T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

OXA-1/N**®ve OXA-320/17° B-LAKTAMAZ VARYANTLARININ
KARSILASTIRMALI BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU
ve MUTASYONEL ANALIZi (OXA/A?®)

Fatma CALIK

TEZ DANISMANI
DOC. DR. CEMAL SANDALLI

TEZ JURILERI

YRD. DOC. DR. YESIM AKTURK DiZMAN
YRD. DOC.DR. AYSEGUL SARAL

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJI ANABILIiM DALI

RIZE-2016
Her Hakki Sakhdir



T.C.
RECEP TAYYIP ERDOGAN UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

OXA-1/N*%¢ ve OXA-320/1°% B-LAKTAMAZ VARYANTLARININ
KARSILASTIRMALI BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU ve
MUTASYONEL ANALIZi (OXA/A%%)

Dog. Dr. Cemal SANDALLI danismanliginda, Fatma CALIK tarafindan hazirlanan bu
calisma, Enstitii Yonetim Kurulu karariyla olusturulan jiiri tarafindan .../.../... tarihinde

Biyoloji Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvan Adi1 Soyad: imzasi

Bagkan : DOC. DR. CEMAL SANDAL&“‘M ‘\
A bt i g

Uye : YRD.DOC.DR.  YESIM AKTURK DIZMAN S W™~

Uye : YRD.DOC.DR.  AYSEGUL SARAL




ONSOZ

OXA-1/N**®  ve OXA-320/I°° p-laktamaz varyantlarinin  karsilagtirmali
biyokimyasal karakterizasyonu ve mutasyonel analizi (OXA/A*®) adli bu calisma
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalr’

nda “Yiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Yiiksek lisans 0grenimim boyunca, tez asamasinin her aninda ilgi, destegi ve
hosgoriisiiyle her konuda yardimci olan ¢ok sevdigim saygideger danisman hocam sayin

Dog. Dr. Cemal SANDALLTI’ ya tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimimin her asamasinda birlikte oldugum, hi¢ bir konuda yardimlarini,
desteklerini, esirgemeyen ve enzim molekiiler karakterizasyonun yapilabilmesi igin her
tiirlii destegi saglayan Yrd. Dog. Dr. Aysegiil SARAL ve Yrd. Dog. Dr. Azer OZAD
DUZGUN"’ ¢; ¢ok sevdigim arkadaslarim Emine Esra BUDAK ve Ahmet MIDILLI” ye
ve yiiksek lisans tez caligmasinda benden yardimlarini esirgemeyen Aytiil UZUN olmak
tizere tlim molekiiler biyoloji aragtirma laboratuvari ailesine, yiliksek lisans ¢alismamin
antibiyogram duyarlilik testi yapilabilmesi i¢in yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr.
Aysegiil COPUR CICEK’ e, E-test yonteminde bana yardim eden Prof. Dr. Sengiil
ALPAY KARAOGLU’ na, Western Blotlama analizinde benden yardimlarini
esirgemeyen degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Yesim AKTURK DIZMAN’ a ve yiiksek
lisans Ogrenimim boyunca bende emegi bulunan degerli hocam Dog¢. Dr. Serdar

ULKER’ e,

Aldigim her kararda bana giivenen, kosulsuz destek olan, maddi ve manevi
desteklerini sevgiyle benden esirgemeyen aileme, varligi, sevgisi ve destegini her
zaman hissettiren sevgili arkadasim Yasin TURK’ e ve benim bugiinlere gelmemi

saglayan degerli 6gretmenim Ridvan ATAN’ a sonsuz tesekkiir ediyorum.

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi TUBITAK tarafindan 2147295 nolu proje ile

desteklenmistir.

Fatma CALIK



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan OXA-1/N*® ve OXA-320/1*° B-laktamaz varyantlarinin
karsilagtirmali biyokimyasal karakterizasyonu ve mutasyonel analizi (OXA/A?%®)
baslikli bu tezin, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi
Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi ve aksinin ortaya c¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim. .../.../...

Fatma CALIK

Uyari: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan igerigin kaynak

olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

OXA-1/N***ve OXA-320/1”°° B-LAKTAMAZ VARYANTLARININ KARSILASTIRMALI
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU ve MUTASYONEL ANALIZi (OXA/A%)

Fatma CALIK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Do¢. Dr. Cemal SANDALLI

Bu tez kapsaminda yakin zamanda tespit edilen D-Sinifi B-laktamaz grubuna ait iki adet OXA
alelinin (blaoxa-1 Ve blapxa-320) ekspresyon vektorlerinde rekombinant olarak ifade edilmesi ve
hem minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi (MIK) hem saflastirilan proteinlerin
karsilastirmali olarak karakterizasyonu amaglanmistir. Boylelikle, OXA-tipi B-laktamazlarin
allelik farkliliklarina bagli olarak antibiyotik tedavilere cevap vermedeki degisimler
arastirilmigtir. Her iki alel birbirinden tek bir aminoasit farklilik gosteren enzimleri kodlarlar.
OXA-1 proteininde 266. pozisyonda asparajin (266N) aminoasiti mevcutken, OXA-320
proteininde ayni noktada izoldsin aminoasiti (266I) bulunmaktadir. Her bir alelin MIK
degerlerine bakilmasi icin TOPO100 ekspresyon vektoriine ve kinetik karakterizasyonuna
bakilmast i¢in pET28a vektoriine klonlanarak rekombinant olarak {iretilmeleri saglandi. Ayni
zamanda 266. pozisyondaki aminoasit varyasyonun etkisini aragtirmak i¢in bu noktada alanin
mutasyonu gergeklestirildi. Rekombinant protein iiretimi E. coli BL21 hiicrelerinde
gerceklestirildi  ve Ni-afinite kromotografi yontemi ile saflastirilarak kinetik
karakterizasyon deneylerinde kullanildi. Kinetik sonuglarina gore OXA-1, OXA-320 ve
OXA1/266A enzimlerinin B-laktam antibiyotikleri hidroliz etmeleri acisindan aralarinda biiyiik
farklarin olmadig1 gozlemlendi. Ug enziminde meropenem ve seftazidimi hidroliz etmedikleri,
benzilpenisilini ve sefepimi ¢ok az hidroliz ettigi, en iyi ise sefalotini ise iyi hidroliz ettigi
belirlendi. MIC sonuglarma gore, amoksisilin ve piperasilin antibiyotigine OXA-1, OXA-320 ve
OXA320/266A orneklerinin direng sagladigi, monobaktam grubu antibiyotige ve karbapenem
grubu antibiyotiklere kars1 direng olusturmadig: tespit edildi. MIK sonuglarina paralel olarak
OXA alelleri arasinda p-laktam antibiyotiklere kars1 katalitik etkide ¢ok az farkliliklar goriildii.

2016, 104 sayfa

Anahtar Kelimeler: blagxa.1, blagxa-z0, MIK



ABSTRACT

COMPARATIVE BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF OXA-1/N*® and OXA-
320/1”° VARIANTS OF B-LACTAMASE and THEIR MUTATIONAL ANALYSIS
(OXAIA®®)

Fatma CALIK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cemal SANDALLI
In this master thesis, it was aimed to express of two blapxa alleles (blagxa-1 and blapxa-
320) Classified in Class-D B-lactamase on expression vector and then to determine the
minimal inhibitory concentration (MIC) and comparatively characterization of the
prufied recombinant protein. Thus, it was investigated the effect of amino acid changes
in each variants related to enzyme activity. Each protein has a single amino acid
changes from each other. While OXA-1 protein has asparagine (266N) at residue 266,
OXA-320 protein has isoleucine (2661) at the same position. Each allele was separately
cloned into TOPO-100 expression vector to determine the MIC and pET28a expression
vector for kinetic characterization. Besides this, site-directed mutagenesis was used to
make alanine mutation at residue 266 (266A) to evaluate the effect of mutation on
enzyme activity. Recombinat protein was produced in E. coli BL21 cell and purified by
Ni-afiinity chromotography and they were used to Kinetic characterization. According to
kinetic results, there was no big difference about hidrolysis activity of each variant
(OXA-1, OXA-320 ve OXA1/266A) on B-lactam antibiotics. It was found no hydrolysis
on meropenem and seftazidime, weak hidrolysis on benzylpenicilline and sefepime and
strong hydrolysis on sefalothin for each variant. According to MIC results, each variant
generates resistance to piperacilline and they could not affect to monobactams and
carbapenems. In accordance with MIC values, it was determined small differences
among their kinetic activity on -lactam antibiotics of these two OXA variants and their

alanin mutant.

2016, 104 page
Keywords: bIaOXA_l, blaox/_\_gzo, , MIC
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Degisen kosullara hizli uyum saglayabilme yeteneklerinden dolayi
mikroorganizmalar, yeryiiziiniin en eski canlilar1 olarak bilinmektedir. Bu yetenekleri
dolayisiyla mikroorganizmalar, gelistirilen her yeni antibiyotikten kendini savunma
yolu bulmaktadirlar. Sonug olarak, infeksiyonlarla savasta 6nemli bir engel teskil eden
antibiyotiklere diren¢ sorunu ile karsi karsiya kalinmaktadir. Antibiyotiklere karsi
gelisen direng diinyada biitiin insanligi tehdit edecek diizeyde Onemli sorun haline

gelmis bulunmaktadir (Bedir, 2006).

1929 yilinda Penicillium kiifii ile kontamine agar plaginda stafilokoklarin
tiremesinin inhibe oldugunu goézleyen Sir Alexander Fleming ilk antibiyotigi
kesfetmistir (Akin vd., 2013). 1940 yilinda Abraham ve Chain E. coli’ den izole ettikleri
ekstraktin penisilin etkisini ortadan kaldirdigin1 goézlemlemisler ve elde ettikleri enzime
‘penisilinaz’ ismini vermislerdir. Kirby, disk duyarlilik testlerini gelistirdikten sonra
1944 yilinda stafilokoklarin penisiline direncli ve duyarli suslarini karsilastirdiginda
penisiline direngli oldugu gézlemlenen 6rneklerde bu enzimin bulundugunu saptamis ve
stafilokoklarin bu enzimi pargalayabildigini gostermistir. 1947 yillarinda ise hastaneden

izole edilen stafilokok suslariin cogunlugu penisilinlere kars: direngli hale gelmistir.

Klinikte sik¢a kullanilmaya baslanan antibiyotik zamanla ciddi yan etkiler ve bu
antibiyotiklere direng gelistiren bakteri problemleri goriilmeye baglandi. Penisilin
antibiyotiginde degisiklikler yapilarak dogal penisilinlere ek olarak, yari-sentetik
penisilinler tretildi. Fakat penisilin molekiilii degistikge mikroorganizmalar da direng
gelistirmeye devam ettiler. Arastirmacilar, buna karsin direnci inhibe edecek molekiiller
tireterek mikroorganizmalara karsi kisa siire de olsa Ustilinliik saglamay1 basardilar.
Bugiin de, biitlin dogal ve yari-sentetik sekilleri ile genis bir mikroorganizma
spektrumuna karst altmis yili askin bir siiredir tipta basar1 ile penisilinler

kullanilmaktadirlar (Bedir, 2006).



Penisilinin kullanima girmesinden sonraki 40 yilda 20 antibiyotik sinifi
kesfedilmesine ragmen, 1980 yilindan sonra az sayida Onemli antibiyotikler
kesfedilmistir. Direng sorununu asacak antibiyotiklerin gelistirilmesinin direng
gelisimine gore daha yavas olmasi ve onemli miktarda ekonomik kaynak gerektirmesi

konunun 6nemini ortaya koymaktadir (Akin vd., 2013).

Hastane ortamu antibiyotiklerin segici baskisi nedeniyle Gram-negatif bakterilerin
cogalmasi icin son derece uygundur. Hastane florasina hakim olan ¢ok sayida
antibiyotige direngli olabilen bu mikroorganizmalar, hem asir1 antibiyotik uygulanmasi
hem de hastalarin immiin direngleri nedeniyle, 6zellikle saglik personeli veya solunum
cihazlar ile taginarak hastalar arasinda yayilmaktadir. Yayilan bu direngle de pek ¢ok
diren¢ geni mutasyona ugrayip farkli diren¢ genlerini meydana getirmektedir. Direng
genleri arasindaki mutasyonlar ve yeni direng genlerinin kesfide karsilastirmali
calismalar sonucunda da netlik kazanmaktadir. Bu tez kapsaminda yakin zamanda tespit
edilen D-Sinifi B-laktamaz grubuna ait iki adet OXA alelinin (blapxa-320 Ve blaoxa-1)
karsilastirmali olarak karakterizasyonu amaglanmistir. Her iki alel birbirinden tek bir
aminoasit farklilik gosteren enzimleri kodlarlar. OXA-1 proteininde 266. pozisyonda
asparajin aminoasiti mevcutken, OXA-320 proteininde ayni noktada izolosin aminoasiti
bulunmaktadir. Ayrica, 266. pozisyondaki aminoasit varyasyonun etkisini arastirmak
icin bu noktada alanin mutasyonu yapilacaktir. Her bir alel sinyal sirali olarak TOPO-
100 ekspresyon vektoriine sinyal sirasiz olarak pET28a vektoriine klonlanarak
rekombinant olarak iiretilmeleri amaglanmistir. pET28a vektoriine klonlananacak olan
alellerden rekombinant enzim {iretilecek, Km ve kcat degerlerinin belirlenerek aminoasit
degisimlerinin substratlarin hidrolizindeki etkileri belirlenerek karakterize edilecektir.
Ayrica her bir aleli ifade eden hiicrelerin, E-test yontemi ve Vitek ile aminoasit
degisimlerinin etkisinin fenotipik olarak ortaya konulmasi belirlenecektir. Sonuglar,
nokta mutasyonlar neticesinde olusan farkli aleller arasindaki enzim kinetik

farkliliklarinin ve antibiyotik duyarliliklariin anlagilmasinda rol alacaktir.

1.2. Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng, hayatta kalma

cabas1 antibiyotik direnci olarak tanimlanmakta ve duyarli bakteriler bu durumda



elimine olmaktadirlar (Diizgiin, 2015). Mikroorganizmalarin antibiyotik direnci,
olumsuz cevre kosullarinda yasaminm siirdiirmek i¢in olabilecegi gibi, aynm1 zamanda
bilingsiz antibiyotik kullanim1 sonucu da olusabilmektedir (Torol, 2008). Giiniimiizde,
biitlin diinyada bir yandan hizla yeni antibiyotikler gelistirilmekte iken, 6te yandan
bunlara siiratle diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar bildirilmekte

ve sorunun boyutlart giin gectikge biiytimektedir (Albayrak, 2008).

1.2.1. Dogal (intrensek) Direnc

Bakteriler, antibiyotiklere karsi dogal direng gosterebilirler. Dogal direng,
bakterinin temel 6zelligidir ve ila¢ kullanimu ile ilgisi yoktur, genetik degildir. Dogal
direng, bu mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yapiy1
tastmamalarmin =~ ya da  ilacin  yapisal  Ozelliinden  dolayr  hedefini
gerceklestirememesinin - bir sonucudur (Yiice, 2001). Genellikle ilaglarin etkili
olabilmesi i¢in bakterinin aktif iireme doneminde olmasi gerekmektedir. Durgun
haldeki mikobakteriler veya bakteri sporlar1 gibi metabolik olarak inaktif
mikroorganizmalar antibiyotiklere fenotipik olarak direng gosterebilirler, fakat
bunlardan olusan yeni kokenler ilaglara duyarlidirlar (Torol, 2008). Bir diger 6rnek
olarak ise, B-laktam gibi hiicre ¢eperi sentezini inhibe eden antibiyotiklere kars1 dogal

direng gosteren hiicre ¢eperine sahip olmayan Mycoplasma lardir (Diizgiin, 2015).

Dogal direng, mikroorganizmalarin vahsi fenotipini belirler ve sonraki biitiin

kusaklara dikey yolla gegirilir, yatay gecis yoktur ya da ¢ok az rastlanilir (Torol, 2008).

1.2.2. Kazanilmis Diren¢

Bir mikroorganizma kalitsal 6zelliklerindeki degisimlere bagli olarak ge¢miste
duyarli oldugu bir antibakteriyel ajandan etkilenmeyebilir. Bu durumda o
mikroorganizma i¢in diren¢ kazanmis diyebiliriz. Kalitsal kaynakli direng, kromozomal

veya kromozom dis1 elemanlara bagli olabilir (Yiice, 2001).

Kromozamal direng; bakteri kromozomunda mutasyonlar sonucu kendiliginden

(spontan) olusur. Kendiliginden gelisen mutasyonlar bazi fiziksel ve kimyasal
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faktorlerle olusabilir ve bakteri hiicresinde yapisal degisimler olugur. Bdylece hiicrenin
antibiyotige permealibitesi azalabilir ya da hiicre igerisinde antibiyotik hedef bolgesinde
degisiklikler olabilir. Kendiginden gelisen kromozomal mutasyon orani 107 ile 10™* dir.
Bu nedenle Kliniklerde bu tip direncin goriilme olasiligi diisiiktiir ve nadiren sorun

yaratir (Yiice, 2001).

Ekstrakromozomal direng; bir¢ok farkli yollarla aktarilan transpozon, integron ve

plazmid ad1 verilen kalitsal elemanlara baghdir (Yiice, 2001).

Transpozonlar, bakteri kromozomunun farkli yerlerine yerlesebilen ya da
plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya bakteriyofaja ve kromozomdan plazmide
aktarilabilen; kendi kendilerine replike olamayan, bu nedenle plazmid bakteriyofaj veya
kromozom gibi bir replikon tizerinde bulunan DNA dizileridir. Direng genlerini tagiyan
genetik materyal ve plazmidler bir bakteriden digerine transpozisyon, transdiksiyon,
transformasyon ve konjugasyon gibi farkli mekanizmalarla aktarilirlar. Plazmid ya da
kromozom {iizerindeki diren¢ genleri, bakterinin bdliinmesi ile yavru hiicrelere aktarilir
(vertikal gecis). Direncli susun ve direng genlerinin yayilimi bu yeni hiicrelerin
cogalmast ile de gerceklesir (klonal yayilim). Konjugasyon ile plazmidler yatay bir
sekilde de aktarilabilirler (Yiice, 2001).

Konjugasyon, genetik elemanin iki bakteri hiicresinin temas: sonucunda
aktarimidir. Direng plazmitleri; tiirler arasi, Gram pozitif ve negatif bakteri tiirleri
arasinda da aktarilabilirler. Diren¢ genlerinin yeni konaklara aktariminda plazmid
transferinden baska mekanizmalar da bulunmaktadir. Transpozisyon ile transpozon ya
da transpozabl elementler diye bilinen kisa DNA dizileri aktarilabilir. Ozellikle Gram-
olumlu bakterilerde bulunan konjugatif transpozonlar, plazmid olmadan da gen
aktarimim saglayabilir. Direng genlerinin son yillarda 6zellikle transpozonlarca
tasindiklar1 anlasilmistir. Bu tip aktarim olaylarinin diisiik yogunluklu antibiyotik

varliginda hizlanmasi1 6nemli noktadir (Yiice, 2001).

Transformasyon, ortamda gelisiglizel bulunan DNA’nin bakteri hiicresinin

icerisine alinip bu sekilde de direng genlerinin aktarilabilmesidir. Transdiiksiyon ise



direng genlerinin bakteriyofaj aracilig ile transferi olup, siklikla in vitro kosullarinda

diren¢ aktarimi i¢in uygulanir (Yiice, 2001).

Plazmid ya da kromozom {izerindeki antibiyotik direng¢ genlerinin birbirleri ile
baglantili oldugu ve baslangic bolgesinin yakininda 6zel integrasyon birimlerinin
oldugu gozlemlenmis ve bu birimlere integron adi verilmistir. Rekombinasyonun ¢ok

sik goriildiigii sicak noktalari, integronlar olustururlar (Yiice, 2001).

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen ekstrakromozomal
DNA pargaciklaridir ve bakterilerde antibiyotik uygulamasindan daha once de var
oldugu one siirlilmektedir. Plazmid genleri, genellikle antibiyotikleri parcalayan

enzimlerin tiretilmesinden sorumludurlar (Yiice, 2001).

Bakterinin yasamasi ic¢in plazmidlerin tasidigi genetik sifre mutlak gerekli
degildir. Lakin, plazmidler antibiyotik direnci gibi bakteriye ¢evre sartlarina dayanmada
stiinliik saglayabilecek bazi 6zellikler kazandirabilirler. Bir plazmidde birden fazla
antibiyotik grubuna kars1 direng gosterecek genetik sifre tasinabilir. Plazmidler, bir
bakteriden diger bakteriye transfer edilebilirler. Bu transfer sayesinde plazmid
aracilifiyla saglanan direng kolay sekilde bakteriler arasinda yayilabilmektedir (Yiice,

2001).

Plazmidler aracilii ile sentezlenen [-laktamazlar endise vericidir, ¢linkii; -
laktamaz genlerinin plazmid ve transpozonlar iizerinde yer almasi demek bir grup
bakteride yer alan bu enzimlerin en kisa zamanda diger gruplarda da goriilecegi

anlamini tasir (Yiice, 2001).

1.2.3. Capraz Diren¢

Belli bir antibiyotige kars1 direng gosteren bazi bakterilerin, ayn1 ya da benzer
mekanizma ile etki eden diger antibiyotiklere karsi da direngli olmas1 halidir. Bu durum
genellikle yapilar1 benzer antibiyotikler arasinda gdzlemlenir. Ornek olarak; eritromisin-
oleandomisin, neomisin-kanamisin gibi. Fakat bazen tiimiiyle ilgisiz antibiyotikler

arasinda da goriilebilir. Linkomisin-eritromisin arasindaki ¢apraz diren¢ buna Ornek



olarak gosterilebilir. Capraz direng kromozomal ya da ekstrakromozomal orjinli olabilir
(Yiice, 2001).

1.3. Antibiyotiklere Kars1 Olusturulan Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotiklere kars1 olusturulan diren¢ mekanizmalar1 3 grupta incelenir.

1.3.1. ilacin Baglandigi Reseptor ya da Baglanma Bélgesinde Olusan
Degisiklikler

Her ilacin baglandig1 hedef bolgesi farklidir. Bunlar ¢esitli enzimler ve ribozomlar
olabilir. Bazen tek bir mutasyon sonucu ilaca baglanma ozelligi yeni bir hedef
olusturabilir. Ornegin, 30S ribozomal alt birimin S12 proteinindeki mutasyonlar,
streptomisin direncine yol agar. Ribozomal hedefte degisiklik ile ilgili diren¢ en fazla
makrolid grubu antibiyotiklerde gozlenir. Tek basamakli bir degisim s6z konusu

oldugundan bu tip direng hizla yayilir ve kolay kazanilabilir (Yiice, 2001).

Bazen de bir dizi mutasyon ya da yabanci DNA’nin kromozoma eklenmesi

sonucu hedef bolgesi degisimi olabilmektedir (Yiice, 2001).

Hedef yapisindaki degisimler, B-laktam, kinolon, glikopeptid, makrolid, tetrasiklin

ve rifampisine diren¢ gelismesinde 6nemlidir (Yiice, 2001).

1.3.2. Tlacin Enzimatik Inaktivasyonu

Gram olumlu-olumsuz bakterilerin bir¢gogu bir¢ok antibiyotigi pargalayan
enzimler sentezler. Antibiyotik direncinde en O6nemli mekanizmalardan biri de bu
yoldur. Bu grupta, aminoglikozitlerin yapisin1 modifiye eden asetilaz, adenilaz, ve
fosforilaz enzimleri, kloromfenikolii parcalayan kloromfenikol asetil transferaz,
eritromisini inaktive eden eritromisin esteraz ve B-laktam antibiyotikleri parcalayan ve

sayilar1 giderek artan B-laktamazlar 6rnek gosterilebilir (Yiice, 2001).



1.3.3. Bakteriyel Membran Degisiklikleri

Bakteriyel membran degisiklikleri i¢ ve dis membran permeabilitesinde azalma ve

ilacin disar1 atilmas1 mekanizmalari ile gergeklesir.

1.3.3.1. I¢ ve Dis Membran Permeabilitesinde Azalma

flacin hiicre i¢ine alimindaki azalmadan ya da hizla disar1 atilmasini saglayan
aktif pompa sistemlerinden kaynaklanan direngtir. Antibiyotiklerin etkili olabilmesi i¢in
bakteri hiicresine penetre olmasi gereklidir. Ornegin, B-laktam ajanlarin sitoplazmik
zarin dis yiiziine ulagmasi gereklidir. Gram-olumsuz bakterilerde goriilen dig membran,
lipidden zengin tabaka olup antibiyotiklerin hiicreye girmesini onleyen bariyer gorevi
yapar ki, bu tabaka Gram-olumlu bakterilerde yoktur. Gram-olumsuz bakterilerde
antibiyotiklerin hiicre i¢ine girmesi, dig membranda bulunan porinler aracilig: ile olur.
Fakat bakteriler baz1 kosullarda bulundugu ortamin ozmolaritesine gore farkli porinler
yapabilirler. Membran porin proteinlerindeki degisim sonucu gecirgenligin azalmasini

mutasyonlar yaparak direngli suslar ortaya ¢ikarabilirler (Yiice, 2001).

Ic membran (sitoplazmik zar) permeabilitesindeki degisikliklerle kazanilan
dirence aminoglikozidleri 6rnek verebiliriz. Gerek Gram-olumlu gerekse olumsuz
bakterilerde aminoglikozitlerin ribozomlara ulasabilmesi i¢in i¢ zar1 ge¢cmesi
gerekmektedir. Aminoglikozitlerin sitoplazmik zar1 ge¢cmesi ise enerji ve oksijene
bagiml aktif transport mekanizmasi ile gergeklesir. Hiperozmolarite, anaerop kosullar
ve diisiik pH bu evreyi engeller. Bu nedenle anaerop bakteriler aminoglikozidlere dogal

direnclidir (Yiice, 2001).
1.3.3.2. Tlacin Disar1 Atilmasi (Aktif Pompa Sistemi)
Aktif pompa sistemlerinin varligi yaklasik 20 yil Once tetrasiklinler igin

belirlenmistir. Tetrasiklin, hiicre i¢inde birikemez ve aktif pompalama sistemi ile digari

atilir. Bu tip diren¢ kromozom ya da plazmid kontroliindedir (Yiice, 2001).



1.3.4. Alternatif Bir Metabolik Yolun Kullanilmasi

Bakterilerin bazilar1 hedef degisimlerinden farkli olarak antibiyotige duyarl
hedefe gereksinimi ortadan kaldiracak yeni bir metabolik yol gelistirebilirler. Ornegin
bakteriler folat sentez etme yerine ortamdan hazir folat alma 6zelligi kazanabilirler.

Siilfonamid ve trimetroprim direncindeki durum buna 6rnektir (Yiice, 2001).

1.4. Gram Negatif Bakteri Hiicre Duvar Yapisi ve Penisilin Baglayan Proteinler

Gram negatif bakterilerin hiicre ceperi siki ve c¢apraz bagl peptidoglikanlardan
olusan ve yiiksek i¢ ozmotik basincina karsi hiicre seklini koruyabilen karmasik
yapidadir. I¢ten disa dogru; ic zar, periplazmik aralik, peptidoglikan tabakasi ve dis zar
(lipopolisakkarit tabaka) seklinde katmanlasmistir (Sekil 1). Dis zar ile hiicre zari

arasinda periplazmik aralik bulunur.

Lipopolisakkaritler
Porin proteini

Dis membran

Peptidoglikan Periplazmik bosluk

Sitoplazmik
membran

Membran proteinleri

Sekil 1. Gram negatif hiicre duvar yapisi. (URL-1)

Peptidoglikan, pes pese 20-100 adet N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik
asidin olusturdugu zincirlerin ii¢ boyutlu ag1 seklindedir. Bakteriyel transpeptidazlar
(penisilin baglayan proteinler, PBPs) ii¢ boyutlu ag1 olusturan en temel enzimlerdir.
Biitiin PBP’lerin glikoziltransferaz, transpeptidaz ve karboksipeptidaz aktivitesi vardir.
Fizyolojik rolleri, peptidoglikan sentezidir. Diisiik molekiiler agirliktaki PBP’ler
karboksipeptidaz, yiiksek molekiiler agirlikta olanlar ise transpeptidaz olarak bilinirler.
Yapisal olarak B-laktamazlara ¢ok benzeyen PBP’ler, plazma zarma tutunmuslardir ve
periplazmik araliga dogru ¢ikinti yaparlar. Periplazmik boslukta enzimin aktif bolgesi

yer almaktadir. B-laktam ajanlar PBP’lerin substrat analoglaridir. PBP’ler ayni -
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laktamazlar gibi B-laktam ajanlara baglanir ve onlar1 hidroliz ederler. Hidroliz olay1 ¢ok
diisiik oldugundan olay geri doniismez agil-enzim ara kompleksi olusmasina, agil ara
tiirevinden ayrilmayan enzimin hiicre ¢eperi sentezindeki gérevi yapamamasina, hiicre
¢eper sentezinin durmasina ve yapim-yikim dengesinim yikim yoniinde bozulmasina
neden olur. B -laktam antibiyotiklere direngte dnemli bir mekanizma hedef PBP’lerin
yapisindaki degisim sonucunda antibiyotigin baglanmamasi seklindedir. Farkl
PBP’lerin farkli B-laktam ajanlara baglanma afineteleri ve etkilendikleri antibiyotik
diizeyleri birbirinden farklidir. Bu durum [-laktam antibiyotiginin antibakteriyel
etkinliklerinin neden birbirinden ayr1 oldugunu kismen acgiklayabilmektedir. PBP’lerin
amino asit dizileri birbirinden ¢ok farkli olmasina ragmen genel olarak yapilari birbirine
benzemektedir. B-laktam antibiyotiklerin ayni anda birden fazla PBP’yi inaktive etmesi

bakteri i¢in 6liimciil bir sonu¢ dogurmaktadir (Torol, 2008).

1.5. B -Laktam Antibiyotikler

Bu grup antibiyotikler, 1929 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penicillium
notatum’ un antibakteriyel etkisinin gézlenmesi ve 1940’11 yillarda Florey (Oxford)
grubunun kristalize penisilini tiretmeleri ile klinige girmistir (Akin vd., 2013). Gram
negatif ve Gram pozitif bakteri infeksiyonlarinda kullanilmaktadirlar (Diizgiin, 2015).
B-laktam antibiyotikler, diinyada en yaygin olarak kullanilan antibakteriyel ajandir
(Hamanga, 2009). Etkinlikleri, kimyasal modifikasyonlar ile aktivitelerinin arttirilabilir
olmas1 ve de giivenilir olmalar1 bu antibiyotik grubunun siklikla tercih edilme

sebepleridir (Sar1, 2014).

B-laktam antibiyotikler eklenmis yan karboksil gruplarindan dolayr asidik
yapidadirlar, porinleri kullanarak periplazmik bosluga gegerler ve suda kolayca
¢ozliniirler. Gram negatiflerde dis zar1 en iyi gecen B-laktam, en etkili antibiyotiktir
(Torol, 2008). B -laktamlar bakterisidal etkilidirler (URL-2).

B-laktam antibiyotikler; antibakteriyel etkiden sorumlu c¢ekirdek kisminda -
laktam halkas1 i¢eren antibiyotiklerdir. B -laktam halkasi bir azot ve ii¢ karbon iceren

doymus bir halkadir (Akin vd., 2013). Bunlardan monobaktamlar (f-laktam halkas1 tek



basina bulunur.) disinda grubun 6teki iiyelerinde B-laktam halkasi bes ya da alt1 iiyeli
bir bagka halkayla birlesmis durumdadir (Diizgiin, 2015).

B-laktam antibiyotikler kimyasal yapilarina gore 4 grupta toplanirlar (Sekil 2).

e Penisilin grubu B-laktamlar
e Sefalosporin grubu B-laktam antibiyotikler
e Karbapenemler

e Monobaktam grubu p-laktamlar (Onciil, 2002).

Beta — laktam halkas1 ve antibiyotikler

. " ~~<\“\YL
HH
ONh

COOH COOH

= OAc

Penisilin Sefalosporin

Nt

COOH

H.N

/‘0“ _/,—u\> "2“‘_{\1]'/\ I'/\

Karbapenem Monobaktam
Sekil 2. Kimyasal yapilarina gore antibiyotikler. (Hamanga, 2009).

Ayrica, klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam da yapilarinda B-laktam
halkast bulundururlar. Bu ajanlarin penisilinlere diren¢ gelismesinde énemli rolii vardir

ve B-laktamaz enzimlerini geri doniigiimsiiz olarak inhibe ederler.
1.5.1. Penisilinler

Tip alaninda kullanilan en eski antibiyotiklerdir (Onciil, 2002). Penisilinlerin
genel olarak temel yapist P-laktam halkasina eklenmis bir thiazolidine ve C6
pozisyonunda bir yan zinciri igerir. Genel olarak Gram-pozitif bakterilere kars1 yiiksek
aktivite gosterirler (Diizgiin, 2015). Buna karsin, verem basiliyle Gram-negatif basillere
tesirli degildirler. Konakta ¢ok diisiik toksik etkiye sahip olduklarindan dolay:1 bakteri
toksinleriyle meydana gelen hastaliklara kars1 da etkileri yoktur (tetanos, sarbon, difteri

gibi) (Akin vd., 2013).

10



Penisilin grubu antibiyotikler, bakterinin hiicre ¢eperi sentezi sirasinda
transpeptidasyon asamasinda gorevli olan ve transpeptidaz ismi ile de anilan PBP’lere
baglanarak sentez asamasinda enzimin baskilanmasina neden olur. Enzimin baskilanmis
olmasi peptidoglikan tabakalarina saglam peptidoglikan monomerlerinin eklenmesini
engelleyerek ¢eper biitiinliigiiniin bozulmasina ve bakterinin dis ortama karsi direncinin

kaybina yol agar, sitoplazma zarinin pargalanmasina ve hiicrenin 6lmesine neden olur.

Penisilinlerin  farmakodinamik etkinligi ve dokulara dagilimi, molekiiler
yapilarina ve proteine baglanma oranlarina gore degisiklik gosterirler. Penisilinler
molekiiler yapilarina gore; dogal penisilinler, penisilinaza diren¢li penisilinler,
aminopenisilinler, karboksipenisilinler, {ireidopenisilinler ve [B-laktamaz inhibitorli

penisilinler olmak {izere 6 grupta siniflandirilmas1 Tablo 1° de verilmistir (Onciil, 2002).

Tablo 1. Penisilinlerin molekiiler yapilarina gore siniflandirilmalari.
Penisilin G (benzilpenisilin)
Kristalize penisilin G

Dogal Penisilinler Prokain penisilin G
Benzatin penisilin G
Penisilin V (fenoksimetil penisilin)

Metisilin
Nafsilin

Penisiliniza Direngli Penisilinler Isoksazolil penisilinler
Oksasilin
Kloksasilin
Dikloksasilin
Flukloksasilin

Ampisilin
Aminopenisilinler Amoksisilin
Ampisilin esterleri
Bakampisilin
Pivampisilin
Talampisilin

Karboksipenisilinler Karbenisilin
Tikarsilin

Ureidopenisilinler Mezlosilin
Azlosilin
Piperasilin
Amoksisilin-klavulanik asit
B- Laktamaz inhibitorleri Ampisilin-sulbaktam

Tikarsilin-klavulanik asit
Piperasilin-tazobaktam
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Dogal Penisilinler: Diger penisilin tilirlerine gére molekiil yapilar1 daha sade olan
gruptur. Gram-pozitif mikroorganizmalara en fazla etki gosteren penisilin grubudur.
Penisilinaz salgilayan Bacteriodes kokenleri disinda anaerobik bakterilere ve Listeria
monocytogenes’e de etkilidirler. Giderek artis gosteren penisilin direnci nedeniyle
pnomokok enfeksiyonlariin ampirik tedavisinde kullanmimi giderek azalmistir (Onciil,

2002).

[Ik bulunan kristalize penisilin G’dir. Prokain penisilin ve benzatin penisilin
penisilin G’nin depo tiirevleridir (Akin vd., 2013). Penisilin VV (Fenoksimetilpenisilin)
oral kullanimi olan tek dogal penisilindir. Penisilin G’ye benzerligi Gram-pozitif

bakterilere kars1 etkinligidir (Onciil, 2002).

Penisilinaza Direngli Penisilinler: Penisilinaz enzimi lreten stafilokoklar i¢in
gelistirilmis B-laktam antibiyotiktir. Dogal penisilinlerin etkili oldugu bakterilerden
stafilokoklar disindaki bakterilere daha az etkili veya etkisizdir. Buna karsin
stafilokoklarin biiylik cogunluguna etkili penisilin tiirleridir. Metisilin klinik olarak
kullanima giren penisilinaza direngli semisentetik penisilinlerin ilkidir. Nafsilin ve
oksasilin metisilinin yerini alan ve ayni etkide kullanilan diger antibiyotiklerdendir.
Isokzazolil penisilinlerden olan oksasilin bu grubun en diisiik oranda oral absorbe edilen

antibiyotigidir (Onciil, 2002).

Aminopenisilinler: Ampisilin, amoksisilin, ve bakampisilin bu grupta yer alir.
Penisilin grubu B-laktam antibiyotikleri arasinda en fazla kullanilan gruplardan biridir.
Bu grup Gram-pozitif ve negatif bakterilerin B-laktamaz enzimlerine dayanikli degildir.
Aminopenisilinlere B-laktamaz inhibitorlerinin eklenmesi ile bu bakterilere kars1 giicli

bir etkinlik olusturulmaktadir (Onciil, 2002).

Karboksipenisilinler: Grupta yer alan karbenisilin ve tikarsilin, P. aeruginosa da
dahil bir¢ok aerop Gram negatif comaga etkili olan fakat Klebsiella tiirlerine etkisiz
penisilin tiirleridir. Indol Proteus tiirlerine de etkilidir. Bu antibiyotiklere kars1 gelisen
B-laktamaz tiirii direngler nedeni ile ampirik tedavide kullanimlar pek yaygin degildir

(Onciil, 2002).
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Ureidopenisilinler: Grupta, azlosilin, mezlosilin ve piperasilin bulunmaktadir.
Yalnizca parenteral kullanilabilir. Aminoglikozidlerle kombine edildiklerinde ciddi
Gram-negatif bakteri enfeksiyonlariin tedavisinde etkili olan genis spektrumu saglarlar

(Onciil, 2002).

p-Laktamaz Inhibitorlii Penisilinler: B-laktam antibiyotiklere kars1 bakterilerin
kullandiklar1 en yaygin diren¢ mekanizmasi bu antibiyotikleri inaktive eden B-laktamaz
enzimlerinin {retimidir. Bu enzimler penisilin, sefalosporin, monobaktam ya da
karbapenem gruplarindan birini veya birkagini enzimatik hidroliz yoluyla etkisiz hale
getirebilirler. Degisik bakteriler tarafindan plazmid veya kromozom kontroliinde
sentezlenen ¢ok sayida ve farkli yapida B-laktamaz enzimleri bulunmaktadir ve klinik
olarak giderek daha onemli bir sorun olusturmaktadirlar. Bu amagla f-laktamaz
inhibitorleri gelistirilmistir. Fakat, inhibitorlerin de tiim enzim tiplerine karsi etkili

olmadig1 bilinmektedir (URL-2).

Diger penisilinlere gore daha genis bakteri spektrumu ile enfeksiyonlarin
tedavisinde hemen her yas grubunda giivenle kullanilan antibiyotiklerdir. Bu grupta
bulunan antibiyotikler pek cok P-laktamaz enzimi lireten bakterilere karst etkilidirler

(Onciil, 2002).

1.5.2. Sefalosporinler

1945 yilinda ilk sefalosporin, mantar Cephalosporium acremonium’un
kiiltiiriinden elde edilmistir. Parental kullanim i¢in ilk sefalosporin; kimyasal olarak
modifiye edilmis sefalosporin-C olan sefalotin’dir (Diizgiin, 2015). Birbirinden farkli
ozellikleri ve molekiiler yapilari ile glinlimiizde dordiincii kusak sefalosporinlere kadar

farkli gruplar1 kullanimdadir (Onciil, 2002).

Tiim sefalosporinler 7-amino sefalosporinik asit ¢ekirdeginden tiiretilmislerdir.
Yapilan yan zincir ilaveleri ile antibakteriyel aktivite ve farmako kinetiklerinde
degismeler elde edilmistir. Sefalosporinler icin ¢esitli siniflamalar yapilmis ancak
bunlardan en yaygin olan1 Gram-negatif basillere kars1 etki spektrumlarina gore kusak

veya jenerasyon siniflamasidir. Birinci kusak sefalosporinlerin spektrumu dardir ve
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Gram-pozitif koklara etkileri belirgindir. Enterokoklar ve metisiline direngli
stafilokoklar hari¢ Gram-pozitif koklarin ¢oguna etkilidirler. Ayrica E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis gibi bazi Gram-negatif basillere de etkilidirler. ikinci
kusak sefalosporinlerin Gram-pozitif koklara etkileri degismekle birlikte Gram-negatif
bakterilere etkileri artmistir. Ozellikle Haemophilus influenzae’ya kars1 etkilidirler.
Ikinci kusaklar iginde yer alan sefamisinler anaeroblara en etkili sefalosporinlerdir.
Uciincii kusakta yer alan sefalosporinler Gram-negatif bakterilere c¢ok etkili iken
stafilokoklara etkinlikleri azdir. Dordiincii kusak sefalosporinler ise Pseudomonas
aeruginosa dahil Gram-negatif bakterilere ve Gram-pozitif koklara etkilidir (Akin vd.,
2013).

Sefalosporinlerin ortak kimyasal 6zelligi, alt1 tiyeli dihidrotiyazin halkas1 ve buna
bagl dort iiyeli B-laktam halkasidir. B-laktam halkasinin 7. konumundaki farkliliklar
antibakteriyel etkinin, 3. konumundaki farkliliklar ise farmakokinetik ve toksik
ozelliklerinin belirlenmesinde rol oynar. Sefalosporinlere direng baslica iic mekanizma
ile gelismektedir. Bunlar antibiyotigin peptidoglikan tabakadan gecisinin engellenmesi,
PBP’lerin ilaca afinitelerinin azalmasi1 veya [-laktamaz enzimi ile antibiyotigin

parcalanmasidir (Onciil, 2002).

1.Kusak sefalosporinler: Bu grupta sefalotin, sefazolin ve sefasetril gibi
parenteral, sefaleksin, sefadroksil ve sefaloglisin gibi oral ve sefradin gibi hem
parenteral, hem de oral kullanilabilen bilesikler bulunmaktadir. Ozellikle
Staphylococcus aureus’un salgiladigi B-laktamazlara direnclidirler. Gram negatif
mikroorganizmalarin B-laktamazlar tarafindan inaktive edilirler. Haemophilus’lara ¢ok
az etkinlikleri vardir. Duyarl1 Streptococcus ve Staphylococcus tarafindan olusturulan

enfeksiyonlarda kullanilirlar (Akin vd., 2013).

2.Kusak sefalosporinler: Sefaklor ve sefprozil gibi oral, sefamandol, sefmetazol,
sefoksitin, sefonisid ve sefotetan gibi parenteral, sefatamet ve sefuroksim gibi hem
parenteral hem oral kullanilan sefalosporinleri igerir. Gram-negatif bakterilere
etkinlikleri birinci jenerasyondan daha fazladir fakat Staphylococcus ve Streptococcus

tizerine etkinlikleri daha azdir. B-laktamazlara kismen dayaniklidir (Akin vd., 2013).
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3. Kusak sefalosporinler: Sefpodoksim oral, sefiksim hem oral hem parenteral,
sefoperazon, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim ve sefodizim yalniz
parenteral kullanilan ve tlkemizde bulunan 3. kusak sefalosporinlerdir. Bu grup
sefalosporinlerin en etkili oldugu bakteriler Gram-negatif ¢omaklardir. Gram-pozitif

bakterilere karsi etkinlikleri 1. kusaklara oranla oldukga azdir (Akin vd., 2013).

4. Kusak sefalosporinler: Bu grupta sefepim ve sefpirol bulunmaktadir. Gram-
negatif bakterilere karsi etkinligi miikemmeldir. Sadece parenteral kullanilir. Kullanim

alanlar1 3. kusak sefalosporinler gibidir (Akin vd., 2013).

1.5.3. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces cattleya tarafindan tiiretilen
bir bilesik olan tienamisin tlirevleridir. Temel yap1 olarak penisilinin laktam halkasina
benzemektedir. Fakat bu yapida, 1. pozisyondaki siilfiir yerine karbon bulunmakta ve
bes iiyeli halkadaki 2. ve 3. karbon atomlar1 arasinda doymamis bag yer almaktadir.
Karbapenem grubu antibiyotiklerin birgok [-laktamaz enzimine dayanikliligi,
hidroksietil yan zincirindeki farkli trans konfigiirasyonundan kaynaklanmaktadir
(Demir, 2013). Bu yan zincir, penisilin ve sefalosporinlerin cis konfiglirasyonundan
farkli olarak karbapenemlerde trans konfigiirasyonundadir. Bu farklilik karbapenemlere
diger B-laktamazlara oranla daha giiclii bir B-laktamaz aktivitesi kazandirir (Onciil,
2002). Ayrica hidroksiasetil yan zinciri biitiin karbapenemlerde ortak olmakla birlikte,
oral biyoyarlanimi olan faropenem, 1. pozisyondaki siilfiir nedeniyle diger karbapenem
simifindaki liyelerden farklilik gdstermektedir. Bu nedenle son olarak CLSI (Clinical
Laboratory Standarts Institute) karbapenem smifi ilaglart “karbapenemler” ve
“penemler” olarak iki alt gruba ayirmistir. Penemler alt grubunda sadece faropenem yer
almaktadir. Imipenem, meropenem, ertapenem ve doripenem ise karbapenem alt

grubunda bulunmaktadir (Demir, 2013).

Karbapenemler, giiniimiizde mevcut antibiyotikler icerisinde en genis etki alanina
sahip olan gruptur. Imipenem ve meropenem klinik alanda kullanilan karbapenemlerdir

(URL-2).
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Karbapenemler, bugiline kadar gelistirilen en genis spektrumlu antibiyotiklerdir.
Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif aerob ve anaerob bakterilere karsi etkilidirler.
Karbapenemler, boylesine genis spektrumlarina ragmen E.faecium ve metisiline direngli
S.aureus, Stenotrophomonas maltophilia, P.cepacia gibi bakterilere etkisizdir. Bunlarin
disinda karbapenemler hiicre igine giremediklerinden hiicre i¢i parazitlere de etkili

degillerdir (Onciil, 2002).

Imipenem: Imipenem biitiin B-laktam antibiyotiklerin yeni grubu karbapenem
sinifi antibiyotiklerin ilkidir (Akin vd., 2013). Imipenem bilinen en genis spektrumlu
antibiyotik olarak bilinmekte ve Gram-pozitif, Gram-negatif, aerob ve anaerob
mikroorganizmalari igine alan ¢ok genis bir etkinlik kapsami vardir. Imipenem, insan
renal tiibiillerinde bulunan dehidropeptidaz-1 (DHP-1) adli enzim tarafindan hidrolize
ugratilmaktadir ve bu nedenle, DHP-1 inhibitérii olan silastatinle verilmesi

gerekmektedir (Demir, 2013).

Meropenem: Imipenemden farkli olarak DHP-1 enzimine kars1 dayanikli oldugu
icin tek bagina parenteral kullanilir. Etki siiresi imipeneme gore daha uzundur.
Imipenem gibi ayn1 antibakteriyel spektruma sahiptir. Genellikle Gram-pozitiflere kars
etkisi imipenem’e gore daha diisiik, Gram negatif bakterilere etkisi ise daha ytiksektir.

Imipenem ile kiyaslanacak olursa direng gelisimi daha gii¢ olur(Demir, 2013).

Menenjit tedavisinde; meropenemin en az sefotaksim kadar etkili oldugunu ve iy1

tolere edildigi arastirilmistir (Demir, 2013).

Ertapenem: Bir¢ok Gram-pozitif ve Gram-negatif aerobik ve anerobik bakterilere

kars1 aktivitesi vardir. Genellikle toplum kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir

(Demir, 2013).

DHP-1 inaktivasyonuna karsi imipenemden daha dayaniklidir ve bundan dolay1
silastatin ya da betamipron gibi bir DHP-1 inhibitori ile birlikte verilmesi gerekmez.
Ertapenem, B-laktamazlara karsi diger karpenemlere gore daha az dayaniklhidir.
Ertapenem diger karbapenemlerin sahip oldugu bir¢ok yararli yapisal Ozelliklere

sahiptir, fakat ertapenemi diger karbapenemlerden ayiran en Onemli oOzellik dis
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membraninda benzoik asid yerine meta grubunun yer almasidir ki bunun sonucunda
molekiiliin plazma proteinlerine baglanma kapasitesi artar. Imipenem’in proteine
baglanma kapasitsi % 20 iken ertapenemin proteine baglanma kapasitesi % 95°tir. Bu
yiiksek protein baglanma kapasitesi sonucunda ertapenemin serbest ya da baglanmamis

kism1 azalir ve plazma yarilanma zamani uzar (Demir, 2013).

Doripenem: Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi genis spektrumda
aktivitesi olan parenteral-1 B-metil karbapenemdir. DHP-1’e karsi stabildir. Gram-
negatif bakterilere meropenem kadar etkinligi var Gram-pozitif bakterilere de imipenem

kadar etkidir. P.aeruginosa’ya karst etkili en giiglii karbapenem grubudur (Demir,
2013).

1.5.4. Monobaktamlar

Monobaktamlar i¢eriginde bulunan monosiklik yapidaki ¢ekirdek nedeniyle diger
B-laktamlardan farklilik gosteren B-laktam antibiyotiklerdir. Bu monosiklik B-laktamlar,
Chromobacterium,  Agrobacterium,  Gluconobacterium,  Flexibacterium  ve
Pseudomonas gibi toprakta yasayan degisik bakteriler tarafindan iiretilir (Onciil, 2013).
Klinikte kullanilan tek monobaktam aztreonamdir (Sykes vd., 1981). Aztreonam,

Chromobacter violaceum’dan elde edilmistir (Onciil, 2013).

Aztreonam tamamen sentetik olarak elde edilmektedir (Akin vd., 2013). Giiglii
Gram-negatif etkinlige sahiptir. Fakat, Gram-pozitif bakteriler ve anaerop bakterilere
kars1 etkinligi yoktur. Dar spektrumlu antibiyotiktir (URL-2)

1.6. p-Laktam Antibiyotiklere Diren¢c Mekanizmalari

Bakterilerde antibiyotiklere direng¢ gelisiminde genellikle 3 mekanizma vardir
(Demir, 2013).
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1.6.1. Penisilin Baglayan Protein (PBP) Degisiklikleri

Antibiyotikler kendilerine 6zgii baglanma bdlgelerini tanirlar ve baglanirlar.
Antibiyotiklerin bakteri hiicrelerindeki hedefleri, hiicrenin liremesi ve devami ig¢in
yasamsal 6oneme sahip proteinlerdir. Bu hedef bolgedeki tek bir mutasyon bu etkilesimi
degistirebilmektedir. B -laktam antibiyotikler kendilerine 6zgii PBP’yi taniyip baglarlar.
PBP iizerinde meydana gelen degisiklikler sirasi ile; PBP’nin asir1 sentezi, duyarlh bir
PBP’nin daha direncli olanlar ile rekombine olmasi, PBP’nin afinitesinde azalmaya yol
acacak nokta mutasyonlarin B-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmasi seklinde

Ozetlenebilir (Torol, 2008).

PBP’lerdeki degisikliklere bagli gelisen direng Neisseria gonoohoeae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae ve Pseudomonas spp.’de gozlenmistir.
Streptecoccus pneumoniae’de gozlemlenen penisilin direnci yalnizca bu mekanizma ile
olugmaktadir. Degismis bu PBP’lerin DNA segmentlerinin arasinda biiyiik olasilikla
direncli bagka bir konaktan alinan DNA segmentleri bulunmaktadir (Hamanga, 2009).

1.6.2. Dis Zar Proteinindeki Degisiklikler

Antibiyotigin hiicre i¢ine alinimindaki azalmadan ya da hizla disar1 atilmasini
saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanan bir diren¢ s6z konusudur. Hedefe
ulasan antibiyotik miktarinda azalma bakteriyel dis zar proteinlerindeki degisiklik ile
gerceklesmektedir (Torol, 2008). Gram-negatif bakterilerde, B-laktam molekiilleri dis
membrant “outer membrane protein (Opr)” adi verilen, porin proteinlerden olusan
porlar yolu ile ge¢gmektedirler (Hamanga, 2009). Ornegin, E.coli’de OmpC ve OmpF
degisimleri ile B-laktamlara, P. aeruginosa’ da 6zel bir kanal proteini olan OprD kaybi
ile karbapenemlere direng gelisir (Yiice, 2001). Bakterilerdeki porinlerin sayist,
ozellikleri (¢oziintirliik, yiik ve biiyiikliik) ve antibiyotigin 6zellikleri antibiyotigin hiicre
igine giris hizin1 belirlemektedir. Ozgiil porinlerin kaybedilmesi sonucu B-laktam

antibiyotiklere direng olusabilmektedir (Hamanga, 2009).

Birgok sefalosporin ve genis spektrumlu penisilinler molekiiler yapilarindaki uzun

yan zincirler nedeniyle porinlerden yavas gecerler. Imipenem diger B-laktam
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antibiyotiklere gore daha diisiik molekiiler agirlikta oldugundan porinlerden daha hizli

gecis yapar (Demir, 2013).

Aktif pompa sistemleri ile antibiyotigin hiicre igerisinde birikimi engellenebilir.
Aktif pompa sistemi her tiir hiicrede bulunmakta, antibiyotik gibi amfilik ilaglardan
hiicreleri korumaktadir. Aktif pompa sistemlerini ilact hiicre disina atabilen proton-
motor giiciinii kullanan transmembran proteinleri olusturur (Torol, 2008). Ornegin, E.
coli suslarinda marRAB operonunda mutasyon olusmas:t sonucunda; kinolon,

kloromfenikol, tetrasiklin ve B-laktam direnci gelisebilir (Yiice, 2001).

1.6.3. p-Laktamazlar

B-laktamlara karsi direng gelistirmelerinin temel nedeni; bakterilerin hidrolitik
enzimler tiretmeleridir. Bu hidrolitik enzimler, B-laktamazlar olarak isimlendirilirler ve
B-laktam halkasindaki amid bagin1 parcalayarak [-laktamlari inhibe ederler. B-
laktamazlar, Gram pozitif bakterilerde ya sitoplazmik membrana giderler ya da
ekstraseliiler ytlizeye atilirlar (Diizgiin, 2015).

B-laktamazlar yapisal olarak penisilin baglayan proteinlerle (PBP) iliskilidirler. Ilk
B-laktamazlar; 1940 yilinda penisilinlerin klinik kullanimi olmadan 6nce Escherichia
coli de rapor edilmistir. Daha sonra B-laktamazlar Gram negatif, Gram pozitif ve

Mycobacteria’da rapor edilmistir (Diizgiin, 2015).

1960’lardan sonra semisentetik penisilinler, metisilin ve ampisilin, 1. kusak
sefalosporinlerden sefaloridin ve sefalotinin gelistirilmesi ile Gram negatif ¢comaklarda
bulunan B-laktamazlar 6nemli bir diren¢ mekanizmasi haline gelmislerdir. Gram negatif
bakterilerde ¢ok kisa siirede direncte artis gbzlenmesinin nedeni, ¢ok daha fazla ¢esitte
B-laktamaz bulundurmasi ve plazmid kontroliinde sentezleyebildigindendir. [-
laktamazlarla hidrolize olmayan yeni B-laktamlarin gelistirilmesi, 1980°1i yillarda 3.
kusak sefalosporinlerin yaygin olarak kullanilmasina yol agmistir. Daha sonra 1983
yilinda Almanya’da Klebsiella pneumoniae susunda plazmid kaynakli bir B-laktamazin,

3. kusak sefalosporinleri de pargaladigi bulunmustur (Daglar ve Ongiit, 2012).
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Bu yeni p-laktamaz Klebsiella spp. tiirlerinde sikga bulunan SHV-1 f-
laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2 B-laktamazidir (Tablo 2).

Tablo 2. SHV-1 B -laktamazindan mutasyonla olusan SHV-2 enzimi.

SHV-1: 227....IADKTGAG®*ERGARG.....240
SHV-2: 227....IADKTGAS?* ERGARG.....240

Ardindan, Fransa’da K. Pneumoniae suslarinda seftazidime diren¢li TEM-2
enziminden yalnizca iki aminoasit farki bulunan plazmid kaynakli TEM-3 B-laktamaz
belirlenmistir (Tablo 3) (Daglar ve Ongiit, 2012).

Tablo 3. TEM-2 enziminden yalniz iki aminoasit farki bulunan plazmid kaynakli -
laktamaz.

TEM-2: 30.KVKDAEDQ*LGARVGYI..45..96.SQNDLVE**?YSPVTEKH.....110
TEM-3: 30.KVKDAEDK*LGARVGY]..45..96..SQNDLVK!?YSPVTEKH.....110

1.6.3.1. B -Laktamazlarin Adlandirilmasi

B -laktamazlar cesitli sekillerde adlandirilmasi Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4. B -laktamazlarin adlandirilmas: (Demir, 2013; Yapar, 2007).
OXA (oksasilin),

Etkiledikleri substratlara gore IMP (imipenem),
CARB (karbenisilin),
Biyokimyasal dzelliklerine gére SHYV (aktif bolgesinde serin vardir)
[lk izole edildikleri eyaletlere gore OHIO
IIk izole edildikleri bakterilere gére AER (Aeromonas),
PSE (Pseudomonas)
ilk izole edildikleri suslara gore P99
1lk izole edildikleri hasta isimlerine gore TEM (Temioniera), BIL (Bilal)
Ilk izole edildikleri hastahaneye gore MIR (Miriau Hospital in Providence)

DHA (Dhahran Hospital in Saudi Arabia)

Lokalize olduklar: genlere gore AmpC, CepA
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1.6.3.2. p-Laktamazlarin Siiflandirilmasi

Simdiye kadar 1000’ den fazla B-laktamaz rapor edilmistir (Diizgiin, 2015). B-
laktamazlar; Ambler’in molekiiler siiflamasi ve Bush-Jacoby-Mederios fonksiyonel

siiflamasi olarak 2 gruba ayirabiliriz.

Ambler siniflamasina gore P-laktamazlar 4 gruba ayrilmaktadir (A,B,C,D). Bu
simiflandirmada aminoasit benzerliklerine bakilir ancak, fenotipik 6zelliklere bakilmaz
(Hamanga, 2009). A, C ve D sinifi B-laktamazlar serin bulunur ve serin p-laktamazlar
olarak adlandirilir; B sinifi B-laktamazlar ise ¢inko bulundurur ve metallo B-laktamazlar

olarak adlandirilir (Albayrak, 2008; Daglar ve Ongiit, 2012).

Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan 1995 yilinda gelistirilmis olan ikinci
smiflandirma ise biyokimyasal oOzellikleri (substrat profilleri ve [-laktamaz
inhibitorlerine duyarhilik gibi) esas kriter alinarak yapilan siniflandirmadir (Demir,

2013). Giincellenmis B-laktamaz gruplar: ve genel 6zellikleri Tablo 5 de verilmistir.

21



Tablo 5. Giincellenmis -laktamaz gruplari ve genel dzellikleri.

Bush- Molekiiler  Tercih edilen substrat Inhibisyon Enzimler
Jacoby grup  simf KA EDTA
1 C Penisilinler, Sefamisinler, H H MIR-1, CMY-2, FOX-
Sefalosporinler, Aztreonam 1,
P99
le C Penisilinler, Sefamisinler, H H GC1, MY-37
Sefalosporinler, Aztreonam,
G-S
2a A Penisilinler PC1
2b A Penisilinler, TEM-1, TEM-2, SHV-
ilk Sefalosporinler 1,
TLE-1
2be A Penisilinler, Sefalosporinler H TEM-10, TEM-26,
Monobaktamlar, G-S SHV-2’den-SHV-6’ya,
CTX-M-15, CTX-M-
44,
PER-1, SFO-1, VEB-
1,
GSBL’ler
2br A Penisilinler, H TEM-30,TME-76,
ilk Sefalosporinler EM-103, SHV-10,
+ SHV-26
2ber A Penisilinler, Sefalosporinler E H TEM-50,TEM-68,
Monobaktamlar, G-S TEM-89
2c A Karbenicilinler E H PSE-1, CARB-3
2d D Cloxasilin veya Oxasilin + H OXA-1, OXA-10,
PSE-2
2de D Penisilinler, Sefalosporinler, =+ H OXA-11, OXA-15
G-S
2df D Karbapenemler, Cloxasilin + OXA-23, OXA48
2e A Sefalosporinler E H CepA
2f A Penisilinler, Sefamisinler, E H IMI-1, KPC-2, KPC-3,
Karbapenemler NMC-A, SME-1,
Sefalosporinler GES-2
3a B Penisilinler, Sefamisinler, H E IMP, VIM, NDM,
Sefalosporinler, Bcell, CcrA, L1,
Karbapenemler AIM-1, FEZ-1
3b B Karbapenemler H E CphA, Sfh-1

CA: klavulanik asit;

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic asit;

Spektrum; E:Evet; H:Hayir; +: kismen inhibe ediliyor.
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Grup 1 p-laktamazlar: Genellikle kromozomal enzimlerdir ve indiiklenebilirler
(Hamanga, 2009). AmpC enzimleri olarak da bilinen bu smifa ait enzimler

Acinetobacter kokenli sefalosporinazlar olarak da isimlendirilirler (Sar1, 2014).

Yiiksek miktarda enzim iireten mutantlara rastlanilmaktadir. Sulbaktam ve
klavulanik asitle inhibe olmazlar (Bedir, 2006). Bu enzimler, 1.,2.,3. kusak
sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilirler (Hamanga, 2009).
Sefalotini ve sefaloridini penisilinlerden daha hizli bir sekilde hidrolize ederler (Bedir,
2006). Sefalosporin grubundan olan sefepim ise grup 1 kromozomal enzimlerin
etkilerine goreceli olarak dayaniklidir. Karbapenem grubu antibiyotiklere etkileri son
derece az olmasina ragmen, bu enzimlerin asir1 liretimi dis membran porin degisiklikleri
gibi bir diger mekanizma ile birlestiginde karbapenem grubu antibiyotiklere direng
gosterebilmektedir (Hamanga, 2009). Kloksasilin ve aztreonam antibiyotikleri ile inhibe
olurlar. Yedinin iizerinde izoelektrik noktaya sahiptirler (Bedir, 2006). Gram negatif
cubuklarin ¢ogunlugunda bulunmaktadir, fakat bunlarin miktari, direngteki rolleri ve
sentez yolu birbirinden farklidir. Kromozomal AmpC enzimleri, ayrica plazmid
kontroliindeki FOX-1, MIR-1, LAT-1 ve BIL-1 B-laktamazlar1 da bu grupta yer alir.
Molekiiler sinif olarak sinif C’de yer alirlar (Hamanga, 2009).

Giinlimiizde 136 tane CMY tipi B-laktamaz aleli, 5 tane ACC aleli, 38 ACT aleli,
1 tane CFE aleli, 23 tane DHA aleli, 12 tane FOX aleli, 1 tane LAT aleli, 18 tane MIR
aleli ve 11 tane MOX alelinin oldugu bilinmektedir (URL-3).

Grup 2 p-laktamazlar: Bu grubun tiimii molekiiler siniflandirmaya gore sinif A ve
D’de yer almaktadir. Penisilinleri, sefalosporinleri, karbapenemleri, karbenisilini,
kloksasilini ve monobaktamlart hidroliz etmelerine gore cesitli alt gruplara ayrilir
(Demir, 2013).

Grup 2a p-laktamazlar: Klavulanik asite duyarli, penisilini hidroliz eden
enzimlerdir (Bedir, 2006). Gram pozitif bakterilerde bulunan penisilinazlarin bircogu bu
grupta yer almaktadir. Penisilini sefalosporinlerden daha hizli hidroliz eden enzimler bu
grupta yer almaktadir. B -laktamaz enzimlerinin en sik bulundugu gram pozitifler

stafilokoklardir (Hamanga, 2009). Staphylococcus aureus’un enzimleri bu grupta
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bulunmaktadir. Ayrica, Basillus cereus’un kromozomal B-laktamazlari da bu grupta yer
almaktadir (Bedir, 2006). Bunlarda bulunan B-laktamazlar plazmid kontroliindedir ve
benzilpenisilin, aminopenisilinler ve karboksipenisilinlere karsi aktiftir. Buna karsin,

isoksazolil penisilinler, nafsilin ve metisilin bu enzime dayaniklidir (Hamanga, 2009).

Grup 2b f-laktamazlar: Klavulanik asit ile inhibe olan penisilinazlar ve
sefalosporinazlar1 igermektedirler. Plazmid kontroliinde bulunan ve yaygin olarak
goriilen TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu grupta bulunur. Dar spektrumlu
sefalosporinlere diisiik diizeyde direng gozlenir (Hamanga, 2009). Yeni kusak
sefalosporinler, aztreonam ve imipeneme karsi diisiik hidrolitik  aktivite
gostermektedirler (Bedir, 2006). Piperasilin-tazobaktam ve sefaperazon-sulbaktam en
etkili inhibitér kombinasyonlaridir. Haemophilus influenzae’nin enzimi olan ROB-1

enzimi de bu gruptadir (Hamanga, 2009).

Enterobakterilerde plazmid kaynakli enzimlerin en yaygin1t TEM-1"dir ve E. coli
izolatlarinin yaklasik %50’sinde goriilen ampisilin direncinin %90’indan bu enzim
sorumludur. Ayrica bu enzim Haemophilus, Vibrio ve Neisseria cinslerinde giderek
artan miktarda goriilen penisilin ve ampisilin direncinden de sorumludur. SHV-1 en ¢ok
K. pneumoniae kokenlerinde bulunmakla birlikte Citrobacter diversus, E. coli ve P.
aeruginosa’da da SHV-1 enzimlerine rastlanilmigtir. TEM tipi -laktamazlarin aksine

SHV-1 B-laktamazlarinin nispeten daha az sayida tiirevi vardir (Yapar, 2007).

Grup 2be p-laktamazlar: Genis spektrumlu B-laktamazlart (GSBL) kapsayan
gruptur. GSBL’ler penisilinler, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim,
sefpirom ve sefepim gibi oksiimino-aminotiazolil sefalosporinleri hidrolize etmektedir
(Hamanga, 2009). Klavulanik asitle inhibe olurlar (Bedir, 2006). Sefamisinler ve
karbapenemler bu enzimlere karsi dayaniklhidirlar. Bu enzimler Klebsiella spp. ve E.
coli’lerde daha sik bulunmakla birlikte Salmonella spp. ve Shigella flexneri de dahil,
birgok enterik bakteride goriildiigli bildirilmistir (Hamanga, 2009). Bu grupta yer alan
enzimlerden biri de ilk kez tiirk izolatlarinda izole edilen PER-1 enzimidir (Bedir,
2006).
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Gliniimiizde 172 tane CTX-M, 8 tane PER ve 16 tane VEB 3 tane BEL tipi f3-
laktamaz aleli bulunmaktadir (URL-3).

Grup 2br p-laktamazlar: Klavulanik asitten etkilenmeyen, GSBL’yi kapsar
(Bedir, 2006). TEM ve SHV enzimlerinin inhibitérlere direngli mutantlar
bulunmaktadir. Inhibitorlere direngli enzimlerin ¢ogu TEM tiirevi oldugu icin
Inhibitorlere Rezistan TEM (IRT) olarak isimlendirilmistir (Hamanga, 2009). Ancak
daha sonra koken aldiklart TEM veya SHV’de siralamaya girmistir. Ornegin IRT-1
TEM-31, IRT-2 TEM-44 olarak yeniden numaralanmistir. Giiniimiizde en az 19 farkli
IRT bulunmaktadir. IRT’ler esas olarak E. coli izolatlarinda bulunmus, ancak K.
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis ve C. freundii nin bazi kokenlerinde
de gosterilmistir. IRT ler klavulanik asit ve sulbaktam ile inhibisyona direncli olmakla
birlikte tazobaktam ve sonradan kullanilan piperasilin/tazobaktam kombinasyonuna
duyarlidir. TEM-50 ve TEM-68 gibi nadir drnekler disinda IRT’ler tgiincii kusak

sefalosporinleri hidroliz etmemektedir (Yapar, 2007).

Grup 2c¢ p-laktamazlar: Klavulonik asitle inhibe olur, kloksasilin ve aztreonama
zayif afinite gosterir ve karbenisilini hidroliz eder (Bedir, 2006; Hamanga, 2009).
Molekiiler sinif A’ya girer (Bedir, 2006). PSE-1, PSE-3, PSE-4 enzimleri, Moraxella
catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Aeromonas hydrophila’nin kromozomal

AER-1 enzimi bu grupta yer almaktadir (Hamanga, 2009).

PSE-1 ve PSE-4 pB-laktamazlari klasik TEM tiplerine benzer direng paterni
gostermekte olup gram negatif bakterilere etkili tiim penisilinler, sefoperazon ve
sefsulodin bu enzimlere karsi duyarlidir. Bu enzimlere sahip P.aeruginosa izolatlari

siklikla inhibitor kombinasyonlarina direnglidir (Yapar, 2007).

Grup 2d f-laktamazlar: Genel olarak klavulanik asit ile inhibe olan kloksasilini
penisilinden daha hizli hidrolize eden P-laktamazlar1 igerir (Hamanga, 2009). OXA

enzimleri bu grupta yer almaktadir.

OXA Ailesi: Fonksiyonel gruplandirmada 2d’ de yer alan, molekiiler

siiflandirmada smif D’de yer alan ve OXA-tipi karbapenemazlar olarak bilinirler. Bu
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enzimlerin  OXA  tipi karbapenemazlar olarak adlandirilmasinin  nedeni,
izoksazolilpenisilin (isoxazolypenisillin) oksasilini klasik penisilinlere gére daha hizli
bir sekilde hidroliz edebilmeleri ve klavulanik asit ve EDTA ile inhibe olmamalari
sebebiyle olmustur. Ancak bu tanimlama giiniimiizde gegerliligini yitirmistir ¢iinkii son
yapilan arastirmalara gore OXA enzimleri kloksasilin ve oksasilini zayif olarak inaktive
ederken tiimii amino ve karboksipenisilinlere karsi olduk¢a aktiftirler (Torol, 2008).

Oksasilin ve kloksasilinin molekiiler yapilar1 Sekil 3’ de verilmistir.
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[ :::B H " (_':I-' = "
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! ;—r\l; = & ; =
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dﬁ*'DH of OH
Oksasilin Kloksasilin

Sekil 3. Oksasilin ve kloksasilinin molekiiler yapilari. (URL-4; URL-5).

2012-2014 yili genel makale taramasi yapildiginda OXA-tipi enzimlerin
benzilpenisilin, ampisilin, tikarsillin, seftriakson, seftazidim, sefpirom, sefoksitin,
sefotaksim, seftazidim, sefepim, sefuroksim, aztreonam, meropenem, ertapenem,
imipenem, amoksisilin, oksasilin, ofloksasin, tobramisin, gentamisin, piperasilin,
kolistin,  siprofloksasin,  streptomisin,  kloromfenikol, tetrasiklin, tigesiklin,
moksalaktam, fosfomisin ve nalidiksik asit antibiyotiklerine diren¢ sagladigi tespit

edildi.

NaCl’nin inhibitor etkisi vardir. A ve C grubu B-laktamazlara %16 benzerlik
gosterirler. Plazmitle tasinmasi veya integron lizerinde bulunmasi OXA genlerinin

yayilimini kolaylastirir (Torol, 2008).

Coklu alignment analizi calismalarina gore OXA tipi karbapenemazlar yiiksek
oranda korunmus {ii¢ aktif bolge elemani ile tanimlanmaktadirlar (Sari, 2014). Bu
korunmug bolgeler enzim reaksiyonlar: sirasinda substrat-enzim etkilesimini kararli hale
getirmede gorev alan hidrojen baglarinin ve diger kovalent olmayan baglarin
olusumunda gorev aldigi bilinmektedir (Torol, 2008). Bunlardan ilki Ser70-X-X-Lys

olusumlu bir tetrattir (bu yapida X herhangi bir aminoasitin olabilecegini ifade ederken,
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70. Pozisyondaki serin aktif bolge amino asitini olusturmaktadir (Sar1, 2014). Ikincisi
ise Ser118-X-Val/lle olusumudur. Ugiinciisii de Tyr/Phe144-Gly-Asn triadi ile birlikte
Trp232-X-X-Gly tetrat1 ile temsil edilmektedir ve A sinifi enzimlerde veya AmpC
enzimlerinde herhangi bir analogu yoktur (Sar1, 2014). Ambler siniflamasina gore grup
A, C ve D pB-laktamazlarda korunmus 3 bolgenin karsilastirilmasi Tablo 6’ da

verilmisgtir.

Tablo 6. Ambler siiflamasina gore grup A, C ve D PB-laktamazlarda korunmus 3

bolgenin karsilastirilmasi.

Ambler Element Element Element
Simiflamasi
Grup A Ser’® -X-X-Lys" Ser®%-Asp™L- Lys/Arg®*-
(S-X-X-K) Asn'® Thr/Ser*®*-Gly**
(S-D-N) (K-T-G, K-S-G,
R-S-G, R-T-G)
Grup C Ser® -X-X-Lys Tyr-Ala/Ser-Asn Lys/Arg/His-
(S-X-X-K) (Y-A-N) Thy/Ser-Gly
(K-T-G)
Grup D Ser’® -X-X-Lys Sert®-X-Val/lle Tyr/Phe'*-Gly-

(S-T-F-K)

(S-X-V)

Asn

(Y-G-N vyada F-
GN)

OXA Tip p-laktamazlarin Alt Gruplari: OXA tipi B-laktamazlar temel olarak 4
ana gruba ayrilir. Bunlar; OXA-23,0XA-24, OXA-51 ve OXA-58’dir (Gordebil, 2011).
Giinlimiizde ise A. baumannii’de tanimlanan OXA tipi karbapenemazlar enzimleri
filogenetik olarak 5 ana grupta toplanmigtir; OXA-23 benzeri, OXA-40/24 benzeri,
OXA 58 benzeri ve OXA-143 benzeri enzimler. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada ise
bu 5 gruba ait olmayan ve yeni bir grup olusturdugu diisiiniillen OXA-235 enzimi
tanimlanmistir (Sar1, 2014).

OXA-23 ve OXA-24 gruplarinin arasinda <% 60 amino asit benzerligi
bulunmakta, OXA-51 grubunun ise OXA-23 ve OXA-24 gruplariyla amino asit
benzerligi <% 63, OXA-58’in diger oksasilinazlar ile amino asit benzerligi <% 50’ dir

(Torol, 2008).
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OXA-23 benzeri enzimler: ilk olarak 1985 senesinde iskogya’nin baskenti olan
Edinburgh’da imipeneme direngli bir A. baumannni izolatinda tanimlanmistir ve ARI-1
(Acinetobacter resistant to imipenem) olarak adlandirilmistir (Gordebil, 2011; Sari,
2014). Daha sonra Singapur ve Cin’ de A. baumannii izolatlarinda tanimlanan ve OXA-
27 ve OXA-49 diye isimlendirilen ve OXA-23 enzimi ile %99 aminoasit benzerligine
sahip iki farkli enzim tanimlanmistir. Sonrasinda ise A. radioresistens’ ten izole edilen
OXA-23 benzeri enzim grubunda yer alan OXA-102, -103, -105, -133 ve -134
tanimlanmistir (Sar1, 2014).

OXA-23 benzeri enzim grubuna ait enzimler oksasilinleri ve aminopenisilinleri
hidrolize ederken, oksimino-sefalosporinleri ve karbapenemleri zayif olarak hidrolize
ederler. OXA-27 ve OXA-23 enzimlerinden OXA-23’ {in karbapenemlere kars1 diisitk
sefaloridin ve oksasiline kars: ise daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. In
vivo olarak OXA-23 [B-laktamazi amoksasilin, tikarsilin, meropenem ve imipeneme
kars1 dirence yol agmaktadir. blaOXA-23 geni duyarl ve bu geni igermeyen aliC1 Susa
transfer edildiginde enzimin karbapenemlere karsi orta derecede veya diisiik dirence
sebep oldugu, RND-tipi AdeABC efflux pompasinin arttirilmis ekspresyonu ile
birlestiginde ise bu direncin yiiksek seviyelere ulastigi gosterilmistir (Sar1, 2014).

OXA-23-benzeri enzimler bircok Acinetobacter tiirti disinda Proteus mirabalis
izolatlarinda da tanimlanmistir. Bu enzimleri kodlayan genler gesitli plazmitler tizerinde
de bulunabildikleri gibi kromozomal da olabilirler (Sar1, 2014).

blaOXA-23-benzeri genlerin G+C igerigi %37,6 - %37,9 arasinda degismektedir.
OXA-23 enzimine sahip izolatlar biitiin diinyadan siklhikla &zellikle hastane
infeksiyonlariyla iliskili salginlarda bildirilmektedir. Ulkemizden ilk kez 2008 yilinda
bildirilmistir (Sar1, 2014).

OXA-40/24 benzeri enzimler: Ilk olarak OXA-24 olarak isimlendirilmis olan
OXA-40 enzimi 1997 senesinde Ispanya’ dan A. baumannii izolatinda tanimlanmistir.
Daha sonra Belgika ve Ispanya’ dan bildirilen OXA-25 ve -26 enzimleri OXA-40/24

enzimi ile % 99 ¢ un ilizerinde aminoasit benzerligine sahip oldugu bildirilmis ve bu
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enzim ailesi i¢ine dahil edilmistir. 2004 yilinda Tayland’ da izole edilen % 99 aminoasit

benzerligi olan OXA-72 enzimi A. baumannii izolatinda tanimlanmistir (Sar1, 2014).

OXA-40/24, OXA-25 ve OXA-26 enzimleri ile yapilan kinetik ¢alismalarda
penisilinleri hidrolizleyebildikleri, karbapenemlere diisiik aktivite gosterdikleri ve de
bazi sefalosporinlere kars: ise ¢ok diisiik aktivite gosterdikler bildirilmistir. Ug enzim de
imipenem ve meropenemi iyi hidrolize ederken en iyi hidroliz yetenegine sahip olan
OXA-40/24 enzimidir. Heritier ve ark. yaptigi ¢alismada in vivo olarak OXA-40/24
enziminin karpapenem direncine yol agmakla birlikte penisilin ve sefalosporinlere karsi
da yiikselen MIK degerlerine sebep oldugu gostermistir. Bunun yaninda, duyarh
referans A. baumannii susuna transfer edildiginde enzim sadece orta diizeyden diisiik
diizeye dirence sebep olmustur ki yiiksek diizey diren¢ AdeABC efflux pompasinin
ekspresyonundaki artisla saglanmaktadir (Sari, 2014).

blaOXA-40/24-benzeri genler Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda da

tanimlanmis, plazmit ve kromozom tizerinde bulunabilirler (Sar1, 2014).

blaOXA-40/24-benzeri genleri G+C igerigi % 33,9-34,3 arasinda degismektedir.
Bu enzimleri kodlayan izolatlar Asya, Bel¢ika, Amerika, ispanya ve Portekiz ile birlikte
ilk kez Tiirkiye’ de de 2013 yilinda bildirilmistir (Sar1, 2014).

OXA-51 benzeri enzimler: A. baumannii tiirleri tarafindan iretilen ve dogal B-
laktamaz olan gruptur (Cift¢i ve Asik, 2011). Bu ailenin tanimlanarak ilk enzimi olan
OXA-51 enzimi 1996 senesinde Arjantin’ de izole edilen A. baumannii izolatinda
tanimlanmis ve sonrasinda bir¢ok sayida iligkili enzim bildirilmistir. Glinlimiizde OXA-
51 benzeri enzimler B-laktamazlar arasinda 68 iiyesiyle en genis enzim ailelerinden

biridir ve 1-15 aminoasit farkliligiyla ¢esitlenmis enzimlerdir (Sar1, 2014).

Bu enzimlerin tiimii zayif karbapenemaz aktivite gdsterir ve ampisilinden daha
zayif substrat olan sefaloridin hari¢ sefalosporinlerin higbirisi bu enzimlerle hidrolize
olmaz. Bu genler ve iliskili enzimlerin ekspresyon seviyesinin diisilk oldugu
incelenmistir. Bu grupta yer alan OXA-69 enzimi karbapenemler dahil tim -laktamlara

direncte etkin rol oynamaktadir. OXA-51 benzeri enzim analizleri, tiim izolatlarda
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blaOXA-51 benzeri gen bulunmasina ragmen sadece 1SAbal ile komsu olan blaOXA-51
benzeri genleri tasiyan suslarin karbapenem direngli oldugunu gdstermistir. Bu nedenle
ISAbal blaOXA-51 i¢in diizenleyici gibi goriinmektedir (Cift¢i ve Asik, 2011).

blapxa-s1 benzeri genler genellikle kromozom iizerinde tanimlanmistir ve transfer
edilmemektedirler. Bununla birlikte yapilmis olan bir ¢alismada kalip olarak plazmit
DNA’ nin kullamildigt PZR sonucunda blapxa.s; benzeri gen bolgesi pozitif
bulunmustur. Ayrica iilkemizden yapilan bir ¢alismada da bir blapxa.s1 benzeri geni

Escherichia coli izolatina aktarilmistir (Sar1, 2014).

OXA-51 benzeri enzimleri kodlayan genler arasinda blaoxa-13s geni disinda tiimii
A. baumannii izolatlarinda tanimlanmistir. blapxa.13s geni ise bir Acinetobacter
genomik tiir 13TU’ da tamimlanmis olup bu veri blapxa-sibenzeri genlerin de hareketli

ve tasinabilir olabilecegini diisiindiirmektedir (Sar1, 2014).

Bu grup, bilinen diger oksasilinazlardan farkli olarak % 63’ e varan aminoasit
homolojisi gosteren enzim kiimesi olusturur (Cift¢i ve Asik, 2011). blapxa-s1-benzeri

genlerin G+C igerigi A. baumannii genomu ile benzerdir (Sar1, 2014).

En yaygin tanimlanan enzimler OXA-66 kiimesindendir ve oOzellikle Giliney
Amerika ve Asya’ dan bildirilmistir. OXA-69 kiimesinden olan enzimler de yaygindir
ve daha ¢ok Dogu Avrupa’ dan bildirilmektedir (Sar1, 2014).

OXA-58 benzeri enzimler: ilk olarak Fransa® da izole edilen bir A. baumannii
izolatinda OXA-58 enzimi tanimlanmigtir. 30 kb’ lik bir plazmit {izerinde bulunmustur.
Bu enzim ailesi igerisinde yer alan diger iki enzimden OXA-96 enzimi (OXA-58
enziminden 161. pozisyondaki bir metiyonin-izoldsin aminoasit yer degisimi ile
farklilagmistir) ilk olarak Singapur’ dan ve OXA-97 enzimi (OXA-58 enziminden 53.
pozisyonda bir glisin-alanin aminoasit yer degisimi ile farklilasmistir) Tunus’ tan
bildirmistir (Sar1, 2014).

A. junii’de bulunan OXA-58 ve IMP-4 B-laktamazlar1 birlikte karbapenemaz
aktivitesi gostermektedir (Gordebil, 2011).
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OXA-58 enziminin kinetik analiz ¢alismalart 4. baumannii’ nin diger OXA tipi
enzimleri ile benzer 6zellikte oldugunu gostermistir. Saflastirilmis enzim penisilinlere
ve imipeneme Karsi zayif aktivite, meropeneme karsi ¢ok zayif aktiviteye ve sefalotin ve
sefpiroma karsi bazen aktivite gosterirken, seftazidim ve sefotaksime karsi aktif
degildir. Ayrica OXA-58 enzimi imipenemi OXA-40/24 enzimine gore iki kat daha iyi
hidroliz etmektedir. blapxa-ss geni tasiyan bir plazmit iki duyarl: A. baumannii referans
susuna transfer edildiginde amoksasilin ve tikarsiline kars1t MiK degerleri énemli 6l¢iide
artarken karbapenemlere karsi az miktarda artis gézlemlenmistir. Bununla birlikte klinik
bir izolattan elde edilen blapxass geni tasiyan bir plazmit ayni referans suslarina
transfer edildiginde karbapenem igin olan MIK degeri AdeABC efflux pompasim
yiiksek diizeyde eksprese eden susta 6nemli dl¢iide artmistir (Sar1, 2014).

OXA-58 enzimi, diger Acinetobacter tiirlerinde de goriilmektedir. Bu tiirlerde de
genellikle plazmit kokenlidir fakat kromozomal lokasyon da bildirilmistir. blaOXA-58
geninin G+C igerigi % 37,4- 37,5 arasindadir (Sar1, 2014).

OXA-58 ilk olarak Fransa’da salgin sirasinda tanimlandigi bildirilmistir
(Gordebil, 2011). blapxa-ss geni tasiyan izolatlar, siklikla Avrupa’ dan bildirilmistir.
Ayrica Giliney Amerika, Kuzey Amerika, Asya ve Avustralya’ dan da bildirilmistir.
Ulkemizden ise ilk olarak 2006 yilinda bildirilmistir (Sar1, 2014).

OXA-143 enzim ailesi: OXA-143 enzimi, 2004 yilinda Brezilya’ da izole edilen
karbapenem direncli A. baumannii’ de belirlenmis, 2009 yilinda da Higgins ve
arkadaglar: tarafindan tanimlanmistir. 30 kb’ lik bir plazmit iizerinde tanimlanan enzim
OXA-40 enzimi ile %88, OXA-23 enzimi ile %63 ve OXA-58 enzimi ile %58
aminoasit sekans benzerliginde bulunmus bodylece yeni bir alt grup olarak

tanimlanmastir (Sar1, 2014).

OXA-235 enzim ailesi: 2013 senesinde Amerika ve Meksika’ dan izole edilen A.
baumannii izolatlarinda tanimlanan OXA-235 enzimi OXA-23, -24, -58 ve -143
enzimleri ile %54-%57 arasinda, OXA-51 enzimi ile ise %56 oraninda aminoasit

benzerligine sahiptir. Bu nedenle yeni bir alt grup olarak tanimlanmistir ve ayni
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calismada iki izolatta ise tek aminoasit degisimi ile bu enzim ailesine ait olan OXA-236
ve OXA-237 enzimleri tanimlanmistir. Bu {i¢ enzim de plazmit iizerinde ve olarak gen
bolgesinin her iki yoniinde de ISAbal eleman ile bitisik olarak saptanmistir (Sari,
2014).

Glinlimiizde bakildiginda 498 tane OXA tipi B-laktamaz aleli bulunmaktadir
(URL-3).

OXA Tip Karbapenemazlart Kodlayan Genlerin Genetik Cevresi: D sinifi
oksasilinazlar, klinik 6rneklerde yaygin olarak plazmit iizerinde integron gen kasetleri
seklinde bulunmaktadirlar. blagxa 23, blaoxa-4s, blaoxa-ss, blaoxa-27 genlerinin taginimi
insersiyon dizileri (IS) ile iliskilidir. ISAbal blapxass’i de igine alan kompozit bir
transpozondur.  Sekans calismalar1 A. baumannii 6B92’de blapxa-2s geninin 6n
tarafindaki dizinin % 99,3 oraninda ISAbal dizisi ile benzerligini gostermistir. ISAbal
antibiyotik diren¢ genlerinin ekspresyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Torol,

2008).

Metallo B-laktamazlar ile karsilastirildiklarinda OXA tipi karbapenemazlarin
karbapenemleri hidroliz etmede daha diisiik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir
(100-1000 kat daha diisiik). Acinetobacter baumannii’ de karbapenem direncinin en
yaygin sebebi olarak OXA tipi karbapenemazlar bilinmektedir. Bu enzimlerin dnemli
karbapenemezlar olmalarini saglayan neden olarak ISAbal gibi IS (insersiyon
sekanslar1) elemanlarmi gen bdlgesinin iist kisminda tagimalari durumunda yeniden
diizenlenmesi olarak bilinmektedir. A. baumannii’de tanimlanan insersiyon sekanslari
artan ekspresyon ile iligkili hibrit promotor sekanslar olarak islev gormekte ve bu enzim
grubunun karbapenemlere karsi ciddi bir sekilde direng olusumunu saglayan ya da

azalan duyarlili§a sebep oldugu diistiniilmektedir (Sar1, 2014).

ISAbal, IS terminolojisine gore 1180 baz uzunlugunda olup IS4 ailesine ait
terminal 16 baz serisinin ters tekrarlarini tagir. ISAbal Acinetobacter tiirlerinde birkag
kopya olarak bulundugu halde, Enterobacter veya Pseudomonas aeruginosa gibi diger
organizmalarda su ana kadar gosterilememistir. Calismalarda IS4 ailesine ait ISAbal’in

her zaman blaoxa2s genine yakin bir bdlgede yer aldigi gosterilmistir. Bu durum
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ISAbal’in diizenleyici rol oynadigini ve blagxa-23’lin ekspresyonunda ve muhtemelen
kazanilmasinda kilit rol aldigmi distindiirmiistiir. Benzer sekilde 1S982 ailesine ait
ISAbad’iin de ISAbal gibi blapxa23’e yakin bir bolgede yer aldigi bildirilmis, rolii
hakkinda bilgi verilmezken 6nemi vurgulanmistir (Ciftci ve Asik, 2011).

Farkli calismalarda ISAbal’in OXA-51 disindaki genlerin de yukari bolgesine
yerlesip karbapenemaz {iretimini indiikledigi gosterilmistir. ABD’de Higgins ve
arkadaslarinin yaptiklari, bes kitadan izole edilen 492 karbapenem direngli A.
baumannii izolatinin  karbapenemaz genleri ve molekiiler epidemiyolojisinin
arastirildig: bir calismada biitiin izolatlarin OXA-51 kodlayan gen tasidigi, 304 izolatin
ayrica OXA-23, OXA-58 ve OXA-40 genlerinden birini tasidigi; ISAbal’in 193 izolatta
OXA-51 geninin upstreaminde yer aldig: fakat 5 izolatta OXA-40, 3’ iinde OXA-23, 2’
sinde OXA-58 kodlayan gen igeren izolatlarda ve direng geni gosterilemeyen 183 izolat
ve karbapenem duyarl: 7 izolatta da bulundugu tespit edilmistir (Gordebil, 2011).

OXA Tip Karbapenemazlarin Orijini: Dogal seleksiyon nedeni ile organizmalar
orijinallerinde karbapenemaz aktivitesine sahip enzim icermektedirler veya bu genleri
diger bakterilerden plazmitler aracilifiyla almaktadirlar. ilk olarak 1985 senesinde
Iskogya’da belirlenen OXA tip karbapenemaz A. baumannii kaynakli OXA-23 tiir. Bu
enzimin kesfedilis zamani imipenemin genel kullanimindan 6nce olmustur. Bu bulgu da
imipenemin klinik kullaniminin D grubu karbapenemazlarin evrimi ile baglantili
olmadig1 fikrini desteklemektedir. D grubu OXA allelerinin dagilimi Gram negatif
bakterilerde limitlidir ancak Gram pozitif bakteri kromozomunda bazi homologlar
bulunmustur. Bayesian filogeni ile ortaya cikartilan filogenik aga¢ OXA genlerinin {i¢
farkli zaman diliminde plazmitler {izerinde bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. 2,2 milyar
sene 0once Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ayristig1 diisiiniildiigiinde D grubu
genleri iceren plazmitin yaklasik 116+25 milyon sene once, bir sonrakinin 4249 milyon
sene Once son zaman diliminin ise ¢ok daha yakin bir ge¢miste oldugunu

gostermektedir (Torol, 2008).

OXA Tip Karbapenemazlarin Biyokimyasi: OXA tip karbapenemazlar 243 ile 260
amino asitten olusabilmektedirler. Molekiiler agirhigr 23-35,5 kDa arasinda olup

izoelektrik noktalar1 pI 5,1 ile 9,0 arasinda degismektedir. OXA tip karbapenemazlardan
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ilk olarak OXA-69 enziminin dimer yapi olusturdugu gosterilmistir. OXA’larin
asetilasyon ve deasetilasyon kapsayan basit ii¢c agamali model ile ¢aligmaktadir. Enzim
oncelikle antibiyotik ile non-kovalent bir kompleks olusturmaktadir. Enzim aktif
bolgesinde bulunan serinin yan zincirinin serbest hidroksil grubu p-laktam halkasindaki
karbonil karbona niikleofilik atak yapmaktadir ve kovalent acil ester ara form
olugmaktadir. Ester baginin hidrolizi ile aktif enzim ve hidrolize olmus inaktif
antibiyotik olugsmaktadir. Bu mekanizma A ve C grubu p-laktamazlarda da
gorilmektedir (Torol, 2008) (Sekil 4).

Z N
« )/
Binding
Non-covalent
complex I
N
.— OH ()/
1 Acvylation
Covalent acyl
enzyme
N

H;O Hydrolysis

* NH
HO O
OH

Sekil 4. OXA’larin asetilasyon ve deasetilasyon semasi.

Serin aktif B-laktamazlarin bu ii¢ asamali asetilasyon-deasetilasyon mekanizmasi
aynidir fakat B grubu B-laktamazlar ¢inko iyonuna ihtiya¢ duyduklarindan A, C ve D
grubu f-laktamazlardan farklidir. Asetilasyon hizi yani acil enzim ara formunun
olusumu kcat/Km ile deasetilasyon hizi yani enzimin etkinlik degeri kcat ile temsil
edilmektedir. Cok diisiik Km degerleri yiiksek kcat/Km degerini sebep olur ki bu da
yiiksek katalitik aktivite demektir. Sonugta B-laktamazlarin p-laktam antibiyotiklerini

hidrolizi kcat ve kcat/Km degerlerinin analizi sonucunda belirlenir (Torol, 2008).
Bir enzimin substrata kars1 olan ilgisi Kp, enzim tarafindan birim zamanda {irline

doniistiiriilen substrat molekiilii sayisina turnover sayist denir ve kisaca Kea: sembolii ile

gosterilir, enzimin katalitik etkinligi Kca/Kp, olarak olgiilebilir. Bu kinetik parametreler;
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hidroliz i¢in substratlar, aktif bolge yapisi, Zn*? iyonlar1 ve rezidislerin aktif bolgeye

yakinlig1 tarafindan etkilenmektedir (Diizgiin, 2015).

B-laktam hidrolizinde oldukga diisiik kcat degerine sahip enzimin in vivo hidroliz
miktart yiiksek olabilir. Bunun ana nedeni organizmanin oldukga yiiksek periplazmik
konsantrasyonda (1 mM’a kadar) p-laktamaz  {retebilmesidir.  [-laktam
degredasyonunun maksimum hiz1 (Vmax) kcat ve enzim konsantrasyonuna baglhdir.
(Vmax= kcat. [E]o). Diusiik kcat degeri yiiksek enzim konsantrasyonuyla
dengelenebilmektedir (Torol, 2008).

Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam [-laktamazlarin en 1iyi bilinen
inhibitorleridir. B -laktamazlar bu inhibitorler ile geri doniisiimsiiz olarak inhibe olurlar.
Genellikle D sinift B-laktamazlarin klavulanik asit ile inhibisyon orani diisiiktiir. OXA
tip karbapenemazlarda tazobaktamin klavulanik asitten daha fazla inhibisyon etkisi
vardir. Sulbaktam diger inhibitorler ile karsilastirildiginda en az inhibisyon saglayan

inhibitordiir (Torol, 2008).

Grup 2e fS-laktamazlar: Bu grupta yer alan -laktamazlar klavulanik asitle inhibe
edilen sefalosporinazlar1 igerir (Bedir, 2006). Stenotrophomonas maltophilia’nin
kromozomal L-2 enzimi, Bacteroides fragilis’in CepA enzimi, B. uniformis ve B.
vulgatus’un kromozomal CblA ve CfxA enzimi E. coli’den izole edilen FEC-1 ile S.
maltophilia’nin L2 Y. enterocolitica’dan izole edilen Blal enzimleri ve Proteus

vulgaris’in kromozomal enzimleri bu grupta yer alir (Kursun, 2008; Goérdebil, 2011).

Grup 2f p-laktamazlar: Bu grup enzimler karbapenemleri hidroliz etmekte,
klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar (Gordebil, 2011). E. cloacae’nin IMI-1 ve
NMC-A enzimleri ve S.marcescens’in Sme-1 enzimi bu gruptadir (Kursun, 2008;
Gordebil, 2011).

Glinlimiizde 11 tane IMI, 24 tane KPC ve 27 tane GES 5 tane SME tipi f3-
laktamaz aleli oldugu bilinmektedir (URL-3).
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Grup 3 p-laktamazlar: Enzimatik aktiviteleri i¢in metal iyonlara gereksinim
duyan, klavulanik asit ile inhibe olmayan, EDTA ile inhibe olan, aktivite
gosterebilmeleri i¢in ¢ift valentli metal iyonuna (Zn*?) ihtiya¢ duyan ve molekiiler sinif
B’ de yer alan enzim grubudur (Bedir, 2006; Kursun, 2008). Bu grupta yer alan
enzimler diger p-laktam antibiyotiklere gore karbapenemler iizerine zayif etki
gosterirler. Gliclii sefalosporinaz aktivite gosterirler. Bu enzim grubu genis spektrumlu
sefalosporinler ve sefamisinler de dahil sefalosporinleri ¢ok yiiksek oranda hidroliz

etmesiyle diger alt gruplardan ayrilmaktadir (Gordebil, 2011).

Metallo-B-laktamazlar, metallo-hidrolaz siiper familyasina aittirler. ilk MBL
enzimi, 1966 da Bacilluc cereus (Bcll) de tanimlanmustir. Ik baslarda MBL’ler gevresel
ve firsatci Gram-negatif bakterilerde bulunmus fakat, yaklasgik 20 yil kadar sonra
MBL’ler klinik olarak onemli bircok patojen bakterilerde goriilmiistiir. MBL genleri
baz1 c¢evresel inhabitant bakterilerde siklikla bulunmaktadir. Simdiye kadar yapilan
calismalar MBL genlerinin ya horizontal gen transferi tarafindan kazanilmis (kazanilmis
MBL’ler) olarak ya da kromozomlar iizerinde dogal olarak bulundugunu gostermistir.
MBL’ler son 50 yilda B-laktamlara kars1 direncin en 6nemli faktorii olmustur. Dahasi,
MBL’ler monobaktam olan aztreonam hari¢ tiim B-laktam sinif antibiyotikleri hidroliz

edebilirler ve genis-spekturum aktivite gosterirler (Diizgiin, 2015).

Giiniimiizde 53 tane IMP, 15 tane IND, 46 tane VIM ve 16 tane NDM tipi -
laktamaz aleli oldugu bilinmektedir (URL-3).

Grup 4 p-laktamazlar: Klavulanik asitle inhibe olmayan gesitli penisilinazlari
icerir. Molekiil sinifi heniiz belirlenmemistir (Bedir, 2006). A. faecalis, B. fragilis, C.
jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un indiiklenebilen enzimi,
E.coli’nin plazmid kontroliindeki SAR-2 B-laktamazi ve Pseudomonas cepacia’daki f-

laktamazlar da bu grupta yer alir (Gordebil, 2011).

1.6.3.3. Genislemis Spektrumlu -Laktamazlar (GSBL)

1980’li yillarda genislemis spektrumlu sefalosporinlerin gelistirilmesinden kisa

bir siire sonra B-laktamazlara dayanikli, nozokomiyal infeksiyonlardan izole edilen
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Klebsiella pneumoniae suslarinda plazmid kontroliinde olan c¢esitli p-laktamazlar
tanimlanmis ve bunlara GSBL adi verilmistir (Hamanga, 2009). Daha etkili ve daha
genis spektrumlu ajanlar gelistirildikge, 6zellikle Gram-negatif bakterilerden ¢ok ¢esitli
B-laktamazlar bildirilmeye baslandi. GSBL’ler ilk tanimlandiklarinda, TEM ve SHV
gibi plazmid kaynakli B-laktamazlarin bir varyanti olarak bildirilmelerine ragmen,
Tiirkiye’de PER-1 varyanti, bati1 Avrupa’da ise CTX-M varyant1 olan pek ¢ok GSBL
bulunmaktadir (Bedir, 2006).

GSBL’ ler Genel Ozellikleri: GSBL’ler Bush-Jacoby-Medeiros grup 2be ve 2d
smifinda yer almaktadirlar (Hamanga, 2009). Oksiimino sefalosporinleri ve
monobaktamlar1 hidroliz ederek etkisiz hale getirirler. Genel olarak sefamisinlere ve
karbapenemlere duyarlidirlar. Buna karsin klavulanik asit gibi B-laktamaz
inhibitorleriyle olan kombinasyonlar her zaman etkili degildir. Enzim fazla miktarda
sentezleniyorsa, birden ¢ok enzim varsa ya da permeabilitede porin kaybina baglh bir
azalma s6z konusu ise bazi GSBL iceren bakteriler bu kombinasyonlara direngli
olabilirler. Ayrica infekte eden bakteri miktari, ilacin dozu ve var olan GSBL’nin tipine

gore de B-laktam/B-laktamaz inhibitérii kombinasyonunun etkisi farklilik gosterebilir

(YYapar, 2007).

GSBL’lerin Neden Oldugu Sorunlar: GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte
neden oldugu problemlerin basinda diren¢ sorunu gelmektedir. Bu enzimlerden birini
sentezledigi saptanan Gram-negatif bakteri; penisilinlere, tiim sefalosporinlere ve
monobaktamlara direncli kabul edilmelidir. Diger yandan bu enzimleri kodlayan
plazmidler ayn1 zamanda bir¢ok B-laktam dis1 antibiyotige karsi da kalitm materyali
tasimaktadirlar. Bu nedenle GSBL sentezleyen bakteriler aym1 zamanda basta
aminoglikozidler olmak iizere kinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikol ve siilfonamidlere

kars1 da direng gosterebilirler (Yapar, 2007).

Antimikrobiyal ilaglara karsi genis bir diren¢ spektrumuna neden olan GSBL
tretimi, hem tedavide kullanilabilecek antibiyotiklerin sayisini sinirlamakta hem de bu
ilaglarin etkilerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenlerle GSBL f{ireten
bakterilerle meydana gelen infeksiyonlarin tedavisinde segeneklerin kisitlanmasina

neden olmaktadir (Kursun, 2008).
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GSBL’ lerin Siniflandirilmasi: Genel olarak aktif bolgesinde serin molekiilii igerir
ve Ambler molekiiler siniflamasina gore sinif A’da (Bush siiflamasina gére Grup 2be),
oksasilini hidrolize eden B-laktamazlar ise molekiiler sinif D’de (Bush smiflamasina
gore Grup 2d) yer alirlar. Evrimsel ve yapisal ozellikler agisindan GSBL’ler 9 farkli
grup i¢inde siniflandirilmaktadir (Yapar, 2007). Bu gruplar TEM, SHV, CTX-M, PER,
VEB, GES, TLA, BES, BEL, SFO, ve OXA’dir (Yapar, 2007; Hamanga, 2009).

TEM: TEM tipi GSBL’ler TEM-1 ve TEM-2’den tiiremistir. TEM-1 ilk olarak
1965’te Atina’da Temoneria isimli bir hastadan iiretilen E. coli tiirtinde bildirilmistir.
TEM-1 ampisilini karbenisilin, oksasilin veya sefalotinden daha iyi hidrolize eder.
Klavulanik asitle inhibe edilir (Hamanga, 2009). Beta-laktamaz inhibitorleriyle ¢ogunun

etkisinin azaldig arastirilmistir. GSBL’in izoelektrik nokta araliklar1 5,2-6,5 arasindadir

(YYapar, 2007).

GSBL fenotipi gosteren ilk TEM tirevi TEM-3’tir. TEM-3 1987 senesinde
bildirilmigtir. O glinden baslayarak TEM grubu B-aktamazlarin ¢esidinde ve sayisinda
bliyiik bir artis olmaktadir. GSBL fenotipi olusturma yoniinden bazi aminoasit
degisiklikleri daha 6nemlidir. Ornegin; 104. pozisyonda glutamat yerine lizin, 164.
pozisyonda arjinin yerine serin veya histidin, 238. pozisyonda glisin yerine serin ve 240.
pozisyonda glutamat yerine lizin girmesi gibi. Aminoasitlerdeki degisiklikler sonucunda
GSBL’lerin fenotiplerinde onemli degisiklikler olmakta, Ornegin belirli oksiimino
sefalosporinleri hidrolize etme 06zellikleri veya izoelektrik noktalar1 degisebilmektedir

(Hamanga, 2009).

Pseudomonas aeruginosa’ da TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 GSBL
bulunmaktadir (Albayrak, 2008).

TEM grubu p-laktamazlar E. coli ve K. pneumoniae basta olmak iizere
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri ve
Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik¢a bulunmaktadir. Enterobacter

aerogenes’teki TEM-24 gibi yeni TEM tipi GSBL varyantlar1 Fransa, Italya, Ispanya,
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Belgika ve Portekiz’de gosterilmistir. Idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilen E. coli

ve Salmonella’da bulunan TEM-52, Avrupa’da olduk¢a yaygindir (Hamanga, 2009).

Glinimiizde 223 tane TEM grubu genislemis spektrumlu p-laktamaz aleli
bulunmaktadir (URL-6).

SHV: SHV grubu enzimlerin koken aldigi SHV-1 enzimi en sik K. pneumoniae’da
bulunmaktadir ve ¢ogunlukla kromozomal bir enzimdir. Ampisilin, tikarsilin ve
piperasiline direng olusturmaktadir. Oksiimino-sefalosporinlere karsi aktivitesi yoktur

(Hamanga, 2009). Sadece SHV-10 inhibitor direngli 6zelliktedir (Yapar, 2007).

Aminoasit degisikligi olan pozisyonlar TEM grubu GSBL’lere kiyasla daha azdir
(Yapar, 2007). SHV tiirii enzimlerin genis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus
olan SHV-2 enzimidir. GSBL fenotipi gosteren SHV tiirlerinin ¢ogunda karakteristik
degisiklik, 238. pozisyonda glisin aminoasiti yerine serin amino asiti girmesidir. Bunun
disinda 179., 205. ve 240. pozisyonlardaki aminoasit degisimleri GSBL fenotipi i¢in
onemlidir (Hamanga, 2009). SHV-5 iligkili pek cok tiir 240. pozisyonda glutamat amino
asiti yerine lizinin amino asiti gelmesiyle olusur. Her iki pozisyondaki aminoasit yer

degisikliginin TEM tipi B-laktamazlarda da goriilmesi ilgingtir (Yapar, 2007).

SHV grubu enzimler K. pneumoniae’dan baska Citrobacter diversus, E. coli, P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp.’de de bildirilmistir. SHV-12 en yaygin olan SHV
enzimlerinden biridir ve biitiin diinyada K. pneumoniae’de bildirilmistir ayrica yakin
zamanda toplum kaynakli E. coli infeksiyonlarinda bildirilmektedir. SHV-12, TEM,
GES, ve CTX-M gibi diger GSBL’leri sentezleyen izolatlarda bu enzimlerle birlikte
bulunabilmektedir (Hamanga, 2009).

Baz: iilkelerde SHV tiirlerinin bazilarinin daha yaygin oldugu bildirilmektedir.
Ornegin Yunanistan’da SHV-5 enzimi daha yaygindir. Ulkemizde Klebsiella
pneumoniae izolatlarinda SHV-5 ve SHV-12 bildirilmistir (Kursun, 2008).

Giliniimiizde 223 tane SHV grubu genislemis spektrumlu pB-laktamaz aleli
bulunmaktadir (URL-7).
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CTX-M: Bu gruptaki enzimler substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir. CTX-
M tipi B-laktamaz ilk olarak Almanya’da 1989 senesinde E.coli susunda saptanmustir.
Daha sonra, Salmonella typhimurium ve E. coli basta olmak {izere Dbirgok
Enterobacteriaceae tiiriinde iretimi gosterilmistir. Giiniimiizde yaklasik 80’den fazla
CTX-M enzimi bildirilmistir (Daglar ve Ongiit, 2012).

CTX-M enziminin kaynagi TEM ve SHV enzimlerinden farklidir. SHV ve TEM
tip GSBL’ler onciil enzimlerden aminoasit degisiklikleriyle olusurken, CTX-M tip
GSBL’ler konjugatif plazmid veya transpozon araciliiyla baska bakteriden horizontal

gen transferiyle olusurlar (Daglar ve Ongiit, 2012).

CTX-M enzimleri en yaygin plazmid aracilit TEM ve SHV beta-laktamazlar ile
%40 veya daha az homoloji gosterir. Bilinen aminoasit dizileriyle %70-75 arasinda olan
en iyi benzerlik oran1 K.oxytoca, Proteus vulgaris ve C.diversus’un sefalosporinleri
hidrolize eden kromozomal enzimleri ile gozlenir. CTX-M tipi P-laktamazlarin
genislemis spektrumlu aktivitesinde anahtar role CTX-M enzimlerinde degismeden var
olan 237. pozisyondaki serin rezidiileri katkida bulunmustur. Tazobaktam bu enzimlere

kars1 klavulanata gore yaklasik 10 kat daha fazla inhibitor etkiye sahiptir (Yapar, 2007).

CTX-M  enzimlerini {iireten mikroorganizmalarin  ¢ogunlukla  hastane
infeksiyonlarindan izole edilmelerine karsin TEM ve SHV enzimlerinden farkli olarak
Vibrio cholerae, tifo dist Salmonella spp. ve Shigella spp. gibi toplum kaynakli
infeksiyon etkenlerinde de bildirilmektedir. Seftriakson ve sefotaksim antibiyotiklerinin
toplumda yaygin kullannmmin CTX-M enzimlerinin ortaya c¢ikisinda rol oynadig
diisiiniilmektedir. CTX-M grubu enzimlerin sayis1 hizla artmaktadir (Daglar ve Ongiit,

2012).

Genellikle Enterobacteriaceae izolatlarinda saptanan bu enzimler, diinyanin
bircok yerinden rapor edilmistir (Daglar ve Ongiit, 2012). En sik salginlar Dogu
Avrupa’da gozlenmis, ayrica Giiney Amerika, Japonya’da da bu enzimin sebep oldugu
salgimnlar bildirilmistir. Giliniimiizde diinya lizerinde CTX-M beta-laktamazlarin genis

yayilim gosterdigi 3 ana bolge vardir; Giiney Amerika, Uzak Dogu, Dogu Avrupa.
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Yakin zamanda da Cin ve Hindistan’da CTX-M kaynakli salginlar bildirilmistir
(Hamanga, 2009).

PER: PER enzimleri ile TEM ve SHV tipi GSBL’ler DNA baz dizileri
bakimindan %25-27 oraninda homoloji gosterirler. Kromozomal bir enzimdir (Yapar,
2007). 1k olarak, P. aeruginosa susunda Fransa’da bir Tiirk hastadan izole edilmistir.
PER-1 enzimi penisilin ve sefasporinleri hidrolize eder. Klavulanik asit ile inhibe olur
(Daglar ve Ongiit, 2012).

P. aeruginosa disinda Salmonella typhimurium, Acinetobacter baumannii, A.
faecalis ve P. mirabilis suslarinda da bildirilmistir. Tiirkiye’de nozokomiyal kaynakli
Acinetobacter spp. kokenlerinin %46’sinda, P. aeruginosa kokenlerinin %11’inde PER-

1 enzimi bulunmustur (Daglar ve Ongiit, 2012; Hamanga, 2009).

PER-1 ile %86 homoloji gosteren PER-2 enzimi sadece Giiney Afrika’dan
bildirilmistir (Daglar ve Ongiit, 2012). E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis ve Vibrio

cholerae’ da bildirilmistir (Hamanga, 2009).

VEB: VEB-1 ilk olarak Vietnam’da bir E. coli susunda saptanmis, hemen
arkasindan Tayland’da bir P. aeruginosa kokeninde bulunmustur (Hamanga, 2009).
VEB-1 enzimi, PER-1 ve PER-2 enzimleriyle %38 oraninda homoloji gosterir.
Aztreonam, sefotaksim ve seftazidim antibiyotiklerine yiiksek diizeyde direng
gosterirler ve klavulanik asit ile inhibe olurlar (Daglar ve Ongiit, 2012). Fransa, Kuveyt

ve Cin’de de bu enzime rastlanmistir (Hamanga, 2009).

GES: GES-1 ilk olarak Fransa’da K. pneumoniae susunda saptanmistir (Daglar ve
Ongiit, 2012). Plazmid aracili PB-laktamazlarla yakin iligkili degildir fakat P.
mirabilis’teki karbenisilinaz enzimiyle %36 oraninda yapisal homoloji gosterir

(Hamanga, 2009).

TLA: TLA-1; Meksika’da bir hastadan izole edilen bir E. coli kokeninde
bulunmustur (Hamanca, 2009). Genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize etme

yetenegine sahiptir (Daglar ve Ongiit, 2012).
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BES: BES-1; Ambler molekiiler simif A grubunda, fonksiyonel grup 2be B-
laktamazlar i¢cinde yer alir. Brezilya’da S. marcescens kokeninde izole edilmistir.
Tazobaktamla zayif hidroliz olur (Hamanca, 2009). Genis spektrumlu sefalosporinleri

hidrolize etme &zelligine sahiptir (Daglar ve Ongiit, 2012).

BEL: BEL-1; 2004 yilinda Belgika’da bir P. aeruginosa kokeninde izole
edilmistir. BES-1 gibi tazobaktamla zayif inhibe olur (Hamanga, 2009).

SFO: SFO-1; Seyrek rastlanan bir GSBL tiiriidiir ve bir Serratia fonticola
kokeninde saptanmistir. Ambler molekiiller A smifi B-laktamazlara dahil edilmistir.
Sentezi karbapenem grubundan olan imipenem tarafindan indiiklenir. SFO B-laktamazi
kodlayan geni tasiyan plazmid ayn1 zamanda AmpR diizenleyici genini de tasir. SFO-1
beta-laktamazlar sefamisinleri hidrolize edemez ve klavulanik asitle kolayca inhibe
olabilirler (Hamanga, 2009).

OXA: Oksasilini hidrolize etme yeteneklerinden dolayr OXA B-laktamazlar ismini
alan bu grup, oksasilin ve kloksasilini benzilpenisilinden %50 daha fazla hidrolize
ederler (Hamancga, 2009). Bu grup enzimler fonksiyonel grup 2d ve molekiiler sinif
D’de yer almalariyla TEM ve SHV enzimlerinden ayrilirlar (Daglar ve Ongiit, 2012).
Cogu OXA tipi B-laktamaz genisletilmis spektrumlu sefalosporinleri 6nemli 6l¢iide

hidrolize etmez (Hamanga, 2009).

En sik P. aeruginosa’da bulunmakla birlikte Enterobacteriaceae’ yi de igeren

diger Gram-negatif bakterilerde de saptanmaktadir (Hamanga, 2009).

Bir¢cok OXA tipi GSBL, OXA-10’dan (OXA-11, OXA-14, OXA-16 ve OXA-17)
ya da OXA-10’dan dokuz aminoasit farkliligiyla ayrilan OXA-13’ten (OXA-19 ve
OXA-28) tiiremislerdir. OXA-15 ve OXA-32 tipi GSBL’ler ise OXA-2 B-laktamazdan
tiiremislerdir (Hamanga, 2009).

OXA-18 ve OXA-45 tipi GSBL’ler ise herhangi bir genis spektrumlu OXA

enzimiyle iliskilendirilememistir (Hamanga, 2009).
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OXA-18 %42 homoloji ile en yakin benzerligi OXA-9 ile gostermektedir. OXA-
14 OXA-10’dan tek aminoasit kalintistyla, OXA-11 ve OXA-16 iki aminoasit
kalintisiyla ayrilmistir. OXA-19 ve OXA-28 OXA-10’dan on aminoasit OXA 13’ten iki
aminoasit degisikligiyle ayrilmistir. OXA-15 ve OXA-32 OXA- 2’den tek aminoasit
degisikligiyle ayrilir. OXA-10’dan sekiz aminoasit degisikligiyle ayrilan OXA 35’in
OXA-13 varyantlarinin progenitdrii oldugu diistiniilmektedir (Hamanca, 2009).

OXA-11, 14, 15 ve 16 seftazidim direncine yol agarken, OXA-17 sefotaksim ve
seftriaksona direng gosterir (Daglar ve Ongiit, 2012; Hamanga, 2009). OXA-31 enzimi
ise sefepime diren¢ olusturmakta, seftazidime ise duyarlidir. Birgok OXA tipi GSBL B-
laktamaz inhibitorlerine direng gosterirken, OXA-18 ve OXA-45 klavulanat tarafindan
inhibe edilir (Hamanga, 2009).

En yaygmm olani OXA-1 pB-laktamazidir ve E. coli suslarinin %1-10’unda
bulunmaktadir. Bu enzimlerin OXA-1 den OXA- 10’a kadar olanlar1 dar spektrumlu
olup substrat olarak oksasilin ve kloksasilini tercih ederler. TEM ve SHV’de oldugu
gibi aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlari sonucu oksiimino-sefalosporinleri
hidroliz etme yeteneklerinden dolay1 genis spektrumlu enzimler olarak gelismislerdir

(Daglar ve Ongiit, 2012).

OXA tipi GSBL’lerin cografik dagilimi hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir.
Cogunlugunu OXA-10 tlirevlerinin olusturdugu OXA tipi GSBL’ler baslangicta
Ankara’da Hacettepe Universitesi Hastanesi’'nden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarinda goriilmiistiir. OXA tipi GSBL’ ler Tayvan ve Kore’ de izole edilen
seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinda sirasiyla %2.9 ve %0.4 oraninda
bulunmuslardir. Fransa’da, birka¢ P. aeruginosa izolatinda OXA-13 tiirevi enzimler
(OXA-19 ve OXA-28) ve OXA-18 enzimi saptanmistir. Amerika’da bir P. aeruginosa
izolatinda OXA-45 enzimi bulunmustur (Hamanca, 2009).

OXA tipi GSBL’lere ek olarak, GSBL olmayan OXA tiirevleri de bulunmaktadir.
Karbapenemaz ozelligi gosteren OXA-23, OXA-24, OXA-27, OXA-40, OXA-48,
OXA-51, OXA-58, OXA-72 enzimleri bunlara 6rnek olarak verilebilir (Hamanga,

2009). OXA-24 enzimi ayrica karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Bu enzimlerin
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Oonemi, klavulanik asit ve sulbaktama diren¢li olmalari ve hemen daima hastane

infeksiyonlarindan soyutlanan kokenlerden saptanmalaridir (Daglar ve Ongiit, 2012).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Calhsmada Kullanilan Enzimler, Vektorler ve Kitler, Kimyasallar, E-test

Kartlar

Calisma boyunca kullanilan enzimler: Ndel (NEB), Xhol (NEB), Dpnl
(Fermantas), EcoRI (Fermantas), Taq DNA Polimeraz (GoTaq, Promega), T4 DNA

ligaz (Fermentas), lizozim (Sigma), RNaz (Fermentas ).

Calisma kapsaminda Kullanilan Kitler: QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen),
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kiti (USA), DNA Ladder (New England Biolabs, Evry, France), pPGEM-T Easy Vector
TA Cloning Kit (Promega), pET100 TOPO® (Life Technologies), pET-28a (Novagen).

Calismada Kullanilan kimyasallar: Benzilpenisilin (Santa Cruz Biotechnology),
imipenem (Cayman Chemical Company), meropenem (Sigma), sefalothin (sigma),
sefotaksim (sigma), seftazidim (sigma), sefepim (sigma), ampisilin (USB), kanamisin
(USB), IPTG (Sigma), X-gal (Sigma), MHB (Merck), MHA (Merck), agaroz (Sigma),
gliserol (sigma), MgCl, (Promega), ANTP (Promega), etidyum bromiir (BioRad), etanol
(Sigma), metanol (Sigma), SDS (Merck), NaCl (Fluka), yeast (Merck), Tris (Merck),
agar (Merck), temed (Sigma), H,SO,4 (Sigma), akrilamid (Sigma).

Calismada Kullanilan E-test kartlar: Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC)
degerlerini belirlemek i¢in kullanilan E-test kartlar:, Tikarsilin/KLA (Biomérieux),
Piperasilin (Bioanalyse), Piperasilin+TZBa (Bioanalyse), Sefoksitin (Bioanalyse),
Sefotaksim (Bioanalyse), Seftazidim (Buiotests), Sefepim (Bioanalyse), Aztreonam
(Bioanalyse), Meropenem (Biotests), Imipenem (Bioanalyse), Amoksisilin (Diagnostic

Liofilchem), AmoksisilintKLA (Biomérieux), Gentamisin (Biomérieux).
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2.2. Cahisma Solusyonlarimin Hazirlanmasi

Besiyerlerin hazirlanmasi: Miller-Hinton Agar (MHA) besiyeri, Ampisilinli
MHA, Miiller—Hinton Broth (MHB) besiyeri ve Luria Broth-Agar besiyerlerinin

hazirlanmas1 asagida verilmistir.

Miiller-Hinton Agar (MHA) besiyeri: Molekiiler agirhig 38 gr/L olan toz
halindeki MHAdan 38 gr alinarak distile su ile 1000ml’e hacime tamamlandi. Besiyeri
otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra yaklasik
olarak 45-50 °C’ye kadar sogutuldu. Steril ortamda; plastik petrilere, derinligi 3 mm
olacak sekilde dokiildii ve katilagmaya birakildi.

Ampisilinli MHA: Antibiyotik etkinliginin inhibe olmamasi i¢in besiyeri yaklasik
olarak 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril ortamda ampisilin (50 mg/ml) ilave
edildi. Karisim saglandiktan sonra kati besiyeri plastik petrilere 3 mm olacak sekilde

dokiilerek sogumaya birakildi. Bu besiyeri E-test yontemi icin kullanildi.

Miiller—Hinton Broth (MHB) besiyeri: Toz halindeki MHB’den 21 gr alinarak
distile su ile 1000ml’e hacime tamamlandi. Besiyerine otoklavda 121 °C’de 20 dakika

sterilizasyon islemi uygulandi. +4 °C de saklandi. Besiyeri E-test yontemi icin

kullanildi.

Luria Broth-Agar: 1 litre besiyeri i¢in; 10 gr tripton, 5 gr yeast extract, 5 gr NaCl,
15 gr agar kullanilarak otoklavda sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra besiyeri

kullanilabilir duruma getirildi.

Agaroz jellerin hazirlanmasi ve Elektroforezi: %1 agaroz igeren jel yapmak i¢in
100 ml 1 X TAE igine 1 gr agaroz konularak mikrodalga firinda 3-4 dakika kadar
kaynatildi. Sivi durumunda olan jelin igerisine 10 pg/ml etidyum bromiirden 4 pl
eklenerek elektroforez tankinda polimerlesmesi saglandi. Elektroforez; 1 X TAE
tamponu igerisinde 100 V da 20-60 dakika arast DNA ornekleri eksi (katod) den arti
(anod) ya dogru yiirlitme yapildi. Goriintiileme transiliiminator lizerine alinarak UV

1s181inda DNA’larin goriintiilenmesi saglandi.
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SDS-PAGE Hazirlanmasi ve Elektroforezi:

SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat

(SDS) poliakrilamid jel elektroforez) proteinlerin molekiiler biiytlikliigilinii analiz etmek

i¢in kullanilmaktadir. SDS-Page jelini hazirlamak i¢in kullanilan solusyonlar Tablo 7°

de verilmistir.

Tablo 7. SDS-PAGE jelini hazirlamak i¢in kullanilan solusyonlar.

% 30 Akrilamid

% 10 Amonyum persiilfat (APS)

% 10 Sodyum dodesil siilfat (SDS)

1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8)

1 M Tris-HCI (pH: 6,8)

N,N,N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine
(TEMED)

29,2 g akrilamid,

0,8 g bisakrilamid,

100 ml saf suda ¢oziildii.

Filtre edilerek +4°C’ de saklandi.

19 APS,
10 ml saf suda ¢oziildii.
Filtre edilerek +4°C’ de saklandi.

19 SDS,
10 ml saf suda ¢6ziildii.
Filtre edilerek +4°C’ de saklandi

18,5 g Tris Base,

Bir miktar deiyonize suda ¢oziildii.
HCl ile pH: 8,8’ e ayarlandu.

Son hacim 100 ml’ ye tamamlandi.
+4°C’ de sakland1

12,11 g Tris Base,

Bir miktar deiyonize suda ¢oziildii.
HCl ile pH: 6,8’ e ayarlandi.

Son hacim 100 ml” ye tamamlandi.
+4°C’ de sakland1

Ticari olarak satilan firmadan satin alindi.
Merck

SDS-PAGE jeli, ayirma jeli ve yiikleme jeli olmak {izere iki asamada gergeklesti.

Ayirma jeli i¢in % 15’ lik karisim hazirlandi. Ayirma jeli ve ylikleme jelinde kullanilan

soliisyonlar ve kullanilan miktarlar Tablo 8” de verilmistir.
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Tablo 8. Ayirma jeli ve yiikleme jelinde kullanilan soliisyonlar ve kullanilan miktarlar.

Ayirma Jeli  Yiikleme Jeli

Deiyonize su: 1,10 ml 1,40 ml

% 30 Akrilamid: 2,50ml 0,33 ml

1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8): 1,30 ml 0,25 ml (1 M Tris-HCI (pH: 6,8)
% 10 SDS: 0,05 ml 0,02 ml

% 10 APS: 0,05 ml 0,02 ml

TEMED: 0,002 ml 0,002 ml

iki ucu acik dikdortgen seklindeki cam levhalar iist iiste konularak jel dékme
aparatina takildi. Hazirlanan ayirma jeli camin 4/5° 1 dolacak sekilde dokiildi. Geri
kalan kismina su dokiilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesmesi gergeklesen
jelden su alindi ve hazirlanan yiikleme jeli polimerlesen ayirma jelinin iizerine dokildi
ve tarak yerlestirildi. Tekrardan yiikkleme jelinin de polimerlesmesi beklendi.
Polimerlestigi anlasilan jelden tarak dikkatli bir sekilde c¢ikartildi ve polimerize olan jel
tanka yerlestirildi. Daha sonra 10 X’ lik hazirlanan yiiriitme tamponu 1 X olacak sekilde
hazirlandi yiiriitme tankina dokiildii. SDS-PAGE’ de yiiriitiilecek olan proteinler 95°C’
de 5 dakika kaynatilarak ve kaynadiktan sonra 5 dakika bekletilip ylikleme islemi
gerceklestirildi. Daha sonra dogru kutuplarin iist iiste gelmesine dikkat edilerek giic
kablolarin1 tagiyan kapak kapatildi. Jel yiiriitiilmesi proteinlerin yiikleme jelini gegene
kadar 100 V’ ta ayirma jeline gectigi anlagilan proteinlerin yliriitiilmesi ise 160 V’ da
gerceklesti. Yaklasik olarak 2 saat yiiriitiildiikten sonra jel alindi ve cam levhalar
acilarak jel cikartildi. Jeldeki proteinlerin goriiniir olmasimi saglayan SDS-PAGE
yiirlitme boyasi kullanildi. 1 saat boyunca SDS-PAGE yiiriitme boyasinda bekletildikten
sonra su ile yikanarak proteinler goriindii SDS-PAGE de yiirlitme ve yiiriitme sonrasi

kullanilan malzemeler Tablo’ 9 da verildi.
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Tablo 9. SDS-PAGE’ de yiiriitme ve yiirlitme sonrasi kullanilan malzemeler

SDS - Page Yiiriitme Boyast

10X SDS - Page Yiiriitme Tamponu

SDS — Page Jel Boyasi

1 M Tris pH:6,8
%10 SDS

Gliserol
2-B-Merkaptoetanol
Bromofenol Blue

72 g glisin
15 g Tris - Base
50 ml SDS

250 ml metanol

50 ml asetik asit

0,625 g Coomassie-
Brillant Blue R-250 (CBB)

2.3. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

E.coli’nin DH5a, BL21 soylarin1 kompetent hale getirmek i¢in ekildigi LB-Agar
{izerinden rastgele koloni almarak 3 ml LB besiyerine ekilerek 37 “C’ de 18- 20 saat
iiretildi. Uretilen 6rnekten 500 pl almarak 50 mL LB besiyerine tekrardan pasaj atilarak
37 °C’ de yaklasik 2-3 saat ODgo=0,4’¢ ulasincaya kadar biiyiitiildii. Biiyiitiildiikten
sonra pasaj 5 dakika buzda bekletildi ve falkon tiiplere alinarak +4 "C’ de 5 dakika 3000
rpm’de santrifiijlendi, slipernatant uzaklastirildi. Pellet 7,5 ml soguk FSB (Frozen
storage buffer: 100 mM KCI, 50 mM CaCl.2H,0, %10 gliserol, 1 M KCO,CHy)
tamponunda ¢0ziildiikten sonra 2 saat buzda bekletildi ve 10 dk 6000 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirilip tekrar 2 ml soguk FSB tamponunda pellet
¢oziildii. Ependorf tiiplere 100 uL dagitild ve hazirlanan hiicreler -80 'C de saklandi.

2.4. Cahsmada Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan biitiin tamponlar Tablo 10 da verilmistir.
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Tablo 10. Calismada kullanilan tamponlar.

Tampon Adi Tampon Bilesenleri

FSB 100 mM KCI, 50 mM CacCl.2H,0, %10 gliserol, 1
M KCO,CHjs

50X TAE 242 g Tris Base, 57,1 mL glacial asetik Acid, 100
mL 0,5M EDTA

Tris-H,SOq 50 mM Tris, (H,SOqile pH; 7,4° ¢ ayarlandi)

Kinetik tamponu 50 mM NaPi, 25 mM NaHCOsg, pH;7.4

AP tamponu 0,1 M TRIS-HCL, 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl;, pH;
9,5

10 X PBS 80 gr NaCl, 2 gr KCl, 14,4 gr Na,HPO,4.2H,0, 2,4
gr KH,POy, (1 L) pH; 7,4

Elektroblotting tampon 48M Tris, 39 mM glisin, 0,0375% (w/v) SDS

2.5. Bakteri Suslarimin Canlandirilmasi ve Total DNA izolasyonu

Proteus mirabilis TRP41 (blapxa-320 tastyici) (Cigek vd., 2014) ve E. coli FD8ba
izolatlar1 (blapxa.1 tastyict) (Colakoglu vd., 2010), Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma laboratuvarinda gliserol stoktan
canlandirilarak ¢ogaltilmistir ve DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. -80 °C’de %20
gliserol i¢inde saklanan bakteri hiicreleri LB agar besiyerlerine ekildi ve 37 °C’de 16
saat inkiibe edildi. Elde edilen kolonilerden bir tanesi segilerek, 3 mL sivi LB
besiyerine aktarildi ve 37 °C calkalayici da 16 saat inkiibe edildikten sonra 1,5 mL’Si
santrifiij tlipline alinarak 14000 rpm’ de 2 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Siipernatant
uzaklagtirlldt ve pellet DNA izolasyonu igin kullanildi. DNA izolasyonu Kkiti
kullanilarak iretici firma protokolii dogrultusunda DNA izolasyonu gergeklestirildi
(Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep). DNA 6rnekleri %0,7’ lik agaroz jelde
yiriitiilerek goriintiilendi ve PZR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -20 °C’ ye

saklandilar.
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2.6. blaoxa-1 Ve blaoxa-zalellerinin Champion™ pET100 TOPO® Vektoriine

Klonlanmasi

E-test analizleri i¢cin her bir OXA aleli once ChampionTNI pET100 TOPO®
ekspresyon vektoriine klonland1 ve sonrasinda bir tanesi ilizerinden 266A mutasyonu
olusturuldu.  Bu amagla o6nce her bir gen OXA-TOPO-FW  5’-
CACCATGAAAAACACAATACATAT -3 ve OXA-TOPO-RW 5’-
TTATAAATTTAGTGTGTTTAG-3 primerleri kullanilarak genomik DNA’lardan
cogaltildi. PZR reaksiyonu 50 pL son hacim olacak sekilde; 10 pul 5X DNA polimeraz
tamponu (Promega), 3ul 1,5 mM MgCly 2,5 pl 4 mM dNTP, 2 pl her bir primer stoku
(25 pmol/uL), 1,5 iinite DNA polimeraz I (GoTaq, Promega), 5 ul DNA ve son hacim
steril deiyonize su ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon programi
baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 3 dk, 95°C’de 20 sn, 45°C’de 1 dk, 72°C’de 70 sn
olmak tizere 20 dongii ve son sentez 72°C’de 5 dk olacak sekilde Thermal Cycler’da
(BIO-RAD) yapildi. Amplifikasyon iiriinii %1’ lik agaroz jelde 100 voltta 45 dakika

yiiriitiilerek goriintiilendi.

PZR iirtinii 100 pL hacimde Dpnl restriksiyon endoniikleaz ile kesildi. Kesim i¢in
2 uL Dpnl, 10 pL 1X Dpnl tamponu, 40 pL PZR iiriinii ve son hacim steril deiyonize su
ile 100 pL’ye tamamlanarak reaksiyon 37 °C de 2 saat boyunca gergeklestirildi. Kesim
sonrast %1 lik agaroz jelde goriintiilendikten sonra, PZR temizleme kiti ile temizlendi.
Saf PZR iiriinii pET100 TOPO® vektoriine ligasyonu saglandi. Bu amagla kit prosediirii
kullamldi. Ozetle; ligasyon reaksiyonu toplam 3 ul hacimde; 0,5 pl pET100 TOPO®™
0,5 pl tuz soliisyonu ve 2 pl PZR fdiriini kullanilarak 25 °C’de 7 dk olarak
gerceklestirildi. Ligasyon {lrlintine 7 pl steril deiyonize su ile seyreltildikten sonra
ligasyon firlintiniin 5 pl’ si E. coli DH5a kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle
transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Transformasyon sonucu belli sayida koloni
rastgele secilerek igerisinde 3 ml sivi ampisilinli besiyeri bulunan steril tiiplere pasaj
atilip 37 °C’ de 18-20 saat biiyiitiildii. Plazmit izole edildi ve OXA-spesifik PZR’ler ile
plazmitlerin blaOXA genlerini tasidiklar1 dogrulandi. Hem blapxa-1 hem de blapxa-320

pozitif klonlardan birer tanesi sekans ile dogrulandi (Macrogen, Europe).
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2.7. Sekans Sonug¢larinin Degerlendirilmesi ve Nokta Mutasyonunun Yapilmasi

Macrogene gonderilip sekans sonucu gelen pET100 TOPO® vektoriine klonlanan
ornegin  degerlendirilmesi Blast URL-8 ve Expasy URL-9 programlariyla
gerceklestirildi. Dizin analiz sonucuna gore pET100 TOPO® vektoriine klonlanan

alellerin b|ao)(A-1 ve b|ao)(A-320 oldugu dogrulandl.

OXA-320 varyantinda 266. pozisyonundaki izolosin amino asit mevcut iken
OXA-1 varyantinda 266. pozisyonunda asparajin aminoasit mevcuttur. blapxa-szo aleli
klonlanmis vektdr lizerinden yonlendirilmis mutasyon yapilarak 266. pozisyonda alanin
mutasyonu  (266A) gerceklestirildi. Bu  yonlendirilmis mutasyonlarin  266.
pozisyonundaki amino asit farkliliklarin MIK degerindeki degisimlere etkisinin olup
olmadigini arastirmak i¢in yapildi. OXA-320 aleli izerinden gerceklestirilmesi istenilen
yonlendirilmis mutasyon i¢in iki adet primer dizayn edildi 266AFw:
ATAGAGAACATGTATCTAGCAGATCTGGATAATAGT, 266ARwW:
ACTATTATCCAGATCTGCTAGATACATGTTCTCTAT. Mutasyon i¢in PZR toplam
50 pl hacimde su bilesenler kullanilarak hazirlandi; 1,5 iinite Q5® High Fidelity DNA
Polimeraz (Biolabs), 4 uL plazmit DNA, 10 pl DNA polimeraz tamponu (5X)
(MgClI>’1i), 5 ul Q5® High GC Enhancer tamponu, 2,5 ul dNTP (4 mM) ve 1 uL (25
pmol/pL) her bir primer stoku ve steril deiyonize su. Mutasyon PZR i¢in dongii sartlari:
Baslangic denatiirasyonu 94°C 4 dk, 94°C 1dk, 52°C 1 dk, 72°C 16 dk olmak {izere 20
dongii ve son sentez 72°C 20 dk’ da gerceklestirildi.

PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde goriintiilendikten sonra restriksiyon endoniiklez
enzimi olan Dpnl ile kesildi. Kesim: 2 pL Dpnl, 10 uL 1X Dpnl tamponu, 40 pL. PZR
irlinli ve son hacim steril deiyonize su ile 100 pL’ ye tamamlanarak reaksiyon 37 °C de
2 saat boyunca gerceklestirildi. Kesim gerceklestirildikten sonra PZR temizleme kiti ile
temizlendi ve temizlendikten sonra E. coli DHSa kompetent hiicrelerine kimyasal
yontemle transforme edildi. Petrilerde olusan kolonilerden plazmitler izole edilerek

DNA dizi analizi i¢in Macrogen firmasina gonderildi.
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2.8. 266. Pozisyondaki Aminoasit Varyasyonun Enzim Aktivitesine Etkisinin E-

Test Yontemi ile Arastirilmasi

DNA dizi analizi i¢in gonderilen 6rneklerin sekans sonucuna Blast ve Expasy
programi ile bakildiktan sonra yonlendirilmis mutasyonun gerceklestigi dogrulandi. E.
coli TOP10 (TOPO-OXAL1/266N) (1), E. coli TOP10 (TOPO-OXA-320/2661) (2), E.
coli TOP10 (TOPO-OXA/266A) (3), Proteus mirabilis TRP41 (-80 °C %20 gliserol
stok) (4), E. coli FD8bA (-80 °C %20 gliserol stok) (5) ve E. coli TOP10 (-80 °C %20
gliserol stok) (6) hiicrelerinin minimum inhibisyon konsantrasyonunu degerlendirip

karsilastirmak icin E-test yontemi uygulandi.

E-test yapilacak olan hiicrelerin her birinin gliserol stogundan 200 pL alinarak 2
mL LB’ ye konularak 37°C’ de 9 saat canlandirildi. Sonrasinda MHA” I1 petrilere ¢izgi
ekim yapildi ve gece boyu 37 °C’ de biiyiitiildii. TOPO’ ya klonlanmis olan aleller E.
coli TOP10 (TOPO-OXA1/266N), E. coli TOP10 (TOPO-OXA-320/2661), E. coli
TOP10 (TOPO-OXA/266A) ampisilinli besiyerinde biiyiitiiliirken, Proteus mirabilis
TRP41, E. coli FD8bA ve E. coli TOP10 antibiyotiksiz besiyerinde biiyiitiildii. Gece
boyu biiyiitiillen 6rneklerin her birinden ekiivyon ¢ubuk ile benzer morfolojiden 4-5
koloni alinarak igerisinde MHB bulunan tiipe alindi ve McFarland’1 0,5 standardina
gore ayarlandi. Taze dokiilmiis 4 ml MHA plaklara 100 mM IPTG’den 40 pL steril
baget yardimu ile siirtildii. 0.5 McFarland’ a ayarlanan siispansiyondan ekiivyon ¢ubuk
yardimi ile alinarak tiim agar ylizeyine, plak dort kere aymi yonde 60° cevrilerek
stiriildii. Daha sonra steril pens ile ambalajindan ylizeyi boyunca belli oranlarda degisen
antimikrobiyal ajanlar ile emdirilen E-test stribi alind1 ve stripin {ist yiizeyi cetvel yazisi
olacak bi¢cimde agar yiizeye birakildi. Stribin tiim yiizeye temas etmesi saglandi. Plaklar
diiz vaziyette 37°C” de 18-20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodundan sonra strip
ile elips inhibisyon zonun kesistigi noktadan MIK degeri okundu. MIK belirlenmesinde
kullanilacak ~ olan antibiyotikler; tikarsilin/klavulanik ~ asit,  piperasilin,
piperasilin/tazobaktam, sefoksitin, sefotaksim, seftazidim, sefepim, aztreonam,

meropenem, imipenem, amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit ve gentamisin’ dir.
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2.9. VITEK Cihaz1 Kullanilarak Antibiyotik Duyarhh@inin Arastirilmasi

Sekans sonucuna gore E. coli TOP10 (TOPO-OXA1/266N), E. coli TOP10
(TOPO-OXA-320/266), E. coli TOP10 (TOPO-OXA/266A) olan varyantlar APl 32GN
sistemi (bioMerieux, Marcy-1’Etoile, France) (CLSI, 2013) kullanilarak tanimlandi.
Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri, VITEK cihaz1 kullanilarak belirlendi.
VITEK kartlar1 {iretici firmanin belirledigi sekil dogrultusunda kullanilmistir.
Antibiyotik  duyarlilblk  testi  ig¢in;  ampisilin, amoksisilin/klavulanik  asit,
piperasilin/tazobaktam, sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefoksitin, sefotaksim,
seftazidim, sefepim, ertapenem, imipenem, meropenem, amikasin, gentamisin,
tobramisin,  siprofloksasin,  tigesiklin,  kolistin,  trimetoprim/siilfametaksazol
antibiyotikleri kullanild1 ve CLSI 2013” e gore degerlendirildi.

2.10. blapxa-1 Ve blapxa-szo alellerinin pET28a Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

blapxa-1 Ve blapxa-a2o alellerini amplifiye etmek ve pET28a vektoriiniin Ndel ve
Xhol bolgesine klonlanmasi i¢in uygun primerler OXA-pET28a-Fw: 5°-
CATATGTCAACAGATATCTCTACTGTTGC-3> ve  OXA-pET28a-Rw:  5°-
CTCGAGTTATAAATTTAGTGTGTTTAG-3" dizayn edildi. Primerler dizayn
edilirken gene ait sinyal peptid sirasinin var olup olmadigi SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) programi kullanilarak bakildi. Sinyal dizisi
disarida birakilacak sekilde primerler dizayn edildi. PZR reaksiyonu 50 pL son hacim
olacak sekilde; 5 pl polimeraz tamponu (10X), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1 pl her
bir primer stoku (25 pmol/uL), 1,5 tinite DNA polimeraz I, 5 ul DNA ve steril deiyonize
su. Amplifikasyon programi baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’ de 4 dk, 94°C’ de 45 sn,
57°C’ de 1 dk, 72°C’ de 90 sn (20 dongii), ve son sentez 72°C de 5 dk gergeklestirildi.
PZR iiriinii gorintilendikten sonra PZR iiriinlerinin pGEM-T Easy plazmitine
(Promega) ligasyonu saglandi. Reaksiyon toplam 3 pl hacimde 0,15 pul pGEM-T easy
(10 ng), 1,5 pl ligasyon tamponu (2X), 0,15 pul T4 DNA ligaz (0,6 iinite/ pul ) ve 1,2 pl
PZR iiriinii kullanilarak 16 °C’de gece boyu gerceklestirildi. blapxa genlerini tagiyan
PGEM-T easy plazmitleri, E. coli DH5a kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle
transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Daha sonra hiicreler IPTG ve X-gal iceren

ampisilinli plaklarda mavi-beyaz renk olusumuna bakilarak ayrildi. Rastgele segilen
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beyaz kolonilerden ve mavi koloniden plazmit izole edildi ve dogrulamak amaciyla
EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi. PZR iiriinii ve geni tasimayan hiicre

ile yiirtitiilerek goriintiilendi.

DNA dizi analizi i¢in gonderilen Ornekte, pGEM-T easy vektoriine blapxa
alellerinin klonlandig1 dogrulandi. Pozitif vektorlerden birer tane kullanilarak toplam
200 pL hacimde asagidaki bilesenler kullanilarak kesim reaksiyonu gergeklestirildi; 90
uL plazmit, 20 uL Ndel ve Xhol ortak tamponu, 20 tinite Ndel, 20 tinite Xhol ve steril
deiyonize su. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat gergeklestirildi. Kesim sonrast %1 lik
temiz jelde 45 dakika yiritilerek blapxa fragmentleri QlAquick Gel Extraction Kit
kullanilarak jelden izolasyonu yapildi. Her iki restriksiyon enzimi ile kesilmis olan yeni
alel fragmenti ve daha 6nceden kesilmis olan pET-28a vektoriiniin ligasyonu saglandi.
Ligasyon toplam 10 pL hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon 1 pul T4 DNA ligaz
tamponu (10X den), 1ul T4 DNA ligaz (10 unite/ul), 4 ul ekspresyon vektorii (Ndel ve
Xhol ile kesilmis pET-28a) ve 4 ul jelden izole edilen blapxa.1 fragmenti iriinii
kullanilarak 16°C’de gece boyu gergeklestirildi. Ligasyonu saglanan plazmit, E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonrast segilen rastgele
kolonilerin kiiltlirii atilarak biiyiitiildii ve kimyasal yontemle izolasyonu yapildi.
Ornekler marker, pGEM-T’ ye klonlanmis blagxa1 aleli, bos pET-28a vektori ile
yiriitiildii. Dogrulamak igin tekrardan Ndel ve Xhol restriksiyon endoniiklez enzimleri
ile toplam 10 pL hacimde; 8 pL plazmit, 1 uL. Ndel ve Xhol tamponu, 0,5 uL Ndel, 0,5
uL Xhol 37°C’ de 1 saat kesildi ve %] lik agaroz jelde PZR iiriinii ve marker ile
yiiriitiildiikten sonra dogrulanan 6rneklerden bir tanesi DNA dizi analizine gonderildi.
Sekans sonucu dogrulanan 6rnegin ekspresyonu i¢in E. coli BL21 hiicrelerine aktarildi

(Maniatis vd.,1989).

2.11. blapxa.1 Aleli Uzerinden 266. Pozisyonda Yonlendirilmis Mutasyonu

OXA-1 varyantinda 266. pozisyonunda asparajin aminoasit mevcuttur. blapxa-1
aleli pET28a’ ya klonlanmig vektor iizerinden yonlendirilmis mutasyon yapilarak 266.
pozisyonda alanin mutasyonu (266A) gergeklestirildi. Yonlendirilmis mutasyonun
yapilmasindaki ama¢ 266. pozisyonundaki amino asit farkliliklarin enzim aktivitesi

tizerinde etkisinin olup olmadigin1 arastirarak literatiire katki saglanmasidir.
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266. pozisyondaki Asparajin aminoasitini Alanin aminoasitine doniistiirmek i¢in
266A_Fw: ATAAAAGCCAAGAAAGCTGCGATCACCATTCTA-3 ve 266A Rw:
5’TAGAATGGTGATCGCAGCTTTCTTGGCTTTTAT-3 primerleri dizayn edildi.
Mutasyon i¢in PZR toplam 50 pl hacimde su bilesenler kullanilarak hazirlandi; 1,5
tinite Q5® High-Fidelity DNA Polimeraz (Biolabs), 4 pL plazmit DNA, 10 pl DNA
polimeraz tamponu (5X) (MgCl;’li), 5 ul Q5® High GC Enhancer tamponu, 2,5 ul
dNTP (4 mM) ve 1 pL (25 pmol/uL) her bir primer stoku ve steril deiyonize su.
Mutasyon PZR icin dongili sartlari: Baslangi¢c denatiirasyonu 94°C 2 dk, 94°C 40 sn,
54°C 1 dk, 68°C 12 dk olmak iizere 20 dongli ve son sentez 68°C 20 dk’ da
gerceklestirildi. PZR iirlinleri QIAquick Gel Extraction Kit kullanilarak temizleme
islemi gerceklestirildi. Temizlenen PZR iiriinleri toplam 100 pL hacimde; 2 pl Dpnl
restriksiyon endoniikleaz enzimi, 10 pl 1X Dpnl buffer, 85 ul temizlenen PZR {irlinii ve
son hacim 100 pl’ ye tamamlanacak sekilde steril deiyonize su ile tamamlanarak 37°C’
de 2 saat siire ile kesildi. Kesim sonrasi tekrardan QIAquick Gel Extraction Kit
kullanilarak temizleme islemi gerceklestirilerek %1’ lik agaroz jelde goriintiilendi. Daha
sonra E. coli DHS5a kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi
(Sambrook vd., 1987). Olusan kolonilerden rastgele koloni segilip plazmit izole edilerek
DNA dizi analizine gonderildi. Sekans sonucu dogrulanan 6rnegin ekspresyonu igin E.

coli BL21 hiicrelerine aktarildi (Maniatis vd.,1989).

2.12. OXA Varyantlarinin Rekombinant Uretimi ve Saflastirmasi

E. coli pET28a-OXA1/266N, E. coli pET28a-OXA-320/2661, E. coli pET28a-
OXA/266A hiicrelerinin ekspresyonunu gozlemek ve ekspresyon sartlarini belirlemek
i¢in deneylere basladi ve uygun ekspresyon sart1 belirlenerek Ni-afinite kromotografisi
kullanilarak saflastirma islemi gergeklestirildi. Ekspresyon sartlarini belirlemek igin

yapilan deneyler tabloda gosterilmistir (Tablo 11).

E. coli pET28a-OXA1/266N, E. coli pET28a-OXA-320/2661, E. coli pET28a-
OXA/266A hiicreleri E. coli BL21 hiicrelerine transforme edilerek rastgele tek bir
koloni seg¢ildi ve ekspresyon i¢in kullanildi. Koloniler 3 ml kanamisinli (60 mg/ml) LB

besiyerinde gece boyu biiyiitiildii. Daha 6nce yapilan deneylerde ekspresyonun hangi
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sartlarda yapilacag: belirlendi. 200 mL sivi kanamisinli LB’ ye ekim yapilarak 37 °C’
de O.D 0,6-0,7 olana kadar inkiibe edildi. Daha sonra 0,1 mM IPTG (izopropil p-D-1-
Tiyogalaktopiranozit) ile indiiklenerek, 28 °C de 5 saat bityiitiildii. . Hiicreler 6000 g’ de
15 dk santrifiijle ¢oktiirtildii. Siipernatant uzaklastirilip pellet gece boyu -20°C’ de
bekletildi. Gece boyu bekletilen pellete 50 mM Tris-H,SO4 (pH: 7,4) ve 20 mg/mL
lizozim enzimi konularak 1 saat boyunca buzda bekletildi. Daha sonra sonikator
yardimiyla hiicreler yarim saat patlatildi. Sonikator sonrasinda 40 dakika 9000 rpm de
sogutmali santrifiij yapildi ve siipernatant kismi ayr1 bir falkon tiipiine alinarak %15 lik

SDS-PAGE’ de markir ile yiiriitiilerek proteinin biiyiikliigli dogrulanda.

Tablo 11. Ekspresyon sartlarini belirlemek igin yapilan deneyler.

Sicaklik degerleri IPTG Konsantrasyonu Inkiibasyon siiresi
28°C 0,01 mM 5 saat
28°C 0,05 mM 5 saat
28°C 0,1 mM 5 saat
28°C 0,5mM 5 saat
28°C 1 mM o/n
37°C 0,01 mM 5 saat
37°C 0,05 mM 5 saat
37°C 0,1 mM 5 saat
37°C 0,5mM 5 saat
37°C 0,1 mM o/n
37°C 1 mM 3 saat

Kinetik karakterizasyon ig¢in iretilen proteinler Ni-afiniti kromotografisi ile
saflastirildi. OXA proteinlerinin ekspresyon i¢in klonlandigit pET28a plazmiti, N-
terminal bolgesinde 6 Histidin kodonu i¢cermektedir. Bundan dolayi, E.coli’nin diger
proteinlerinden OXA proteinlerini ayirmak igin afinite kromotografisi kullanilmistir.
Histidinin kobalt ve nikel iyonuna kars1 afinitesi vardir. Icerisinde nikel bulunan bir
kolondan proteinler gecirildigi zaman 6 Histidin bulunduran protein kolona baglanir ve
istenmeyen diger proteinler kolondan akar gider. Kolona baglanmis proteini kolondan
ayirmak icin ise imidazol kullanilir ¢ilinkii imidazolun nikele kars1 yiiksek afinitesi

vardir (Diizgiin, 2015).
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Saflagtirma islemi 4° C’ de soguk odada yapildi. Saflagtirma boyunca kullanilan
tamponlar Tablo 12’ de verilmistir. Nikel kolon 10 mL 500 mM imidazollii ¢ozelti ile
yikandi. Daha sonra 10 mL kolon dengeleme tamponu ile dengeye getirildi. Kolondan
proteinin siipernatanti gegirilerek altta fraksiyon toplandi. Yikama 1 tamponu olan 25
mM imidazol kolondan gegirildi ve fraksiyonu alindi. 100 mM imidazol igeren yikama
2 tamponu kolondan geg¢irildi ve toplandi. Son basamakta ise saf proteini almak igin
300 mM imidazollii tampon kolondan ard arda 4 kez gegirilerek her bir fraksiyon
toplanildi ve saflastirma islemi sonlandirildi. Daha sonra 6rnekler %15’ lik SDS-PAGE’

de markirla ytiriitiiliip proteinin safligina bakildu.

Tablo 12. Saflagtirmada kullanilan tamponlar.

50 mM Tris-H,SO,4 (pH: 7,4)
Kolon Temizleme 500 mM NacCl

2mMDTT

500 mM Imidazol

50 mM Tris-H,SO,4 (pH: 7,4)

Kolon Dengeleme 500 mM NaCl
2mMDTT
50 mM Tris-H,SO, (pH: 7,4)
500 mM NaCl

Yikama 1 2mMDTT

25 mM Imidazol

50 mM Tris-H,SO, (pH: 7,4)
Yikama 2 500 mM NaCl

2mMDTT

100 mM Imidazol

50 mM Tris-H,SO,4 (pH: 7,4)
Elusyon 500 mM NaCl

2mMDTT

300 mM Imidazol

2.13. Diyaliz Uygulanmasi

SDS-PAGE yiiriitme sonrasi saf oldugu belirlenen proteinlerin diyalizi yapildi.
Saflastirma esnasinda kullanilan ¢dzelti tamponunun uzaklastirilmasi icin diyaliz islemi
uygulandi. Protein ¢ozeltisi yar1 gegirgen membrana konuldu ve toplam hacim 2 L
olacak sekilde 100 mL 50 mM Tris-H,SO,’ ten konuldu ve steril deiyonize su ile son
hacme tamamlandi. +4°C’ de gece boyunca bir kez tampon degistirilerek diyaliz islemi

uygulandi.
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2.14. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Diyaliz islemi uygulanan proteinlere Nano-drop 2000c spektrofotometre (Thermo
Sciences) kullanilarak proteinlerin konsantrasyonlar1 belirlendi. Kor olarak diyaliz
isleminden sonra diyaliz tamponu (50 mM Tris-H,SO4) kullanildi. Proteinlerin
konsantrasyonlarinin  belirlenebilmesi igin, gerekli olan proteinlerin molekiiler
agirliklar1 proteinlerin sekans siralart NCBI” dan bulunarak Expasy Protparam programi

ile belirlendi.

2.15. Ekspresyonun Western Blotlama Analizi ile Dogrulanmasi

Western blotting yontemi yapilmasindaki amag¢ antikor kullanarak rekombinant
olarak Ttretilen proteinin varhigini ve biiylkligini gostermektir. Western blotlama

prosediirii 5 ana kisimdan olusur.

e SDS-Page Jel Elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi; pET28a expresyon
vektoriine klonlanarak rekombinant olarak tiretilip saflastirilan OXA-1, OXA-320 ve
OXA-1 aleli iizerinden 266. pozisyonda yonlendirilmis mutasyonu gerceklestirilen
ornekler ve marker (fermentas) ile yliiriitiildii. Proteinlerin molekiiler agirligina bagh
olarak jel iizerinde istenen diizeye ulasilinca giic kaynagi kapatildi ve yliriitme

tamamlandi.

e Jelde ayrilmis proteinlerin membrana transferi-blotloma; Ayrilmis proteinlerin
Immobilon membrana transferi ya da blotlanmasidir. Yiiriitme sirasi bittikten sonra jel
dikkatli bir sekilde cikarildi ve jelin iist kismindaki kuyucuklar diizgiin bir sekilde
bistiiri ile kesildi. Daha sonra transfer diizenegi hazirlanip jel konuldu. Transfer
diizenegi sirasiyla; siinger- filtre kagidi- jel- membran- filtre kagidi- siinger olacak
sekilde konuldu. Siinger ve filtre kagitlar1 elektroblotting bufferde islatilarak konuldu.
Membran ise steril pens yardimiyla 20 ml metanolde 30 sn 1slatildiktan sonra 80 ml
elektroblotting buffer ve 20 ml metanol karisiminda birkag¢ saniye islatildiktan sonra
konuldu. Transfer buffer (elektroblotting buffer) eklendikten sonra 90 voltta 90 dk
yiriitildi.
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e Nonspesifik baglanma bolgelerinin blokaji-bloklama; membran iizerindeki
nonspesifik baglanma bolgelerinin bloke edilebilmesi igin siit tozu kullanildi. Yiiriitme
yapildiktan sonra membran bagska bir petriye alinarak %0,5’lik siit tozu 1X’ lik 50 ml
PBS’ de ¢oziilerek 2 dk boyunca sallandi1 ve sivi dokiildii. Daha sonra %5’lik siit tozu
1X’lik 50 ml PBS’ de +4°C’ de gece boyu bekletildi. Gece boyu bekletilen membran
%0,5 lik siit tozu 1X’lik PBS’ de ¢oziildii ve 50 ml lik solusyonda 10 dk boyunca

sallayicida sallandi. Bu islem 3 kez tekrarland.

ePrimer ve sekonder antikora baglanmalari; Transfer edilmis protein enzim
isaretli antikor ile kompleks olustur. 1X’ lik 4 ml PBS’ ye 4 pL primer antikor olan
Monoklonal Anti-poly Histidin antikoru (Sigma) eklenerek steril falkon tiipiine
membran katlanip konuldu ve 1 saat boyunca reaksiyona sokuldu. Daha sonra membran
%0,5” lik siit tozunda 10 dk boyunca sallandi ve sivi dokiildii. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Daha sonra steril falkon tiipiindeki 4 ml PBS’ ye 4 pL sekonder antikor
Anti-Mouse IgG (Sigma) eklenerek 1 saat boyunca sallayicida sallandi. Yine membran

ayni sekilde %0,5” lik siit tozunda 10 dk boyunca 3 kez yikand.

e [saretleyiciye uygun substrat ile reaksiyon; AP tampon ile 10 dk boyunca
yikama islemi uygulandi. Bu islem 2 kez uygulandi. Son olarak alkalin fosfotaz’ in
substrat1 olan NBT-BCIP (Roche) substrat ¢ozeltisinden 10 ml AP tampona 10 pl
eklendi. Hafifce membran iizerine dokiilerek reaksiyondaki renk degisimi

gozlemlenerek proteinlerin ifade olup olmadigini daha 6zgiin bir sekilde gézlemlendi.

2.16. Rekombinant Proteinlerin Kinetik Karakterizasyonu

OXA-1, OXA-320 ve OXA-1/266A proteinleri aktivite deneyleri igin kullanildu.
Aktivite deneylerinde benzilpenisilin, imipenem, meropenem, sefalothin, sefotaksim

sefepim ve seftazidim substratlar1 kullanildi.

Oncelikle her substrat i¢in ayri ayr1 enzimlerin en iyi calistigi konsantrasyonlar
belirlendi ve farkli konsantrasyonlarda enzim kullanilarak kinetik deneyler yapildi.
Yapilan deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Her substrat i¢in Tablo 13’ de
gosterilen dalga boylar1 kullanildi.
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Her substrat igin ayr1 ayr1 en iyi enzim konsantrasyonlari belirlendikten sonra
kinetik deneyleri gergeklestirildi. Kinetik deneyleri i¢in farkli substrat konsantrasyonlari
belirlendi. Deneylerde 500 mM NaPi, 500 mM NaHCOj; igeren (pH; 7,4) tamponu
kullanildi. Yapilan deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve plate okuyucu
(CORNING)’ da 10 dk boyunca 40 saniye araliklarla yapilarak toplam 16 okuma
yapildi. Sonuglar SDAS programi kullanilarak Michaelis-Menten grafikleri elde edildi.

Tablo 13. Her substrat i¢in kullanilan dalga boylari.

Substrat Amax (NM)
Benzilpenisilin 230
Imipenem 300
Meropenem 300
Sefalothin 260
Sefotaksim 260
Seftazidim 260
Sefepim 260
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3. BULGULAR

3.1. blaoxa-1 ve blapxa-320 Alellerinin TOPO100 Vektoriine Klonlanmasi ve

Mutasyonlar

E-test analizleri icin blaoxa1 Ve blaoxa.so alellerinin - Champion™ pET100
TOPO® ekspresyon vektoriine klonlandi ve sonrasinda blaoxa-s2o aleli lizerinden 266.
pozisyonda yonlendirilmis mutasyon gergeklestirildi. Klonlanan 06rnekler marker
(Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder) ile %1 lik agaroz jel goriintiisti Sekil

5’ da verilmistir.

6595

Sekil 5. pETI00 TOPO® ekspresyon vektoriine klonlanan orneklerin markir ile
yiiriitiilmesi.

3.2. OXA Varyantlarimn MiK Degerlerinin Analizi

E. coli TOP10 (TOPO-OXA1/266N), E. coli TOP10 (TOPO-OXA-320/2661), E.
coli TOP10 (TOPO-OXA/266A), Proteus mirabilis TRP41, E. coli FD8bA ve E. coli
TOP10 hiicrelerinin MIK degerlerine bakmak igin E-test yontemi uygulandi. MIK
belirlenmesinde kullanilan antibiyotikler; tikarsilin/klavulanik asit, piperasilin,
piperasilin/tazobaktam, sefoksitin, sefotaksim, seftazidim, sefepim, aztreonam,
meropenem, imipenem, amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit ve gentamisin’ dir.

Genel anlamda MIK sonuglarina gére amoksisilin ve piperasilin antibiyotigine OXA-1,
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OXA-320 ve OXA320/266A varyantlarinin direngli oldugu deger olarak >256 oldugu
calismalar sonucunda goriilmiistiir. Monobaktam grubu antibiyotige ve karbapenem
grubu antibiyotiklere biitin 6rneklerin duyarli oldugu MIK sonucuna gére
degerlendirilmistir. Aminoglikozid grubu olan gentamisin antibiyotigine OXA-1, OXA-
320 ve OXA320/266A varyantlarinin MIK degerleri 0.032 calismalar sonucunda
goriilmistiir. Calisma kapsaminda farkli hiicrelerde ifadelenen OXA varyantlarinin E-

test sonuglar1 Tablo 14’ te verilmistir.

Tablo 14. Calisma kapsaminda farkli hiicrelerde ifadelenen OXA varyantlarinin E-test

sonuglart.
E.coli
Proteus E. coli TOP10 E. coli TOP10
L E.coli E. coli TOP10
E-Testler mirabilis (TOPO- (TOPO-
FD8bA TOP10 (TOPO_
TRP41 OXA1/266N)  OXA320/266l)

OXA/266A)
Tikarsilin/KLA 185 24 6 16 >64 4
Piperasilin 3 64 3 >256 >256 >256
Piperasilin/TZBa  >1.5 4 15 >4 >256 3
Sefoksitin 2 2 15 2 8 3
Sefotaksim 1 0,19 0,25 0,064 >0,032 0,19
Seftazidim 0,06 0,25 >0,25 >0,12 0.12 0,25
Sefepim 0,5 >0,5 0,047 0,064 >0,023 0,094
Aztreonam 0,094 >0,19 >0,094 0,064 0,094 0,125
Meropenem 0,06 0,008 0,015 >0,008 0,015 >0,008
Imipenem 6 3 0,75 0,094 0,125 0,25
Amoksisilin 0,5 >256 2 >256 >256 >256
Amoksisilin/KLA 8 >8 3 >4 8 4
Gentamisin 1 0,19 0,125 0,032 0,032 0,032

B-laktamaz inhibitdrii olan tikarsilin/klavulanik asit i¢in MIK degerlerinin OXA-
266A ile kiyaslandiginda OXA-320’de 16 katina, OXA-1 © de 4 katina ¢iktig1 gézlendi.

Tikarsilin/Klavulanik asit antibiyotigi MIK ¢alisma sonucu Sekil 6° de verilmistir.
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0y

Proreus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA F. €0

i TOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 6. Tikarsilin/Klavulanik asit antibiyotigi MiK calisma sonuglari.

Ureidopenisilinler grubunda yer alan piperasilin antibiyotigi i¢cin MIK degerleri ii¢
enzimi barindiran E. coli hiicreleri i¢in ayni oldugu goézlendi. Piperasilin antibiyotigi

MIK sonuglar1 Sekil 7> de verilmistir.

Proteus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 7. Piperasilin antibiyotigi MIK sonuglar.

Yine bir f-laktamaz inhibitorii olan piperasilin/tazobaktam antibiyotigi i¢in OXA-
320 MIK degerinin oldukca vyiiksek oldugu gozlendi. Piperasilin/tazobaktam
antibiyotigi MiK sonuglar1 Sekil 8’de verilmistir.
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Proteus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA

Sekil 8. Piperasilin/tazobaktam antibiyotigi MIK sonuglari.

Ikinci kusak sefalosporin grubundan olan sefoksitin antibiyotigine MIK
degerlerini OXA-320 alelinin OXA-1 alelinden 4 kat yiiksek, OXA/266A varyantindan

2,7 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sefoksitin antibiyotiginin MIK sonuglar1 Sekil
9’ da verilmistir.

Proreus mirabilis TRP41

E. coliTOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

|28

g
=

Sekil 9. Sefoksitin antibiyotigi MIK sonuglari.
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Uciincii kusak sefalosporinlerinden olan sefotaksim i¢in OXA-266A’nin MiK

degeri yaklasik OXA-320’nin 5,93, OXA-1’in ise 2,96 kati oldugu goriilmektedir.
Sefotaksim antibiyotigi MiK sonucu Sekil 10° da verilmistir.

Proreus mirabilis TRP41

E. coli FD8bA

TOPO-OXA-1/2661N

TOPO-OXA-320/2661

:fg
=&
:

Sekil 10. Sefotaksim antibiyotigi MIK sonucu

Yine iiciincii kusak sefalosporinlerden olan seftazidim antibiyotigine kars1 OXA-1
ve OXA-320 MIK degerlerinin benzer oldugunu OXA-266A MIK degerinin ise

bunlarin MIK degerinin 2 kati oldugunu gériiyoruz. Seftazidim antibiyotiginin MIK
sonucu Sekil 11” de verilmistir.
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Proteus mirabilis TRP41 E. coliFDSbA E. coli TOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 11. Seftazidim antibiyotiginin MiK sonucu.

Dérdiincii kusak sefalosporinlerden olan sefepim i¢in OXA-320’de en diisiik MIK
degeri gdzlenmistir. OXA-1’de MIK degeri OXA-320 MIK degerinin yaklasik 2,8 kati
oldugu OXA-266A MIK degerinin ise yaklasik 4 kat1 oldugu goriilmektedir. Sefepim

antibiyotiginin MIK sonucu Sekil 12° de verilmistir.

Proteus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA E. coli TOP10

v:.:quy_;uwuu! Im
et IR

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/266I1 TOPO-OXA/266A

Sekil 12. Sefepim antibiyotiginin MiK sonucu.
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Monobaktam grubundan olan aztreonam igin OXA-320 ve OXA-266A igin
goriilen MIK degerlerinin OXA-1 MIK degerinin sirasiyla yaklasik 1,5 ve 2 kat1 oldugu

goriilmektedir. Aztreonam antibiyotiginin MIK sonuglar1 Sekil 13’ te verilmistir.

Proteus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA E. coli TOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 13. Aztreonam antibiyotiginin MIK sonucu.

Karbapenem grubundan olan meropenem icin OXA-1 ve OXA-266A MIK
degerlerinin ayn1 oldugu, OXA-320 MIK degerinin ise OXA-1’e gore artis gdsterdigini

goriiyoruz. Meropenem antibiyotiginin MiK sonucu Sekil 14’ de verilmistir.

68



ey

i TOP10

Proteus mirabilis TRP41 E. coliFD8bA E. co

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 14. Meropenem antibiyotiginin MiK sonucu.

Yine karbapenem grubundan olan imipenem icin OXA-1 MIK degeri ile
kiyaslandiginda OXA-320 icin MIK degeri yaklasik 1,3 katna OXA-266’da ise
yaklasik 2,6 katma ¢iktig1 goriilmektedir. Imipenem antibiyotiginin MiK sonucu Sekil

15’ de verilmistir.

Proreus mirabilis TRP E. coliFD8bA E. coliTOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 15. imipenem antibiyotiginin MIK sonucu.
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3. genis spektrumlu penisilin grubunda yer alan amoksisilin antibiyotiginin MIK
degerlerinin {i¢ enzimi barindiran E. coli hiicreleri ig¢in ayni oldugu belirlendi.

Amoksisilin MiK sonuglar1 Sekil 16’ da verilmistir.

Proteus mirabilis TRP41 E. coli FD8bA E. coli TOP10

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 16. Amoksisilin MIK sonuglar.

B-laktamaz inhibitorlerinden olan amoksisilin/klavulanik asit kombinasyonuna
MIK degerinin OXA-320’de OXA-1 ve OXA-266A’ya goére arttigr gorildii.
Amoksisilin/klavulanik asit MIK sonucu Sekil 17° de verilmistir.
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ey

Proteus mirabilis TRP41 E. coli FD8bA E. coliTOP10

|

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 17. Amoksisilin/klavulanik asit MIK sonucu.

Aminoglikozid grubundan olan gentamisin i¢in MIK degerlerinin ii¢ enzimi
barindiran E. coli hiicreleri i¢in ayn1 oldugu belirlendi. Gentamisin antibiyotiginin MIK

sonucu Sekil 18’ de verilmistir.

ey

i TOP10

Proteus mirabilis TRP41 E. coli FD8bA E. co

TOPO-OXA-1/266N TOPO-OXA-320/2661 TOPO-OXA/266A

Sekil 18. Gentamisin antibiyotiginin MIK sonucu.
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3.3. OXA Varyantlarinin VITEK Sonuclarinin Analizi

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in; VITEK sistemi kullanilarak ampisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, piperasilin/tazobaktam, sefuroksim, sefuroksim aksetil,
sefoksitin, sefotaksim, seftazidim, sefepim, ertapenem, imipenem, meropenem,
amikasin, gentamisin, tobramisin, siprofloksasin, tigesiklin, kolistin,
trimetoprim/siilfametaksazol antibiyotiklerine bakildi. OXA1-TOP0O100, OXA320-
TOPO100 ve 266A-TOPO100 orneklerinin ampisilin antibiyotigine direngli,
amoksisilin/klavulanik asit antibiyotigine OXA320-TOPO100 6rnegi direngli, OXA1-
TOPO100 6rnegi orta duyarli, 266 A-TOPO100 6rneginin ise duyarli oldugu goriilmiis,
piperasilin/tazobaktam antibiyotigine OXA320-TOPO100 ve P. mirabilis TRP41

Orneginin orta duyarli, E. coli TOP10 6rneginin direngli oldugu goriilmiistiir.

Tablo 15. Calisma kapsaminda farkli hiicrelerde ifadelenen OXA varyantlarinin VITEK

sonuglari.
P.mirabilis E. coli E.coli
oo OXALl- OXA320- 266A-
Duyarhhk Bilgileri TOPO100 TOPO100 TOPO100 TRP41 FD8bA TOP10
blaoxa-a20 blapgxa1

Antimikrobiyal MiK Y MIK Y MIK Y MiK Y MIK Y MiK Y
Ampisilin >=32 R >=32 R >=32 R B B B B B B
C?S?tksmlln/Klavulam 16 | >=32 R 4 s B B B B B B
Piperasilin/Tazobactam <=4 S 64 I <=4 S 8 I <=4 S 15 S
Sefuroksim 4 S 4 S 4 S B B B B B B
Sefuroksim Aksetil 4 S 4 S 4 S B B B B B B
Sefoksitin <=4 S <=4 S <=4 S B B B B B B
Sefotaksim <=1 S <=1 S <=1 S B B B B B B
Seftazidim <=1 S <=1 S <=1 S <=1 I <=1 S <=1 |
Sefepim <=1 S <=1 S <=1 S <=1 I <=1 S <=1 |
Ertapenem <=0.5 S <=0,5 S <=0,5 S B B B B B B
Imipenem <=025 S <=025 S <=0,25 S 1 S <=0,25 S <=0,25 S
Meropenem <=025 S <=025 S <=0,25 S <=0,25 S <=025 S <=0,25 S
Amikasin <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S <=2 S
Gentamisin <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S <=1 S
Tobramisin <=1 S <=1 S <=1 S B B B B B B
Siprofloksasin <=025 S <=025 S <=0,25 S <=0,25 S <=025 S <=0,25 S
Tigesiklin <=0,5 S <=05 S <=0,5 S 2 R <=05 S <=05 S
Kolistin <=0,5 S <=0,5 S <=0,5 S >=16 R <=05 S <=05 S
pometoprm/SURMER 250 s <=20 S <=20 S >=30 R <=20 S <=20 S

Y; yorum, R; direngli, I; orta duyarli, S; duyarli, B; bakilmadi
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3.4. blapxa-1 ve blapxa-320 Alellerinin pET28a Vektoriine Klonlanmasi ve

Mutasyonlar

OXA-1 proteininin SignalP-4.1 programi kullanarak sinyal dizisi belirlendi (Sekil
19) ve proteinin sinyal siras1 digsarida kalacak sekilde primer dizayn edilerek blagxa-1 ve

blaoxa-320 geni PZR’da ¢ogaltild1 ve pET28a ekspresyon vektoriine klonlandi.

SignalP-4.1 tahmin edilen (Gram - sistem) dizi

Cran

F;uzisyr;n
Sekil 19. OXA-1 proteininin sinyal dizisi.

Klonlanan ornekler DNA dizi analizine gonderildi ve ornekler dogrulandi.
Dogrulanan OXA-1 aleli iizerinden 266. pozisyonda yonlendirilmis mutasyon yapildi.

pET28a ekspresyon vektoriine klonlanan drnekler marker ile yiirtitiildi (Sekil 20).
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OXA-1 OXA-320 OXA/266A

Sekil 20. pET28a ekspresyon vektoriine klonlanan 6rneklerin markir ile yiiriitiilmesi.

3.5. Rekombinant Proteinlerin Uretilmesi ve Saflastiriimasi

blaoxa-1” in  ekspresyonunun olup olmadigini gézlemlemek ve ekspresyon
sartlarim1  belirlemek i¢in farkli sicakliklarda (28 °C ve 37 °C) ve farkh
konsantrasyonlarda IPTG (0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mM) deneyler
yapildi. Sekil 21° de farkli IPTG oranlarinda 37 °C’ de 5 saat boyunca indiikleme
yapildi ve SDS-Page goriintiisli verilmistir.

IPTG ORANI
0.01 0.05 0.1 0.5

q
Sekil 21. Farkli IPTG oranlarinda blagxa-1’in SDS-Page goriintiisii.
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Ekspresyonun en iyi gozlendigi sartlardan 28 °C de 5 saat boyunca 0,01 mM
IPTG ile indiikklenerek OXA-1 ve OXA-320’nin supernatantlari SDS-Page jel
elektroforezinde markir ile yiiriitilmistiir (Sekil 22).

OXA-1 M OXA-320

30,88 kD

Sekil 22. OXA-1 ve OXA-320 alellerinin SDS-Page goriintiisii.

Ekspresyonu yapilan OXA-1, OXA-320 ve OXAL/266A proteinleri Ni-afiniti
kromotografisi ile saflastirildi. Saflagtirilan proteinler SDS-Page jel elektroforezinde
sirastyla OXA-1, OXA-320, markir ve OXA1/266A seklinde yiiriitiilerek Sekil 23” de

verilmigtir.
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OXA-1 OXA-320 Markir OXA1/266A

35kDa

30,88 kDa 30,87 kDa 26kDa 3037 kDa

Sekil 23. Saflastirilan OXA-1, OXA-320 ve OXA1/266A o&rneklerinin markir ile
yiiriitiilmesi.

3.6. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

OXAL/266N, OXA320/2661 ve OXA/266A proteinleri Ni-afiniti kromotografisi
ile saflagtirildiktan sonra molekiiler agirliklar1 ve coefficient degerleri Expasy Translate
ProtParam programiyla elde edildi. Bu degerler kullanilarak enzimlerin
konsantrasyonlari nano-drop cihazi kullanilarak belirlendi. OXA1/266N, OXA320/2661
ve OXA/266A enzimlerinin molekiiler agirliklar1 coefficients degerleri ve

konsantrasyonlar1 Tablo 16’ da verilmistir.

Tablo 16. OXA1/266N, OXA320/2661 ve OXA/266A enzimlerinin molekiiler
agirliklar coefficients degerleri ve konsantrasyonlari.

Protein mg/ml  MolekiilerAgirlik  Extinction Konsantrasyon
(kDa) coefficients (mM)
OXA1/266N 0,8 30,88 43,55 25,90
OXA320/2661 1,3 30,87 43,55 42,11
OXA/266A 0,9 30,37 43,55 29,63

3.7. Rekombinant Protein ifadelenmesinin Western Blotlama Analizi

pET28a expresyon vektoriine klonlanarak rekombinant olarak iiretilip saflagtirilan

OXA-1, OXA-320 ve OXA-1 aleli iizerinden 266. pozisyonda yonlendirilmis
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mutasyonu gerceklestiren hiicrelerin  antikor kullanarak proteinin  varligini  ve
biiyiikliigiinii gostermek amaciyla western blotlama analizi gerceklestirildi. Western

blotlama analizi sonucu proteinler membrana ge¢mis ve goriintiisii Sekil 24’te

verilmistir.
OXA-1 OXA-320 Markir OXA1/266A
70
55
——— T per———

Sekil 24. OXA-1, OXA-320 ve OXA1/266A orneklerinin western blotlama analizi
sonucu.

3.8. Saf Proteinlerin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

OXA-1, OXA-320 ve OXA-1/266A proteinleri rekombinant olarak {iretilip
saflagtirildiktan sonra konsantrasyonlar1 belirlendi. Proteinlerin konsantrasyonlar1 ve

molekiiler agirliklart kullanilarak molarite cinsinden degerleri hesapland.

OXA-1, OXA-320 ve OXA-1/266A enzimlerinin B-laktam antibiyotiklere karsi
aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in 7 ayr1 antibiyotik kullanildi. ilk olarak her bir
enzimin her substrata kars1 en 1yi aktivite gosterdigi konsantrasyon belirlendi. OXA-1,
OXA-320 ve OXA-1/266A enzimleri seftazidimi; 0,2 uM konsantrasyonda, meropenem
ve 1imipenemi 2 upM konsantrasyonda, sefepimi 1,5 puM konsantrasyonda,
benzilpenisilini 0,2 uM konsantrasyonda OXA-1, OXA-320 enzimlerini ise sefalotini
1,62 uM ve OXA-1/266A sefalotini 0,81 uM konsantrasyonda, son olarak sefotaksim
substrati igin OXA-1 enzimi 1,5 uM, OXA-320 enzimi i¢in 1,62 uM ve OXA-1/266A
enzimi i¢in 0,81 puM reaksiyon enzim konsantrasyonlar1 kullanildi. Yapilan kinetik

deneylerinde elde edilen veriler kullanilan her substrat ve enzim icin Michaelis-Menten
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grafikleri ¢izildi. OXA1/266N, OXA320/2661 ve OXA/266A orneklerinin kinetik

sonuclar1 Tablo 17’ de verilmistir.

Tablo 17. OXA1/266N, OXA320/2661 ve OXA/266A 6rneklerinin kinetik sonuglari.

Enzim Substrat
Benzil Imipenem Meropenem  Sefalotin  Sefotaksim Seftazidim  Sefepim
penisilin

Kn(uM) >20000 19,3 HY 79,6 514 HY >20000
OXA-1 Keat (1) - 0,026 HY 0,09 0,4 HY -

Keat Kin - 0,0013 HY 0,001 0,0008 HY

(mMYs

1)

Kn(uM) >20000 24,8 HY 402 568 HY >20000
OXA-320  Keu(s™) - 0,025 HY 0,96 1,2 HY -

Keat/ Kin - 0,001 HY 0,002 0,002 HY

(mMYs

1)

Kn(uM) 5750 14 HY 39,5 154 HY 1954,7
OXA1/266 ke (s?) 825 0,0127 HY 0,073 0,25 HY 0,946
A

Keat! Kin 0,014 0,0009 HY 0,002 0,002 HY 2066,3

(mMY/s

1

HY: Hidroliz yok.

OXA-1, OXA-320 ve OXA1/266A enzimlerinin B-laktam antibiyotikleri hidroliz
etmeleri agisindan aralarinda biiyiik farklarm olmadigi gozlemlendi. Ug enzimin de,
meropenem ve seftazidimi substratlarint  hidroliz  etmedikleri tespit edildi.
Benzilpenisilin ve sefepim antibiyotiklerini ise az hidroliz ettikleri goriildi. Genel
olarak bakilacak olursa 5 substratin ig¢inden en 1iyi sefalotini hidroliz ettigi

goriilmektedir.

Benzilpenisilin antibiyotigine karsi en yiiksek aktivite, 5750 uM Km ile
OXA1/266A enzimi gosterirken, OXA-1 ve OXA-320 enzimleri i¢in >20000" den
biliylik km degeri gostermektedir. Enzimin bir saniye i¢inde substrati ne kadar iirline
doniistiirdiigii Kes: (turnover sayisi) imipenem substrati i¢in en yiiksek kcat (82,5) OXAL
/266A enzimi gosterdi. Her 3 enzimin benzilpenisilin substrati i¢gin Michaelis—Menten
grafikleri Tablo 18° de verilmistir.
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Tablo 18. Benzilpenisilin antibiyotigi i¢in Michaelis-Menten grafikleri.
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Imipeneme karsi en yiiksek afinite 14 uM Km ile OXA1/266A enzimi
gosterirken, 24,8 uM Km ile en disik afiniteyi OXA-320 enzimi gostermektedir.
Enzimin bir saniye iginde substrati ne kadar iirtine doniistiirdiigii Kear (turnover sayisi)
imipenem substrat1 icin en yiiksek kcat (0, 026 s) OXA-1 enzimi gosterirken, en diisiik
kcat (0, 0127 s™) OXA-1/266A enziminin gosterdigi tespit edildi. Her 3 enzimin

imipenem substrati i¢in Michaelis—-Menten grafikleri Tablo 19¢ de verilmistir.
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Tablo 19. Imipenem antibiyoti
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Sefalotin antibiyotigine en yiiksek afinite 39,5 uM Km ile OXA1/266A enzimi
iken en diisiik afiniteyi 402 uM Km ile OXA-320 enziminin gosterdigi tespit edildi.
Sefalotin substrati i¢in en yiiksek kcat (0,96 s™) OXA-320 enzimi gosterirken en diisiik
kcat (0,073 s™) OXA-1/266A enziminin gosterdigi tespit edildi. Her 3 enzimin sefalotin
substrati i¢cin Michaelis—Menten grafikleri Tablo 20° de verilmistir.

Tablo 20. Sefalotin antibiyotigi i¢in Michaelis-Menten grafikleri.
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Sefotaksim antibiyotigine en yiiksek afinite 154 pM Km ile OXAL/266A enzimi
iken en diisiik afinite 568 uM Km ile OXA-320 enziminin gosterdigi tespit edildi.
Sefotaksim substrati igin en yiiksek kcat (1,2 ) OXA-320 enzimi gosterirken en diisitk
kcat (0,25 s?) OXA-1/266A enziminin gosterdigi tespit edildi. Her 3 enzimin
sefotaksim substrati i¢cin Michaelis—Menten grafikleri Tablo 21° de verilmistir.
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Tablo 21. Sefotaksim antibiyotigi i¢in Michaelis-Menten grafikleri.
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Sefepim antibiyotigine en yiiksek afinite 1954,7 uM Km ile OXA1/266A enzimi
iken OXA-1 ve OXA-320 enzimlerinde Km degerleri >20000’ den biiyiikk gorildii.
Sefepim substrati igin en yiiksek kcat (0,9465") OXA1/266A enzimi gosterdi. Her 3

enzimin sefepim substrati i¢cin Michaelis—Menten grafikleri Tablo 22° de verilmistir.

Tablo 22. Sefepim antibiyotigi i¢in Michaelis-Menten grafikleri.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Antibiyotiklerin uygunsuz ve bilingsiz kullanimi ile gerek toplum kokenli gerekse
nozokomiyal kokenli direngli mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarda ciddi
sagaltim sorunlar1 yasanmaktadir. Bir antibiyotige direngli olan etken az siirede birden
cok ilaca kars1 da diren¢ kazanmakta ve bu cogul direngli mikroorganizmalar hizla

ortama yayilmaktadir (Yiice, 2001).

Rize hastanelerinden izole edilip sekanslama yontemi kullanilarak, OXA-320 (-
laktamaz saptanmistir (Cicek vd., 2014). OXA tipi B-laktamazlarla ilgili ¢alismalar daha
¢ok Tiirkiye (Danel vd., 1999; Aktas vd., 2005) ve Fransa'dan bildirilmistir (Naas vd.,
2008). Diinyada ilk OXA-48 enzimi imipeneme diren¢li bir K.pneumoniae susunda
bildirilmistir (Poirel vd., 2004). Son yillarda Enterobacteriaceae ailesinde OXA-48
enzimi, lilkemizde ve diinyada giderck artan oranlarda bildirilmektedir (Kilic vd.,
2011). Her yeni enzim karakterizasyon g¢alismasi antibiyotik diren¢ konusunda yeni
bilgiler edinilmesine biiyiik katkilar saglayacaktir. OXA-229 B-laktamaz enzimi igin
kinetik calismalar yapilarak kinetik parametreleri belirlenmistir (Bonnin vd., 2012).
Yine [B-laktamaz enzimlerinden OXA-163 ve OXA-48’in kinetik karakterizasyonu
yaptlmistir (Poirel vd., 2011). Hastane infeksiyonlarinda en sik kullandigimiz
antibiyotik grubunun p-laktamlar oldugu disiiniiliirse f-laktamazlarin 6nemi daha da iyi

anlasilabilir.

Daha oOnceki yapilan galismalarda, Rize hastanelerinden izole edilmis ve ciddi
oranda hastalik sebebi olan bazi E. coli (blapxa.1-OXA-30 ile ayni aminoasit dizilimine
sahiptir) (Colakoglu vd., 2010) ve P. mirabilis (blaoxas2) (Cicek vd., 2014)
izolatlarinda D-siifi B-laktamazlardan iki alele rastlanilmistir. blagy,.1 alleli daha 6nceki
calismalarda tamimlanmis olsa da, blapxa-320 aleli ilk kez Cicek vd., tarafindan P.
mirabilis de tanimlanmistir. Bu iki alel arasinda 266. pozisyonda tek bir aminoasitlik
degisim vardir (Sekil 25). Molekiiler yontemler ile ¢alismak genlerin tanimlanmasini ve
takibini kolaylastirir. Iki enzim arasindaki benzerlik ve tiirevlenislerin aydinlatiimasinda
kullanilmaktadirlar. Yiiksek lisans caligmasi kapsaminda, tanimlamasi yeni yapilan
blagxa-320 genin kinetik ve protein 6zelliklerinin karsilastirmali olarak OXA-1 enzimi ile

ele alinmasi ve bu yeni direng geninin fiziksel karakterizasyonu ortaya cikarilarak,
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diinyada hizla degisen antibiyotik direncine yonelik olarak literatiire katki saglayacagi

yapilan ¢alismayla gdsterilmek istenmistir.

OoOXA-1 : 258.

OXA—-320: 258... I266-...273

Sekil 25. OXA-1 ve OXA-320 varyantlarinin aminoasit dizilerinin karsilagtirilmasi ve
iki enzim varyanti arasinda 266. pozisyondaki aminoasit varyasyonu (Cicek
vd., 2014).

Yiiksek lisans tezi olarak yapilan bu ¢alismada OXA-1, OXA-320 alelleri ve
OXA-A*® yonlendirilmis mutasyon ornegi, Proteus mirabilis TRP41 susu, E.coli
FD8bA ve E.coli TOP10 MIK degerlerine E-test yontemi ile bakilmis ve karsilagtirmali
olarak degerlendirilmistir. OXA-1, OXA-320 alelleri ve OXA-A*® yénlendirilmis
mutasyon Orneginin rekombinant olarak protein iiretimi gerceklestirilmis, tretilen
proteinlerin kinetik karakterizasyonu yapilmis ve karsilastirmali olarak kinetik

karakterizasyou degerlendirilmistir.

Bu yiiksek lisans c¢alismasinda, MIK bulgularina gore; TOPO/OXA-A%®
yonlendirilmis mutasyonu B- laktamaz inhibitorii olan tikarsilin/klavulanik asite orta
duyarli oldugu, TOPO-OXA-1, TOPO-OXA-320, TOPO-OXA-A?® varyantlarimin
treidopenisilinler grubunda yer alan piperasilin antibiyotigine direncli, TOPO/OXA-
A?® yonlendirilmis mutasyon orneginin piperasilin/tazobaktam kombinasyonuna
direngli, Proteus mirabilis TRP41 susunun direngli, E.coli FD8bA susunun karbapenem
grubunda yer alan imipenem antibiyotigine orta duyarli, E.coli FD8bA, TOPO/OXA-
A% TOPO-OXA-320 ve TOPO/OXA-A?®® srekleri 3. genis spektrumlu penisilin
grubunda yer alan amoksisilin antibiyotigine direngli ve E.coli FD8bA susu
amoksisilin/klavulanik asit kombinasyonuna orta duyarli oldugu goriilmiistiir.
Sefalosporin grubunda yer alan sefoksitin, sefotaksim, seftazidim ve sefepim
antibiyotiklerine ve karbapenem grubundan olan meropenem antibiyotigine biitiin

orneklerin duyarl oldugu gozlemlenmistir.



Genel olarak OXA alelleri B-laktam substratlara karsi katalitik etkinliklerinde
diisiik diizeyde farkliliklar gézlemlenmistir. Biitiin alellerin meropenem ve seftazidim
substratlarini hidroliz edemedigi goriilmiistiir. Literatiir seftazidim antibiyotikgine kars1
kinetik aktivitesi yoOniinden incelendiginde oOrnek olarak OXA-232 ve OXA-181
varyantlart i¢in hidroliz aktivitesinin olmadigi, OXA-48 varyantinin ise ¢ok diisiik
aktivite ile hidroliz ettigi gozlenmistir. Benzer sekilde literatiir incelendiginde
meropenem antibiyotigine karsi ilgisinin ve hidroliz aktivitesinin yiliksek oldugu
gozlenmektedir (Potron vd., 2013). Bu sonug¢ bize OXA varyant tipine gore meropenem

ve seftazidim antibiyotiklerinin hidrolizinde degisiklik oldugunu géstermektedir.

Sefepim ve benzilpenisilin igin ise kinetik degerler hesaplanamayacak kadar
diisiik hidroliz etkisi gézlenmistir. Ornek olarak sefepim icin literatiir incelendiginde
antibiyotigine karsi OXA-229 ve OXA-58 varyantlarinin, bu g¢alismada kullanilan
OXA-1 ve OXA-320 varyantlar1 gibi hidroliz yeteneginin olmadigi goriilmektedir
(Bonnin vd., 2012; Poirel vd., 2005). Ancak OXA-A”® varyantinin OXA-1 ve OXA-
320 varyantina goére zayif da olsa hidroliz aktivitesinin oldugu gézlenmistir. Bunun ile
beraber OXA-48 varyantinin sefepim antibiyotigine kars1 yiiksek ilgisinin oldugu ve Ky,
degerinin ise 160 uM olarak belirlendigi gosterilmisitir (Poirel vd., 2004). Buda
herhangi bir antibiyotiginin hidrolizlenme 6zelliginin OXA varyant tipine gore degistigi
ve klinik acidan hangi OXA varyant: ile karsilasildiginin bilinmesinin énemini ortaya

koymaktadir.

Calisma kapsaminda kullanilan OXA-320 ve OXA-1 varyanti ile OXA-AX®
varyantinin en iyl imipenem, sefolathin ve sefotaksim antibiyotiklerini hidroliz ettigi
gozlenmistir. Literatiirde farkli OXA varyantlar i¢in bu ii¢ antibiyotige kars1 farkli
aktivite degerleri verilmistir (Bonnin vd., 2012; Potron vd., 2013). Calisma kapsaminda
kullanilan bu ii¢ enzim i¢in imipenem, sefolathin ve sefotaksim i¢in en yiiksek ilginin
AFE varyantinda goézlenmistir. Kinetik degerler icin elde edilen sonuglarin aym

zamanda E-test sonuglari ile de uyumlu oldugu gézlenmistir.
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5. ONERILER

Antibiyotiklere karst gelisen direng her giin artmakta ve bununla beraber
antibiyotik direnci diinyamizin 6nemli bir problemi haline gelmektedir. Bu sebepten
dolaytr enzimlerin karakteristik Ozelliklerinin ortaya konmasi ve diger alelleri ile
farklilik ve benzerliklerin karsilastirilmasi, insan sagligi agisindan biiyliik 6nem arz
etmektedir. Bundan dolayr OXA-varyantlarinda bazi antibiyotiklere karst minimum
inhibisyon konsantrasyonlarinda degisime sahip olanlarin, yine ayni antibiyotiklere
kars1 kinetik parametreleri belirlenebilir. OXA-320 enziminin ii¢ boyutlu yapisi,

kristalografik yontemler ile ¢alisilabilinir.

Ayrica aminoasit degisimlerinin farkli substratlara karsi afinite {izerine etkileri
molekiiler modelleme yontemiyle belirlenerek, kinetik analiz sonuglart ve MIK
degerleriyle karsilastirilabilir. Yine farkli dogal veya sentetik birlesikler kullanilarak

OXA varyantlar lizerinde inhibisyon ¢aligmalarina devam edilebilir.
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