbapenem olan imipenem (bir
tienamisin tilirevi) ticari olarak satisa sunulmustur (Sekil 2.4). Ancak buda bir bébrek

enzimi olan dehidropeptidaz tarafindan kararsiz hale dontstiiriilebilmekteydi.

Bu problem dehidropeptidaz-1” in etkili bir inhibitorii olan cilastatine ile ¢oziilmistiir
(Kropp ve ark., 1985, Lipman ve Neu, 1988). Karbapenem antibiyotiklerinin yeni bir
iiyesi olan meropenemin, imipeneme gore kararli ve dehidropeptidaz-I’e daha
direngli oldugu bulunmustur. Meropenem tibbi 6neme sahip olan Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere karsi genis spekturumlu bir aktiviteye sahiptir (Sekil 2.4;
Moellering ve ark., 1989). Karbapenemler esasen Streptomyces tiirlerinden izole
edilmislerdir. Ancak, bu organizmada karbapenem biyosentezi {iizerine yapilan
arastirmalar; Streptomyces’lerin yavas {iiremesi, az {riin vermesi ve genetik
calismalara yatkin olmamasi, diisiik iretim titresi ve birden fazla antibiyotik

tiretmeleri nedeniyle son derece sinirli kalmistir (Wise, 1986).
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2.2.5.1. Erwinia’larda Karbapenem Uretimi

Olivanik asit ve thienamycin’e ilave olarak, diger bir tarama programini takiben, bir
seri dogal karbapenem daha kesfedilmistir. Serratia ve bazi Erwinia tiirlerinden izole
edilen 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem) de bunlarin arasindaydi
(Sekil 2-4; Parker ve ark., 1982). Bu karbapenem oldukc¢a kararsiz ve aktivitesi
donma veya yiiksek konsantrasyon gibi kosullarda ¢abuk kaybolan bir maddedir
(Parker ve ark., 1982). Ancak, bu antibiyotige duyarli bir E. coli susu kullanilarak
kolayca tespit edilebilir. Streptomyces’ler deki ¢oklu antibiyotik iiretiminin aksine
Serratia ve Erwinia tarafindan iiretilen tek antibiyotiktir. Bu organizmalar tarafindan
tiretilen tek antibiyotik olmasi, hizli iremeleri ve genetik calismalara yatkin olmalari
karbapenem antibiyotik iiretiminin ¢alisilmasinda Serratia ve Erwinia tiirlerini cazip
hale getirmistir. EcC de karbapenem iiretimi, ortamdaki bakteri yogunluguna ve N-(3-
oksohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL) adi verilen bir sinyal molekiiliiniin

varligina bagimlidir (Bycroft ve ark., 1988).

2.3. Prokaryotlarda Hiicre Sinyalleri

Bakteriler, karmasik sinyal iletim sistemleri yardimi ile g¢esitli ¢evresel uyarilara
tepki gosterebilirler (Mekalanos, 1992; Fuqua ve ark., 1994). Bakterilerde sinyal
iletimini saglayan mekanizma, genellikle iki bilesenli bir sistemdir. Bu sistem,
algilama ve yamtlamay1 diizenleyen iki protein igerir. iki bilesenli regiilator

proteinler tarafindan sinyal iletimine fosfotransfer reaksiyonlar aracilik eder.
Proteinlerden biri (sensor) digerinin (response regulator) fosforilasyonunu diizenler.
Ancak cevresel uyarilari algilama her zaman fosforilasyon ile diizenlenmez.
Alternatif sinyal sistemleri de tespit edilmistir. 1990 I1 yillarin basinda sinyal

molekiilii olarak N-acil homoserin kullanilan yeni hiicreler arasi sinyal sistemi

kesfedilmistir.



16

2.3.1. N-acil homoserin laktonlar Tarafindan Gen Regiilasyonu

Uzun bir siire sadece bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri tarafindan iiretildigi
diisiiniilen N-acil homoserin laktonlarin (AHLs), artik birgok Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteri tarafindan da fretilebildigi ve cesitli hiicre yogunluguna bagiml
olarak sentezlenen molekiillerin sentezini kontrol ettigi giliniimiizde agiklik
kazanmigtir (Williams ve ark., 1992; Swift ve ark., 1993). Cizelge 2.1 de bakteriyel

N-agil homoserin laktonlar ve kontrol ettikleri fizyolojik islemler verilmistir.

Sekil 2.5 da Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen N-a¢il homoserin lakton
molekiillerinin kimyasal yapisi goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
baz1 bakterilerin her biri farkli fenotipleri kontrol eden birden fazla AHL molekiilii

tirettiklerini gostermistir (Cizelge 2.1).

2.4. Cevreyi Algilama Sistemi

Bir¢ok Gram-negatif bakterinin hiicreler arasi haberlesme sisteminin bir pargasi
olarak kii¢iik, otoindiikleyici, sinyal molekiillerini kullandiklar1 bilinmektedir (Swift
ve ark., 1994, Salmond ve ark., 1995, Robson ve ark., 1997). Gram-negatif
bakterilerde en yaygin olarak bulunan sinyal molekiilleri N-a¢il homoserine lakton
tirevleridir (AHLs). Bu kiiciik sinyal molekiilleri bakteri topluluklarinin kendi hiicre
yogunluklarini izlemesine imkan verir. Bakterilerin hiicre yogunlugunu algilama
yetenekleri ‘cevreyi algilama (Quorum-sensing)’ olarak adlandirilmistir (Fuqua ve
ark., 1994). Cevreyi algilama sistemi, bakteriye kendi hiicre populasyon

yogunlugunu izleme ve buna bagli olarak davraniglarini diizenlenme olanagi verir.

Cevreyi algilama sisteminin elemanlari, sinyal molekiiliiniin sentezini idare eden N-
acil homoserin lakton sentaz ve sinyal molekiiline cevap ic¢in gerekli bir
transkripsiyonel aktivatorden meydana gelmistir (Fuqua ve ark., 1996, Hastings ve
Greenberg, 1999) (Cizelge 2.1). Sinyal molekiillerinin konsantrasyonlar1 yeterli
diizeye ulastiginda transkripsiyonel bir aktivatore baglanarak hedef genlerin

ekspresyonunu indiiklerler. Bir ¢ok Gram-negatif patojen enfeksiyon olusturmak i¢in
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bu sistemi kullanir. Bu sistem, yalnizca hiicre sayis1 konagin savunma sisteminin
basa ¢ikamayacagi bir diizeye ulastiginda, bakterinin viriilens faktorlerini kodlayan

genlerinin ifade edilerek basarili bir sekilde enfeksiyon olusturmasini saglar.

Cizelge 2.1. N-agil homoserin laktonlar ve fenotiplerle iliskileri (Bosgelmez, 1999)
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Sekil 2.5. N-a¢il homoserin lakton molekiillerinin yapis1

(Bosgelmez, 1999)
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Gram-pozitif bakterilerde ise kullanmilan sinyal molekiilleri Gram-negatif
bakterilerden ayrilirlar. Gram-pozitif ¢evreyi algilama sisteminde tipik olarak peptit
sinyal molekiilleri kullanilir. Bunlara ‘feromen’ adi verilir. Bu peptit sinyaller
sitoplazmik cevap olarak regiilatdr proteinlerle etkilesen, ayni1 kdkenden olan iki
bilesenli sensor kinaz proteinleri tarafindan tanmirlar. Bunlardan E. faecalis’ teki
bazi peptit yapisindaki sinyal molekiilleri, donér hiicreler ve plazmit arasinda

konjugasyonu uyarir (Bassler, 1999).

Cevreyi algilama sistemi, ilk defa V. fischeri’de ortaya ¢ikarildigindan dolayr bu
organizmada cevreyi algilama sistemi ¢ok detayli olarak calisilmistir. Bu sistemi
kullanan diger organizmalarla yapilan g¢alismalara V. fischeri model etmistir. V.
fischeri’de biyoisima ¢evreyi algilama sistemi ile kontrol edilen, fizyolojik olup ¢ok
ayrintilt olarak calisildigi i¢in bu sisteme Ornek olmasi agisindan asagidaki boliimde

Ozetlenmistir.

2.4.1. Vibrio fischeri’ de Biyoisima ( Bioluminesence )

V. fischeri, bazi deniz baliklarinin ve kalamarlarin (miirekkep baligl) 1s1k
organlarinda simbiyont olarak ayrica deniz suyunda serbest olarak bulunabilen
Gram-negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteridir. V. fischeri deniz suyunda yogunlugu
az oldugu zaman bu bakterinin kiiltiirleri koyu renkli goriiliir. Ancak, 151k organlari
igerisindeki hiicre yogunlugu yiiksek oldugu zaman, populasyon 1sik yayar ve
biyoisima (biyoliiminesens) meydana gelir (Meighen, 1994). V. fischeri’ de 1s1ma,
luxI geninin {riini olan N-(3-oxohexanoly) homoserine lactone (OHHL)
molekiillerinin birikimine baglhidir. OHHL ortamda yeterli konsantrasyona ulasinca

transkripsiyonel bir aktivator olan LuxR proteinine baglanir ve biyoisima olusur.

Biyoisima olusumunda rol alan genler ve biyoisimanin mekanizmasi Sekil 2.6 de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.6. Vibrio fischeri’ de 1s1manin diizenlenmesi (Bosgelmez, 1999)

Yukarida bahsedilen genetik faktorlerin yaninda, biyoisima olusumunun katabolit
baskilamasi, besin ve oksijen yetersizligi, sicaklik soku, demir limitasyonu (Dunlap
ve Greenberg, 1985) gibi global faktorler tarafindan da kontrol edildigi gosterilmistir
(Ulitzur, 1989; Ulitzur ve Dunlap, 1995).
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2.5. Erwinina’ da Karbapenem Antibiyotik Uretiminin Diizenlenmesi

Ecc’de OHHL molekiillerinin varliginin tespit edilmesi bu bakteride de karbapenem
biyosentezinin, Vibrio fischeri’ de biyoisima olusumu ile benzer bir yolla
gerseklesebilecegi fikrini ortaya c¢ikarmistir. Daha sonraki g¢aligmalar bu fikri
dogrulamistir. Biyoisimada oldugu gibi karbapenem iiretimi de hiicre yogunluguna
bagimlidir. Yapilan deneysel ¢alismalar, antibiyotik iiretiminin hiicre yogunlugunun
en yiiksek diizeyde oldugu logaritmik fazin sonu ile durgun fazin baslarinda
gergeklestigini  gostermistir (Bycroft ve ark., 1988). Karbapenem {iretiminden
sorumlu olan genler ve bu islemin mekanizmas1 Sekil 2.7 de verilmistir. Ureme
ortaminda OHHL konsantrasyonu belli bir esik degere ulastiginda bu molekiil CarR
proteinine baglanir ve karbapenem olusumundan sorumlu genleri aktive eder

(McGowan ve ark., 1995).

Cevreyi algilama sistemi ile kontrol edilen fizyolojik islemler genellikle ¢evresel
faktorler tarafindan da etkilenirler. Ornegin; katabolit baskilamasi, besin ve oksijen
yetersizligi, sicaklik soku ve demir limitasyonun, V. fischeri de lux sisteminin
ekspresyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Lux sistemine analog olmasi
nedeniyle, karbapenem iiretimininde de g¢evresel faktorlerden etkilenip
etkilenmediginin tespiti dnemlidir. Ancak karbapenem biyosentezinde fiziksel ve
cevresel faktorlerin etkileri hakkinda rapor edilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
gozlemler dogrultusunda, bu calismada sicaklik, tuz (NaCl), cesitli karbon
kaynaklar1, oksijen limitasyonu gibi ¢evresel faktorlerin karbapenem tiretimi {izerine

etkileri arastirilmistir.
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Sekil 2.8. E. carotovora’ da karbapenem tiretiminin diizenlenmesi
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Erwinia ve E. coli Suslarmin Uretim ve Saklanmasi

Erwinia ve E. coli suslari, LB broth ve LB agar iceren petrilerde sirasiyla 30°C ve
37°C’ lerde iiretilmislerdir. E. coli ve Ecc suslar1 kisa donem saklama amaciyla LB
agar iceren petri kaplarinda 4°C’ de muhafaza edilmislerdir. Daha uzun siireli
muhafaza i¢in ise bu stok kiiltiirleri LB agar’ da iiretilmis ve % 25 lik gliserol

soliisyonunda -70°C” de dondurulmuslardir.

3.2. Besiyerlerinin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Calisma siiresince kullanilan tiim besiyerleri ve soliisyonlar Millipore saf su
kullanilarak hazirlanmistir. Ayni zamanda besiyeri ve soliisyonlar otoklavda 121°C’

de 15 dakika sterilize edilmistir (Cizelge 3.1).

Karbapenem hassasiyet testleri icin LB agar besiyeri kullanilmigtir. Bu besiyeri
talimatina uygun olarak hazirlanmis ve 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak (Selecta
Steril Max 25) sterilize edilmistir. Daha sonra steril edilen besiyeri petrilere
dokiilmiistlir. Sonra oda sicakliginda katilasmasi i¢in beklenmistir. Kontaminasyon
kontrolii i¢in, i¢inde besiyeri bulunan petri kaplar1 bir gece 37°C” lik etiivde (Selecta)

inkiibe edilmistir.

Hig bakteri tiremesi olmayan petriler hassasiyet testleri i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Caligsma sirasinda kullanilan besiyeri ve soliisyonlar

Besiyeri ve Soliisyonlar

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 K,;HPO,4
100g KH2P04
(pH 6.9-7.1)

Minimal Medium(MM)

(20ml 50xfosfat)

(10ml % 10(w/v)(NH4)2SO4)
(0,41 ml 1M MgSO,)

(10ml % 20 karbon kaynagi)

3.3. Karbapenem Hassasiyet Testi

Ecc’de karbapenem antibiyotik iiretimi, bir biyotest kullanilarak tespit edilmistir.

Karbapeneme son derece duyarli olan E. coli Beechams’ susu (ESS:E. coli siiper
sensitive) kullanilmistir. Ecc’de iireme egrisi boyunca karbapenem iiretimini
gozlemek icin bir gecelik kiiltlirinden 100ul alinarak 4ml % 0.7’lik soft-LB agar
igerisinde iyice karigtirilmigtir. Daha sonra LB agar igeren bir petri kabina dokiilerek
10 dk. siireyle katilagsmas1 beklenmistir. Bu siire sonunda petri kabinin ortasinda bir
pastor pipeti arka kismmin yardimiyla delik agilmistir. Antibiyotik {iretimi test

edilecek Ecc kiiltiirii santrifiijlenmis ve yaklasik 100 ul siipernatant acilan bu delige

pipetlenmistir.
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Bu petri kab1 30°C” de bir gece inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda E.
coli ESS’ nin iireyemedigi test susunun etrafinda agik renkli bir zon olusumu

karbapenem iiretimini ifade etmistir.

Sekil 3.1. Ecc’de karbapenem antibiyotik tiretimi.
3.4. Biiyiime Egrileri

3.4.1. Aerobik Biiyiime Egrileri

3.4.1.1. Sicakhik Biiyiime Egrileri

Sicakligin karbapenem iiretimine etkisini arastirmak icin yapilan biiylime egrilerinde
25ml LB igerisine miktar1 spektrofotometrede tespit edilmis olan Ecc kiiltiirti ilave
edilmistir. Bu kiiltiirler 30°, 32°, 34°, 36°, 37C lere ayarlanmig 200 rpm’ lik
calkalamali inkiibatére yerlestirilmistir. Her saat basinda Iml Ornek alinarak
karbapenem testi i¢in kullanilmistir. Bu test bolim 3.3 de tarif edildigi sekilde
gerceklestirilmistir.

3.4.1.2. Karbon Kaynag) Biiyiime Egrileri

Biiylime egrileri igin, Ecc ve E. coli kiiltiirleri karbon kaynagi olarak % 20’ lik
glukoz, gliserol, maltoz, siikroz ve fruktoz ihtiva eden MM’ de iiretilmislerdir. Bir
gecelik kiiltiirlerin  spektrofotometrede okunan degerleri 25ml MM igerisine

karistirilmistir. Bu karigimlar 30 C* ye ayarhi 200 rpm’ lik ¢alkalamali inkiibatore
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yerlestirilmislerdir. Her saat basinda 1 ml 6rnek alinarak karbapenem testi i¢in

kullanilmustir.

3.4.1.3. Sodyum Kloriir (NaCl) Biiyiime Egrileri

Biiylime egrileri i¢in, Kkiiltiirler degisik konsantrasyonlarda (0,170-0,340-0,085-
0,00425-0,002125 M) NaCl igeren sivi LB’ de iiretilmislerdir. Bu karisimlar 30C ye
ayarli 200 rpm’ lik ¢alkalamali inkiibatore yerlestirilmislerdir. Her saat basinda 1 ml

ornek alinarak karbapenem testi i¢in kullanilmustir.

3.4.1.4. Fosfat ve Nitrojen Biiyiime Egrileri

Farkli fosfat ve nitrojen konsantrasyonlarimin karbapenem {iiretimi {iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi i¢in Ecc suslarn farkli miktarda fosfat veya nitrojen igeren
MM besiyerlerinde ¢alkalamali inkiibatorde tiretilmistir.

3.4.2. Oksijen Sinirh Bityiime Egrileri

Oksijen-limitli biiylime egrileri i¢in, 25 ml sivi LB {izerine 25 ml steril parafin yag:

ilave edilerek 30 C” ye ayarli 60 rpm’ lik calkalamali inkiibatore yerlestirilmistir. Her

saat baginda 1 ml 6rnek alinarak karbapenem testi i¢in kullanilmigtur.



27

4. DENEYSEL BULGULAR

Bu c¢alismada Ecc de sicaklik, degisik tuz (NaCl) konsantrasyonlari, oksijen-
limitasyonu ve farkli karbon kaynaklar1 gibi ¢evresel faktorlerin karbapenem

biyosentezi lizerine etkileri aragtirilmisgtir.

Bu ¢alismanin ilk asamasinda deneylerde kullanilacak olan Ecc GBI susu LB agar
besiyerine ekilmistir. Daha sonra uzun siire saklama i¢in -80°C’ de muhafaza

edilmistir.
4.1. Sicakhgin Etkisi
Ecc GBI susunda sicakligin antibiyotik tiretimine etkisini belirlemek amaciyla 30-

37°C arasindaki farkli sicaklik degerleri kullanilmistir. Sicakligin antibiyotik

iiretimine etkisi Sekil 4.1° de gdsterilmistir.

] i ---Jr||l:nu-.l'm-n:l|a:1uml:rm-

Sekil 4.1. Sicakligin E. carotovora’ nin gelisimine ve karbapenem antibiyotik

uretimine etkisi
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Sekil 4.1. de verilen sonuglardan da goriildiigii tizere sicaklik artisinin, 37°C harig,
tireme lizerinde bliyiik bir etkisi gériilmemistir. Sicaklik degerlerindeki artisa paralel
olarak Ecc’ nin antibiyotik iretiminde azalma meydana gelmistir. 30°C de
karbapenem antibiyotik {iretimi en biiyiik degere ulasirken, 32° ve 34°C’ lerde
Olgiilen antibiyotik zon yarigaplarinda bir azalma meydana gelmistir. 36° ve 37°C’
lerde gerceklestirilen iireme egrilerinden alman Ornekler de ise zon olusumu

gbzlenememistir.

4.2. Tuz (NaCl) Konsantrasyonunun Etkisi

Ecc GBI’ da tuzun (NaCl) etkisini tespit etmek amaciyla farkli tuz konsantrasyonlari
kullanilmistir. NaCl” nin Ecc’ nin gelisimine ve antibiyotik iiretimine etkisi Sekil 4.2

de gosterilmigtir.
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Sekil 4.2. NaCl konsantrasyonunun E. carotovora’ nin gelisimine ve karbapenem

antibiyotik liretimine etkisi

Sekil 4.2. de de goriildugii tizere farkli tuz konsantrasyonlar1 bakteri tiremesini biiyiik
Olciide etkilememistir. Normal tuz konsantrasyonu (0,085) kosullarinda karbapenem
antibiyotiginin zon yarigapt en biiylik degere sahipken, bu degerin altindaki

(0,002125-0,00425M) ve istiindeki (0,170-0,340M) tuz konsantrasyonlarinda
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antibiyotik zon yarigapinda bir miktar azalma meydana gelmistir. 0,340M NaCl

iceren besiyerinde ise sadece 9. saatte antibiyotik tiretimi goriilmiistiir.

4.3. Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin antibiyotik iiretimine etkisini tespit etmek amaciyla

glukoz, gliserol, maltoz, siikroz ve fruktoz gibi karbon kaynaklar1 kullanilmistir.

So6zii edilen karbon kaynaklarinin antibiyotik {iiretimine etkisi Sekil 4.3. de

gosterilmistir.

[WiEew Eern wiibet Zon DSt Tom O Frisdd Zon ENEEE D —w- (R0 —a- GRAET il Fasle -+ Fslc

i e L ey

Sekil 4.3. Farkli karbon kaynaklarinin karbapenem antibiyotik tiretimine etkisi

Sekil 4.3. de verilen sonuglardan da goriildiigii iizere maltoz ve gliserol iceren MM
besiyerlerinde lireme olumsuz yonde etkilenmistir. Glukoz, siikroz ve fruktoz gibi
karbon kaynaklari ise iiremeyi etkilememistir. Maltoz ve gliserol igeren ortamlarda
Ecc iyi ilreyemedigi i¢in dogal olarak bu kosullarda antibiyotik iiretimi
gozlenmemistir. Fruktoz iceren besiyerinde ise antibiyotik iiretimi glukoz ve siikroz

iceren ortamlara gore daha fazla olmustur.
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4.4. Oksijen-Limitasyonunun Etkisi

E. carotovora subsp. carotovora’ nin gelisimi ve antibiyotik {iretimine oksijen-
limitasyonunun etkisini tespit etmek amaciyla oksijenin kisitli oldugu bir ortam
hazirlanarak bakteri gelisimi izlenmistir. Bu sartlarda bakteri liremesi ¢ok yavas

oldugundan dolay1 antibiyotik iiretimi tespit edilememistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma oOncesinde karbapenem biyosentezinin, sadece genetik faktorler
tarafindan diizenlendigi diisiiniilmekteydi. Ancak bu ¢aligma karbapenem sentezinde
genetik  faktorlerin  yaninda, cesitli ¢evresel faktorlerinde etkili oldugunu
gostermistir. Sicaklik, NaCl ve karbon kaynaklar1 gibi ¢esitli ¢cevresel faktorlerin Ecc
tarafindan iretilen karbapenemin sentezi iizerindeki etkilerin ortaya cikarilmasina
olanak saglamistir. Ayrica bu gevresel faktorlerin karbapenem {iretimi {iizerine
etkisinin arastirilmasi, farkli B-laktam antibiyotiklerinin sentezine benzer faktorlerin

etkilerinin karsilagtirilmasina da olanak vermistir.

Ecc’ nin karbapenem iiretiminin sicakliga karsi son derece hassas oldugu tespit
edilmigtir. Sicaklik degerlerindeki artisa paralel olarak karbapenem iiretiminde
onemli derecede azalma meydana gelmistir. Ozellikle 36° ve 37°C’lerde karbapenem

tiretimi tamamen ortadan kalkmustir.

Sicakliga ilave olarak, kullanilan ¢esitli karbon kaynaklarmin karbapenem
biyosentezinde Onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. Bu calismada karbon
kaynagi olarak kullanilan maltoz ve gliseroliin karbapenem iiretimini negatif yonde
etkiledigi, fruktozun ise karbapenem {iretimini tesvik ettigi gozlenmistir. Yapilan
caligmalarda diger bazi B-laktam grubu antibiyotiklerin biyosentezi {izerinde de
gliseroliin olumsuz etki yaptigi belirlenmistir. A. nidulans (Espose, 1993)’ da
penisilin ve S. clavuligerus’ da sefalosporin iiretiminin gliserol (Martin ve
Aharonowitz, 1983) tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistir. B-laktam grubu
antibiyotiklerinin bu siniflarinda, karbon kaynaginin etkisinin biiyiime ortaminin pH

ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

Ayni sekilde tuz (NaCl) gibi ¢evresel bir faktoriinde karbapenem iiretiminde son
derece Onemli oldugu tespit edilmistir. Tuzun normal diizeyde bulunmasi
karbapenem Tlretimini tesvik ettigi, asir1 yiikksek veya asir1 diisiik diizeylerde
bulunmasi durumunda ise karbapenem iiretimini olumsuz yonde etkiledigi

belirlenmistir.
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Sonug olarak, bu ¢alisma karbapenem iiretiminde ¢evreyi algilama sisteminden bagka

cesitli cevresel faktorlerinde etkili oldugunun anlagilmasina yardimci olmustur.
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