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OZET

Acinetobacter baumannii IZOLATLARINDA ANTIiBiYOTIK DIRENC GENLERININ
TARANMASI, blagys 5, VE blagy . VARYANTLARININ MOLEKULER

KARAKTERIZASYONU

Aysegiil SARAL

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah

Doktora Tezi
Damismani: Do¢. Dr. Cemal SANDALLI

Bu doktora tezinde, 101 Acinetobacter baumannii klinik susunda direncin genetik
mekanizmalari ¢aligildi. blaoxa-si1, blaoxa-23, blaoxa-4 ve blaoxa-ss benzeri genlerin tespiti igin
multipleks PZR kullamldi. IS4bal, blame, blaviv, blaces, blaves, blaper-2, aac-3-1a, aac-6"-1b
ve blanpm-1 genleri PZR ve baz dizin analizi ile tespit edildi. Multipleks PZR’da, tiim suglarin
blaoxa-s1, 79 susun blaoxa-23 ve bir susun blaoxa-40 tasidigi tespit edildi. blaoxa-s1 ve blaoxa-23
79 susta birlikte bulundu. ISAbal elementi 81 susta tespit edildi ve tiim durumlarda blaoxa-s1’in
yukar1 bdlgesinde bulundu. GES tipi beta laktamazlar 24 susta bulundu (16 susta GES-11 ve 8
susta GES-22). blaoxa-ss, blammp, blaviv, blaves, blaper-2, ve blanpm-1 genlerinin higbiri tespit
edilmedi. aac-3-la ve aac-6'Ib genleri sirastyla 13 ve 15 susta tespit edildi. REP-PZR ile tiim
suslar 12 farkli grup altinda toplandi. Tiirkiye’de A. baumannii’de GES-11 ve OXA-40
bulunmasi ilk kez rapor edildi. GES-22, GES-11"den bir amino asit substitiisyonu (M169L) ile
farklilagir. M 169, sinif A beta laktamazlarda substrat segiciliginde biiyiik etkileri oldugu bilinen
omega halkasinin bir pargast oldugundan GES-22 ifade edildi, saflastirildi ve kinetik olarak
karakterize edildi. Bu calisma, GES-11 ile karsilastirildiginda GES-22’nin penisilinleri,
sefotaksimi ve aztreonami daha etkili hidroliz ettigini seftazidime kars1 etkinliginin azaldigini
gosterdi. Bunun yani sira, M169L substitiisyonu GES-22’nin klavulanik asit hidrolizinde daha
etkili olmasmma neden oldu. Bu sonuglarin diger simif A beta laktamazlarin homolog
pozisyonlarinda goriilen diger mutasyonlarinkine benzer olmasi metiyoninin sinif A beta
laktamazlarda substrat segiciliginde ve aktif bolge residiilerinin siralanmasinda yapisal bir rol
oynadigint diisiindiirdi. OXA-66 mutantlar1 ifade edildi, saflastirildi ve kinetik olarak
karakterize edildi. W222L, 1129V, P130Q klinik mutasyonlarinin OXA-66’da karbapenemlere
kars1 hidrolitik aktiviteyi arttirdig1 gézlendi.

2015, 141 sayfa
Anahtar Kkelimeler: Acinetobacter baumannii, GES-22, OXA-66, Mutasyon
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ABSTRACT

SCREENING OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES ISOLATES OF Acinetobacter
baumannii, MOLECULAR CHARACTERIZATION OF VARIANTS OF blaggg.,, AND

blaoxa-66

Aysegiil SARAL

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Cemal SANDALLI

Genetic mechanisms of resistance were determined in clinical strains of 101 Acinetobacter
baumannii in this PhD thesis. Multiplex PCR was used for detecting blaoxa-si-like, blaoxa-23-like,

blaoxa-40-ike  and blaoxa-ss-iike genes. ISAbal, blawp, blaviv, blaces, blaves, blaver-2, aac-3-1a,

aac-6"-1b and blanpm-1 genes were detected by PCR and sequencing. By multiplex PCR, all

strains carried blaoxa-s1, 79 strains carried blaoxa-23 and one strain carried blaoxa-40. blaoxa-s1
and blaoxa-23 were found together in 79 strains. IS4Abal element was detected in 81 strains, and

in all cases it was found upstream of blaoxa-si. GES-type beta lactamases were found in 24
strains (GES-11 in 16 strains and GES-22 in 8 strains). blaoxa-ss, blammp, blavim, blaves,
blaper-2, and blanpa.1 genes were not observed. aac-3-1a and aac-6'Ib genes were detected in 13
and 15 strains, respectively. All strains were collected into 12 different groups with REP-PCR. It
was first reported that GES-11 and OXA-40 in A. baumannii from Turkey. GES-22 differs from
GES-11 by a single amino acid substitution (M169L). Because M169 is part of the omega loop,
a structure that is known to have major effects on substrate selectivity in class A p-lactamases,
GES-22 was expressed, purified and kinetically characterized. This study shows that compared
to GES-11, GES-22 displays more efficient hydrolysis of penicillins, cefotaxime and aztreonam,
but a loss of efficiency against ceftazidime. Additionally, the M169L substitution confers on
GES-22 more efficient hydrolysis of the clavulanic acid. These effects are highly similar to
other mutations at the homologous position in other class A B-lactamases, suggesting that this
methionine plays a key structural role in aligning active site residues and in substrate selectivity
across the class. OXA-66 mutants were expressed, purified and kinetically characterized. It was
observed that clinical mutations W222L, 1129V, P130Q can increase the hydrolytic activity
against carbapenems in OXA-66.

2015, 141 pages
Keywords: Acinetobacter baumannii, GES-22, OXA-66, Mutation
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enfeksiyon etkeni olarak Acinetobacter baumannii’de g¢esitli mekanizmalara bagl
olarak gelisen antibiyotik direnci tedavide giigliiklere yol a¢makta ve hizla
yayilmaktadir. Antibiyotiklere kars1 diren¢ enzimlerinin gelismesi bu mekanizmalardan
biridir ve bu konu hakkinda literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur. Direng enzimleri ve
bakteride bulanan diger mekanizmalarin bir araya gelmesi tedavi segeneklerini
sinirlandirmaktadir (Korkmaz vd., 2015). Bu problem bir¢ok arastirmaciy1 direng
mekanizmalarinin molekiiler ve biyokimyasal olarak belirlenmesini arastirmaya
yoneltmistir. Yapilan ¢aligmalar direng enzimlerini kodlayan genlerin hizli bir sekilde

degistigini ve kitalar arasinda da kolayca yayilabildigini géstermistir.

Bu doktora tez calismasinda, ¢oklu ila¢ diren¢li 4. baumannii klinik suslarinda
diren¢ genlerinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi ve GES-22°nin GES-11 ile
karsilastirilmali  kinetik karakterizasyonunun yapilmasi amaclandi. Ayrica A.
baumannii’de karbapenem direncine neden olan sinif D B-laktamazlardan OXA-66’da
bazi klinik mutasyonlarin substrat hidroliz profiline etkisinin belirlenmesi amaglandi.
Smif A ve D B-laktamazlarda kinetik 6zellikleri etkileyen bazi klinik mutasyonlarin
ortaya konmasi yeni inhibitér veya antibiyotik gelistirme c¢aligmalarina katki
saglayacaktir. Enfeksiyon etkeni direngli bakterilerde antibiyotik diren¢ paternlerinin
belirlenmesi tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve antibiyotik kullanim politikalarinin

yeniden gozden gegirilmesi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.2. Antibiyotiklerin Tarihsel Gelisimi

Hastaliklarin tarihgesine bakildiginda, biiyiik bir kisminin mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlar oldugu goriilmiistiir. Kemoterapi, enfeksiyonlara neden
olan etkenlerin temel toropatik stratejisi olarak geligsmistir. Diinyada ilk antimikrobiyal

ajan Ehrlich tarafindan 1910 yilinda sentezlenmistir ve salvarsan olarak adlandirilmistir.
1



1935’te Domagk ve diger arastirmacilar tarafindan stilfonamidler gelistirilmistir. 1928’
te Fleming penisilini kesfetmistir. Fleming, petri kaplarinda Penicillium cinsi bir
mantarin ¢evreledigi Staphylococcus aureus inhibisyon zonunu gozlemleyerek, bir
mikroorganizmanin iirettigi maddelerin diger mikroorganizmalarin biiyiimesini inhibe
edebilecegini ortaya cikarmistir. Penisilin 1940’larda klinik kullanima sunulmustur.
Penisilin II. Diinya Savasi’nda giivenirliligi ve etkisiyle birgok yarali askerin hayatinin
kurtulmasini saglamistir. Sonraki 20 yilda ardi ardina antimikrobiyal ajanlar
gelistirilmis ve antimikrobiyal kemoterapi altin c¢agini yasamistir. 1944’lerde,
Streptomyces griseus’ten streptomisin izole edilmistir. Kloramfenikol, tetrasiklin,
makrolid, glikopeptid ve vankomisin toprak bakterilerinde kesfedilmistir. 1962°de
nalidiksik asit sentezlenmistir. Antimikrobiyal etki ve bir¢cok 0zellik (absorbsiyon,
kandaki konsantrasyon) i¢in yeni antimikrobiyaller gelistirilmistir. Yan etkileri ¢ok fazla
olan antimikrobiyallerin yerine daha giivenilir olanlar1 gelistirilmeye ¢alisilmistir.
Birgok biiyiik firma yeni antimikrobiyal gelistirmek icin yarismistir. Fakat son yillarda
yeni antimkirobiyallerin gelistirilmesi azalmigtir. Bununla birlikte, antimikrobiyal

ajanlara kars1 direngli bakteriler ortaya ¢ikmistir (Saga ve Yamaguchi, 2009).

1.3. Antibiyotiklerin Siniflandiriimasi

Antibiyotikler etkiledikleri hiicresel sistemler ya da yapilara gore siniflandirildigi
gibi hiicre Oliimiinii uyaran (bakterisidal) veya hiicre biiyiimesini inhibe eden
(bakteriostatik) ilaglar olarak da iki sinifa ayrilabilirler. Bakterisidal ilaglar DNA, RNA,
hiicre duvar1 veya protein sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Antibiyotikler
bakterideki 6zel hedeflerine fiziksel olarak baglanip bakteride biyokimyasal, molekiiler
ve yapisal degismelere yol agarak hiicre 6liimiine neden olur. Tablo 1’de antibiyotiklerin

hedefleri ve etkiledikleri hiicresel mekanizmalar verilmektedir (Kohanski vd., 2010).



Tablo 1. Antibiyotikler ve etki mekanizmalar1

Antibiyotik tipi Antibiyotik Onciil hedef Etkilenen
mekanizmalar
DNA replikasyonu,
Florokinolon] Nalidiksik asit, _SOS cevabr, Hilcre
?)?31 Alno (;n ar siprofloksasin, Topoizomeraz II ve bolunmeSJ, ATP “ret%ml’
(DNA sentezi levofloksasin ve Topoizomeraz IV Fe-S kiime sentezi,
Inhibitorti) gemifloksasin ROS olusumu ve
redoks-duyarli iki
bilesenli sistem
Trimetoprim-
sulfametoksazol Trimetoprim- Tetrahidrofolik asit Niikleotid biyosentezi
(DNA sentezi sulfametoksazol sentezi inhibitorleri ve DNA replikasyonu
Inhibitorii)
Rifamisinlelj Rifamisin, rifampin ve DNA bagimli RNA RNA transkripsiyonu,
(RNA sentez rifapentin polimeraz DNA replikasyonu ve
inhibitorii) SOS cevabi
Hiicre duvari sentezi,
hiicre bolinmesi,
p-laktamlar Penisilinler, otolizin aktivitesi, SOS
(Hiicre duvan sentezi sefalosporinler, Penisilin baglayan cevabi, Fe-S kiime
inhibitoril) monobaktamlar ve proteinler sentezi, TCA dongiisi,
karbapenemler ROS olusumu ve
redoks-duyarli iki
bilesenli sistem
Glikopeptidler ve o Hiicre duvari sentezi,
G.l.ikolipopeptidler. Vankomlslr} ve Peptidoglikan yapilart transg11k921llenme,
(Hiicre duvar: sentezi teikoplanin transpeptidasyon ve
inhibitdrii) otolizin aktivasyonu
"Lipopeptidlel‘ ) Daptomisin ve Hii Hiicre duvar sentezi ve
(Hiicre S%V'?P ._S)emeZl polimiksin B ucre zar iki bilesenli zar sistemi
inhibitorii
Protein translasyonu
(tRNA’ nin yanlis
Aminoglikozitler Gentamisin, tobramisin, eslesmesi) SOS cevabi,
(Protein sentezi streptomisin ve 30S ribozom Fe-S kiime sentezi, TCA
inhibitorii) kanamisin dongiisii, ROS olusumu
ve redoks-duyarli iki
bilesenli sistem
Protein translasyonu
Tetra;nkllnler‘ Tetrasiklin ve ' (amlnoggll tRNA’ nin
(Protein sentezi Lt 30S ribozom ribozoma
N Doksisiklin .
inhibitorii) baglanmasinin
engellenmesi )
Protein translasyonu
(uzama ve
II)VI z}[k.r olldlter . Eritromisin ve 50S rib translokasyon
( rli)1 lfilbnitséerlili )e21 Azitromisin ribozom basamaklarinin

engellenmesi) ve
yiiksiiz tRNA’ nin
tilkenmesi




Tablo 1 (devam). Antibiyotik ve etki mekanizmalari

Antibiyotik tipi Antibiyotik Onciil hedef Etkilenen
mekanizmalar

Protein translasyonu
(baslama, uzama ve

Streptograminler Pristinamisin, translokasyon
(Protein sentezi dalfopristin ve 50S ribozom basamaklarinin
inhibitorii) kuinupristin engellenmesi) ve
yiiksiiz tRNA’ nin
tilkenmesi
Fenikoller Protein translasyonu
(Protein sentezi Kloramfenikol 50S ribozom (uzama basamaginin
inhibitorii) engellenmesi)

1.4. p-laktam Antibiyotikler

B-laktam halkasi, li¢ karbon atomu ve bir azot atomundan olusan dort iiyeli
halkasal bir amiddir. Azot atomu karbonil grubuna ait f karbonuna baglandigindan B-
laktamlar olarak adlandirilirlar. Penamlar B-halkasi ile birlesmis tamamen doymus ve
stlfir barindiran bes lyeli halkadan olusmaktadir. Karbapenam [-laktam bilesigi
doymus karbapenemdir. Klavamlar penamlara benzemekle birlikte siilfiir yerine oksijen
atomu bulundururlar ve oksapenamlar olarak da adlandirilirlar. Karbapenemler
penamlara ¢ok benzerler fakat doymamis yapinin siilfiir atomu karbon atomuyla yer
degistirir. Penemler doymamis B-laktamlardir, karbapenemlerden farkli olarak karbon
atomu yerine silfiir bulundururlar. Karbasefemler sefemlere benzemekle birlikte
yapilarinda siilfiir atomu yerine karbon atomu bulundururlar. Oksasefemler sefemlerden
farkli olarak siilfiir yerine oksijen atomu bulundururlar. B-laktamlar ¢ekirdek halka

yapilarma gore siniflandirilirlar (Sekil 1):

1) Doymus bes tiyeli halkayla birlesmis olan B-laktamlar:

* Tiyazolidin halkas1 bulunduran B-laktamlar penamlar olarak adlandirilir
(penisilinler).
* Pirolidin halkas1 bulunduran B-laktamlar karbapenamlar olarak

adlandirilir (ara tirtinler).



* Oksazolidin halkast bulunduran [-laktamlar oksapenamlar veya

klavamlar olarak adlandirilir (klavulanik asit).

2) Doymamis bes tiyeli halkayla birlesmis olan B-laktamlar:

* 2,3-dihidro-1H-pirol halkast iceren B-laktamlar karbapenemler olarak
adlandirilir (imipenem).
* 2,3-dihidrotiyazol halkasi iceren B-laktamlar penemler olarak adlandirilir

(faropenem).

3) Doymamus alt1 iiyeli halkayla birlesmis olan B-laktamlar:

* 3,6-dihidro-2H-1,3-tiyazin halkasini igeren B-laktamlar sefemler olarak
adlandirilirlar (sefalosporinler).

* 1,2,3,4-tetrahidropiridin halkasini barindiran B-laktamlar karbasefemler
olarak adlandirilirlar (lorakarbef).

* 3,6-dihidro-2H-1,3-oksazin halkasini igeren [-laktamlar oksasefemler

olarak adlandirilirlar (moksolaktam).

4) Herhangi bir halkayla birlesmeyen [B-laktamlar monobaktam olarak adlandirilir

(aztreonam) (URL-1, 2013). Ticari olarak kullanilan antibiyotikler Tablo 2’de verildi.

COOH COOH COOH
R H s © R e O R G
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Sekil 1. B-laktam ¢ekirdek yapilari. (A) Penam (B) Karbapenam. (C) Oksapenam. (D)

Penem. (E) Karbapenem. (F) Monobaktam. (G) Sefem (H) Karbasefem (I)
Oksasefem (URL-2, 2015)




Tablo 2. B-laktam antibiyotikler

Benzilpenisilin, Fenoksimetilpenisilin, Kloksasilin
Dar Spektrumlu (Dikloksasilin, Flukloksasilin), Oksasilin,
Metisilin, Nafsilin

Aminopenisilinler Amoksisilin, Ampisilin,
Episilin
Penisilinler Karboksipenisilinler Karbenisilin, Tikarsilin,
Genis Spektrumlu Temosilin
Ureidopenisilinler Azlosilin, Piperasilin,
Mezlosilin
Diger Mesilinam, Sulbenisilin
Sefazolin, Sefadroksil, Sefaleksin, Sefaloridin,
1.Kusak Sefalotin, Sefapirin, Sefatrizin, Sefazedon,
Sefazaflur, Sefradin, Sefroksadin, Seftezol
Sefaklor, Sefamandol, Sefminoks, Sefonisid,
2.Kusak Seforanid, Sefotiyam, Sefprozil, Sefbuperazon,
Sefuroksim, Sefuzonam
Sefalosporinler Sefiksim, Seftriakson, Sefaperazon, Sefotaksim,
Sefpodoksim, Sefdinir, Sefsulodin, Sefsapen,
3. Kugak Sefdaloksim, Sefditoren, Sefetamet, Sefmenoksim,
Sefodizim, Sefpimizol, Sefpiramis, Sefteram,
Seftibuten, Seftiolen, Seftzoksim
4. Kusak Sefepim, Sefpirom, Sefkuinom, Sefozopran
5. Kusak Seftobiprol, Seftarolin fosamil
Sefamisinler Sefoksitin, Sefotetan, Sefmetazol
Karbasefemler Lorakarbef
Monobaktamlar Aztreonam, Tigemonam, Karumonam, Tabtoksin
Karbapenemler Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Doripenem, Biapenem, Panipenem

1.4.1. B-laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Bakteri hiicresi peptidoglikan (murein) tabakalarla ortiilidir. Peptidoglikan
tabakanin olusumu, disakkarit pentapeptidleri varolan peptidoglikan molekiillerine

glikan zincirinin uzamas1 i¢in ekleyen transglikozilaz ve peptidoglikan {iinitelerinin



zincirlerini capraz baglayan penisilin baglayan proteinler (PBP, transpeptidazlar)

tarafindan saglanir (Sekil 2).

Q-0

L-Ala

D-Glu D-Ala

| A PBP Peptidoglikan
DAP m——— D-Ala tabaka olusumu
| 1 Transpeptidasyon
D-Ala DAP
| |
D-Ala D-Glu

Sekil 2. Gram negatif bakterilerde peptidoglikan tabaka olusumunun sematik gosterimi

B-laktamlar ve glikopeptidler, hiicre sekli ve yapisinin degisimine, hiicrede stres
cevaplarinin uyarilmasina ve en sonunda da hiicre lizisine yol agarlar. B-laktamlar,
penisilin baglayan proteinlerin katalizledigi peptid bagi olusumunu (peptidoglikan
iiniteler arasindaki ¢apraz baglarin olusumu) inhibe ederler. inhibisyon, ¢apraz baglarin
olusumunun agilasyon fazinda B-laktamin siklik amid halkasinin (peptidoglikanin D-
alanil-D-alanin dipeptid analogu) penisilin baglayan proteinin aktif bolgesine substrati
olarak baglanmasi ve halka acildiginda peptid baginin olusumunun engellenmesi ile
meydana gelir (Kohanski vd., 2010). Sekil 3 ve 4’te PBP ile A¢il-D-Ala-D-Ala ve

pensilinin etkilesimi sematize edilmistir (Bycroft ve Shute, 1985).
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Sekil 3. PBP ile Acil-D-Ala-D-Ala etkilesimi
B-laktam halkas1 agilmis Penisilin
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Sekil 4. PBP ile Penisilinin Etkilesimi

B-laktamlar hiicre duvari sentezini inhibe ettiginde hiicre biiylimesiyle olusan i¢
basing hiicre duvar1 genislemesini geride birakir ve bu hiicreyi lizise yonlendirir. Bu
dengesiz biiyiime hipotezi hiicre lizisi i¢in hiicrede aktif protein sentezini de beraberinde
getirmektedir. Peptidoglikan hidrolazlarindan biri olan otolizinler, peptidoglikan
tabakalar arasindaki baglar1 keserler. Otolizinler ve B-laktamlarin lizis-bagimli hiicre

Oliimiinii birlikte uyardiklar1 diisiiniilmektedir.



Baz1 bakteriler peptidoglikan hidrolaz aktivitesine sahip degildir, bu bakterilerde
B-laktamlar lizis bagimli olmayan hiicre 6liimiine neden olur. Lizis bagimli olmayan

hiicre 6liimii iki bilesenli sistemler (VncSR, LytSR) tarafindan diizenlenmektedir.

B-laktamlar, penisilin baglayan proteinlere baglanarak hiicre morfolojisinde
degisimlere yol acar. PBP1 inhibitorleri, hiicre uzamasina neden olur ve lizisi tetikler.
PBP2 inhbitorleri, hiicre seklini degistirir fakat lizise neden olmaz. PBP3 inhibitorleri,
hiicre boliinmesine etki eder ve filamentasyonu uyarir. Filamentasyon, hiicrede SOS
cevabini uyaran genlerin (su/4) aktivasyonunu takiben meydana gelir. Sul4 ifadesiyle
olusan proteinler FtsZ monomerlerine baglanarak septum olusumunu engeller ve hiicre
uzamasina neden olur. B-laktamlar, PBP3 inhibe ederek, filamentasyonu uyarip SOS

cevabini aktive eden DpiAB iki bilesenli sistemi harekete gegirir (Kohanski vd., 2010).

1.5. Antibiyotik Direnci

Duyarli bakteri populasyonuna antibiyotikler uygulandiginda, kromozomal
mutasyonlarla ya da yatay gen transferiyle bazi hiicreler direngli hale gelir. Direng
kazanan hiicreler, duyarli olanlara gore daha avantajli olduklarindan dogal seleksiyonla
populasyonda direng frekansi artmaya baslar. Diren¢ kazanimu ile bakteride fizyolojik
degismeler meydana gelir. Bu degisimlerin iistesinden gelebilmek i¢in telafi edici

mutasyonlar meydana gelir. Bu siire¢ direncin evrimsel dinamigini olusturmaktadir.

Bakteri, kendiliginden olusan kromozomal mutasyonlarla ya da plazmit kokenli
direng alelleri ile antibiyotik direnci kazanir. Cok sayida kromozomal mutasyon ve
direng aleli tespit edilmistir. Mycobacterium tuberculosis’de 7 antibiyotige direng
saglayan 36 gende 946 mutasyon bulunmustur. Diren¢ alellerin adaptasyon iizerine
etkileri iki faktore baghidir. Birincisi, mutasyonun ne kadar direng sagladigidir. Ikincisi
ise artan direncin beraberinde gelen fizyolojik etkilerdir. Kromozomal mutasyonlar,
antibiyotigin baglandig1 hedef enzimin yapisin1 modifiye ederek antibiyotik direncine
neden olabilir. Bu mekanizmada direncin derecesi, mutasyonun antibiyotik-hedef

baglanmasini ne kadar engelleyebildigine ve antibiyotik ve hedef arasindaki etkilesimin
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ozgiilliigiine baghdir. Ornegin, rifamisin bakteriyal RNA polimeraza baglanip,
transkripsiyonu engeller ve RNA polimerazda meydana gelen mutasyonlar antibiyotik
direncinin artmasina neden olur. Fakat sorangisin yapisal esnekligi sayesinde RNA

polimerazda meydana gelen mutasyonlardan etkilenmeyebilir (Maclean vd., 2010).

1.5.1. Antibiyotik Diren¢c Mekanizmalari

1.5.1.1. Antibiyotik Hedef Molekiillerinin Degisimi

Antibiyotikler bakterilerde hedef molekiillerine baglanarak etki gosterirler.
Mutasyonlar sonucu hedef molekiillerde meydana gelen degisimler antibiyotigin hedef
molekiile olan ilgisini degistirir. Bu degisim afinite azalmasina yol agiyorsa bakteride o
antibiyotige kars1 direng gelisir. Ornegin; PBP B-laktamlar igin hedef molekiildiir.
PBP’nin yapisinda meydana gelen degisimler, p-laktamlara direnci saglar (To6renci,

1989).

1.5.1.2. Hiicre Duvari Gecirgenliginin Azalmasi

Bakterilerde ekzopolisakkaritler ve kapsiil, ¢evrenin kimyasal durumuna etki
ettiginden az seviyede antibiyotiklerin hiicre i¢ine aliminda etkili olabilir. Gram
negatiflerde, hiicre duvart disinda lipopolisakkarit ve proteinden olusan dis zar vardir.
Bu dis zar, eritromisin gibi hidrofob antibiyotikler i¢in bariyer olusturur. Bakterilerde
gerekli molekiillerin hiicre i¢ine alinmasi ayn1 zamanda atiklarin hiicre disina atilmasi
icin porinler mevcuttur. E. coli’de farkli biiyiikliikte molekiillerin gegisine izin veren
OmpC ve OmpF porinleri bulunur. OmpF porinleri B-laktam antibiyotiklerin gecisine
izin verir. Porinlerin yapisindaki de§isim bakteride antibiyotik direncine yol agabilir

(Torenci, 1989).
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1.5.1.3. Antibiyotigin Enzimatik Yikimi

Antibiyotik yikimi veya aktivitesinin inhibisyonu ile diren¢ kazanilan antibiyotik
gruplarina 6rnek olarak beta-laktamlar ve kloramfenikol verilebilir. Penisilin ve
sefalosporin grubunun dahil oldugu [B-laktamlar1 parcalayan enzimler B-laktamazlar
olarak adlandirilmistir. Gram pozitif bakteriler f-laktamazlari, hiicre digina salgilarken
Gram negatif bakteriler periplazmik bosluga salgilar. B-laktamazlar, kromozom ya da

plazmit kokenli olabilirler (Torenci, 1989).

1.5.1.4. Farkli Metabolik Yollarin Olusmasi

Dihidropteroat sentezi ile sulfonamidlere, dihidrofolat rediiktaz sentezi ile
trimetoprime direng gelisir. Stafilokoklarda PBP 2 sentezi metisiline direng gelismesine
neden olur. Stafilokoklar diisiik 1silarda, belirli kalsiyum ve magnezyum
konsantrasyonlarinda PBP’leri olusturur. Bu yiizden Stafilokoklarla duyarlilik

testlerinin uygun kosullarda yapilmasi 6nerilmektedir(Torenci, 1989).

1.6. B-laktamazlar

1.6.1. p-laktamaz Tarihcesi

B-laktam direnci ilk olarak penisilin antibiyotigine kars1 gelismistir. {1k B-laktamaz
E.coli’de penisilin medikal tedavide kullanilmadan 6nce kesfedilmistir. Plazmit kokenli
penisilinaz Staphylococcus aereus ve diger Staphylococcus tiirlerinde hizli bir sekilde
yayllmistir. Gram negatif bakterilerin bir¢ok cinsinde p-laktamazlar kromozomal
kokenlidir, dogal olarak bulunurlar. Bu enzimler penisilin baglayici proteinlere sekans
homolojisi ag¢isindan benzer olduklarindan bu enzimlerin penisilin baglayici
proteinlerden (PBP) evrimlestigi diisiiniilmektedir. Bu evrimlesmenin ¢evrede bulunan
toprak organizmalarinin tizerindeki secici baskidan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
1960’larin  basinda Gram negatiflerde ilk plazmit kokenli B-laktamaz, TEM-1

tanimlanmistir. TEM-1 Yunanistan’da Temoniera adli hastadan alinan kan kiiltiiriinden
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izole edilen bir E. coli susunda bulunmustur, bu nedenle TEM olarak adlandirilmistir.
Plazmit ve transpozon aracili yayilim TEM-1’in diger bakteri tiirlerine gecisine neden
olmustur. TEM-1’in ilk izolasyonundan sonra birka¢ yil icinde diinya geneline
yayilmistir ve Enterobacteriaceae ailesindeki farkli tiirlerde, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae ve Neisseria gonorrhoeae’da tespit edilmistir. Diger bir yaygin
plazmit aracili B-laktamaz SHV-1 (stilfidril degisken) Klebsiella pneumoniae ve E.
coli’de bulunmustur. SHV-1 Klebsiella pneumoniae’da c¢ogunlukla kromozomal
kokenliyken E. coli’de plazmit kokenlidir. B-laktamazlarin hidrolitik etkisine karsi
direngli yeni antibiyotikler gelistirilmistir. Bu yeni antibiyotik gruplarindan biri
1980’lerde Gram negatif bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlar1 tedavi etmek
icin kullanilan oksiimino-sefalosporinlerdir. Yeni ilaclara kars:1 direngli B-laktamazlar da
ortaya ¢ikmistir. Biiyiik ihtimalle, hastalarin tedavisinde yeni antibiyotiklerin fazla
kullanim1 segici baski olusturarak yeni [-laktamazlarin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. B-laktamazlar nedeniyle bu genisletilmis spektrumlu B-laktamlara diren¢ hizl
bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Yeni B-laktamlart hidroliz eden enzimlerden ilki olan SHV-2

Almanya’da izole edilen Klebsiella ozaenae susunda bulunmustur (Bradford, 2001).

1.6.2. Gram Negatif Bakterilerde p-laktamaz Uretimi

B-laktamlarin bakterisidal etkisine karsi bakteride [-laktamaz iiretimi gibi
savunma mekanizmalar1 harekete gecer. B-laktam direncine, porinlerde ve PBP’lerde
mutasyonlar da katki saglar. Gram negatif bakterilerde, B-laktamazlar hiicrede ya siirekli
olarak yiiksek seviyede iiretilirler ya da B-laktamlarin diizenleyici sistemlerle etkilesime
geemesiyle tUretimleri uyarilir. Gram negatif bakterilerde, B-laktamaz iiretiminin
uyarilmasimi saglayan iki temel mekanizma kesfedilmistir. Birincisi, AmpG-AmpR-
AmpC diizenleyici sistemidir. Bu yolak, B-laktamlara maruz kalinmasiyla bozulan
peptidoglikan metabolizmasi sonucu olusan 1,6-anhidro-N-asetil muramik asitin
sitoplazmada birikmesine neden olur. Bu peptidoglikan alt birimi AmpR ile etkilesime
gecerek B-laktamaz transkripsiyonunu uyarir. AmpR, ampC’nin yukar1 bolgesinde
bulunan transkripsiyonel diizenleyicidir. AmpG-AmpR-ampC sistemi Sekil 5’te

sematize edilmistir. Tkincisi, iki bilesenli diizenleyici sistemdir. Bunlarin disinda da B-
12



laktamaz iiretimin diizenleyen sistemler mevcuttur (Zeng ve Lin, 2013). Karbapenem
stresine maruz birakilan A. baumannii’de RND efluks transportirlari, lipaz,
rekombinasyon iliskili proteinlerin {iretimi artarken protein salgilama sistemi, biyofilm-
iliskili proteinlerin iiretimi azalir. Bakteride bazi mekanizmalarin baskilanip bazilarinin
harekete ge¢mesi, degisen ¢evre sartlarina adaptasyona yardimci olur (Chang vd.,

2014).
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Sekil 5. B-laktamaz iiretiminin uyarilmast modeli. LT: Litik transglikozilaz (Zeng ve
Lin, 2013)

1.6.3 B-laktamazlarin Siniflandirilmasi

1.6.3.1. Bush-Jacoby Simiflandirmasi

Karen Bush 1989’da substratlar1 (penisilin, oksasilin, karbenisilin, sefaloridin,
genislemis spektrumlu sefalosporinler ve imipenem) {izerindeki etkilerine ve klavulanik
asit tarafindan inhibisyon duyarliliklarina gore [B-laktamazlari siniflandirmistir. Bu
siiflandirma 1995’te Karen Bush, George Jacoby ve Antone Medeiros tarafindan
giincellenmistir ve 2009°da tekrar revize edilmistir. Bu siniflandirma B-laktamazlar ii¢

gruba ayirmakta ve her grubun i¢inde alt gruplar bulunmaktadir.
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1.6.3.1.1. Grup 1

Sefalosporinazlardir. Kloksasilin ve aztreonam tarafindan inhibe edilirken

klavulanik asit tarafindan inhibe edilemezler. Sefoksitin gibi sefamisinlere karsi

etkilidirler. Yiiksek seviyede {iretildiklerinde &zellikle ertapenem olmak iizere

karbapenemlere diren¢ saglarlar. Bu gruba CMY, ACT, DHA, FOX ve MIR o&rnek

olarak verilmektedir. AmpC tipi B-laktamazlar, seftazidime ve diger oksiimino-

sefalosporinlere karsi yiiksek afinite gosterirler.

1.6.3.1.2. Grup 2

1)

2)

3)

4)

5)

Grup 2, 11 alt gruptan olusur. Bunlar;

Alt grup 2a: Gram pozitif koklarda goriilen penisilinazlardir. Nitrosefini hidroliz
ederler. Klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilirler (PC1).

Alt Grup 2b: Sefaloridin ve sefalotin gibi sefalosporinleri hidroliz ederler.
Klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilirler (TEM-1, TEM-2 ve
SHV-1).

Alt Grup 2be: GSBL’ler 2b grubundan koéken alir. Sefotaksim, seftazidim ve
aztreonam gibi bir ya da daha fazla oksiimino-sefalosporinleri hidroliz ederler
(TEM, SHV, CTX-M, BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2, PER, VEB).
Klavulanik asit tarafindan inhibisyona duyarlidirlar.

Alt Grup 2br: Yapisal olarak 2b grubundaki enzimlere benzemekle beraber B-
laktamaz inhibitorleri tarafindan zayifca inhibe edilirler [inhibitér direngli TEM
(IRT)]. Bu gruba TEM-30 ve SHV-10 6rnek olarak verilebilir.

Alt Grup 2ber: Klavulanik asit tarafindan inhibisyona direngli, TEM’den koken
alan oksiimino-sefalosporinlere karsi hidrolitik aktivitesi olan enzimlerdir.
Kompleks Mutant TEM olarak adlandirilirlar (CMT). TEM-50, -68 ve -89 o6rnek

olarak verilebilir.
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6) Alt Grup 2c: Karbenisilin veya tikarsilini kloksasilin veya oksasiline gore daha
yiiksek oranlarda hidroliz eden enzimlerdir. Klavulanik asit veya tazobaktam
tarafindan kolaylikla inhibe edilirler (PSE-1 ve CARB-3).

7) Alt Grup 2d: Kloksasilin veya oksasilin hidroliz ederler. OXA enzimleri olarak
bilinirler (OXA-1, -2, -10).

8) Alt Grup 2de: Oksiimino-B-laktamlar1 hidroliz eden OXA-GSBL enzimleri bu
gruba dahildir. Sefotaksim veya aztreonam direncine nazaran seftazidim direncine
daha sik rastlanir. OXA-11 ve OXA-15 6rnek olarak verilebilir.

9) Alt Grup 2df: Serin karbapenamazlardir. Oksasilin ve karbapenemleri hidroliz
ederler (OXA-23, -48). Siklikla 4. baumannii’de kromozomal kdokenli olarak
bulunurlar.

10) Alt Grup 2e: Genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz ederler, penisilinlere
kars1 etkileri zayiftir ve klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilirlerken
aztreonam tarafindan inhibe edilmezler. AmpC enzimlerinden aztreonama karsi
zay1f afiniteleriyle ayrilirlar (CepA).

11) Alt Grup 2f: Serin karbapenemazlardir. Karbapenemleri, oksiimino-sefalosporinleri

ve sefamisinleri hidroliz ederler (KPC-2, IMI-1, SME-1, GES).

1.6.3.1.3. Grup 3

Aktif bolgelerinde ¢inko atomu bulunduran metallo B-laktamazlardir. Serin B-
laktamazlarla karsilastirildiklarinda monobaktamlar i¢in zayif hidrolitik kapasiteleri
vardir ve klavulanik asit veya tazobaktam tarafindan inhibe edilmezler. EDTA gibi
metal iyon selatorleriyle inhibe edilirler. IMP, VIM gibi plazmit kokenli metallo -
laktamazlar, Alt Grup 3a’ya dahildir ve hidrolitik aktiviteleri icin iki ¢inko atomuna
gereksinim duyarlar. Ayrica L1, CAU-1, GOB-1 ve FEZ-1’de bu gruba dahildir.
Penisilinler ve sefalosporinlere nazaran karbapenemleri daha iyi hidroliz eden Alt Grup
3b tyeleri, aktif bolgelerinde tek bir ¢inko atomu bulunur (CphA, Sfa-1) (URL-I1,
2013).
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1.6.3.2. Ambler Siniflandirmasi

1980°de B-laktamazlarin amino asit sekanslarina dayanan diger bir siniflandirma
RP Ambler tarafindan yapilmistir. Baglangigta serin ve metallo B-laktamaz olarak (sinif
A, B) PB-laktamazlar1 iki gruba ayirmisti. Simif C sefalosporinazlar Jaurin ve
Grundstrom tarafindan 1981°de tanimlanmistir. 1980°lerin sonlarina dogru smif D

oksasilin hidroliz eden enzimler siniflandirilmaya dahil edilmistir.

1.6.3.2.1. Simf A B-laktamazlar

Aktif bolgelerinde serin bulunduran kromozomal ya da plazmit kokenli
penisilinaz, sefalosporinazlar ve karbapenemazlari igermektedir (PC1, TEM-1, TEM-2,
SHV-1, SHV-2, TEM-3, CTX-M-15, TEM-30, SHV-10, TEM-50, CARB-3, KPC-2,
IMI-1, SME-1).

1.6.3.2.2. Simif B B-laktamazlar

Aktif bolgelerinde ¢inko bulunduran karbapenemazlardir. Metallo B-laktamazlar
olarak adlandirilirlar. Penisilinleri, sefalosporinleri, karbapenemleri hidroliz ederler, -
laktamaz inhibitorlerine karsi direnclidirler. Aztreonami hidroliz edemezler.
Kromozomlarda, plazmitlerde ya da integronlarda yerlesim gosterirler (IMP, VIM,

NDM, GIM ve IND).

1.6.3.2.3. Simif C B-laktamazlar

Aktif bolgelerinde serin bulunduran sefalosporinazlardir. Plazmit ya da
kromozomal kokenli olabilirler. Aminopenisilinlere, oksiimino-sefalosporinlere,
sefamisinlere ve p-laktamaz inhibitorlerine direnglidir. Yiiksek seviyede ifadeleri
sefotaksim, seftazidim ve seftriakson gibi genislemis spektrumlu sefalosporinlere direng
saglar. AmpC enzimleri sefepimleri zayif bir sekilde hidroliz ederler ve kloksasilin,

oksasilin ve aztreonam tarafindan inhibe edilirler. Gram negatif bakterilerde
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kromozomal AmpC diisiik seviyede ifade olur, ampR veya ampD genlerinde mutasyonla

veya sefoksitin gibi B-laktamlar tarafinda uyarilmayla yiiksek seviyede ifade edilirler.

1.6.3.2.4 Simif D B-laktamazlar

Bu gruptaki B-laktamazlar benzilpenisiline gore oksasilin hidroliz oranlar: yiiksek
oldugundan oksasilinaz (OXA tip B-laktamazlar) olarak adlandirilirlar. Bu enzimler
penisilinlere ve sefalosporinlere direng¢ saglar. OXA-tip GSBL’ler (OXA-11, OXA-15)
oksiimino-sefalosporinlere diren¢ saglar. OXA-tip karbapenemazlar (OXA-23,
OXA-48) karbapenemleri hidroliz edebilirler. Cogu OXA-tip enzimler klavulanat,
tazobaktam ve sulbaktam tarafindan inhibisyona direnglidirler. Fakat OXA-2 ve
OXA-32 tazobaktam tarafindan inhibe edilir (URL-1, 2013). B-laktamazlara ait gruplar,

bu gruplara dahil olan 6rnekler ve bu o6rneklerin alel sayisi Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. B-laktamazlarin Siniflandirilmasi (URL-3, 2015; URL-4, 2015)

Ambler Smifi Bush-Jacoby Simifi Enzim Ad1 Alel Sayisi
Serin TEM 223
Serin SHV 193
Serin CTX-M 172

2b
Serin PER 8
Serin VEB 16
Serin A BEL 3
Serin KPC 24
Serin GES 27
2f
Serin IMI 11
Serin SME 5
Serin 2c CARB 44
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Tablo 3 (devam). B-laktamazlarin Siiflandirilmas1 (URL-3, 2015; URL-4, 2015)

Ambler Simifi Bush-Jacoby Simifi Enzim Ad1 Alel Sayisi
Serin A siiflandirilmamis penP -
Serin D 2d OXA 498
Serin CMY 136
Serin MOX 11
Serin CFE 1
Serin LAT 1
Serin 1 DHA 23
C
Serin FOX 12
Serin ACC 5
Serin ACT 38
Serin MIR 18
Serin smiflandirilmamis ampC -
Metallo IMP 53
Metallo VIM 46
Metallo 3 NDM 16
B
Metallo GIM 2
Metallo IND 15
Metallo siiflandirilmamis bla2 -

1.7. OXA-tipi p-laktamazlar

Mikroorganizmalar, antibiyotik iireten toprak bakterilerine karsi savunma igin
antibiyotiklere diren¢ saglayan genleri kromozomlarinda bulundurabilirler. imipenem
toprak bakterisi Streptomyces cattleya iirettigi tienamisinin tiirevidir. Bu yiizden toprak
bakterilerinin karbapenem hidrolizleyen enzimlere sahip olmasi adaptasyona katki
saglar. Bu dogal secici baski ile organizmalarda bulunan enzimlerde karbapenemaz

aktivitesi gelisir ya da organizmalar baska organizmalardan plazmitler araciligiyla bu
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genleri kazanirlar. Plazmitler aracilifiyla aktarilan genler plazmitlerde kalabilir ya da
rekombinasyon ile kromozoma entegre olurlar. blaoxa genleri milyonlarca yildir
plazmitlerde bulunmaktadir ve hareketli OXA-tipi karbapenemazlarin atalar1 uzun yillar
once kaybolmustur. OXA-tipi karbapenemaz iireten ilk izolat iskogya’da tanimlanan
OXA-23 iireten A. baumannii’dir. izolat, imipenem genel kullanima girdigi zamanlara
yakin bir donemde ya da Oncesinde tanimlanmistir. Aym1 zamanda karbapenem
hidrolizleyen smif A PB-laktamazlar da imipenem klinik kullanima girmeden oOnce
kesfedilmistir. Bu bulgular imipenemin smif A ve D karbapenemazlarin ortaya
cikmasinda etkili olmadigini, bu enzimlerin bakterilerde daha once var oldugunu

diistindiirmektedir.

[Ik tanimlanan smif D p-laktamazlar, benzilpenisilinden oksasilini daha hizli
hidroliz ettiklerinden dolay1 oksasilinazlar olarak da bilinmektedirler. 2006 yilina kadar
121 siuf D B-laktamaz varyanti protein seviyesinde tanimlanmis ve bunlarin 45’inin
karbapenem hidrolizleme aktivitelerinin oldugu belirlenmistir. Stif D p-laktamazlar
yaygin olarak korunmus 3 aktif bolgeye sahiptir. Bunlar Ser70-X-X-Lys, Ser118-X-Val/
Ile ve Lys216-Thr/Ser’dir. Tyr/Phel44-Gly-Asn ve Trp232-X-X-Gly diger korunmus

motiflerdir.

Smif D PB-laktamazlar amino asit dizileri karsilastirilarak 8 alt grup altinda
toplanmistir. Her gruptaki iiyeler arasinda dizi benzerlikleri % 92,5 iken gruplar arasi
benzerlik % 40-70’tir. Birinci grup, OXA-23, OXA-27 ve OXA-49’dan olusmaktadir.
Bu enzimler iki ya da bes amino asit ile birbirlerinden ayrilirlar. ikinci grup OXA-24,
-25, -26 ve OXA-72’den olugmaktadir ve birbirlerinden bir ya da iki amino asit farkla
ayrilirlar. Ugiincli grup, OXA-51 ailesidir. Dérdiincii grup sadece OXA-58’den
olusmaktadir. OXA-51 grubu yeni OXA-tipi karbapenemazlar1 ve OXA-64, -65, -66,
-68, -69, -70, -71, -75, -76, -77 ve OXA-78’1 icermektedir. Bu gruba ait enzimler 1-15
amino asit ile birbirlerinden farklilasmistir ve dogal olarak A. baumannii’de
bulunabilmektedirler. Besinci grup, kromozomal kokenli OXA-55 ve OXA-SHE
icermekte ve bu iki enzim bes amino asitle birbirinden ayrilmaktadir. Plazmit kdkenli

OXA-48 ve kromozomal kokenli OXA-54 altinci grubu olusturur ve bu iki enzim 20
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amino asit ile farklilasir. Yedinci grup, OXA-50 tyeleri arasinda 1-5 amino asit fark
varken, sekizinci grup, OXA-60 iiyeleri arasinda 1-21 amino asit farki vardir. OXA-tipi
B-laktamaz gruplarina ait ornekler ve bu Orneklerin izolasyon tarihleri, izole edildigi

iilkeler Tablo 4’ te verilmistir.

Tablo 4. OXA tipi B-laktamazlar

Gruplar Enzim adi Bakteri iz"(l)":::'si{l(im iZOIeﬁ]i:Eildigi
1. Grup OXA-23 A. baumannii 1985 Ingiltere
2. grup OXA-24 A. baumannii 1997 Ispanya
2. Grup OXA-25 A. baumannii - Ispanya
2. Grup OXA-26 A. baumannii - Belcika
1. Grup OXA-27 A. baumannii - Singapur
2. Grup OXA-40 A. baumannii 1997 Fransa

6. Grup OXA-48 K. pneumoniae 2001 Tiirkiye
1. Grup OXA-49 A. baumannii - Cin

7. Grup OXA-50 P aeruginosa 2000 Giiney Kore
3. Grup OXA-51 A. baumannii 1994 Arjantin
6. Grup OXA-54 S. oneidensis - -

5. Grup OXA-55 S. algae 2001 Fransa

5. Grup OXA-SHE S. algae - -

4. Grup OXA-58 A. baumannii 2003 Fransa

8. Grup OXA-60 R. pickettii 2003 -

3. Grup OXA-64 A. baumannii 1996-2000 Gliney Kore
3. Grup OXA-65 A. baumannii 1996-2000 Arjantin
3. Grup OXA-66 A. baumannii 1996-2000 Ispanya
3. Grup OXA-68 A. baumannii 1996-2000 Ispanya
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Tablo 4 (devam). OXA tipi -laktamazlar

Gruplar Enzim adi Bakteri iz;;iji?n iZOIeﬁlfleldigi
3. Grup OXA-69 A. baumannii 1996-2000 Tiirkiye

3. Grup OXA-70 A. baumannii 1996-2000 Hong Kong
3. Grup OXA-71 A. baumannii 1996-2000 Kore

2. Grup OXA-72 A. baumannii - Tayland

3. Grup OXA-75 A. baumannii 1997 Fransa

3. Grup OXA-76 A. baumannii 1999 Fransa

3. Grup OXA-77 A. baumannii - -

3. Grup OXA-78 A. baumannii - Tiirkiye

OXA-tipi karbapenemazlar, 243-260 amino asitten olusur ve molekiiler agirliklari
23-35,5 kDa’dur. OXA-69 dimer yapisinda olan ilk karbapenemazdir. Izoelektrik
noktalar1 5,1-9,0 arasinda degisir. Serin [-laktamazlarin aktivitesi, agilasyon ve

deagilasyonu iceren ii¢ basamakli bir modelle agiklanmistir (Sekil 6).

k. ko
S+E *=—= ES +— E-s* %3 | gip
k+1 k2

Sekil 6. Serin A B-laktamazlarin aktivitesini agiklayan model (Rasmussen ve Hoiby,
20006)

Bu modelde &+, ki, k+2, k-2 ve k+3 mikroskobik oran sabitleridir. Agilasyon k- ile
gosterilirken, deacilasyon k+3 ile gosterilmektedir. kcu/Km agilasyonun, keas
deagilasyonun karsiligidir. Denge durumu kinetik sabitleri bircok OXA-tipi
karbapenemaz i¢in belirlenmistir. Cok diisiik Km ve kcar degerleri yliksek kea/Km neden
olur. kcar ve kea/ Km birlikte B-laktamazin B-laktamlara karst gergek katalitik etkinligini

gosterir. B-laktam hidrolizi i¢in ¢ok diisiik k. degeri olsa bile, organizma periplazmaya

yiiksek konsantrasyonda B-laktamaz salgilayarak B-laktami etkili bir sekilde hidroliz
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edebilir. Viax, kear ve [E]” nin iriintidiir. Distik ke yiiksek enzim konsantrasyonuyla

dengelenebilir.

OXA-tipi B-laktamazlarda Ser67 (OXA numaralandirilmasi) enzimatik katalizde
kullanilan aktif bolge niikleofilidir. Serin B-laktamin karbonil grubuna baglanarak
doniistimii baglatir. Daha sonra B-laktamdaki nitrojenin ayrilmasiyla agil-enzim ara
iirlinii olugur. Doniistim ikinci bir reaksiyon ile tamamlanir. Bu reaksiyonda kendi
kendine aktiflesen su molekiilii acil-enzim kompleksinin karbonil grubundaki
karbonuna niikleofilik atak yapar ve hidrolize olmus [-laktam olusur. Serin A pB-
laktamazlarda kataliz boyunca proton hareketini kolaylastiran katalitik amino asitler
bulunmaktadir. Simif A B-laktamazlarda glutamat-lizin, serin ve su molekiiliinii
aktiflestiren katalitik amino asitlerdir. Simif C P-laktamazlarda lizin-tirozin amino
asitleri bu islevi goriir. Stmif D B-laktamazlarda katalitik residii, lizinin B-amininin
karbondioksitle kendiliginden translasyon sonrasi modifikasyonla olusan karbamat
anyonudur. Karbamat anyonu serin ve su molekiiliinden proton kabul ederek genel baz
olarak rol oynar. Karbamat olusumu olmayinca simif D B-laktamazlar katalitik olarak
maktiftir. In vitro OXA kinetik caligmalarinda karbamat anyonu olusumu igin

karbondioksit kaynag1 (bikarbonat anyonu) kullanilmalidir (Antunes ve Fisher, 2014).

Fenotipik olarak, bircok smif D B-laktamaz Bush-Jacoby siniflandirmasina gore
Grup 2d’de yer almaktadir. OXA-tipi karbapenemazlar penisilinleri (benzilpenisilin,
ampisilin, piperasilin, tikarsilin), dar spektrumlu sefalosporinleri, sefalotini ve
sefaloridini etkili bir bicimde hidroliz ederken, genis spektrumlu sefalosporinleri
(seftazidim, sefotaksim) ve aztreonami ya zayif bir sekilde hidroliz ederler ya da hig
edemezler. Cogu OXA-tipi karbapenemazlar imipeneme ve 6zellikle meropeneme karsi
zayif hidrolitik aktivite gosterir. OXA-69 disindaki tim OXA-tipi karbapenemazlar,
karbapenemlere test edilen herhangi bir B-laktamdan daha yiiksek afinite gosterirler
(Tablo 5). Birgok OXA-tipi karbapenemaz, diisiik kcr ve yliksek Km ile imipenem
hidroliz aktivitelerini gosterirler. Meropenemi imipenemden daha diisiik oranda hidroliz
ederler. OXA-48 ve OXA-54’1in imipenemi diger OXA-tipi karbapenemazlardan daha

fazla hidrolizledigi tespit edilmis ve bu enzimlerin imipenem igin kinetik parametreleri
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bazi metallo B-laktamazlara benzer bulunmustur (Rasmussen ve Hoiby, 2006). Smif D

B-laktamazlar, klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam tarafindan zayif bir sekilde

inhibe edilirler. Tiim OXA-tipi karbapenemazlar tazobaktam tarafindan klavulanata

gore daha etkili bir bigimde inhibe edilirler (Rasmussen ve Hoaiby, 2006). OXA-10 yeni

B-laktamaz inhibitorii avibaktam tarafindan zayif bir sekilde inhibe edilir, OXA-48 ise

inhibe edilir. NaCl baz1 OXA-tipi f-laktamazlar diginda (6rnegin OXA-24/40) sinif D -

laktamazlarin inhibitoriidiir. NaCl inhibisyonu 144. pozisyondaki tirozin amino asiti ile

iligkilidir (Antunes ve Fisher, 2014).

Tablo 5. Siif D fB-laktamazlarin B-laktam antibiyotiklerine karsi kinetik degerleri

AMP CF FEP CAZ AZT IMI DOR

keat (s7) 520 2,7 34 - - - B
OXA-1

Km (M) 21 9 170 - - . ;

kcat (s™) - - - - - 0,18 0,2
OXA-2

Km (LM) - - - - - <=2 <=

keat (s) 143 8.3 - - - 0,041 0,037
OXA-10

Km (uM) 34 32 - - - <=2 4,8

kcat (s) 80 13 - - 6 - -
OXA-20

Km (kM) 33 5 - - 69 - -

kcat (s1) - - - <0,01 0,24 0,35 0,036
0XA-23

Km (uM) - - - - 2400 <=2 0,001

keat (s7) 5 3 <0,001  >0,01 - 1,7 0,084
OXA-24/40

Km (uM) 220 72 - - >3000 <=2 <=2

kcat (s1) 340 3 1 4 - 6,7 0,14
OXA-48

Km (M) 5200 20 160 5100 - <=2 <=2

kcat (s™) 88 19 <0,01 <=2 <0,01 1,8 0,014
OXA-58

Km (LM) 77 190 - - - 6 <=2

keat (s7) 0,06 0,004 - - <0,01 0,1 -
OXA-69

Km (M) 240 190 - - - 3600 -

keat (1) 150 - <0,01 <0,01 <0,01 0,1 -
OXA-134

Km (uM) 250 - <0,01 <0,01 <0,01 10 -
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1.7.1. OXA-51 Grubu

OXA-51 grubunun ilk {iyesi Arjantin’de izole edilen A. baumannii susunda
bulunmustur. OXA-51 kodlayan gen, 4. baumannii’lerin kromozomlarinda dogal olarak
bulunur. 2014 yilina kadar OXA-51" in 95 varyant1 tanimlanmistir (OXA-51, OXA-64—
OXA-71, OXA-75-0XA-80, OXA-82-0XA-84, OXA-86—0OXA-95, OXA-98-—
OXA-100, OXA-104, OXA-106-OXA-113, OXA-115-0XA-117, OXA-120-
OXA-128, OXA-130-OXA-132, OXA-138, OXA-144, OXA-148-0XA-150,
OXA-172-0XA-180, OXA-194-0XA-197, OXA-200-OXA-203, OXA-206, OXA-
208, OXA-216, OXA-217, OXA-219, OXA-223, OXA-241, OXA-242, OXA-248—
OXA-250, OXA-254). Bu varyantlar, antibiyotik kullanimini olusturdugu segici baski
ile ortaya ¢ikmistir ve antibiyotik direncinde Onemli rol oynamaktadirlar. OXA-51 ve
OXA-69’un kinetik 6zellikleri calisilmistir. Bu iki enzimin meropeneme ve imipeneme
farkli afiniteleri olmasma karsi, karbapenemlere karsi iki enzim de zayif hidrolitik
aktivite gostermistir. Bunun yaninda bu enzimlerin in vivo’da izolatlarin
karbapenemlere karst minimun inhibisyon konsantrasyonlarini onemli miktarda
arttirdign gozlenmistir. OXA-51 grubuna ait enzimlerin duyarli A. baumannii ve A.
nosocomialis suslarinda karbapenem minimum inhibisyon konsantrasyonunda neden
oldugu artisin kazanilmis OXA-tipi karbapenemazlarin neden olduga artisa benzer
oldugu bulunmustur. OXA-51 grubu {yeleri ile sekans analizleri ve yapisal
modellemeler yapilmistir. Yapilan bir g¢alismada, [-laktam substratlart OXA-51
modeline molekiiler docking yontemiyle yerlestirilmis ve enzimin imipenemle en zayif
etkilesimi, seftazidim ile en giiclii etkilesimi kurdugu tespit edilmistir. Bununla birlikte,
bu veriler seftazidimin hidrolizinin tespit edilmedigi kinetik verilerle uyusmamaistir.
Baska bir calismada, OXA-51’in oksasilinin parcalamayi termodinamik olarak
imipenenemi parcalanmasina tercih ettigi tespit edilmistir (Evans ve Amyes, 2014).
OXA-66, OXA-51 grubuna dahildir. Yapilan bir ¢alismada OXA-66 Acinetobacter
baumannii izolatlarinda bulunmus ve OXA-51 gibi imipenem direncinde rol oynadig:

tespit edilmistir (Hu vd., 2007; Gonzalez vd., 2010).
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OXA-51’in 1129L ve L167V mutant enzimleri kinetik olarak karakterize edilmis
(Tablo 6) ve molekiiler modelleme yontemiyle incelenmistir. OXA-51 ampisiline karsi
yiksek Km ve diislik keor gOstermisti. OXA-51"in karbapenemlere afinitesi yliksek
bulunmus fakat bu degerlerin OXA-23 ve OXA-24/40’ta goriilen degerler kadar yiiksek
olmadig belirtilmigtir. OXA-51 mutantlarinin karbapenemlere afinitesinin OXA-51"den
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Modelleme g¢alismalart 1129’un metil grubunun
tim karbapenemlerde bulunan hidroksietil grubuyla c¢atigdigin1 gdstermis ve bunun
OXA-24/40’a gore OXA-51"in karbapenemlere diisiik afinitesinin nedeni olabilecegi
diistiniilmiistiir. Mutantlarin hidroksietil grubuyla ¢akismadan baska bir yone rotasyon
yaptig1t PyMOL programi kullanilarak gosterilmistir (Sekil 7). OXA-51 modeli, diger
siif D karbapenemazlarda bulunan hidrofobik kopriiniin OXA-51"de de bulundugunu
diisiindiirmiistiir. OXA-51°de 222. pozisyonda triptofan bulunurken, OXA-24/40 ve
OXA-23’te metiyonin bulunmaktadir. W222, OXA-51 konformasyonel esnekligini
azaltarak, ampisiline daha zayif baglanmasina neden olmustur (Mitchell ve Leonard,

2014).

Sekil 7. OXA-24/40-doripenem (3PAE) (mavi) ve OXA-51/doripenem (yesil) PyMOL
gosterimi (Mitchell ve Leonard, 2014)
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Tablo 6. OXA-51, OXA-511129L, OXA-51 L167V kinetik parametreleri (Mitchell ve

Leonard, 2014)
K (nM) Ks (uM) keat (s) keat/ K (WM s°1)

OXA-51
Ampisilin >10000 >25
Imipenem 105+3 >79 0,66+0,005 0,0063+0,0002
Doripenem 4,7+0,2 >4,1 0,0730+0,0009 0,016+0,001
Sefotaksim <0,02
Seftriakson <0,02
Aztreonam <0,02
Sefoksitin <0,02

OXA-51 11291

Ampisilin 9100£900 1606 0,018+0,002
Imipenem <2 0,61+0,094 0,330+0,008 0,54+0,08
Doripenem <2 0,110+0,010 0,140+0,003 1,4+0,2
Sefotaksim <0,02

Seftriakson <0,02

Aztreonam <0,02

Sefoksitin <0,02

OXA-51 L167V

Ampisilin 8000+600 470+12 0,058+0,004
Imipenem <2 0,190+0,040 0,150+0,003 0,81+0,20
Doripenem <2 <0,05 0,032+0,002 >(,70
Sefotaksim <0,02

Seftriakson <0,02

Aztreonam <0,02

Sefoksitin <0,02

1.8. Genislemis Spektrumlu p-laktamazlar (GSBL)

3. kusak sefalosporinler B-laktamaz aracili antibiyotik direnci ile savasmak ig¢in

1980’11 yillarin baslarinda klinik kullanima sunulmustur. Aminoglikozitlere ve
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polimiksinlere gore diisiik nefrotoksisiteleriyle 3. kusak sefalosporinlerin kullanima,
ampisilin hidrolize eden TEM-1 ve SHV-1 gibi B-laktamazlar1 barindiran bakterilerin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde yararli olmustur. Ancak 1983°te genislemis
spektrumlu sefalosporinleri parcalayan plazmit kokenli bir B-laktamaz kesfedilmistir.
Bu f-laktamazi kodlayan gen, SHV-1’i kodlayan genden yalnizca tek niikleotidlik bir
fark gostermistir. Daha sonra, TEM-1 ve TEM-2’ye benzeyen fakat genislemis
spektrumlu sefalosporinlere direng saglayan B-laktamazlar ortaya ¢ikmistir. Genislemis
spektrumlu sefalosporinleri hidroliz ettiklerinden bu enzimler genislemis spektrumlu f3-

laktamazlar (GSBL) olarak adlandirilmistir.

Genislemis spektrumlu B-laktamazlar, penisilinleri, 1., 2. ve 3. kusak
sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz ederken, klavulanik asit gibi p-laktamaz
inhibitdrleri tarafindan inhibe edilirler. Bush-Jacoby-Medeiros siniflandirmasina gore
GSBL’ler genellikle 2be grubu altinda toplanir. Bunun yanisira 2d, 2e ve 2f grubuna
dahil GSBL 06zelligi gosteren varyantlarda ortaya ¢ikmistir. Genislemis spektrumlu -
laktamazlar1 barindiran 2be, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi B-laktamazlar1 barindiran
2b simifinin alt grubudur. 2b grubuna dahil olan B-laktamazlar, penisilin ve ampisilini
hidroliz ederken, genislemis spektrumlu sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz
edemezler. 2b grubundaki B-laktamazlarda meydana gelen amino asit degisimleri
substrat spektrumlarinin genislemesine neden olmaktadir. GSBL’ler OXA tipi enzimler

disinda Ambler siniflandirmasina gore, molekiiler sinif A’ da yer almaktadir.

1.8.1. TEM-tipi GSBL

TEM-tipi GSBL’ler TEM-1 ve TEM-2’den kdken almistir. TEM-1, ampisilini
karbenisilin, oksasilin ve sefalotine gore daha iyi oranda hidroliz edebilmektedir. Bunun
yanisira, klavulanik asit tarafindan inhibe edilmektedir. TEM-2 ve TEM-13, TEM-1 ile
ayni hidrolitik profili paylasmaktadir. TEM-1, TEM-2 ve TEM-13 genislemis
spektrumlu P-laktamaz degildir. Bununla birlikte, 1987°de Klebsiella pneumoniae
izolatinda sefotaksim hidroliz edebilen plazmit kokenli B-laktamaz bulunmustur ve

CTX-1 olarak adlandirilmistir. Bu enzim, TEM-3 olarak yeniden adlandirilmistir.
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TEM-3, TEM-2’den iki amino asitle farklilasmistir. 1982°de TEM-3’ten Once
seftazidim hidroliz eden plazmit kokenli B-laktamaz kesfedilmistir ve simdi bu (-
laktamaz TEM-12 olarak bilinmektedir. Giiniimiize kadar ¢ok sayida TEM tipi (-

laktamaz tanimlanmistir ve bunlarin biiyiik cogunlugu GSBL dir.

1.8.2. SHV-tipi GSBL

SHV-tipi GSBL’ler, klinik izolatlarda diger GSBL’lere oranla daha sik tespit
edilmistir. 1983’te sefotaksimi hidroliz eden B-laktamazi barindiran Klebsiella ozaenae
izolat1 kesfedilmistir. SHV-1 ile karsilastirildiginda, 238. pozisyonda glisinin serine
doniisiimiiniin genislemis spektrum 6zelligini kazandirdig goriilmiistiir. SHV-tipi GSBL

barindiran Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp. izolatlar1 da rapor edilmistir.

1.8.3. CTX-M-tipi GSBL ve Toho

CTX-M-tipi B-laktamazlar, sefotaksimi seftazidimden daha iyi hidroliz ederler.
Bununla birlikte CTX-M tipi GSBL’ler seftazidimi yiiksek oranda hidroliz edebilme
yetenegini kazanmigstir. Toho-1 ve Toho-2 yapisal olarak CTX-M’e benzemektedir ve
CTX-M’lerde oldugu gibi seftazidime gore sefotaksimi daha iyi hidroliz etme
potansiyelleri vardir. CTX-M tipi GSBL’ler hizlica diinya geneline yayilmistir.

1.8.4. OXA-tipi GSBL

Oksasilin ve kloksasilini benzilpenisilinden daha iyi hidroliz eden OXA tipi B-
laktamazlar, ¢cogunlukla Pseudomonas aeruginosa’da tespit edilmistir. Cogu OXA tipi
B-laktamazlar genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz edemezler. OXA-10,
sefotaksim, seftriakson ve aztreonami zayif bir sekilde hidroliz ederek, genislemis
spektrumlu B-laktamaz 6zelligi gostermistir. Diger OXA tipi GSBL’ler, OXA-11, -14,
-16,-17, -19, -15, -18, -28, -31, -32, -35, ve -45’ tir.
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1.8.5. PER-tipi GSBL

PER-tipi GSBL’ler, TEM ve SHV tipi GSBL’lerle % 25-27 homoloji gosterirler.
PER-1, penisilinleri ve sefalosporinleri hidroliz eder ve klavulanik asit tarafindan inhibe
edilir. PER-1 Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica serovar Typhimurium ve
Acinetobacter izolatlarinda tespit edilmistir. Tiirkiye’de Acinetobacter spp.
nozokomiyal izolatlarinin % 46’s1 ve Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin % 11°nin
PER-1 iirettigi gozlenmistir. PER-1 ile % 86 homoloji gosteren PER-2, S. enterica
serovar Typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve

Vibrio cholerae O1 El Tor’da tespit edilmistir.

1.8.6. VEB-1, BES-1 ve Diger GSBL’ler

VEB-1, PER-1 ve PER-2’ye % 38 homoloji gostermekte ve seftazidim,
sefotaksim ve aztreonama kars1 yiiksek seviyede dirence neden olmaktadir. VEB tipi -
laktamazlar, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Enterobacter sakazakii, ve Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda tespit edilmistir.
GES, BES, TLA, SFO ve IBC degisik cografik alanlarda yayilim gdsteren diger

genislemis spektrumlu B-laktamazlardir (Paterson ve Bonomo, 2005).

1.8.7. GES-tipi GSBL

Genislemis spektrumlu B-laktamazlarin yeni ailesi Guyana genislemis spektrumlu
B-laktamaz (GES) Ambler molekiiler A sinifina dahildir ve giiniimiize kadar 27 aleli
tespit edilmistir. Cesitli genislemis spektrumlu B-laktamazlari iceren bir ¢ok B-laktami
hidroliz etmelerinin yani sira zayif karbapenem hidrolizi ve B-laktamaz inhibitorleri
tarafindan inhibe edilmeleri ile tanimlanirlar. GES tipi B-laktamazlar1 kodlayan genler
genelde siif 1 integronlarda lokalize olmustur. GES tipi GSBL’ler, ¢ift disk sinerji testi
ile fenotipik olarak tespit edilebilir. Klavulanat ve seftazidim, sefotaksim, sefepim,
imipenem veya aztreonamdan birini igeren diskler kullanilabilir. P aeruginosa’da

GES-1’in fenotipik olarak belirlenmesi icin seftazidim/seftazidim-klavulanat ve
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sefepim/sefepim-klavulanat igieren E-test cubuklar1 kullanilmistir (Weldhagen, 2006).

GES tipi B-laktamazlarin orijinleri ve enzimatik 6zellikleri Tablo 7°de 6zetlenmistir.

GES-1’in, sefalosporinleri ve penisilini hidroliz ettigi, imipenem tarafindan inhibe
edildigi tespit edilmistir. GES-1"in sefalosporinlere karsi olan afinitesinin TEM ve SHV-
tipi GSBL’lerden daha zayif oldugu tespit edilmistir. GES-1 amino asit dizisi,
kromozom kdokenli sinif A sefalosporinaz, dar spektrumlu karbenisilinaz ve YENT in
amino asit dizileriyle % 36 oraninda benzemektedir. GES-1, TEM-1, TEM-2, SHV-1,
VEB-1, SFO-1, TOHO-1, TOHO-2, CTX-M-1-6, SME-1, NMC-A, IMI-1, PER-1 ve

PER-2 ile amino asit dizilerine gore uzaktan iligkilidir (Poirel vd., 2000).

GES-2, GES-1°den 170. pozisyonda glisin yerine asparajin bulunmasiyla
farklilagir. Glisinin asparajine donilisiimii enzimin imipenemi daha iyi hidroliz
edebilmesine olanak saglamistir. pB-laktamazlarda 69. ve 238. pozisyondaki amino
asitler arasinda olusan disiilfid kopriisli, enzimin katalitik bdlgesinin imipeneme
baglanmasinda rol oynar. GES-1 ve GES-2’de bu disiilfid kopriisii olugsmaktadir. Ancak
imipenemin hidrolizinde GES-2’de oldugu gibi (Glyl170Asn) diger residiilerinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Inhibisyon deneyleri ile GES-2’nin GES-1’e gére

tazobaktam ve klavulanik asite daha duyarli oldugu tespit edilmistir (Poirel vd., 2001).

GES-4’te, GES-3’ten farkli olarak 170. pozisyonda glisin serine doniigmiistiir.
GES-4 imipenemi ve sefamisinleri hidroliz edebilmektedir. Ayni zamanda GES-3’e gore
B-laktamaz inhibitorlerine daha direnclidir (Wachino vd., 2004). 170. pozisyonda glisin

serin donilisimii GES-5’in imipeneme kars1 aktivitesini arttirmistir (Baea vd., 2007).

GES-9’un, GES-1’den farki 243. pozisyonda glisin yerine serin bulundurmasidir.
Ambler 243, CTX-M tipi B-laktamazlarda substrat hidroliz profilinin genislemesinde rol
oynayan 240. pozisyonun yanindadir. GES-9’da Gly243Ser degisiminin aztreonam

hidrolizini arttirdig1 gézlenmistir (Poirel vd., 2005).
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GES-11 243. pozisyonunda glisin yerine alanin bulundurur. GES-11’den GES-12
237. pozisyonunda treonin yerine alanin bulundurmasiyla, GES-14 ise 170.
pozisyonunda glisin yerine serin bulundurmasiyla farklilagir. 243. pozisyonda glisinin
alanine degisiminin, GES-11"de GES-1 ile karsilastirildiginda sefotaksim, seftazidim ve
aztreonam gibi oksiimino-B-laktamlarin hidrolizlerini arttirdigi gozlenmistir. Ayrica,
GES-11 170. pozisyonda glisin bulundurur ve imipenem hidrolizi zayiftir. Ambler
molekiiler simif A B-laktamazlar 237. pozisyonlarinda genellikle treonin bulundururlar.
237. pozisyon sinif A B-laktamazlarin substrat segiminde 6nem rol oynamaktadir. TEM,
KOXY-2 ve SME-1’de bu pozisyonda alaninin treonine degisimi sefotaksime karsi
katalitik etkinligi arttirmistir. GES-12’nin, GES-11"e gore aztreonama ve seftazidime
kars1 iki kat fazla katalitik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. GES-14’iin, 243.
pozisyonunda glisin alanin ve 170. pozisyonunda glisin serin doniisiimii ile hem
sefalosporinleri hem de karbapenemleri hidroliz ettigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda
GES-14te, GES-11 ve GES-5’e kiyasla sefoksitin hidrolizinin daha etkili oldugu
kesfedilmistir (Delbriick vd., 2012). GES-13, 104. pozisyonda lizin ve 170.
pozisyonunda asparajin bulundurur. 170. pozisyonda asparajin bulundurmasina karsin
GES-13’iin sefalosporinleri ve aztreonami hidroliz ettigi ve imipenemi oOlgiilebilir

oranda hidroliz edemedigi gozlenmistir (Kotsakis vd., 2010).

GES-18, GES-5’ten 80. pozisyonunda valin yerine izoldsin, GES-1’den hem 80.
pozisyonunda valin yerine izoldsin hem de 170. pozisyonunda glisin yerine serin
bulundurmastyla faklililagir. 80. pozisyonda valinin yerine izoldsin bulunmasi GES-5 ile
kiyaslandiginda substrat profilinde herhangi bir degisime neden olmamistir (Bebrone
vd., 2013). GES-22 Tiirkiye kokenli 4.baumannii izolatlarinda tespit edilmistir (Cicek
vd., 2014; Castanheira vd., 2014). GES-22, GES-11’den 169. pozisyonunda metiyonin
yerine 16sin bulundurmasiyla farklilasir. GES tipi B-laktamazlarin 169. pozisyonunda
metiyonin bulunmasi tipiktir. GES-11 ve GES-22 sinif 1 integron iizerinde lokalize

olmustur (Castanheira vd., 2014).
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Tablo 7. GES-tipi B-laktamazlar

Orijin Bulund.l'lgu l.)akteri Enzimatik Aktivite
tiirleri
Pseudomonas
) aeruginosa, Escherichia . c e o ..
GES-1 Fransa coli, Klebsiella Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
pneumoniae
GES-2 Giiney Pseudomonas Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
Afrika aeruginosa
GES-3 Japonya Klebsiella pneumoniae Sefalosporin, p ?niSi.Hr.l ve imipenem
hidrolizi
GES-4 Japonya Klebsiella pneumoniae Sefalosporin, p.enisﬂir.l ve imipenem
hidrolizi
GES-5 Yunanistan Pseudomonas Sefalosporin, penisilin ve imipenem
aeruginosa hidrolizi
GES-6 Yunanistan Pseudomonas Sefalosporin, penisilin ve imipenem
aeruginosa hidrolizi
Klebsiella pneumoniae,
GES-7 Yunanistan Aeromonas media, -
Aeromonas veronii
GES-8 Yunanistan Ps eudomonas -
aeruginosa
GES-9 Fransa Ps eudomonas Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
aeruginosa
GES-10 Avustralya - -
Klebsiella oxytoca,
GES-11 Belgika Acinetobacter Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
baumannii
GES-12 Belgika AZZ;Z;:;;;F Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
GES-13 Yunanistan Ps eudomonas Sefalosporin ve penisilin hidrolizi
aeruginosa
GES-14 Belgika Acinetobacter Sefalosporin, penisilin ve imipenem
baumannii hidrolizi
GES-15 Polonya Pseudomonas -
aeruginosa
GES-16 Brezilya Serratia marcescens -
GES-17 Meksika Escherichia coli -
GES-18 Belgika Pseudomonas Sefalosporin, penisilin ve imipenem
aeruginosa hidrolizi
GES-19 Meksika Escherichia coli -
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Tablo 7 (devam). GES-tip1 B-laktamazlar

Orijin Bulundugu bakteri Enzimatik Aktivite
tiirleri
GES-20 Meksika Escherichia coli -
GES-21 Porto Riko - -
GES-22 Tiirkiye Acinetobacter -
baumannii
Pseudomonas
GES-23 Meksika aeruginosa, -
Enterobacter cloacae
Acinetobacter
GES-24 Japonya baumannii, -
Enterobacter cloacae
GES-26 ) Pseudm_nonas )
aeruginosa

Sinif A serin B-laktamazlarin tersiyer yapilar1 ve katalitik residiileri korunmustur.
Proteinlerin aktif bdlgelerinin bir tarafinda o heliks ag1 ve bir tarafinda bes p-tabaka
bulunmaktadir. Aktif bolge cebinin asagisinda omega halkas1 bulunmaktadir. Diger

korunmus motifler SXXK, KTG ve SDN’dir. Serin A B-laktamazlardaki tersiyer yapi

(Sekil 8) ve korunmus motifler GES tipi B-laktamazlarda da bulunmaktadir.

Halkasi
Sekil 8. GES-11 B-laktamaz kristal yapisinin (3V3R) PyMOL gdsterimi

33




Sinif A B-laktamazlarda enzimin substrat profilini degistiren bir¢ok korunmus
amino asit bulunmaktadir. Bunlardan bazilarimin katalitik etkileri ve GES tipi B-

laktamazlardaki durumlari Tablo 8’ de verilmistir.

Tablo 8. Serin A pB-laktamazlarda korunmus katalitik amino asitlerin etkileri ve
bunlarin GES tipi B-laktamazlardaki durumlari

Katalitik amino asit Katalitik etki GES tipi p-laktamazlar

Hidroksil oksijen -laktam
bagina niikleofilik atak yapar

Ser70 ve kovalent kompleks (E-S) Korunmus
olusur.
Ser130 Substrat hidrolizi i¢in B-laktam Cys130(GES-10)

nitrojenine proton verir.

Serbest enzimin olugmast
(deacilasyon) i¢in aktif bolge
Glul66 su molekiiliinii aktive eden Korunmus -
katalitik bazdir. Acilasyonda
da gorev yapar.

B-tabakada yer alir. Aktif bolge
cebi, GLy238Ser mutasyonu
ile genisleyerek GSBL fenotipi
kazanir.

Gly238 - Cys238 (tiim aleller)

Gly238’ in yaninda yer alir ve
Glu240 sefalosporin taninmasinda - Ala240 (tiim aleller)
gorev yapar.

Biiyiik R1 yan zincirine sahip
substratlari tanimada goérev
Aspl104 yapar. Mutasyonlar geniglemis -
spektrumlu p-laktamlara
afinitede artisa neden olur.

Lys104 (GES-3, -6,
-7,13,-17)
Glul04 (diger aleller)

Penisilinleri ve inibitorlerin C3
karboksilatlar1 ve
sefalosporinlerin C4
Arg244 karboksilatlarini tanir. Korunmus -
Mutasyonlar inhibitor direngli
fenotiplerin olusmasina neden
olur.

Penisilin G hidrolizinde GES-1’e gore yeni alellerin doniisiim sayilarinda artis
gozlenirken substrata olan afinitede azalma gozlenmistir. Yiiksek kca ve Km yeni GES
alellerinde penisilin G’ye kars1 katalitik etkinligi artirmigtir. Sefotaksime karsit GES
alellerin dontisiim katsayilar1 degiskenken, genel olarak afinite penisilin G’ ye gore daha

az bulunmustur. GES alelleri i¢in diger sefalosporinler seftazidime ve sefalotine karsi
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sefotaksime benzer kinetik parametreler tespit edilmistir. Sefamisin grubunda yer alan
sefoksitin hidrolizi genel olarak oOlgiilebilir degerin altinda bulunmustur. Fakat bazi
aleller sefoksitini hidroliz edebilme 6zelligini kazanmigtir. GES-1, -2, -3, -4 aztreonami
hidroliz edememektedir. GES-4’ten sonra aztreonam hidroliz edebilen aleller ortaya
cikmistir. GES alellerinde imipenem hidrolizi sefoksitin hidrolizine benzer sekilde ya
Olciilebilir degerin altindadir ya da cok zayiftir. Ambler pozisyonu 170’de meydana
gelen mutasyonlar sonucu GES-5, GES-14 ve GES-18 gibi aleller imipenem hidroliz
edebilme yetenegini kazanmistir. Tablo 9°daki veriler genel olarak degerlendirildiginde
GES alelleri penisilinleri hidroliz edebilmenin yaninda sefalosporinleri hidroliz
edebilme yetenegini kazanmustir. Sefalosporinaz ve penisilinaz yetenekleri yanisira

karbapenem ve sefamisin hidroliz edebilme yetenegini kazanan aleller de mevcuttur.

Tablo 9. GES alellerinin kinetik parametreleri
PEN CTX CAZ CF FOX AZT IMI

keat (s7) 2.8 68 380 179 0,9 OD 0,003
GES-1  Km (uM) 40 4600 2000 3400 30 OD 45

kcat/Km e

(mM- s1) 70 15 188 52 33 OD 0,07

keat (s7) 0,4 2.2 OD 0,3 OD OD 0,004
GES-2  Km (uM) 4 890 >3000 3 OD OD 0,45

kcat/Km P . .

(mM- s1) 96 2,5 OD 112 OD OD 9

keat (s) 15 120 23 . OD OD OD
GES-3 Km (uM) 33 1100 990 - OD OD OD

kcat/Km . . .

(mM- s1) 450 110 23 - OD OD OD

keat (s7) 130 17 2,5 . 85 OD 0,38
GES-4 Km (uM) 160 700 1500 - 810 OD 4,7

kcat/Km .

(mM- s1) 780 24 1,5 - 110 OD 81

keat (s7) 317 2,9 0,3 49,7 9,6 - 1,2
GES-5 Km(@uM) 370 341 394 577 650 - 42

kcat/Km

(mM- s1) 856,6 8,6 0,7 86,1 14,8 - 281
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Tablo 9 (devam). GES alellerinin kinetik parametreleri

PEN CTX CAZ CF FOX AZT IMI
keat (s7) 8 >10 >50 250 - >300 <0,01
GES-9 Km (M) 12 >1500  >1000 850 - >5000 OD
kcat/ Km .
(mM- 1) 670 H H 300 - H OD
Keat (s71) 16 586 264 80 0,03 25 0,02
GES-12  Kn (uM) 60 9800 5350 5300 10 740 1
kcat/ Km
(mM-! s) 270 60 50 15 3 34 20
keat (s) 13,5 69 30,4 10,1 - 35,6 <0,01
GES-13  Km (uM) 139 63 229 106 - 405 OD
kcat/ Km N
(mM- 1) 100 109 13 10 - 9 OD
keat (s) 18 10 20 1,6 0,9 3,5 0,1
GES-14 Km (uM) 200 4300 >5000 4800 163 >5000 2
kcat/ Km
(mM- 1) 90 2,5 1 0,5 5.4 >1000 50
keat (s1) 70 >20 >2.5 500 3.4 0,08 0,4
GES-18 Km (uM) 400  >20000 >20000 6000 1000 3000 3,5
kcat/ Km
(mM-! ) 175 1 0,125 80 3 0,02 110

OD: Olgiilebilir degerin altinda, H: Hesaplanamamus

1.9. Simif A Serin p-laktamaz Inhibitorleri

B-laktamaz direnci ile miicadele etmenin yollarindan biri aktif bolgeye baglanarak
enzimi inaktif hale getiren ajanlar gelistirmektir. Enzime doniisiimlii ya da doniisiimsiiz
yliksek afinitede baglanarak, tercih edilmeyen sterik interaksiyonlara sahip agil-enzim
kompleksi olusturan inhibitérler ve mekanizma temelli veya doniisiimsiiz intihar
inhibitorleri gelistirilmistir. Doniisiimlii inhibisyonda substrat hidrolizi yavas bir sekilde
siirer. DOniistimsiiz intthar inhibitorleri enzimi stirekli inaktif eder. Doniisiimsiiz

inhibitorlere 6rnek klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam verilebilir. Bu ajanlar sinif

A B-laktamazlarin inhibitorleridir.
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Sekil 9. B-laktamaz inhibitorleri. a. Tazobaktam, b. Sulbaktam, c. Klavulanik asit
(URL-5, 2015; URL-6, 2015; URL-7, 2015)

Klavulanik asit, Streptomyces clavuligerus’dan izole edilen ve klinik kullanima
giren ilk [-laktamaz inhibitoridiir. Klavulanat (tuz formu) tek basina ¢ok az
antimikrobiyal aktivite gosterirken amoksisilin ile kombinasyonunun S. aureus, K.
pneumoniae, Proteus mirabilis ve E. coli’ye karst amoksisilin minimum inhibisyon
konsantrasyonunu diisiirdiigli gozlenmistir. Sulbaktam ve tazobaktam daha sonra
gelistirilen sentetik penisilinat sulfonlaridir. Ug B-laktamaz inhibitdrii de penisiline
yapisal olarak benzer ve sinif A B-laktamazlar1 ifade eden bir¢cok organizma iizerinde

etkilidir. Fakat sinif B, C, ve D B-laktamazlara kars1 daha az etki gosterirler.

Inhibitdriin etkinligi doniisiim sayis1 (tn) ile ifade edilir. Doniisiim sayisi, enzim
doniisiimsiiz inhibe edilmeden 6nce belli bir zamanda hidroliz edilen inhibitorlerin
sayisidir. PC1 enzimi 1, TEM-1 150 ve diger bir B-laktamaz 16.000 klavulanat
molekiilii ile inhibe olur. Klavulanat, sulbaktam ve tazobaktam bes {iyeli halkanin C-1
pozisyonunda [-laktamlardan farkli grup bulundururlar. Bu grup, ikinci halkanin
acilmasimna ve enzimin inaktif hale gelmesine neden olur. Smif A B-laktamazlardan
SHV-1 sulbaktam tarafindan inaktivasyona TEM-1’den daha direngliyken klavulanat
tarafindan inaktivasyona daha duyarhidir. TEM-1 ve SHV-1 kokenli GSBL’lerde
klavulanat i¢in I1Cso degerleri sulbaktam ICso degerlerinden sirasiyla 60 ve 580 kat daha
azdir. Aymi yapidaki inhibitorlerin farkli enzimlerde farkli inaktivasyona sebep
olmalarinin enzimlerin aktif bolgelerindeki yapisal degisimlerle ilgili olabilecegi

distiniilmistir.
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Yapilan bir c¢alismada TEM-1 ve SHV-1°de Val216 ve Arg244 arasindaki
uzakligin degistigi ve bu residiilerin klavulanat inaktivasyon mekanizmasinda su

molekiiliin konumlanmasinda 6nemli oldugu bulunmustur (Drawz ve Bonomo, 2010).

1.10. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter cinsi Moraxellaceae ailesi i¢inde yer almaktadir. Bu cinse ait 25 tiir
tanmmlanmistir. 4. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genomik tir 3 ve
Acinetobacter genomik tiir 13TU fenotipik o6zelliklerinin benzerliklerinden dolay1, A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleks adi altinda toplanmislardir. Acinetobacter
baumannii fermentasyon yapamayan, Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
hareketsiz, koyun kanli agarda hemoliz olusturamayan bir tiirdiir. Acinetobacter cinsine
ait tilirler toprakta, suda ve insan viicudunun normal florasinda bulunabilirken, A.

baumannii’ye normal florada pek rastlanmamaktadir.

Acinetobacter baumannii’ de polisakkarit yapida kapsiiliin bakterinin viriilansinda
etkili oldugu gosterilmistir. Dis membranlari lipopolisakkarit yapida olup, endotoksin
ve antijenik 6zellik gostermektedir. Ayrica membran yapisinda bulunan proteinler, bazi
molekiillerin hiicreye girisi ve ¢ikisinda etkili olmaktadir. Periplazmik bosluklarinda

proteaz, fosfataz, lipaz ve niikleaz gibi enzimler bulunmaktadir (Dal vd., 2012).

Acinetobacter baumannii hastane-kokenli pnomoni etkenidir. ABD’de yogun
bakim kaynakli pnénomilerin % 5-10’nunun etkeni olarak A. baumannii tespit
edilmistir. Avustralya ve Asya’nin tropikal bolgelerinde A. baumannii’nin neden oldugu
toplum kokenli pndémoni olgularina rastlanmistir. 4. baumannii kan dolagimi
infeksiyonlarina neden olmaktadir ve yogun bakim kaynakli sepsislerin 6nemli bir
kisminin etkenidir. Ayrica yumusak doku infeksiyonlari, menenjit ve lriner sistem

infeksiyonlarina da neden olmaktadir (Peleg vd., 2008).
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1.10.1. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Tiim B-laktamlara direngli 4. baumannii suslarmin diinya ¢apinda hizli yayilimi
organizmanin ¢evresel segici baskiya kolayca uyum saglayabildigini gostermektedir.
Dogal diren¢ mekanizmalarinin diizenlenmesi ve yeni diren¢ determinantlarinin
kazanilmasi antibiyotiklerin olusturdugu segici baskiya uyum saglamada kritik 6neme
sahiptir. Yapilan bir calismada 4. baumannii izolatinda 86 kilobazlik direng adasi tespit
edilmis ve 4baR1 olarak adlandirilmistir. AbaR1’de 88 agik okuma zincirinden 82’si
diger Gram negatif organizmalardan koken almistir. Diren¢ genlerinin % 86,5’
AbaR1’de lokalize olmustur. AbaR1’in transpozonlar, insersiyon dizileri ve integronlar
gibi hareketli genetik elemanlar1 bulundurdugu tespit edilmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarda diren¢ genlerinin genomda farkli bolgelerde bulunmasi, organizmanin

genetik esnekligini géstermistir.

1.10.1.1. B-laktamlara Direncte Enzimatik Mekanizmalar

A. baumannii’de B-laktam direncinin olugsmasinda en yaygin mekanizma [3-
laktamazlarla enzimatik yikimdir. Bununla birlikte, birgcok mekanizma bir araya gelerek
antibiyotik direncini olusturur. Tim A. baumannii’ler kromozom kokenli AmpC
sefalosporinazt ya da diger adiyla Acinetobacter kokenli sefalosporinaz (ADC)
kalitirlar. Ancak diger organizmalardan farkli olarak AmpC ekspresyonu A. baumannii’
de uyarlabilir degildir. AmpC’nin ekspresyonunu IS4bal adi verilen IS elementi
arttirir. AmpC ekspresyonu genislemis spektrumlu B-laktamlara direncin kazanilmasina

katki saglar.

GSBL’ler A. baumannii’de tanimlanmistir. AmpC varligi, genislemis spektrumlu
B-laktamazlarin laboratuvarda tespitini zorlastirmaktadir. VEB-1, Fransa, Belgika, ve
Arjantin’de bulunmustur. PER-1 ve PER-2 Fransa, Tiirkiye, Belgika, Romanya, Kore,
ABD ve Arjantin’de bulunmustur. GES, Tiirkiye, Belcika ve Japonya’da bulunmustur.
TEM-92, TEM-116, SHV-12, CTX-M-2 ve CTX-M-43 A. baumanni’ de tanimlanan

diger genislemis spektrumlu B-laktamazlardir.
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A. baumannii nin karbapenem direncinde OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51
gibi simif D B-laktamazlar 6nemli rol oynar. OXA-51"1 kodlayan gen kromozom
kokenlidir ve 4. baumannii’ de dogal olarak bulunur. OXA-51"in karbapenem direncine
neden olmast ISAbal varligima baghdir. ISAbal gibi IS elementleri, transpozas
kodlamalar1 ve diren¢ determinantlarinin ekpsresyonunu arttiracak promotor bolgelerini

igerirler.

A. baumannii’de smif D B-laktamazlar kadar sik tanimlanmamalarina ragmen
katalitik etkinlikleriyle metallo P-laktamazlar karbapenem direncine katki saglarlar.
IMP, VIM ve SIM Ispanya, Singapur, Yunanistan, Avustralya’da izole edilen suslarda
bulunmustur. Metallo p-laktamazlarin biiyilk cogunlugu sinif 1 integronlarda

aminoglikozit modifiye edici enzimlerle birlikte bulunmustur.

1.10.1.2. B-laktamlara Direncte Enzimatik Olmayan Mekanizmalar

B-laktam direncine, dis zar porinlerinin (OMP), ¢oklu-ilag efluks pompalarinin ve
penisilin baglayan proteinlerin (PBP) ifadesinde ya da afinitesinde meydana gelen
degisimler neden olabilir. CarO olarak bilinen 29 kDa’luk dis zar porin kaybinin, A.
baumanni’de meropenem ve imipenem direnci ile iligkili oldugu gosterilmistir. 47, 44,
37, 22, ve 33 kDa’luk dis zar porinlerin ifadesinin azalmasiyla ortaya ¢ikan karbapenem
direngli A. baumanni’lerin klinik salgin1t ABD ve Ispanya’ da tamimlanmistir. Yapilan bir
calismada coklu ila¢ direncli 4. baumannii susunun genomunun c¢oklu-ila¢ efluks
sistemlerini kodladig1 tespit edilmistir. Bu ¢oklu ila¢ efluks sistemleri arasinda
ozellikleri en iyi bilinen AdeABC sistemidir. AdeABC substrat profili, B-laktamlar,
tetrasiklinler, flurokinolonlar, trimetoprim ve etidyum bromiirii kapsar. AdeABC ii¢
bilesenden olusmaktadir. AdeB transmembran bileseni, AdeA i¢ zar fiizyon proteinini ve
AdeC dis zar porinini olusturur. AdeABC kromozomal olarak kodlanir ve iki bilesenli

diizenleyici mekanizma ile kontrol edilir (Peleg vd., 2008).

40



1.10.2. Ulkemizde Hastane Kokenli Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik

Direnci

Ulkemizde hastane kokenli A. baumannii suslarmm izole edildikleri drneklere
gore dagilimi ve antibiyotik duyarlilik oranlar ile ilgili birgok calisma yapilmistir.
Yapilan ¢alismalardan birinde, 212 4. baumannii susunun 6rneklere gore dagiliminin;
102 (% 48,1) trakeal aspirat, 32 (% 15,1) kan, 30 (% 14,2) idrar, 22 (% 10.,4) yara, 14
(% 6,6) balgam ve 13 (% 6,1) diger seklinde oldugu saptanmistir. Suslarin kolistine (%
100), tigesikline (% 69,1) ve amikasine (%41,4) duyarl olduklar1 ve karbapenemlere (>
% 80) direncli olduklar1 tespit edilmistir (Atasoy vd., 2014). Kan kiiltiirlerinden izole
edilen 224 A. baumannii susunda amikasine (% 69), tetrasikline (% 67), sefoperazon-
sulbaktama (% 75), imipeneme (% 75), siprofloksasine (% 75), gentamisine (% 79),
seftazidime (% 80), piperasilin-tazobaktama (% 81), sefepime (% 86) ve sefotaksime
(% 96) direng saptanmistir (Dagi vd., 2011). Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde 2010-2011 yillar1 arasinda izole edilen 270 A. baumannii susunda
amikasin (% 76), ampisillin/sulbaktam (% 94), aztreonam (% 96), sefepim (% 95),
sefotaksim (% 98), seftazidim (% 95), siprofloksasin (% 93), kolistin (% 6), gentamisin
(% 94), imipenem (% 87), levofloksasin (% 87), meropenem (% 87), piperasillin/
tazobaktam (% 92), tetrasiklin (% 84), trimetoprim/sulfametoksazole (% 82) direng
tespit edilmistir (Yolbas vd., 2013). 2009-2014 yillar1 arasinda izole edilen 308 A.
baumannii ile yapilan bir diger calismaya gore, en ¢ok yogun bakim iinitesinden
gonderilen klinik 6rneklerden (% 92,9) ve derin trakeal aspirat 6rneklerinden (% 64,6)
izole edildikleri ve kolistin i¢in duyarlilik oram1 % 92,8, tigesiklin i¢in % 85,3 ve
netilmisin i¢in % 82, tobramisin i¢in % 76,4, gentamisin i¢in % 47,8, amikasin i¢in %
46,3 oldugu tespit edilmistir (Korkmaz vd., 2015). 172 A. baumannii susunun
%44’ inilin trakeal aspirat, % 25’nin yara yeri, % 24’niin kan kiiltiirii ve % 7’sinin
idrardan izole edildigi ¢calismada, direng oranlar1 amikasin i¢in % 64, gentamisin i¢in %
67, levoflaksasin i¢in % 73, siprofloksasin i¢in % 76, sefoperazon sulbaktam i¢in % 79,
piperasilin-tazobaktam icin % 84, meropenem ve imipenem i¢in ise % 92 olarak tespit
edilmistir (Dede vd., 2013). 2009-2011 yillar1 arasinda Siileyman Demirel Universitesi

Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatarak tedavi edilen hastalarin cesitli klinik 6rneklerinden
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izole edilen toplam 237 Acinetobacter baumannii susunda sefepim (% 99,6), sefotaksim
(% 99,6), seftazidim (% 98,7), imipenem (% 60,8) ve meropenem (% 71,7) igin direng
gbzlenmistir (Ozseven vd., 2012). Cok merkezli olarak yapilan bir ¢alismada 155 A.
baumannii susunda diren¢ oranlar1 seftriakson i¢in % 95,5, seftazidim icin % 82,6,
sefepim icin % 77,5, imipenem i¢in % 52,2, sefoperazon-sulbaktam igin % 41,3 ve
piperasilin-tazobaktam icin % 78,7 olarak belirlenmistir (Giir vd., 2008). Ulkemizde
yapilan bu caligmalar ve diger bir¢ok c¢alismada A. baumannii suslarinda artan
antibiyotik diren¢ oranlar1 gosterilmistir. Genel olarak A.baumannii’de direng oranlari
sefalosporinler i¢in % 91-100, imipenem igin % 24-93, meropenem i¢in %16-94,
tigesiklin i¢in % 11-39 ve kolistin i¢in % 0-9 arasinda tespit edilmistir (Korkmaz vd.,

2015).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallar, E-test Cubuklari, Enzimler, Kitler ve

Vektorler

Calismada kullanilan kimyasallar: HisPur ™ Kobalt (Thermo Fischer Scientific),
Bradford Boyasi (Bio-Rad), Guanidine HCI (Sigma), Karboksi-metil seliiloz (CM-23,
Sigma), agaroz (Biomax), gliserol (Sigma), dNTP (Fermentas), MgCl (Sigma),
etidyum bromdiir (Bio-Rad), kanamisin (Sigma), etanol (Sigma), Tripton (LABM), maya
ekstraktt (Conda), metanol (J.T. Baker), glasiyal asetik asit (Sigma), SDS (Merck),
akrilamid (Merck), bisakrilamid (Amresco), TEMED (Bio-Rad), amonyum persiilfat
(Sigma), Commassie Brilliant Blue R-250, glisin (Fischer Scientific), f-merkaptoetanol,
bromofenol mavisi, imidazol (Merck), NaH.PO4 (Merck), NaCl (Sigma), EMB
(Merck), Tris-HCI (Sigma), Tris-Base (Merck), EDTA (Merck), agar (Fluka), DNA
markirt (Sigma Chemicals), CaCl.2H,O (Merck), IPTG (Sigma), X-gal (Qiagen),
ampisilin (Sigma), penisilin G (Sigma), seftazidim (Sigma), sefotaksim (Sigma),
sefoksitin (Sigma), seftriakson (Sigma), imipenem (Primaxin), aztreonam (Sigma),
nitrosefin (Calbiochem), doripenem (Doribax), sefalotin (Sigma), sefepim (Sigma),

sulbaktam, klavulanat, tazobaktam, rifampisin, Halt Proteaz Inhibitér Kokteyli (Pierce).

Calismada kullanilan E-test c¢ubuklari: Amoksisilin, sefiksim, piperasilin/
tazobaktam, sefoperazon/sulbaktam, meropenem, tikarsilin/klavulanik asit, amoksisilin/

klavulanik asit, sefoksitin, sefaklor ve imipenem (BioM¢érieux).

Calisma kullanilan enzimler: Paqg DNA Polimeraz (Agilent technologies), Lizozim
(Amresco), DNA polimeraz I (GoTaq, Promega), DNA polimeraz I (Bio-Rad), EcoRI
(Fermentas), Xhol (Fermentas), Ndel (Fermentas), Dpnl (Thermo Fischer Scientific),
T4 DNA ligaz (Promega), Dnaz I (Promega).

Calismada kullanilan kitler ve vektdrler: Plazmit DNA Izolasyon Kiti (Thermo

Scientific), pGEM-T Klonlama Kiti (Promega), PCR Temizleme Kiti (Vivantis), Jel
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Ekstraksiyon Kiti (Qiagen), pET-28a (Novagen), pET-24a, Champion™ pET100

Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen).

2.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler, Tamponlar ve Besiyeriler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler, tamponlar ve besiyerilerinin bilesenleri Tablo

10’da verildi.

Tablo 10. Cozeltiler, tamponlar ve besiyerilerin bilesenleri

Bilesenler

LB (Luria-Bertani)

% 1 tripton, % 0,5 maya ekstrakti, % 0,5 NaCl

LB (Luria-Bertani) Agar

% 1 tripton, % 0,5 maya ekstrakti, % 0,5 NaCl, % 1,5 agar

S0X TAE

242 eor Tris-Base, 57,1 ml glasiyal asetik asit, 100 mL 0,5 M
EDTA

% 1 Agaroz Jel

1 gr agaroz, 100 mL 1X TAE

%30 Akrilamid

% 29 akrilamid, % 1 bisakrilamid

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

7,2 gr glisin, 1,5 gr Tris-Base, % 10 SDS

SDS-PAGE Yiikleme Boyasi

0,5 M Tris-HCI pH 6,8, % 10 SDS, % 30 gliserol, % 5 -
merkaptoetanol, % 0,02 bromofenol mavisi

SDS-PAGE Protein Goriintiileme
Boyasi

% 10 glasiyal asetik asit, 0,125 gr Commassie Brilliant
Blue R-250, % 50 metanol

SDS-PAGE Jel Yikama Solusyonu

% 10 glasiyal asetik asit, % 50 metanol, % 40 ddH20

Afinite Kromatografisinde
Kullanilan Tampon A

50 mM Tris-HCIL, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,4

Afinite Kromatografisinde
Kullanilan Tampon B

50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 25 mM imidazol, pH 7,4

Afinite Kromatografisinde
Kullanilan Tampon C

50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,4

Afinite Kromatografisinde
Kullanilan Diyaliz Tamponu

50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, pH 7,4

Lizis Tamponu

50 mM NaH;PO4, 1 mM EDTA, pH 7,0

Iyon Degisim Kromatografisinde
Kullanilan Diyaliz Tamponu

5 mM NaHzPOq, pH 5,8

Iyon Degisim Kromatografisinde
Kullanilan Eliisyon Tamponu

50 mM NaH2POg4, pH 7,0
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2.3. Acinetobacter baumannii izolatlarmin Temini ve Antibiyotik Duyarhlik

Oranlarmin Belirlenmesi

101 Acinetobacter baumannii susu Kasim 2011-Temmuz 2012 tarihleri arasinda
Bezm-i Alem Vakif Universitesi’'nde tedavi goren hastalardan izole edilmistir. Suslarin
% 17’si trakeal aspirattan, % 36’s1 balgamdan, % 21,9’u yaradan, % 19°u kandan, % 3’i
kateterden, % 0,9’u abdominal 6rneklerden, % 0,9’u beyin-omurilik sivisindan, % 0,9’u
plevral sividan ve % 0,9’u idrardan izole edilmistir. Suslar, VITEK 2 (bioMerieux,
Durham, NC, USA) sistem kullanilarak tanimlanmistir. Suslarin antimikrobiyal
duyarhiliklari, VITEK 2 (bioMer-ieux, Craponne, France) sistemi ve E-test kullanilarak
belirlenmis ve sonuglar Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii Kurallari’na
(CLSI, 2012) gore degerlendirilmistir. Suslarin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarhliklarin belirlenmesi Bezm-i Alem Vakif Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim dali’nda yapilmistir.

2.4. Acinetobacter baumannii izolatlarinin Stoklanmasi ve Total DNA izolasyonu

Acinetobacter baumannii izolatlarindan birer koloni segilerek 4 ml antibiyotiksiz
Luria-Bertani (LB) besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de calkalamali inkiibatorde
tiretildi. Bakteriyel siispansiyonlarin 800’er ul’si alinarak % 20’lik gliserol stoklar
hazirlandi. Bakteriyel siispansiyonlarin 1000’°er pl’si 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Pelletler, 1000’er pl distile suda ¢oziilerek 10 dakika kaynatildi. Daha sonra
14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatantin 500’er pl’si ependorflara
aktarildi.

2.5. Acinetobacter baumannii Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PZR ile

Taranmasi

blagx genlerinin tespiti i¢cin Multipleks PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

yontemi kullanildi. Multipleks PZR’da kullanilan primerler Tablo 11°de verildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu; 1,5 linite DNA polimeraz (Taq DNA polimeraz, Promega),
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5 pl genomik DNA, 10 ul DNA polimeraz tamponu, 4 pl 2,5 mM her bir ANTP, 2 pl her
bir primer stoku (20 pmol/ul), 3 pl 25 mM MgCl: ve son hacim steril deiyonize su ile
50 ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlari, 94°C’de 3 dk, 25
sn 94°C’de, 40 sn 52°C’de ve 50 sn 72°C’de (19 dongii) ve son sentez 72°C’de 5 dk
olacak sekilde belirlendi.

Tablo 11. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler

Genler Primerler Amplikon Referanslar
5-3 Bityiikliikleri

blagxa_s F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 (Woofdord vd., 2006)
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG

blagxaos F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 (Woofdord vd., 2006)
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT

blagxara F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 (Woofdord vd., 2006)
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT

blagxa.sg F: AAGTAT TGGGGCTTGTGCTG 599 (Woofdord vd., 2006)
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC

IS4bal F: CACGAATGCAGAAGT TG 549 (Segal vd., 2005)
R: CGACGAATACTATGACAC

blags F: ATGCGCTTCATTCACGCAC 863 (Moubareck vd., 2009)
R: CTATTTGTCCGTGCTCAGGA

blaygy F:ATTTCCCGATGCAAAGCGT 542 (Moubareck vd., 2009)
R: TTATTCCGGAAGTCCCTGT

blapgr.» F: ATGAATGTCATCACAAAATG 927 (Celenza vd., 2006)
R: TCAATCCGGACTCACT

Aac-3-Ia F: ATGGGCATCATTCGCACA 484 (Ning vd., 2010)
R: TCTCGGCTTGAACGAATTGT

Aac-6-1b F: ATGACTGAGCATGACCTT G 524 (Ning vd., 2010)
R: AAGGGT TAGGCAACACTG

blay,, F: CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 488 (Jeon vd., 2005)
R: ATAATTTGGCGGACTTTGGC

blay,,, F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 780 (Jeon vd., 2005)
R: TGCTACTCAACGACTGAGCG

bla F GAGATTGCCGAGCGACTTG 497 (Cicek vd., 2014)

NDM-1

R CGAATGTCTGGCAGCACACTT

ISAbal geni, genislemis spektrumlu B-laktamazlar1 kodlayan genleri, metallo B-
laktamazlar1 kodlayan genleri ve aminoglikozit modifiye edici enzimleri kodlayan
genleri tespit etmek i¢in kullanilan primerler Tablo 11°de verildi. Polimeraz zincir
reaksiyonu; 1,5 linite DNA polimeraz (Taq DNA polimeraz, Promega), 5 ul genomik
DNA, 10 pul DNA polimeraz tamponu, 4 pl 2,5 mM her bir ANTP, 2 ul her bir primer
stoku (20 pmol/pL), 3 ul 25 mM MgCl, ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl’ye
tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlar1 Tablo 12°de verildi. PZR

tiriinleri 0,5 mg/L EtBr iceren % 1’ lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
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Tablo 12. Termal dongii sartlar1

IIk denatiirasyon 35 Dongii Son sentez

455 95°C

56°CSISAbaI , blaggs,

layp

55°C (blaygg, aac-3-1a)

45 sn

95°C 5 dk 50°C (blapgg.,) 5dk 72°C

54°C (aac-6-1b)

58°C (bla

VIM)

57°C (blaypy,, )

3 dk 72°C

2.6. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli DHS5a ve E. coli BL21(DE3)pLysS
suslarma ait kompetent hiicreler kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirlandi
(Maniatis vd., 1989). Oze ile 3 mL LB besiyerine 1 gece onceden tek bir koloni
secilerek ekim yapildi ve siv1 kiiltiir gece boyunca 37°C’de 200 rpm’de sallanarak
biiyiitiildii. Hazirlanan gece kiiltiiriiniin yogunlugu 600 nm’de 6lgiilerek belirlendi ve
0,1 olacak sekilde yeniden 30 ml LB besiyerine ekildi. Optik yogunluk 600 nm’de 0,4—
0,6 arasina ulasinca hiicreler 4°C’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi ve
siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 10 mL soguk 0,1 M CaCl, ilave edilerek
¢oziildii ve 30 dakika buz icinde bekletildi. Sonrasinda 4°C’de 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve pellet 2 mL 0,1 M CaCl, ¢ozeltisinde siispanse edilerek 200 pl

hacimlerde steril ependorflara boliinerek kullanildi.

2.7. PZR Uriinlerinin pGEM-T Vektériine Klonlanmas: ve Baz Dizin Analizi

PZR iiriinleri pGEM-T vektoriine protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamasi

yapildi (Promega). Ligasyon toplam hacim 4 pl olacak sekilde, 0,2 ul pGEM-T vektor,
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1,6 pl insert DNA, 2 pl 10X T4 ligaz tamponu (Promega) ve 0,2 pul T4 DNA ligaz
(Promega) 16°C’de bir gece inkiibe edildi. Ligasyon iirlinleri E.coli DH50 kompetent
hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook vd., 1987).
Transformantlarin se¢cimi mavi-beyaz koloni yontemine gore yapildi. Bunun i¢in 50 pg/
ml ampisilin iceren LB agar besiyerlerine 40 pl IPTG (100mM stok) ve 40 ul X-Gal
(stok 40 mg/ml) yayildi. Son konsantrasyonu 50 pg/ml ampisilin igeren 3 ml LB
besiyerine transformasyon gerceklesmis olan tek bir beyaz koloniden ekim yapildi ve
bir gece 37°C calkalamali etiivde inkiibe edildi. Kiiltlir 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi ve bakteri pelletinden Plazmit DNA Izolasyon Kitinde (Thermo Scientific)
verilen protokole uygun sekilde plazmit DNA izole edildi. Plazmitler %1’lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi ve baz dizin analizi igin Macrogen’e (Seoul, Korea)
gonderildi. Baz dizin analizi sonuglar1 biyoinformatik programlar kullanilarak analiz

edildi (Altschul vd., 1990).

2.8. Tekrarlanan Palindromlara dayalh PZR (REP-PZR)

Bakteri DNA’s1 igerisinde siirekli tekrarlayan elementler merkezi korunmus
palindromik yapiya sahip sekanslardir. Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber
bu bolgelerin kromozomal organizasyonda yer aldiklari diisiiniilmektedir. REP-PZR
cogu bakterinin genomunda bir¢ok kopyasinin dogal olarak bulundugu, oldukca
korunmus ve tekrarlanan DNA sekanslarimin amplifikasyonu iizerine kurulmus bir
genomik parmak izi teknigidir. Tekrarlanan ekstrajenik palindromik (REP) diziler,

35-40 baz cifti biiytikliigiindedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

REP-PZR A. baumannii izolatlarin1 genotiplendirilmesinde kullanildi. REP1 (5'-
I GCG CCG ICA TCA GGC-3") ve REP 2 (5'-ACG TCT TAT CAG GCC TAC-3')
primerleri kullanilarak PZR ger¢eklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu; 1,5 {inite
DNA polimeraz (Taqg DNA polimeraz, Promega), 5 ul genomik DNA, 10 pul DNA
polimeraz tamponu, 4 pl 2,5 mM her bir ANTP, 2 pul her bir primer stoku (20 pmol/ul), 3
ul 25 mM MgCLl: ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl’ye tamamlanarak

hazirlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlari, 94°C’de 3 dk, 45 sn 94°C’de, 1 dk
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45,8°C’de ve 8 dk 72°C’de (30 dongii) ve son sentez 72°C’de 16 dk olacak sekilde
belirlendi. Amplifikasyon iiriinleri ve 1 kilobazlik DNA markir1 (Sigma, Canada) %
1,5’1ik agaroz jelde yiiriitiildii. Suglarin DNA parmak izleri, UV Goériintilleme Cihazi
(UVP, Upland, CA, USA) kullanilarak kaydedildi ve Phoretix Jel Analiz Programi
(Nonlinear USA, Inc., Durham, NC, USA) kullanilarak analiz edildi.

2.9. Konjugasyon

Alic1 bakteri olarak Escherichia coli K-12 J53-2 (met pro Rif *) kullanildi. Verici
hiicreler olarak GES-11 ve GES-22’yi barindiran A. baumannii izolatlar1 ve pozitif
kontrol olarak daha 6nceki bir calismada konjugatif olarak belirlenen E. coli KDS§ susu
(Ozgumus vd., 2009) kullanildi. Verici ve alic1 hiicreler antibiyotik icermeyen 3mL
Luria-Bertani (LB) besiyerine ayni miktarda inokiile edildi. Calkalayicili bir
inkiibatorde 37°C’de 18-24 saat atmosferik ortamda firetildi. Verici ve alici hiicreleri
iceren kiltlirler esit hacimde (1:1) karistirildiktan sonra 35°C’ye ayarh etiivde 18-20
saat sallanmadan inkiibe edildi. Transkonjugantlarin sec¢imi i¢in ekimleri yapilacak
selektif besiyeri olarak 100 pg/mL rifampisin ve verici bakterinin direngli oldugu

antibiyotigi igeren (ampisilin) EMB agar kullanild1 (Ozgumus vd., 2008).

2.10. blaces Genlerinin pET100/D-TOPO Vektoriine Klonlanmasi

blages-11 ve blages22 pET100/D-TOPO vektoriine klonlanarak, rekombinant
vektorler One Shot® TOPI0 hiicrelerine transform edilerek bazi antibiyotikler i¢in MIK
degerlerinin belirlenmesi hedeflendi. blages-11 ve blages22 Champion™ pET100
Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen) kullanilarak pET100/D-TOPO
vektorlerine klonlandi. Bunun i¢in 6ncelikle TOPO GES F 5’-CACC ATG CGC TTC
ATT CAC GCAC-3’ ve TOPO_GES R 5’-CTA TTT GTC CGT GCT CAG GATG-3’
primerleri dizayn edildi. TOPO primerleri ve High Fidelity Taq polimeraz (Bio-RAD)
kullanilarak blaces genleri ¢ogaltildi. Polimeraz zincir reaksiyonu; 1,5 iinite DNA
polimeraz I (iProof™ High-Fidelity, BioRAD), 3 ul DNA, 10 ul 5X DNA polimeraz

tamponu, 1,5 pul 50 mM MgCl, 5 pl 2 mM her bir ANTP, 1 pL her bir primer stoku (25
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pmol/uL) ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi.
Amplifikasyon i¢in dongii sartlari: 30 sn 98°C, 7 sn 98°C, 1 dk 55°C, 50 sn 72°C (24
dongili) ve son sentez 5 dk 72°C’dir. Amplifikasyon iirlinleri % 1’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilendi.

Amplifikasyon tirlinleri PZR temizleme kiti (Vivantis) kullanilarak saflastirildi.
Saf PZR fiirtinleri pET100/D-TOPO vektoriine klonlandi. Ligasyon 6 pl toplam hacim
olacak sekilde, 1 pl pET100/D-TOPO vektor, 3 pl insert DNA, 1 pl 10X T4 ligaz
tamponu (Promega), tuz solusyonu ve 1 pl steril su 25°C’de 7 dakika inkiibe edildi.
Ligasyon firiinleri One Shot® TOPI0 kompetent hiicrelerine kimyasal yoOntemle
transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Hiicreler 2 saat 37°C’de ¢alkaliyicida inkiibe

edildi. 2 saat sonunda hiicreler ampisilinli (50 pg/ml) LB agar besiyerlerine yayildi.

2.10.1. Pozitif Klonlarin Se¢imi ve Baz Dizin Analizi

Petrilerden koloniler se¢ildi. Son konsantrasyonu 50 pg/ml ampisilin igeren 3 ml
LB besiyerine segilen kolonilerden ekim yapildi ve bir gece 37°C calkalamali etiivde
inkiibe edildi. Kiiltiir 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve bakteri pelletinden
Plazmit DNA Izolasyon Kitinde (Thermo Scientific) verilen protokole uygun sekilde
plazmit DNA izole edildi. Plazmitler % 1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
Plazmitlerle TOPO_GES F ve TOPO_GES R primerleri kullanilarak PZR yapildi. PZR
irtinleri % 1°lik agaroz jelde goriintiilendi. PZR’da blages geni igin pozitif sonug¢ veren
plazmitler baz dizin analizi i¢in Macrogen’e (Seoul, Korea) gonderildi. Baz dizin analizi

sonugclar1 biyoinformatik programlar kullanilarak analiz edildi (Altschul vd., 1990).

2.11. GES-11 ve GES-22’yi Barindiran Hiicrelerin Baz1 Antibiyotikler icin MIiK

Degerlerinin Belirlenmesi

pET100/D-TOPO_GES-11 ve pET100/D-TOPO_GES-22 vektorlerini iceren One
Shot® TOPI0 hiicrelerinin ve GES-11 ve GES-22’yi bulundurdugu tespit edilen

Acinetobacter baumannii izolatlarinin ampisilin/sulbaktam, piperasilin, piperasilin/
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tazobaktam, seftazidim, sefoperazon/sulbaktam, sefepim, imipenem ve meropenem i¢in
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 VITEK 2 (bioMer-ieux, Craponne, France)

sistemi ile belirlendi.

2.12. pET100/D-TOPO_GES-22 ile Yonlendirilmis Mutasyonlarin Yapilmasi

GES-22’nin  Ambler 169., 276., 30., 220., 179., 251., 290. ve 216.
pozisyonlarindaki amino asitlerin alanine doniistiiriilmesi i¢in mutasyon primerleri
dizayn edildi (Tablo 13). Bu primerlerle polimeraz zincir reaksiyonlar1 gerceklestirildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu; 1,5 {inite DNA polimeraz I (Paq DNA polimeraz, Agilent
Technologies), 1 pl plazmit DNA, 5 ul Paq DNA polimeraz tamponu, 5 pl 2 mM her bir
dNTP, 1uL her bir primer stoku (25 pmol/uL) ve son hacim steril deiyonize su ile 50
ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlari: 2 dk 94°C, 45 sn
94°C, 1 dk 52°C, 12 dk 68°C (19 dongii) ve son sentez 20 dk 68°C. Amplifikasyon

iirlinleri % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

Amplifikasyonun gerceklestigi tim Ornekler PZR Temizleme Kiti kullanarak
(Vivantis) temizledikten sonra Dpnl enzimi ile 2 saat boyunca kesim gerceklestirildi.
Kesim sonrasi tiriinler tekrar PZR Temizleme Kiti ile temizlendikten sonra E. coli DH5a
kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook vd., 1987).
Daha sonra petrilere ekilen belli sayida hiicreden plazmit izole edildi ve baz dizin
analizi icin Macrogen’e (Seoul, Korea) gonderildi. Baz dizin analizi sonuglari

biyoinformatik programlar kullanilarak analiz edildi (Altschul vd., 1990).
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Tablo 13. Mutasyonlarda kullanilan primerler

Primerler Primer Dizileri

GES22 D276A F:5-GAAACTATCGGCCGTAGAACGTGCCGAATTAGTTGCCTCTGT-3’
R:5’-ACAGAGGCAACTAATTCGGCACGTTCTACGGCCGATAGTTTC-3’

GES22_1L169A F:5-TAGACCGGAAAGAGCCGGAGGCGGGCGACAACACACCTGGCGA-3
R:5’-TCGCCAGGTGTGTTGTCGCCCGCCTCCGGCTCTTTCCGGTCTA-3’

GES22_D179A F:5’- CCTGGCGACCTCAGAGCAACAACTACGCCTATTG -3’
R:5’- CAATAGGCGTAGTTGTTGCTCTGAGGTCGCCAGG -3’

GES22 K30A  F: 5-TCGGAAAAATTAACCTTCGCGACCGATCTTGAGAAGCTA-3’
R: 5’>-TAGCTTCTCAAGATCGGTCGCGAAGGTTAATTTTTCCGA-3’

GES22_T216A F: 5’-TGGCTGATCGGAAACCAAGCGGGAGACGCGACACTACGA-3’
R: 5’-TCGTAGTGTCGCGTCTCCCGCTTGGTTTCCGATCAGCCA-3’

GES22_T220A F: 5’-CAAACGGGAGACGCGGCACTACGAGCGGGTTTTCCT-3’
R: 5’-AGGAAAACCCGCTCGTAGTGCCGCGTCTCCCGTTTG-3’

GES22_K251A F: 5’-AACGACATTGGTTTTTTTGCAGCCCAGGAGAGAGATTAC-3’
R: 5’-GTAATCTCTCTCCTGGGCTGCAAAAAAACCAATGTCGTT-3’

GES22_1290A  F: 5’-GGTCAAGTTATTACACAACTCGCCCTGAGCACGGACAAA-3’
R: 5’-TTTGTCCGTGCTCAGGGCGAGTTGTGTAATAACTTGACC-3’

2.13. GES-22’de Alanin Mutasyonlarimin MIK Uzerine Etkilerinin E-test

Yontemiyle Belirlenmesi

GES-22 ve alanin mutantlarin1 barindiran E. coli DHS5a hiicrelerinde bazi
antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonlarin belirlenmesi igin E-test
yontemi kullanildi. Bunun i¢in, rekombinant vektorleri igeren E. coli DHS5a hiicreleri
0,5 McFarland standartina uygun serum fizyolojide siispanse edilerek steril ekiivyon
cubuklariyla Mueller-Hinton agar plaklarina ekildi. Daha sonra amoksisilin, sefiksim,
piperasilin/tazobaktam, sefoperazon/sulbaktam, meropenem, tikarsilin/klavulanik asit,
amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, sefaklor ve imipenem E-test cubuklari
(BioM¢érieux, France) iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda uygulandi. 37°C’de

18-24 saat inkiibasyondan sonra sonuglar degerlendirildi.
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2.14. blaggs-22 ve blages-11’in pET-28a’ ya Klonlanmasi

GES-11 ve GES-22’nin E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerinde ekspresyonunu
arttirmak icin pET-28a vektoriine EcoRI-Xhol kesim bdlgelerinden sinyal sirasiz bir

sekilde blaggs-22 ve blages-11’in klonlanmas1 amaglandi.

2.14.1. pET-28a Klonlanmasi I¢in Primer Dizaym

blacges-22 ve blagges-11’in pET-28a vektoriine EcoRI-Xhol kesim bdolgelerinden
klonlamak i¢in primerler dizayn edildi. GES-22 ve GES-11’in sinyal siralar1 SignalP 4.1
Server (URL-8, 2014) kullanilarak tespit edildi. Ileri primer dizayn edilirken 18 amino
asitlik sinyal sirasi ¢ikarildi. GES EcoRI F: 5°- GAA TTC TCG GAA AAA TTA ACC
TTC AAG ACC-3’ ve GES Xhol R: 5’-CTC GAG CTA TTT GTC CGT GCT CAG
GAT GA-3’ primerleri dizayn edildi. GES EcoRI F ve GES Xhol R primerleri
kullanilarak daha onceden blages22 ve blages-11 bulundurdugu tespit edilen total
DNA’lar ile PZR yapildi. blaces amplifikasyonunun gerceklestirildigi PZR iiriinleri
pGEM-T vektoriine protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamas1 yapild1 (Promega).
Klonlama sonucunda elde edilen pozitif klonlardan Plazmit DNA Izolasyon kitiyle

(Thermo Scientific) plazmit DNA izole edildi.

2.14.2. Xhol Kesim Bélgesini Degistirmek Icin Yonlendirilmis Mutasyon

pGEMT’ye klonlanan blacges22 ve blaces-11’in i¢inde bulunan Xhol CTCGAG
kesim bdlgesini amino asit degisimi olmamasina dikkat edilerek CTCGAA olacak
sekilde degistirmek ic¢in primer dizayn edildi (Xhol F ve Xhol R). Xhol F: 5’-CAT
CGG GAC ACA TGA CGG TTC TCG AAG CAG CGC AAG CTG CGG T-3’ ve
Xhol R: 5°-ACC GCA GCT TGC GCT GCT TCG AGA ACC GTC ATG TGT CCC
GAT G-3’ primerleriyle pPGEMT _ blaces22 ve  pGEMT blaces-11 vektorleri iizerinden
PZR yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu; 1,5 {inite DNA polimeraz 1 (GoTaq DNA
polimeraz, Thermo Scientific), 1 pl plazmid DNA, 5 ul DNA polimeraz tamponu, 5 pl 2

mM her bir ANTP, 1uL her bir primer stoku (25 pmol/uL) ve son hacim steril deiyonize
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su ile 50 pul’ye tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon i¢in dongii sartlari: 30 sn 94°C;
45 sn 94°C, 1 dk 52°C, 3 dk 72°C (22 dongii) ve son sentez 20 dk 72°C. Amplifikasyon

tiriinleri % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

Amplifikasyonun gerceklestirildigi tiim ornekler PZR temizleme kiti kullanarak
(Vivantis) temizledikten sonra Dpnl enzimi ile 2 saat boyunca kesim gerceklestirildi.
Kesim sonrasi iirlin tekrar PZR temizleme kiti ile temizlendikten sonra E. coli DH5a
kompetent hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook vd., 1987).
Daha sonra ampisilinli petrilere ekilen belli sayida hiicreden Plazmit DNA Izolasyon
kitiyle (Thermo Scientific) plazmit DNA izole edildi ve baz dizin analizi i¢in
Macrogen’e (Seoul, Korea) gonderildi. Baz dizin analizi sonuglari biyoinformatik

programlar kullanilarak analiz edildi (Altschul vd., 1990).

2.14.3. Xhol Kesim Bolgesi Degistirilmis blaces22 ve blaces11’in pET-28a’ya

Klonlanmasi

pGEMT Xhol blaggs-22, pPGEMT Xhol blaces-11 ve pET-28a vektorii EcoRI ve
Xhol ile kesildi. Kesim sonucunda vektor ve PZR iirlinleri jelden Jel Ekstraksiyon Kiti
(Qiagen) kullanilarak saflastirildi. Vektor ve PZR irilinlerinin ligasyonu 10 iinite T4
DNA ligaz ile (Fermentas) 1X T4 ligasyon tamponu kullanilarak 10 pl hacimde 16°C’de
gece boyu inkiibe edilerek saglandi. Elde edilen ligasyon iiriinleri E.coli DH5a
hiicrelerine transforme edildi (Sambrook vd., 1987). Transformasyon sonucu elde edilen
kolonilerden Plazmit DNA Izolasyon kitiyle (Thermo Scientific) plazmit DNA izole
edildi. Plazmitlerle EcoRI-Xhol kesimi yapildi. Kesim sonucuyla blages22 ve
blagges-11’in PZR {iriinii ile ayn1 biiytikliikte pargalar1 barindirdig: tespit edilen plazmitler
baz dizin analizi i¢cin Macrogen’e (Seoul, Korea) gonderildi. Baz dizin analizi sonuglari

biyoinformatik programlar kullanilarak analiz edildi (Altschul vd., 1990).
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2.15. pET-28a_Xhol_blaces-22 ve pET-28a_ Xhol_blages-11’in E. coli
BL21(DE3)pLysS Hiicrelerine Transforme Edilmesi ve Ekspresyonunun

indiiklenmesi

pET-28a Xhol blaces-22 ve pET-28a Xhol blages-n1 E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook vd., 1987).
Transformasyon sonucunda rastgele birer koloni secildi ve ekspresyon i¢in kullanildi.
Ekspresyon i¢in segilen koloniler gece boyunca 25 pg/ml kanamisin iceren 50 ml LB’de
37°C’de biiyiitiildiikten sonra 25 pg/ml kanamisin iceren 1000 ml LB besiyerlerine
yeniden ekildi ve 4 saat 37°C’de inkiibe edildi. OD 600°de 0,6-0,8 olunca son hacim 0,1
mM IPTG (izopropil B-D-1-Tiyogalaktopiranozit) ile indiiklenerek gece boyu 18°C’de
biiytitiildii.

2.16. GES-11 ve GES-22’ nin Kobalt Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Indiiklemeler sonras1 hiicreler 7500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Pelletler 20
ml tampon A (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,4) ve HALT
proteaz inhibitor kokteyli (Pierce) ile slispanse edildi. Daha sonra 1 ml lizozim (10 mg/
ml) eklenerek viskozitenin artmasi i¢in beklendi. Viskozite iyice artinca 10 pl DNaz I (5
mg/ml) ve 100 pl 1 M MgCl; eklendi. 2 dk araliklarla buzda bekletilerek 6 kez 30 sn
sonikasyon yapildi. Sonikasyonun ardindan hiicre lizatlar1 15.000 rpm’de 4°C’de 30 dk
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar daha onceden 3 kez tampon A ile yikanan
HisPurTM Kobalt ile 50 ml konikal tiipte birlestirilerek siipernatant ve dolgu
maddesinin etkilesime ge¢mesi icin 1 saat boyunca 4°C’de calkalayicida inkiibe edildi.
Sonrasinda kolondan akis saglanarak kobalta baglanmayan proteinler toplandi. Kolon
10 ml tampon A ile yikandi. Ardindan kolondan 25 ml tampon B (50 mM Tris-HCI, 500
mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 7,4) gecirildi. 15 ml tampon C (50 mM Tris-HCI, 500
mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 7,4) ile arzu edilen proteinler eliie edildi. Saflastirma
basamaklar1 4°C’de gerceklestirildi. Bradford deneyi (10 pl fraksiyon ve 1X 5 ul
Bradford boyasi) ile hangi fraksiyonlarin SDS-PAGE ytiklenecegine karar verildi.
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2.17. SDS-PAGE Analizi

Bilesenleri Tablo 14’te verilen oranlara gore hazirlanan ayirma jeli karisimi (%
8’lik), elektroforez aletinin aparatinda, iki cam kaseti arasina doldurularak
polimerizasyona birakildi. Jelin yilizeyini diizgiinlestirmek icin polimerizasyon

baslamadan once jelin yiizeyi ¢cok ince bir su ile kapatildi.

Tablo 14. SDS-PAGE bilesenleri
%5’ lik Yigma Jeli %8’ lik Ayirma Jeli

Bilesenler (ml) (ml)
Saf su 2,7 2,3
%30 Akrilamid 0,67 1,3
0.5 M Tris pH 6.8 0,5 -
1.5 M Tris pH 8.8 - 1,3
%10 SDS 0,04 0,05
%10 APS 0,04 0,05
TEMED 0,004 0,005

Ayirma jeli polimerizasyonu tamamlandiktan sonra yigma jeli dokiildii. Protein
orneklerinden 20 pl ve yiikkleme boyasindan 10 ul alindi, 95°C de 5 dk bekletildi. Yigma
jeli polimerize olunca jel kaseti tankin i¢ine yerlestirildi, tankin i¢i yiirlitme tamponu ile
dolduruldu ve 6rnekler kuyucuklara yiiklendi. Tank kapagi kapatildi ve giic kaynagina
baglandi. 16 mA gececek sekilde akim ayarlandi. 1,5-2 saat yiirlitme sonrasinda gii¢
kaynag1 durduruldu. Jel kasetinden jel ¢ikarildi ve protein goriintiileme boyasinda yarim
saat tutuldu. Daha sonra jelde bantlarin goriintir hale gelmesi i¢in jel, yikama

solusyonunda bekletildi (Temizkan vd., 2008).
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2.18. GES-11 ve GES-22’nin Diyalizi ve Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Diyaliz tamponu (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7,4) hazirlandi. Diyaliz
membran1 (10 kDa MWCO) distile su ile yikandi. Diyaliz membranmin kenarlar
diyaliz kiskaclariyla kapatildi ve igine SDS-PAGE ile belirlenen fraksiyonlar konuldu. 1
It diyaliz tamponunda 4°C’de gece boyu diyaliz edildi. Ertesi giin diyaliz tamponu iki
kez degistirilerek 8 saat daha diyaliz yapildu.

Protein konsantrasyonlarini belirlemek icin GES-11 ve GES-22’nin molekiiler
agirliklar1 ve ekstinksiyon katsayilart ExPASy ProtParam (URL-9, 2015) yardimiyla
belirlendi. Daha sonra proteinler Guanidine HCI ile seyreltilerek 270 nm-400 nm
arasinda (Beckmann DU 800, USA) absorbanslari oOlgiildii. Molekiiler agirliklari,
ekstinksiyon katsayilar1 ve absorbanslari ile Beer-Lambert yasast kullanilarak
konsantrasyonlar hesaplandi. Daha sonra proteinler 200’er ul olacak sekilde

ependorflara konuldu. Proteinler sivi azotta dondurularak -80° C’de saklandi.

2.19. GES-22 ve GES-11’in p-Laktamlar I¢in Kinetik Parametrelerinin

Belirlenmesi

Michaelis-Menten denkleminden yararlanilarak tek substratli enzimlerin
reaksiyon hizlar1 ile substrat konsantrasyonlari arasindaki iliskilerin kantitatif
niteliklerinin agiklanabilmektedir. Enzim konsantrasyonunu sabit tutmak ve fakat
degisik baslangi¢ substrat konsantrasyonlar1 uygulamak suretiyle baslangic

reaksiyonlarinin hizlarini saptanabilir.

Baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlariin grafige islenmesi sonucu bir
enzimin Kn degeri bulunabilir. Viyas ilgili enzimin, belirli substratla, belirli sartlar ve
zaman Unitesi icerisinde reaksiyona girdiginde ulasabilecegi en yiiksek katalitik etki
diizeyini gostermektedir. Km (Michaelis-Menten Konstant1) ise bdyle bir reaksiyonda
enzimatik aktivitenin en yliksek katalitik aktivitenin yar1 hizina ulastig1 siradaki substrat

konsantrasyonunu belirlemektedir (Bing6l, 1977). Turnover sayist (kcay), enzim
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substratla doydugunda belli bir zamanda iirline doniistiiriilen substrat molekiillerinin

sayisini ifade eder. ke Kin 1se katalitik etkinligi ifade etmektedir (Berg vd., 2002).

2.19.1. Kim ve kcat/ Km Degerlerinin Belirlenmesi

GES-11 ve GES-22’nin B-laktamlara kars1 kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
Michealis-Menten denkleminden yararlanildi. 100 mM sodyum fosfat tamponunda (pH
7,0) enzim ve farkli konsantrasyonlarda substratlarla reaksiyonlar gergeklestirildi.
Reaksiyonlarda kullanilacak enzim konsantrasyonlarina, farkli enzim konsantrasyonlari
ve sabit substrat konsantrasyonlarinda deneyler yapilarak karar verildi. Deneylerde
kullanilan B-laktamlara 6zgili ekstinksiyon katsayilari, dalga boylar1 ve faktorler Tablo

15’te verildi.

Tablo 15. -laktamlara 6zgii ekstinksiyon katsayilari, dalga boylar1 ve faktorler

Molar
p-Laktam Sinifi p-laktam Dalga Boyu Ekstinksiyon Faktor
(nm) Katsayisi
(em M)
Ampisilin 235 -900 111,11
Penisilinler Penisilin G 240 560 1785,71
Seftazidim 260 -8660 115,47
Sefotaksim 260 -7500 133,33
Sefalosporinler Sefoksitin 260 -7700 129,87
Seftriakson 260 -9400 106,38
Karbapenem Imipenem 300 -9000 111,11
Monobaktam Aztreonam 320 -700 1428,57
Kromojenik Nitrosefin 482 +15000 66,67
Sefalosporin

Spektrofotometrik okumalarda 1 cm ve 0,2 cm’lik kuvars kiivetler kullanildi. -
laktam halkalarinin pargalanmasiyla olusan zamana bagli absorbans degisimleri
spektrofotometrik (Agilent, Cary 60) olarak belirlendi. Kinetics programiyla baslangic
hizlar1 hesaplandi. Molar1 mikromolara c¢evirmek i¢in Beer-Lambert yasasindan
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yararlanilarak elde edilen faktorler, program tarafindan ilk 10 saniyede alinan egim ile
carpildi. Baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlariyla Excel+SDAS programinda

Michealis-Menten denkleminden yararlanilarak grafikler ¢izildi.

2.19.2. Bazi p-Laktamlar i¢in K;Degerlerinin Belirlenmesi

GES-22 ve GES-11’e zayif ya da ¢ok giiclii baglanan -laktamlara karsi baglanma
afinitelerini tespit etmek i¢in yarigmali inhibisyon deneyleri yapildi. Deneylerde
raportor substrat olarak ampisilin veya nitrosefin kullanildi. Nitrosefin ve ampisilinin
konsantrasyonlar1 sabit tutularak, substratlarin konsantrasyonlart degistirildi. Deneyler
100 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) gerceklestirildi. Km degerlerine yakin
konsantrasyonlar, reaksiyonlarda raportdr substratlarin konsantrasyonlar1 olarak

kullanildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 16’da verildi.

Tablo 16. Yarismal1 inhibisyon reaksiyon bilesenleri

GES-11 GES-22

Brim  Substrat R Bunm Swbstrat P
0,005 uM (O%(f)tggi‘dm) 1?2138 SSS[I; 0,005 uM (oscfgggizdilnl\l/[) 1(\11128 Spf:l\f;}r)l
0,005 uM (Os_gfgroiglgsm) I(‘Izlggﬁ\f;}r)‘ 0,005 uM (os.ggggl(; ) I(\Iligg spﬁ\f;}r)l
0,005 uM (Os_gf)ogglgsm) Ié‘ggfﬁ‘; 0,005 uM (0.83658?11( 5 i:LnM) I(\Iligo0 suel\t;}l)l
oo Y o 00SeM U Uboud
st GREE a0t GRRD oy

Spektrofotometrik okumalarda 1 ve 0,2 cm’lik kuvars kiivetler kullanildi. (-
laktam halkalarinin pargalanmasiyla olusan zamana bagli absorbans degisimleri
spektrofotometrik (Agilent, Cary 60) olarak belirlendi. Substrat konsantrasyonunu
arttirmaya raportdr substratin parcalanmadigi noktaya gelene kadar devam edildi.
Kinetics programi kullanilarak baglangi¢ hizlar1 hesaplandi. Excel+SDAS programinda

baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlariyla Michealis-Menten denkleminden
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yararlanilarak elde edilen formiille (1) grafikler ¢izildi. V; raportdr substratin inhibe
edilmemis hiz1 ve Ks ¢ %50 Vi yu veren inhibitér konsantrasyonudur (Kaitany vd.,

2013).

Vi - [1]

Voz%—m (1)

Grafiklerden elde edilen Ku o degerleri ve asagida verilen formiillerden (2, 3)

faydalanilarak her substrat icin K (Km substrat) hesaplandi (Cheng ve Prusoff, 1973).

K raportor 2
Km substrat Km raportor
K - Rag
m substrat N [,r ap ortt')r] 3)

Km raportor

2.20. GES-22 ve GES-11’nin p-Laktamaz Inhibitorlerine Karsi Kinetik

Parametrelerinin Belirlenmesi

Sulbaktam, tazobaktam ve klavulanik asitin serin A B-laktamazlar1 inhibe ettigi
bilinmektedir. Sulbaktam, klavulanat ve tazobaktama karsi GES-11 ve GES-22’nin
kinetik parametreleri belirlendi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 17°de verildi.
Spektrofotometrik okumalarda 1 ve 0,2 cm’lik kuvars kiivetler kullanildi. B-laktam
halkalarinin pargalanmasiyla olusan zamana bagli absorbans degisimleri
spektrofotometrik (Agilent, Cary 60) olarak belirlendi. Kinetics programiyla baslangi¢
hizlar1 hesaplandi. Km ve kca/ K degerlerinin belirlenmesi i¢in baslangi¢ hizlar1 ve
substrat konsantrasyonlariyla Excel+SDAS programinda Michealis-Menten

denkleminden yararlanilarak grafikler cizildi. K4 degerlerinin belirlenmesi i¢in ise
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baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlari ile Excel+SDAS programinda formiil (1)

ile grafikler ¢izildi ve formiil (2) ve formiil (3) kullanilarak hesaplamalar yapildi.

Tablo 17. B-laktamaz inhibitorleri ile yapilan reaksiyonlarin bilesenleri

GES-11 GES-22
MW @i eo OO @lian  aeomn
VM i coown 00N G i
0,003 M Eﬁlﬁéﬂﬁ‘ﬁiﬁ I(\IZIBr(?S::l\f;][I)l 0,002 M Klavuﬁr\l/?)t (0-23 1(\11125)?&1)1
A i 1
DM ey MMM o

2.21. PyMOL ile GES-11’in Hidrofobik Etkilesimlerinin Gosterilmesi ve
Sefotaksim bagh Toho-1 E166A ile Siiperpozisyonu

GES-11 (PDB: 3V3R) ve Toho-1 E166A-sefotaksim kompleksi (PDB: 11YO)
protein veri bankasindan .pdb uzantilariyla indirildi. Bu yapilar PyMOL (Schrddinger,
2014) programina yiiklendi, GES-11’in Toho-1 ile siiperpozisyon goriintiisii elde
edilmeye calisildi. Programin mutagenezis o6zelligi kullanilarak GES-11’de 169.

pozisyon lsine doniistiiriildi. GES-11’de M169’un hidrofobik etkilesimleri belirlendi.

2.22. W222L, 1129V ve P130Q Klinik Mutasyonlarinin OXA-66’nin fB-Laktam

Hidroliz Profili Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Acinetobacter baumannii’de bulundugu belirlenen OXA-51 grubuna dabhil
OXA-66’da (Hu vd., 2007; Gonzalez vd., 2010) OXA-51’de meydana gelen klinik
mutasyonlar yapilarak, bu mutasyonlarin substrat hidroliz profili {izerine etkilerinin

belirlenmesi amaglandi.
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2.22.1. OXA-66/W222L iizerinde 1129V ve P130Q Mutasyonlarinin Yapilmasi

pET24a-OXA-66/W222L (sinyal sirasiz) vektorii Grand Valley State University
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarindan temin edildi. Rekombinant vektor kalip olarak
kullanilarak 1129V ve P130Q mutasyonlar yapildi. Mutasyonlar iki basamakli PZR ile
gerceklestirildi. Birinci PZR basamaginda Ndel ve Xhol kesim bolgeleri bulunduran
mutasyon primerleri (P130Q F : 5°-GCT TCC GCT ATT CAG GTT TAT CAA G -3’;
P130Q_R: 5’-ATC TTG ATA AAC CTG AAT AGC GGA AGC- 3’; 1129V _F: 5°’-CCG
CTG TTC CGG TTT ATC AAG ATT TAG-3’; 1129V_R: 5’-CCG GAA CAG CGG
AAG CTT TCA TAG C-3’) ve T7 ileri ve geri primerleri kullanilarak genler iki parca
halinde elde edildi. PZR bilesenleri Tablo 18’de verildi. Amplifikasyon i¢in dongii
sartlari: 5 dk 98°C; 30 sn 98°C, 30 sn 52°C, 1 dk 72°C (29 dongii) ve son sentez 10 dk

72°C. Amplifikasyon iiriinleri % 1°lik agaroz jelde ytiriitiilerek goriintiilendi.

Ikinci PZR basamaginda ise T7 ileri ve geri primerleri ve kalip olarak birinci PZR
basamaginda elde edilen amplifikasyon tiriinleri kullanilarak Ndel-Xhol kesim bdlgeleri
bulunduran genlerin tamami ¢ogaltildi. PZR bilesenleri Tablo 19’da verildi.
Amplifikasyon icin dongii sartlari: 5 dk 98°C, 30 sn 98°C, 30 sn 52°C, 1 dk 72°C (29
dongili) ve son sentez 10 dk 72°C. Amplifikasyon iiriinleri % 1’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilendi.
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Tablo 18. Birinci PZR basamagi reaksiyon bilesenleri

1(u) 2 (ul) 3 (ul) 4 (1)
dd H:0 31,5l 31,5 ul 31,5 ul 31,5 ul
Tampon HF 10 ul 10wl 10 wl 10 ul
dNTPs 5ul 5ul Sul Sl
1129V_F 1 ul
P130Q_F 1l
1129V_R 1ul
P130Q _R 1l
T7_F 1l 1l
T7 R 1wl 1wl
pET24a-OXA-66/W222L 1l 1l 1l 1 ul
Polimeraz 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Toplam Hacim 50 50 50 50

Tablo 19. Ikinci PZR basamag reaksiyon bilesenleri

1 (ul) 2 (ub
dd H0 22,5 22,5
Tampon HF 10 10
dNTPs 5 5
T7_F 1
T7_R 1
Polimeraz 0,5 0,5
1. PZR iiriinii 5
2. PZR iiriinii 5
3. PZR iiriinii 5
4. PZR iiriinii 5
Toplam Hacim 50 50

PZR fdrlinleri Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) ile jelden saflagtirildi. DNA
miktarlar1 NanoDrop yardimiyla belirlendi. PZR iiriinleri ve pET-24a ile 37°C’de 90
dakika boyunca Ndel ve Xhol kesim reaksiyonlart gerceklestirildi. Kesim sonucunda

vektor jelden Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) kullanilarak saflagtirildi. Vektor, PZR
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tirtinleri, 10 tlinite T4 DNA ligaz (Promega) ve 1X T4 ligasyon tamponu 20 pl hacimde
16°C’de gece boyu inkiibe edilerek ligasyon saglandi. Elde edilen ligasyon iiriinleri
NEB 5a hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden
Plazmit DNA izolasyon kitiyle (Thermo Scientific) plazmit DNA izole edildi.
Plazmitlerle 37°C’de 90 dakika boyunca Ndel-Xhol kesimi yapildi. Kesim sonucuna

gore arzu edilen genleri tagidig1 diisliniilen plazmitler baz dizin analizine gonderildi.

2.22.2 pET-24a-OXA-66/W222L, pET-24a-OXA-66/W222L/P130Q ve pET-24a-
OXA-66/W222L/1129V’nin  E. coli BL21’e¢ Transformasyonu ve

Ekspresyonun Indiiklenmesi

blaoxa-66rw222L,  blaoxa-66/w222L/p130Q Ve blaoxa-e6/wa2211129v genlerini  igeren
plazmitler E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerine kimyasal yontemle transforme edildi
(Sambrook vd., 1987). Transformasyon sonucunda rastgele birer koloni se¢ildi ve
ekspresyon i¢in kullanildi. Ekspresyonun i¢in segilen koloniler gece boyunca 37°C’de
25 pg/ml kanamisin igceren 50 ml besiyerinde biiyiitiildiikten sonra 25 pg/ml kanamisin
iceren 2000 ml LB besiyerlerine yeniden ekildi ve 37°C’de inkiibe edildi. OD 600’de
0,6-0,8 olunca son hacim 0,1 mM IPTG (izopropil B-D-1-Tiyogalaktopiranozit) ile
indiiklenerek 3 saat 37°C’de biiyiitiildii.

2.22.3 OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

Iyon Degisim Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Indiiklemeler sonucunda hiicreler 7500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Lizisi
kolaylastirmak i¢in pelletler bir gece -20°C’de bekletildi. Pelletler 20 ml lizis tamponu
(50 mM NaH2POs, 1 mM EDTA, pH 7,0) ve HALT proteaz inhibitor kokteyli (Pierce)
ile siispanse edildi. Daha sonra 1 ml lizozim (10 mg/ml) eklenerek viskozitenin artmasi
icin beklendi. Viskozite iyice artinca 10 ul DNaz I (5 mg/ml) ve 100 pl 1 M MgCl»
eklendi. Viskozite tamamen ortadan kalkinca 15.000 rpm’de 4°C’de 30 dk santrifiij
yapildi. Siipernatantlar 4 L diyaliz tamponunda (5 mM NaH2POs, pH 5,8) 4°C’ de bir
gece boyunca diyaliz edildi.
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Karboksi-metil seliilloz (CM-23, Sigma) kolonu 1,5 x 3 cm boyutlarinda hazirlandi
ve 100 ml diyaliz tamponu ile (5 mM NaH:POs, pH 5,8) dengelendi. Siipernatantlar
kolona yiiklenerek kolondan akmasi saglandi. Daha sonra yaklasik 10 ml diyaliz
tamponu ile (5 mM NaH>PO4, pH 5,8) kolon ¢eperleri iyice temizlendi. Fraksiyon
toplayicisina 30 tane deney tiipli yerlestirildi. Kolon 25 ml diyaliz tamponu (5 mM
NaH2POs, pH 5,8) ile yikandi. Diyaliz tamponu (5 mM NaH>POs, pH 5,8) ve eliisyon
tamponu (50 mM NaH>PO4, pH 7,0) ile gradiyent olusturarak her bir tiipe 160 damla
birikecek sekilde fraksiyon toplayict calistirildi. Saflastirma basamaklart 4°C’de
gergeklestirildi. Bradford deneyi (20 pl fraksiyon ve 1X 10 ul Bradford boyasi) ile
hangi fraksiyonlarin SDS-PAGE’e yiiklenilecegine karar verildi. SDS-PAGE analizi

yapildu.

2.22.4 OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

Konsantre Edilmesi ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Proteinler Amicon Ultra 10 kDa MWCO (Millipore) ile konsantre edildi.
Proteinlerin molekiiler agirliklar1 ve ekstinksiyon katsayilart ExPASy ProtParam
(URL-9, 2015) yardimiyla belirlendi. Daha sonra proteinler Guanidine HCI ile
seyreltilerek 270 nm-400 nm arasinda (Beckmann DU 800, USA) absorbanslar1 ol¢tildii.
Beer-Lambert yasasindan yararlanilarak molekiiler agirliklari, ekstinksiyon katsayilari
ve absorbanslar1 kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi. Daha sonra proteinler 300’er
pl olacak sekilde ependorflara konuldu. Proteinler sivi azotta dondurularak, -80°C’de

saklandi.

2.22.5. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

Kinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

50 mM NaHzPO4, 25 mM NaHCO; tamponunda (pH 7,4) enzim ve farkhi
konsantrasyonlarda substratlarla reaksiyonlar gergeklestirildi. Reaksiyonlarda

kullanilacak enzim konsantrasyonlarina, farkli enzim konsantrasyonlar1 ve sabit substrat
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konsantrasyonlarinda deneyler yapilarak karar verildi. Deneylerde kullanilan f-

laktamlarin ektstinksiyon katsayilari, dalga boylar1 ve faktorler Tablo 20°de verildi.

Tablo 20. B-laktamlara 6zgii ekstinksiyon katsayilari, dalga boylar1 ve faktorler

Molar
Ekstinksiyon ..
Beta-Laktam Sinifi p-laktam Dalga Boyu (nm) Katsayist Faktor
(ecmMY)
Penisilinler Ampisilin 235 -900 1111,11
Seftazidim 260 -8660 115,47
Sefotaksim 260 -7500 133,33
Sefalotin 260 -6500 153,83
Sefalosporinler
Seftriakson 260 -9400 106,38
Sefepim 260 -10000 100
imipenem 300 -9000 111,11
Karbapenem
Doripenem 297 -11460 87,26
Monobaktam Aztreonam 320 -700 1428,57

Spektrofotometrik okumalarda 1 cm ve 0,2 cm’ lik kuvars kiivetler kullanildi. -
laktam halkalarinin pargalanmasiyla olugan zamana bagli absorbans degisimleri
spektrofotometrik (Agilent, Cary 60) olarak belirlendi. Kinetics programiyla baslangi¢
hizlar1 hesaplandi. Molar1 mikromolara cevirmek ic¢in Beer-Lambert yasasindan
yararlanilarak elde edilen faktorler, program tarafindan ilk 10 saniyede alinan egim ile
carpildi. Baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlartyla Excel+SDAS programinda

Michealis-Menten denkleminden yararlanilarak grafikler cizildi.

Enzimlere baglanma afinitesi yiiksek olan imipenem ve doripenemin enzimlere
olan baglanma afinitelerini tespit etmek i¢in yarismali inhibisyon deneyleri yapildi.
Deneylerde raportor substrat olarak ampisilin kullanildi. Ampisilinin konsantrasyonlari
sabit tutularak, substratlarin konsantrasyonlar1 degistirildi. Deneyler 50 mM NaH2POs,
25 mM NaHCOs; tamponunda (pH 7,4) gergeklestirildi. Km degerlerine yakin

konsantrasyonlar, reaksiyonlarda raportdr substratlarin konsantrasyonlar1 olarak
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kullanildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 21°de wverildi. Spektrofotometrik okumalar
sonucunda Kinetics programiyla baslangi¢ hizlar1 hesaplandi. Ky degerlerinin
belirlenmesi i¢in baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlari ile Excel+SDAS
programinda formiil (1) ile grafikler ¢izildi ve formiil (2) ve formiil (3) kullanilarak

hesaplamalar yapildi.

Tablo 21. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/129V ve OXA-66/W222L/P130Q

yarismali inhibisyon reaksiyon bilesenleri

Imipenem Doripenem
Enzim 0,044 uM 0,044 uM
OXA-66/W222L Substrat (0-51,84 uM) (0-6,4 uM)
. Ampisilin Ampisilin
Raportor Substrat (2019 pM) (2000 uM)
Enzim 0,029 uM 0,018 uM
OXA-66/W222L/P130Q Substrat (0-8 uM) (0-1,92 uM)
. Ampisilin Ampisilin
Raportor Substrat (727 uM) (727 uM)
Enzim 0,022 uM 0,022 uM
OXA-66/W2221/1129V Substrat (0-1,92 uM) (0-0,82 uM)
. Ampisilin Ampisilin
Raportor Substrat (1850 M) (1814 M)
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3. BULGULAR

3.1. Acinetobacter baumannii izolatlarimin Antibiyotik Duyarhlik Oranlar

A. baumannii izolatlarinin ¢ogu imipeneneme (% 95) ve meropeneneme (% 94)
direngli bulundu. Direng oranlari, ampisilin-sulbaktam i¢in % 97, piperasilin i¢in % 97,
piperasilin-tazobaktam i¢in % 97, seftazidim i¢in % 97, sefoparozon-sulbaktam i¢in %
87, sefepim i¢in % 97, amikasin i¢in % 63, siprofloksasin i¢in % 94, levofloksasin i¢in
% 89, tetrasiklin i¢in % 70, trimetoprim-sulfometaksozol i¢in % 69 ve gentamisin i¢in
% 48 olarak belirlendi. Tigesiklin ve netilmisin i¢in direnglilik oranlar1 sirasiyla % 8 ve
% 11 olarak belirlendi (Tablo 22). Tiim izolatlar kolistine duyarli bulundu. Iki
antibiyotik grubundan daha fazlasina direng gdsteren suslar ¢oklu ilag direngli, bes
antibiyotik grubuna direng gosteren suslar yaygin ila¢ direngli olarak tanimlanmaktadir
(Magiorakos vd., 2012). Antibiyotik duyarliliklarina gore suslarin % 96’s1 ¢oklu ilag

direngli sus olarak belirlendi. Bunlarin % 98’1 yaygin ila¢ direngli olarak belirlendi.

Tablo 22. Antibiyotik duyarlilik oranlari

Antibiyotik Duyarhlhiklar1 (n=101)

Antibiyotikler % Direncli % Orta Duyarh % Duyarh
Ampisilin-Sulbaktam 97 0 3
Piperasilin 97 0
Piperasilin-tazobaktam 97 0 3
Seftazidim 97 0 3
Sefoparozon-sulbaktam 87 6 7
Sefepim 97 0 3
Amikasin 63 2 35
Gentamisin 48 10 42
Netilmisin 11 14 75
Siprofloksasin 94 3 3
Levofloksasin 89 8 3
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Tablo 22 (devam). Antibiyotik Duyarlilik Oranlar
Antibiyotik Duyarhhklar: (s=101)

Antibiyotikler % Direncli % Orta Duyarh % Duyarh
Tetrasiklin 70 11 19
Tigesiklin 8 27 65
Kolistin 0 0 100
Trimetoprim-sulfametoksazol 69 0 31
Imipenem 95 2 3
Meropenem 94 3 3

3.2. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PZR ile Tespit Edilmesi ve Baz Dizin Analizi

79 sus blaoxa-23 benzeri genler icin pozitif sonu¢ verdi. Suslardan sadece birinde
blaoxa-40 benzeri gen tespit edildi. blaoxa-s1 benzeri genler tiim suslarda bulundu. Bu
suslarin % 80’ininde blaoxa-si1 ile birlikte IS4bal elementinin bulundugu gozlendi. 66
susun blaoxa-s1, ISAbal ve blaoxa-3 birlikte bulundurdugu tespit edildi. blaoxa-4o0
benzeri geni tasiyan susta blaoxa-si benzeri gen ve ISAbal elementi bulundugu
gozlendi. blages benzeri genler 24 susta tespit edildi. Aminoglikozit modifiye edici
enzimleri kodlayan aac-3-Ia geni 13 susta ve aac-6'-Ib geni 15 susta bulundu. Suslarin
% 95’nin birden fazla diren¢ genini tasidig1 gozlendi. blaoxa-s1/ISAballblaoxa-23/
blages/aac-6"-1b bir arada 16 susta bulunurken bu genlerin kombinasyonu ve aac-6"-1b
yerine aac-3-Ia bulunduran 4 sus tespit edildi. blaoxa-ss, blaves, blaper-2, blawp,
blavim-1 ve blanpm-1 genleri tespit edilmedi. pGEMT ye klonlanan 24 blages PZR iirlinii
nilin baz dizin analiz sonucunda 16 GES-11 ve 8 GES-22 tipi B-laktamaz tespit edildi.
Sekil 10°da gen kombinasyonlar1 ve gen kombinasyonlarinin suglarda bulunma oranlari
verilmigtir. Sekil 10°a gore suslar arasinda en fazla blaoxa-si, ISAbal ve blaoxa-23

kombinasyonu bulunmaktadir.
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Kombinasyon yiizdeleri
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Gen Kombinasyonlari

Sekil 10. 101 A. baumannii susunda tespit edilen gen kombinasyon yiizdeleri. 1:
blaoxa-s1 /blaoxa-23 /1SAbal/ blacrs, 2: blaoxa-s1 /blaoxa-23, 3: blaoxa-s1, 4:
blaoxa-s1 /aac-6'-1b, 5: blaoxa-s1 /blaoxa-23 /1ISAbal/ aac-6"-1b, 6: blaoxa-s1/
ISAbal, 7: blaoxa-si /blaoxa-23 1SAbal  /aac-6"-Ib/ blaces, 8: blaoxa-s1/
blaoxa-23/ 1SAbal, 9: blaoxa-s1 /blaoxa-23/ 1SAbal/ aac-3-la/blaces, 10:
blaoxa-s1 /1ISAbal /aac-3-1a , 11: blaoxa-s1 /1SAbal /blaces, 12: blaoxa-s1/
blaoxa-24 1SAbal, 13: blaoxa-s1/blaoxa-23 /1ISAbal/aac-3-1a, 14: blaoxa-s1/
ISA4bal /aac-6'-1b.

3.3. Tekrarlanan Palindromlara dayali PZR (REP-PZR)

101 A. baumannii izolatinin PEP-PZR ile klonal iliskileri belirlendi. REP-PZR
sonuglarina gore izolatlar 12 genotip grubuna dahil edildi (Sekil 11). Genotip 6 ve 9,
izolatlar arasinda en yaygin olan genotiplerdir. Genotip 1, 2, 3, 4, 5,7, 8, 10, 11 ve 12
izolatlarda sirastyla % 9,9, % 3,96, % 5,94, % 9,9, % 13,86, %19,8, % 0,99, % 6,93,
%19.,8, % 1,98, % 1,98 ve % 4,95 oranlarinda bulundu. Genotip 1, 12 ve diger
genotiplerden olusan iki ana grubun oldugu belirlendi. En yiiksek benzerligin genotip 3
ve 4’te oldugu gozlendi. 12 genotipe dahil olan izolat sayilarinin oranlart ve bu suslarin

barindirdig1 gen kombinasyonlar1 Tablo 23’te verildi.

70



h 3L

I
T —— —

=

.

[v]vIv"'v""Iv

020 030 040 O

5 060 070 080

R |
080 100

Sekil 11. 101 4. baumannii izolatinin REP-PZR profilleri

Tablo 23. Genotipler ve gen kombinasyonlari

Genotipler

Oran

Gen kombinasyonlar

Genotip 1

Genotip 2

Genotip 3

Genotip 4

Genotip 5

Genotip 6

Genotip 7

Genotip 8

% 9,9

% 3,96

% 5,94

% 9,9

% 13,86

% 19,8

% 0,99

% 6,93

blaoxa-s1/ISAba, blaoxa-s1 /blaoxa-23 /1SAbal/
aac-6"-1b/ blages, blaoxa-s1 /blaoxa-23/ 1SAba,
blaoxa-s1 /blaoxa-23/ 1SAbal/ aac-3-1a /blaces,
blaoxa-s1 1SAbal/aac-3-1a, blaoxa-s1/1SAbal /
blaggs, blaoxa-s1 /blaoxa-24/1SAbal
blaoxa-si/blaoxa-23 /1SAbal/ blaces, blaoxa-s1/
blaoxa-23/1SAbal /aac-6'-1b/ blacks

blaoxa-s1 /aac-6"-1b, blaoxa-s1 /blaoxa-23, blaoxa-si
/ISAbal, blaoxa-s1 /blaoxa-23/1SAbal
blaoxa-s1/blaoxa-23 1SAbal/ aac-6'-1b, blaoxa-51/
blaoxa-23/ ISAbal, blaoxa-s1 1SAbal /aac-3-1a,
blaoxa-si1/blaoxa-23 /1SAbal /aac-3-la

blaoxa-s1 /blaoxa-23, blaoxa-s1 /aac-6"-1b, blaoxa-s1
/blaoxa-23/ 1SAbal

blaoxa-si /blaoxa-23 /1SAbal/ blages, blaoxa-si,
blaoxa-si /blaoxa-23 1SAbal/ aac-6'-1b, blaoxa-s1/
ISAbal, blaoxa-s1 /blaoxa-23/ ISAbal

blaoxa-s1

blaoxa-s1/blaoxa-23 1SAbal/aac-6'-1b/ blaces,
blaoxa-s1 /blaoxa-23/ 1SAbal
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Tablo 23 (devam). Genotipler ve gen kombinasyonlari

Genotipler Oran Gen kombinasyonlar
blaoxa-s1 /blaoxa-23 1SAbal/ blaces, blaoxa-s1/
blaoxa-23, blaoxa-s1 /blaoxa-23 [1SAbal/ aac-6'-1b,
) blaoxa-si /blaoxa-23 1SAbal, /aac-6'"-1b/ blaces
Genotip 9 % 19,8
blaoxa-s1/blaoxa-23/ 1SAbal/ aac-3-1a /blaces,
blaoxa-s1/1SAbal /aac-3-1a blaoxa-s1/ ISAbal /
aac-6"-1Ib
Genotip 10 % 1,98 blaoxa-s1/blaoxa-23/ 1SAbal
. blaoxa-s1/blaoxa-23/ 1SAbal/ aac-3-1a /blacgs,
Genotip 11 % 1,98
blaoxa-si /blaoxa-23 1SAbal/ aac-6'-1b
) blaoxa-s1/blaoxa-23 '1SAbal/ blacgs, blaoxa-s1/
Genotip 12 % 4,95
blaoxa-23
3.4. Konjugasyon

Pozitif kontrol susunda konjugasyon deneyi basariyla gergeklestirildi. GES-11 ve

GES-22 barindiran 4. baumannii izolatlar1 ile yapilan konjugasyon deneyleri sonucunda

ampisilin ve rifampisinli EMB’de biiyliyen Escherichia coli K-12 J53-2 (met pro Rif")

transkonjugantlar1 tespit edilmedi. Escherichia coli K-12 J53-2 (met pro Rif') alici

hiicresine GES-11 ve GES-22 genleri aktarilamadigi belirlendi.

3.5. blaces Genlerinin pET100/D-TOPO Vektoriine Klonlanmasi

Klonlama sonucunda segilen kolonilerden izole edilen plazmitlerin agaroz jel

goriintlisti Sekil 12°de verildi. Plazmitler kalip olarak blaggg primerleriyle yapilan PZR

sonucunda elde edilen amplifikasyon {irlinlerinin agaroz jel goriintlisii Sekil 13°te

verildi.
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Sekil 12. Plazmid izolasyon sonuglarinin agaroz jelde goriintiilenmesi (yuvarlak i¢ine
alianlar PZR’da kalip olarak kullanilan plazmitler)

P

Sekil 13. GES PZR sonuglarinin goriintiilenmesi. P: pozitif kontrol N: negatif kontrol

3.5.1. Baz Dizin Analizi Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Elde edilen niikleotid siralar1 Expasy Proteomics Server (URL-10, 2014)
kullanilarak amino asit sirasina ¢evrildi. Baslangic ve stop kodununu igeren 5°—3’
yoniindeki a¢ik okuma zincirleri BLAST a girilerek veri tabanindaki benzer proteinlerle
karsilastirma yapild1 (Altschul vd., 1990). GES-11 ve GES-22 proteinlerinin dogru
oryantasyonda pET100/D-TOPO vektoriine klonlandig: tespit edildi (Tablo 24).
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Tablo 24. BLAST analizi sonuglar1

Amino asit sirasi GES aleli

MRFIHALLLAGIAHSAYASEKLTFEFKTDLEKL
EREKAAQIGVAIVDPOGEIVAGHRMAQRTEFAM GES'22

CSTFEFPLAALVFERIDSGTERGDREKLSTYGTF . .
DMIVEWSPATERFLASGHMTVLEAAQAAVOL 287amlnoaSIt

SDNGATNLLLREIGGPAAMTOYFREIGDSVS 2699 GES-11° ¢
RLDRKEPELGDNTPGDLRDTTTPIAMARTYVA
KVLYGGALTSTSTHTIERWLIGNQTGDATLR benzer

AGFPEDWVVGEKTGTCANGARNDIGFFEKAQE
RDYAVAVYTTAPEKELSAVERDELVASVGQVIT

QLILSTDEK (M169L)

MRFIHALLLAGIAESAYASEKLTIFKTDLEKLERE
KAAQIGVAIVDPQEEIVACGHERMAQRFANCETFES
PLARLVFERIDSGTERGDRKLSYEPDMIVEWS 23
TERFLASCHXTVLEARQAAVQLSDNGATNLLLRE
IGEPAAMTQYFRKIGDSUSRLDREEPENGDONT2G GES-11
DLRDTTTPIAMARIVAKVLYGGALTSTSTIHTIIEDR 286 amino asit
WLIGNQTIGDATLRAGFRPKDWVVGEKTETCANGAR
NDIGFFKAQERDYAVAVYTTAPKLSAVERDELVA
SVBQVITQLILSTDE

3.6. GES-11 ve GES-22’yi Barindiran Hiicrelerin Baz1 Antibiyotikler I¢in MiK

Degerleri

pET100/D-TOPO_GES-11 ve pET100/D-TOPO_GES-22 vektorlerini iceren One
Shot® TOPI0 hiicrelerinin ve GES-11 ve GES-22’yi bulundurdugu tespit edilen
Acinetobacter baumannii izolatlarinin ampisilin/sulbaktam, piperasilin, piperasilin/
tazobaktam, seftazidim, sefoperazon/sulbaktam, sefepim, imipenem ve meropenem i¢in
MIK degerleri belirlendi (VITEK 2 System). Tiim antibiyotikler arasinda sadece
piperasilin-tazobaktama kars1 pET100/D-TOPO_GES-11 ve pET100/D-TOPO_GES-22
vektorlerini igeren One Shot® TOPI0 hiicrelerinin MIK degerlerinde farklilik gozlendi.
Ayrica ampisilin/sulbaktam ve piperasiline karsi MIiK degetlerinin klinik izolatdaki

MIK degerleriyle ayn1 oldugu gdzlendi (Tablo 25).
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Tablo 25. Bazi antibiyotikler i¢in MiK degerleri

GES-11 Acinetobacter GES-22 Acinetobacter
(One Shot® baumannii (One Shot® baumannii
TOP10) (GES-11) TOP10) (GES-22)
Ampisilin/Sulbaktam >=32 >=32 >=32 >=32
Piperasilin >=128 >=128 >=128 >=128
Piperasilin/Tazobaktam <=4 >=128 64 >=128
Seftazidim <=1 >=64 <=1 >=64
Sefoperazon/Sulbaktam <=8 >=64 <=8 >=64
Sefepim <=1 >=64 <=1 >=64
Imipenem <=0,25 >=16 <=0,25 >=16
Meropenem <=0,25 >=16 <=0,25 >=16

3.7. GES-22’de Yapilan Alanin Mutasyonlarinin MiK Uzerine Etkileri

Amoksisilin i¢in MIK degerlerinin GES-22 ve alanin mutantlarinda ayni oldugu

belirlendi. GES-22 ve varyantlarinin sefiksim, sefoperazon/sulbaktam, meropenem,

amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, imipenem icin MiK degerlerinin benzer oldugu

gozlendi. GES-22 T216A’ da sefaklor i¢in MIK degerinin GES-22’nin MIiK degerinin 4

katina ¢iktig1 gozlendi. Bazi hiicrelerin piperasilin/tazobaktam ve tikarsilin/klavulanik

asit i¢in MIK degerlerinde % 62,5-% 97,6 azalma gozlendi (Tablo 26).

Tablo 26. Oneshot E. coli hiicrelerinin bazi antibiyotikler icin MIK degerleri

Oneshot E. coli (pTOPO-GES-22)

Antibiyotik L169A D276A K30A T220A D179A K251A 1290A T216A
AC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

IX 0,25 0,25 0,19 0,25 0,25 0,38  >0,19 >0,125 >0,125
PTC >256  >256  >256  >256  >256 >32 16 6 >256

CPS 6 6 >8 6 8 8 >8 8 8

MEM 0,015 0,015 >0,015 0,015 003 >0,015 >0,015 >0,015 >0,015

TLC >256  >256  >256  >256  >256 96 >256  >256  >256
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Tablo 26 (devam). Oneshot E. coli hiicrelerinin baz1 antibiyotikler icin MIK degerleri

Oneshot E. coli (pTOPO-GES-22)

Antibiyotik L169A D276A K30A T220A D179A K251A 1290A T216A
XL 16 12 16 >16 16 12 >12 12 >12
FX >4 3 3 6 4 3 >2 3 3
CF 4 4 12 6 8 12 8 8 16

IPM 0,5 >0,5 1 0,5 >0,5 >0,5 >0,5 >0,5 >0,5

3.8. blacges-22 ve blages-11’in pET-28a’ya Klonlanmasi

blages22 ve blaces-11’in Xhol kesim bdlgelerinin (CTCGAG) baz dizin analiz
sonucuna gore yonlendirilmis mutasyonla “CTCGAA” olarak degistirildigi tespit edildi.
Yapilan sessiz mutasyon GES-22 ve GES-11’in amino asit siralarinda herhangi bir
degisime neden olmadi. blages22 ve blaces-i pGEMT vektoriinden EcoRI-Xhol
kesimiyle cikarildi (Sekil 14). Bu genler EcoRI ve Xhol kesim boélgelerinden pET-28a’
ya klonlandi. EcoRI ve Xhol kesimi ile blages22 ve blaces-11’1 igine alan plazmitler
tespit edildi (Sekil 15). Baz dizin analizi sonuc¢larindan elde edilen niikleotid siralari
Expasy Proteomics Server (URL-10, 2014) kullanilarak amino asit sirasina ¢evrildi.
Baslangi¢ ve stop kodununu igeren 5°—3’ yoniindeki a¢ik okuma zincirleri BLAST’a
girilerek veri tabanindaki benzer proteinlerle karsilagtirma yapildi (Altschul vd., 1990).

blages-22 ve blages-11’nin pET-28a’ya aktarildig1 dogrulandi.

blages-2 PGEMT _blacgs-22 blages-n PGEMT _ blaces-n

Sekil 14. pGEMT Xhol blages-22 ve pPGEMT_ Xhol blages-11’in EcoRI-Xhol kesim
sonucunun % 1’lik agaroz jel goriintiisii
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Sekil 15. pET-28a_Xhol blaces22 ve pET-28a_Xhol blaces-11” in EcoRI-Xhol kesim
sonucunun %]1’lik agaroz jel gorintiisii K: Kontrol P: Geni i¢ine aldigi
diistiniilen plazmitler

3.9. GES-11 ve GES-22’ nin Saflastirilmasi

blages-22 ve blages-11’1 igeren rekombinant vektorler E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicrelerine transforme edilerek proteinlerin ekspresyonu indiiklendi. Ekspresyonun
gbzlendigi siipernatant kullanilarak Kobalt Afinite Kromatografisi yOntemiyle
saflastirma yapildi. Saflasgtirma sonucunda elde edilen fraksiyonlarin % 8’lik SDS-
PAGE gorintiisii Sekil 16 ve Sekil 17°de verildi. SDS-PAGE analizine gore, 15 ml
tampon C’nin (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 7,4) kolondan

gecirilmesiyle proteinlerin biiyiik bir kismi >%95’in {lizerinde saflikta elde edildi.

S Y Eliisyon sonrasi fraksiyonlar

Sekil 16. GES-22’nin saflastirilmasi sonucu elde edilen fraksiyonlarin % 8’lik SDS-
PAGE goriintiisii S: Siipernatant Y: Yikama sonrasi elde edilen fraksiyon
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S Y Eliisyon sonrasi fraksiyonlar

b o

Sekil 17. GES-11'nin saflastirilmas1 sonucu elde edilen fraksiyonlarin % 8’lik SDS-
PAGE goriintiisii S: Siipernatant Y: Yikama sonrasi elde edilen fraksiyon

3.10. GES-11 ve GES-22’nin Konsantrasyonlari

Diyaliz sonrasi proteinlerin Guanidin HCI ile seyreltilerek 270 nm-400 nm
arasinda (Beckmann DU 800, USA) 6l¢iilen absorbans degerleri, molekiiler agirliklari,
ekstinksiyon katsayilar1 ve diliisyon faktorleri kullanilarak hesaplanan konsantrasyonlar

Tablo 27’ de verildi.

Tablo 27. GES-11 ve GES-22’nin konsantrasyonlar1

GES-11 GES-22
Molekiiler agirhk 321924 32174,4
Ekstinksiyon katsayisi 24075 24075
Diliisyon Faktorii 10 10
Absorbans 0,8249 0,558
342,637 pM 231,77 pM
Konsantrasyon 11,03 mg/ml 7,457 mg/ml
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3.11. GES-22 ve GES-11’in Baz1 Beta-Laktamlar i¢in Kinetik Parametreleri

GES-11 ve GES-22’ nin ampisilin, penisilin G, seftazidim, sefotaksim, sefoksitin,

seftriakson, imipenem, aztreonam ve nitrosefin ile yapilan kinetik deneylerden elde

edilen verilere gore Michealis-Menten grafikleri ¢izildi (Sekil 18). Seftazidim,

sefotaksim, seftriakson, imipenem ve aztreonam ile yarismali inhibisyon deneylerinden

elde edilen grafikler Sekil 19 de verildi.

GES-22 GES-11
6 i 6
5 45 : 4,5
$ S
1,5 1,5
0 ]
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
[ampisilin] pM [ampisilin] pM
0,18 -
16 ’ i s ]
1,2 0,135
3 08 3 009 | /e
s g H
0,4 0,045
0 0
0 125 250 375 500 0 45 90 135 180
[penisilin G] pM [penisilin G] pM
4 6
3 45
= s &
RS &
12 30
S 8
1 |
0 0
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
[seftazidim] pM [seftazidim] pM
18 9
: 13,5 e 675
&
= =
3 9 =4 4.5
2 2
45 2,25
0 * 0
0 225 450 675 900 0 200 400 600 800

[sefotaksim] uM

[sefotaksim] pM

Sekil 18. GES-11 ve GES-22 i¢in Michealis-Menten grafikleri (Ampisilin, penisilin G,
seftazidim, sefotaksim)
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Sekil 18 (devam). GES-11 ve GES-22 i¢in Michealis-Menten grafikleri (Sefoksitin,
seftriakson, imipenem, aztreonam, nitrosefin)
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Sekil 19. GES-22 ve GES-11 ile yarigmali inhibisyondan elde edilen grafikler

(Sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam, imipenem)



Test edilen biitiin B-laktamlar arasinda GES-22, en yiiksek FAcat degerini
seftriaksona karsi gosterdi ve bu deger GES-11’inkinden daha yiiksektir. Ayrica
seftriakson i¢in GES-22, GES-11 gore daha diisiik K, degerine sahiptir. Seftriakson igin
diistik Ky ve yliksek keat ile GES-22, GES-11’den daha yiiksek katalitik etkinlik oram
gosterdi. Sefotaksim i¢in GES-11 ve GES-22’de benzer kca degerleri gézlenmesine
ragmen GES-22’de daha yiiksek afiniteyle GES-11 gore biraz daha yiiksek AcaKm
degeri saptandi. GES-11 ve GES-22’de seftazidime karsi benzer K, degerleri
gozlenirken GES-11 i¢in keca’in GES-22’ye gore yaklasik 2,4 kati1 oldugu belirlendi.
Doéniisiim sayisindaki bu artig katalitik etkinlige yansiyarak GES-11’in GES-22’nin
yaklagik 2,3 kati kcarKn gOstermesine neden oldu (Tablo 28). Bu sonuglara gore,
seftriakson ve sefotaksim sefalosporinleri icin GES-22’de GES-11’e gore aktivitede

kazang ve seftazidim i¢in aktivitede kayip gozlendi.

Genellikle GES tipi B-laktamazlar sefamisinleri parcalayamaz. Tablo 28’deki
sonuglara gore GES-11 ve GES-22 i¢in bu egilimin varoldugu gozlendi. GES-11’in
GES-22’nin yaklasik 2,4 kati katalitik etkinlik gdstermesine ragmen iki enzimin de

sefoksitine kars1 yliksek afinite ve zay1f hidroliz gdsterdigi belirlendi.

GES-22 aztreonama karsi GES-11in yaklagik 2,2 kat1 K, degerine sahiptir. Buna
karsin, GES-22’nin aztreonam i¢in GES-11’in 5 kati donilisiim sayis1 ile bu substrati
daha yiiksek Kkatalitik etkinlikle parcaladigi belirlendi. GES-22’de seftriakson ve

sefotaksim i¢in gozlenen artan katalitik etkinligin aztreonamda da siirdiigii belirlendi.

Nitrosefin, kromojenik bir sefalosporindir. Yarigsmali inhibisyon deneylerinde
kullanilmak iizere nitrosefin kinetik deneyleri gerceklestirildi. GES-11’in nitrosefine
kars1 afinitesinin daha yiiksek oldugu fakat GES-22’nin doniisiim sayisindaki artigla

GES-11"e gore katalitik etkinliginin daha yiiksek oldugu belirlendi.
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Penisilin grubu antibiyotiklere kars1 (penisilin G ve ampisilin) GES-11’in daha
fazla afinitesi oldugu belirlendi. Bununla birlikte, GES-22 i¢in bu antibiyotiklere kars1
daha yiiksek kcaKim ve kcar degerleri belirlendi. GES-11 ve GES-22’nin imipeneme
afinitelerinin ¢ok yiiksek oldugu ve imipenemi etkili bir bicimde hidroliz edemedikleri

belirlendi.

Tablo 28. GES-11 ve GES-22’ nin baz1 -laktamlara kars1 kinetik parametreleri

K veya K; (uM) keat (s) keat/ K (UM s71)
GES-11
Ampisilin 51+3 21+0,3 0,41+0,02
Penisilin G <15 3,7+0,2 >0,25
Seftazidim 1400+2502 40+7 0,029+0,001
Sefotaksim 2800+5002 340+60 0,12+0,01
Sefoksitin 20+3 0,033+0,002 0,0017+0,0003
Seftriakson 1800+300° 260+40 0,14+0,01
Aztreonam 1500+2002 24+4 0,016+0,001
imipenem 0,13+0,012 0,0092+0,0004 0,070+0,006
Nitrosefin 170+20 120+£5 0,68+0,10
GES-22
Ampisilin 121+10 71+2 0,59+0,05
Penisilin G 5248 34+1 0,65+0,10
Seftazidim 135042102 17+3 0,013+0,001
Sefotaksim 2050+190° 320430 0,16+0,01
Sefoksitin 19+6 0,014+0,001 0,00072+0,00022
Seftriakson 155042202 340+50 0,22+0,01
Aztreonam 3200+2802 120+10 0,039+0,001
imipenem 0,11+0,022 0,013+0,001 0,11+0,02
Nitrosefin 270+20 320+10 1,2+0,1
a. Ky
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3.12. GES-22 ve GES-11’in p-Laktamaz Inhibitorlerine Karsi Kinetik Ozellikleri

Baslangi¢ hizlar1 ve substrat konsantrasyonlari kullanilarak Excel+SDAS
programi ile ¢izilen grafikler Sekil 20°de verildi. Grafiklerden elde edilen Ky ¢
degerlerinden faydalanilarak hesaplanan K, degerleri ve kinetik deneyler sonucunda

elde edilen diger parametreler Tablo 29°da verildi.
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Sekil 20. inhibitorlerle GES-22 ve GES-11’in kinetik deneyleri sonucunda elde edilen
grafikler (sulbaktam, klavulanat, tazobaktam)
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Tablo 29. GES-11 ve GES-22’nin B-laktamaz inhibitorlerine kars1 kinetik parametreleri

Kd (uM) K (nM) keat (s) keat/ Km (UM s°1)

GES-11

Tazobaktam 1,6+0,3 - - -

Klavulanat 9,3+1,4 414 0,424+0,01 0,011+0,0001

Sulbaktam 6,1£1,6 23+7 0,33+0,01 0,014+0,004
GES-22

Tazobaktam 1,2+0,14 - - -

Klavulanat 0,73+0,08 4,8+1,4 0,154+0,01 0,032+0,0095

Sulbaktam 10+2 110+61 0,83+0,10 0,0078+0,0045

GES-11 ve GES-22’nin tazobaktam i¢in benzer Kn degerlerine sahip oldugu
belirlendi. GES-11 ve GES-22’nin siif A B-laktamazlarin kovalent inhbitorleri
sulbaktam ve klavulanati hidroliz ettigi tespit edildi. GES-22’de klavulanat i¢in K
degerinde yaklasik 9 kat azalma gozlendi (41 uM-4,8 uM). Baglanma afinitesindeki bu
belirgin arti§ kcat degerindeki azalmayla dengelenmesine ragmen kca/Km orani yaklasik 3
katina ¢ikt1 (0.011 uM1-s1-0,032 uM'-s!). GES-22’de sulbaktam igin Acat ve Km

degerlerinde artma ve kca/ Km oraninda yaklasik % 50 azalma gozlendi (Tablo 29).

3.13. GES-11’de M169’un Hidrofobik Etkilesimleri ve GES-11’in Sefotaksim bagh

Toho-1 E166A ile Siiperpozisyonu

PyMOL ile GES-11°de M169 l1o6sine g¢evrildiginde y-dallanmis yan zincirin
herhangi bir sterik engellemeye neden olmadigi belirlendi. GES-11’in sefotaksim bagl
Toho-1 E166A ile siiperpozisyonunda (Sekil 21), P167, N170, S237, D240 ve R274’iin
Toho-1 E166A’nin sefotaksimin biiyiik thiazolidin yan zinciri ile baglanma bolgesi
olusturdugu goriildi. GES-11’de M169’un yan zincirinin F72, M68, E166’nin -

karbonu ve D176 nin B-karbonu ile etkilesim yaptigi tespit edildi (Sekil 22).
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M169 M169

Sekil 21. GES-11"in sefotaksim bagli Toho-1 E166A ile stiperpozisyonu. GES-11: Yesil,
Toho-1 E166A: Mavi, Sefotaksim: Pembe

Sekil 22. M169’un hidrofobik etkilesimleri

3.14. pET-24a_0XA-66/W2221’de 1129V ve P130Q Klinik Mutasyonlarinin Elde

Edilmesi

Birinci ve ikinci PZR basamaklarinda elde edilen amplifikasyon {iriinleri agaroz
jel gorintileri Sekil 23 ve 24°te verildi. Sekil 25’te klonlama sonucu segilen
hiicrelerden izole edilen plazmitlerle yapilan Ndel-Xhol kesim sonucunun agaroz jel
goriintlisii verildi. Baz dizin analizi sonucglar1 degerlendirilerek (Altschul vd., 1990)

pET-24a OXA-66/W222L’de 1129V ve P130Q mutasyonlarin yapildig: belirlendi.
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Sekil 23. Birinci PZR basamaginda elde edilen amplifikasyon iirlinlerinin % 1’°lik
agaroz jel gorlintiisii

Sekil 24. Tkinci PZR basamaginda elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin % 1°lik agaroz
jel goriintiist

Sekil 25. Plazmitlerle yapilan Ndel-Xhol kesim sonucunun % 1’lik agaroz jel
goruntiisi
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315. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

Saflastirilmasi

OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V igeren
rekombinant vektorler E. coli BL21(DE3)pLysS hiicrelerine transforme edilerek
indiikleme yapildi. Ekspresyonun gozlendigi siipernatantlar kullanilarak iyon Degisim

Kromatografisiyle saflastirma yapildi. Saflastirma sonucunda elde edilen fraksiyonlarin

% 8’lik SDS-PAGE goriintiileri Sekil 26, 27 ve 28 deki gibidir.

Sekil 26. OXA-66/W222L saflastirilmasi sonucu elde edilen fraksiyonlarin % 8’lik
SDS-PAGE goriintiisii

Sekil 27. OXA-66/W222L/P130Q saflastirilmasi sonucu elde edilen fraksiyonlarin %
8’lik SDS-PAGE goriintiisii
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Sekil 28. OXA-66/W222L/1129V saflastirilmas1 sonucu elde edilen fraksiyonlarin %
8’lik SDS-PAGE goriintiisii

3.16. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Konsantre edilen proteinlerin Guanidin HCI ile seyreltilerek 270 nm-400 nm
arasinda (Beckmann DU 800, USA) 6l¢iilen absorbans degerleri, molekiiler agirliklari,
ekstinksiyon katsayilar1 ve dillisyon faktorleri kullanilarak hesaplanan konsantrasyonlar

Tablo 30’da verildi.

Tablo 30. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

konsantrasyonlari
OXA-66/W222L/ OXA-66/W222L/
OXA-66/W222L P130Q 1129V
Molekiiler agirhk 27989 28020,1 27975
Ekstinksiyon katsayisi 43430 43430 43430
Diliisyon Faktorii 15 15 15
Absorbans 0,6384 0,8448 0,6376
220,492 uM 291,77 pM 220,216 pM
Konsantrasyon 6,171 mg/ml 8,17 mg/ml 6,16 mg/ml




3.17. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin -

laktamlar icin Kinetik Parametreleri

OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V nin
ampisilin, sefalotin ve sefepim ile yapilan kinetik deneylerden elde edilen verilere gore
Michealis-Menten grafikleri ¢izildi (Sekil 29). Sekil 30°da {i¢ enzime ait imipenem ve
doripenem yarigsmali inhibisyon deneylerinden elde edilen grafikler verildi. Grafiklerden

elde edilen kinetik parametreler Tablo 31°de verildi.

Michealis-Menten Grafikleri

OXA-66 W222L 40
5 30 *
S
E
S
10 1
0 . . .
0 1500 3000 4500 6000
[ampisilin] pM
OXA-66 W222L/ 50
P130Q
g 37,5
=
3 25
S
12,5
0 T T T
0 1000 2000 3000 4000
[ampisilin] pM
OXA-66 W222L/ 80
1129V '
s 60
X
S
20
0 T T T
0 1000 2000 3000 4000
[ampisilin] pM

Sekil 29. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V nin
Michealis-Menten Grafikleri (Ampisilin)
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Michealis-Menten Grafikleri

OXA-66 W222L 4
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Sekil 29 (devam). OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/
[129V’nin Michealis-Menten Grafikleri (Sefalotin, sefepim)
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Sekil 30. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin

imipenem ve doripenem ile kinetik deneylerinden elde edilen grafikler
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OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’nin
sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve aztreonama karsi hidrolitik aktivitelerinin
belirlenebilecek seviyenin altinda oldugu tespit edildi (Tablo 31). OXA-66/W222L ve
OXA-66/W222L/P130Q sefepime hidrolitik aktivite gostermezken OXA-66/W222L/
[129V diisiik baglanma afinitesi (>686 puM) ve diisiik donilisiim sayisiyla sefepimi
parcalayabildigi belirlendi. Ayni zamanda {i¢ enzimin sefalotini farkli katalitik
etkinliklerde pargaladig tespit edildi (OXA-66/W222L i¢in 0,00207 uM! s'!, OXA-66/
W222L/P130Q igin 0,0105 puM! s ve OXA-66/W222L/1129V igin 0,11 uM-! s1),
OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V i¢in ampisiline
kars1t OXA-66’ya kiyasla diisiik Kim degerleri gozlendi (OXA-66/W222L i¢in 2234 uM,
OXA-66/W222L/P130Q icin 869 uM ve OXA-66/W222L/1129V icin 2402 pM).
OXA-66 W2221’de imipenem baglanma afinitesinin (Km = 2,67 uM) OXA-66’ ya gore
yaklagik 10 katina, katalitik etkinlik oraninin (kca/Km) yaklasik 3 katina ¢iktig1 gozlendi.
Aymi sekilde, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V’°de diisik K ile
imipeneme kars1 katalitik etkinlik oranlarinda artis gozlendi. OXA-66/W222L/
[129V’nin imipenemi OXA-66/W222L. ve OXA-66/W222L/P130Q’ya gore yiiksek
katalitik etkinlik oramiyla (kca=2,834 s!) hidroliz ettigi belirlendi. Uc enziminde
doripeneme baglanma afinitelerinin imipeneme kiyasla daha yiiksek oldugu goézlendi.
OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V nin doripenemi
diisiik Km ile hidroliz ettigi ve bunun sonucunda da OXA-66’ya gore katalitik etkinlik

oranlarmin arttig1 gozlendi.
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Tablo 31. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V nin (-

laktamlara kars1 kinetik parametreleri

K veya Kq(uM) keat (s7) keat Km (WM s71)
OXA-66?
Ampisilin 33650+5034 504,8+50,12 0,0150+0,0027
Imipenem 28,5+15b 0,54+0,028 0,019+0,01
Doripenem 2,7+0,6° 0,0516+0,00075 0,0191+0,00426
Sefotaksim - <0,02 -
Seftriakson - <0,02 -
Seftazidim - <0,02 -
Sefalotin >500 >0,1955 -
Sefepim - <0,02 -
Aztreonam - <0,02 -
OXA-66 W222L
Ampisilin 2234+159 372+12 0,167+0,0130
Imipenem 2,67+0,246b 0,137+0,0019 0,0513+0,0048
Doripenem 0,3349+0,0537° 0,0336+0,00077 0,1+0,0163
Sefotaksim - <0,02 -
Seftriakson - <0,02 -
Seftazidim - <0,02 -
Sefalotin 1336=+110 2,77+0,113 0,00207+0,000191
Sefepim - <0,02 -
Aztreonam - <0,02 -
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Tablo 31 (devam). OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/
[129V’nin B-laktamlara kars1 kinetik parametreleri

K veya Kq(uM) keat (s7)) keat Km (WM™ s71)
OXA-66 W222L
P130Q
Ampisilin 869+85 343+£12 0,395+0,0410
Imipenem 0,54+0,066° 0,255+0,0053 0,472+0,059
Doripenem 0,1592+0,0178 0,126+0,00264 0,792+0,09
Sefotaksim - <0,02 -
Seftriakson - <0,02 -
Seftazidim - <0,02 -
Sefalotin 704+85 7,4+0,482 0,0105+0,00144
Sefepim - <0,02 -
Aztreonam - <0,02 -
OXA-66 W222L
1129V
Ampisilin 2402+265 774+47 0,322+0,0406
imipenem 0,0487+0,009° 0,138+0,00731 2,834+0,545
Doripenem 0,0114+0,00126° 0,0217+0,000501 1,904+0,363
Sefotaksim - <0,02 -
Seftriakson - <0,02 -
Seftazidim - <0,02 -
Sefalotin 332429 36,23+1,36 0,11+0,0103
Sefepim >686 >0,11 -
Aztreonam - <0,02 -

a Yaymlanmamis veri (Leonard vd.)
b K d
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Acinetobacter baumannii bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ciddi
infeksiyonlara neden olan &nemli bir bakteriyel patojendir. Ozellikle saglik hizmeti
verilen kurumlarda ¢oklu ila¢ direncli suslarin salginlarinin artisiyla 6nemli infeksiyon
ajan1 olarak yeniden ortaya c¢ikti. Coklu ilag direngli Acinetobacter baumannii bes
antibiyotik grubundan (sefalosporinler, karbapenemeler, ampisilin/sulbaktam,
florokinolonlar, aminoglikozitler) ikisinden fazlasina diren¢ gdstermesiyle tanimlanir
(Peleg vd., 2008). Calismada kullanilan suslarin bir¢ogunda, sadece kolistine duyarlilik
ve diger bes antibiyotik grubuna direnclilik gozlendi. Bu ozellikleri gdsteren suslar
yaygin ila¢ direngli olarak adlandirilir (Magiorakos vd., 2012). Bakterinin kolistin ve
tigesiklini de igeren tiim antibiyotiklere direncli oldugu pan ilag direngli suslar
gozlenmedi. Seftazidim ve sefotaksim gibi genis spektrumlu sefalosporinlerin,
karbapenemlerin ve florokinolonlarin yaygin kullanim1 ¢oklu ilag direncli Acinetobacter
tiirlerinin artis ile iliskilidir (Peleg vd., 2008). Uzun yillar, karbapenemler 4. baumannii
infeksiyonlarinin tedavisinde onemli bir segenek olarak diisiiniilmiistiir. Fakat son

yillarda diinya genelinde karbapenem direnci yaygin hale gelmistir (Jones vd., 2007).

Bu c¢alismada incelenen 101 A. baumannii susunda, karbapenemlere yiiksek
oranda diren¢ gozlendi (imipenem % 95 ve meropenem % 94). Karbapenem direngli A.
baumannii suslar1 diinya genelinde rapor edilmistir. Karbapenemazlarin, metallo -
laktamazlarin ve bazi1 okzasilinazlarin 4. baumannii’de karbapenem direncine katki
sagladig1 belirlenmistir (Lolans vd., 2006). OXA-tip karbapenemazlar, 6zelikle OXA-23

salginlart A. baumannii’de yaygin olarak tespit edilmistir (Peleg vd., 2008).

OXA-40 grubu Portekiz, Ispanya, iran ve ABD’de rapor edilmistir. OXA-51
benzeri enzimler (6rnegin; OXA-64-66, OXA-68-71, OXA-78-80, OXA-82, OXA-86,
OXA-92 ve OXA104-112) gibi dogal olarak bulunan OXA karbapenemazlar, A.
baumannii izolatlarinda diinya genelinde rapor edilmistir. italya, Belgika, Fransa,
Yunanistan, Iran, ABD ve Arjantin’de OXA-58 tiirevlerini barindiran suslar tespit

edilmistir (Nowak vd., 2012). Daha onceki ¢alismalarda OXA-58 ve OXA-51 Tiirkiye’
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de rapor edilmistir (Peleg vd., 2008). Bu c¢alismada ilk kez Tiirkiye’de OXA-40
barindiran klinik 4. baumannii susu rapor edildi. Ayrica ¢alismada kullanilan tiim
suslarda blaoxa-s1 benzeri genin bulunmasi suslarin 4. baumannii olarak tanimlanmasini

destekledi (Turton vd., 2006b).

Suslarin % 80’ininde blapxa-s1 geninin yukar1 bolgesinde 1SAbal elementi tespit
edildi ve bu kombinasyonun yiiksek seviyede karbapenem direncine neden oldugu
gosterilmistir (Turton vd., 2006a). blaoxa-si/blaoxa-23/1SAbal/blaces, blaoxa-si/
blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-si/aac-6'-1b, blaoxa-si/blaoxa-23/1SAbal/aac-6'"-1b, blaoxa-s1/
ISAbal, blaoxa-si/blaoxa-23/1SAbal/aac-6'-Ib/blaces, blaoxa-si/blaoxa-23/1SAbal,
blaoxa-s1/blaoxa-23/1SAbal/aac-3-1a/blaces, blaoxa-s1/1SAbal/aac-3-1a, blaoxa-51/
ISAbal/blaces, blaoxa-si/blaoxa-24/1SAbal, blaoxa-s1/blaoxa-23/1SAbal/aac-3-1a,
blaoxa-s1/ISAbal/aac-6'-Ib gen kombinasyonlar: sirastyla 11, 13,5, 2,5, 5, 7, 36, 4, 6,
2, 1, 3, 1 susta tespit edildi. Tirkiye’de ilk kez tespit edilen OXA-40’1n (OXA-24)
blaoxa-s1 ve ISAbal ile birlikte bulundugu belirlendi. [SAbal/blaoxa-s1, 1SAbal/
blaoxa-s1/blaoxa-23, 1SAbal/blaoxa-si/blaoxa-40 kombinasyonlar1 daha Once yapilan

calismalarda A. baumannii suslarinda tespit edilmistir (Lolans vd., 2006).

A. baumannii’de karbapenem direnci ¢ogunlukla sinif D B-laktamazlar (OXA-23
benzeri, OXA-40 benzeri ve OXA-58 benzeri) ve metallo B-laktamazlarla iliskilidir.
Son yillarda Ambler simmif A B-laktamazlar, GES ve KPC (karbapenemazlar) A.
baumannii’de rapor edilmistir. GES-tipi B-laktamazlar, karbapenemlere yiiksek seviyede
dirence neden olabilmektedir. blaggs genleri Avrupa, Asya, Giliney Amerika ve Giiney
Afrika’da rapor edilmistir (Bogaerts vd., 2010). Bu calismada baz dizin analiz
sonuglarma gore iki tip blages geni tespit edildi. 16 susta blaggs-11, 8 susta blages-22
bulundu. GES-11 (AFU25739.1) daha 6nce Belgika’da bir Tiirk hastadan elde edilen
izolatta tanimlanmistir (Bogaerts vd., 2010). Bu calismada karbapenem direncgli A.
baumannii suslarinda O6nemli sayida bulunan GES-11'in Tirkiye’de bulunmasi

Belgika’da yapilan ¢alismay1 (Bogaerts vd., 2010) destekledi.
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Calismada, blaoxa-23 ve blages-11 birlikte ayni susta tespit edildi. Kuveyt’te yapilan
bir ¢alismada da 33 izolatta blaoxa-23 and blaggs.1; birlikte bulunmustur (Bonnin vd.,
2013). GES ailesi enzimlerinin en 6nemli 6zelligi karbapenemazlara evrimlesebilme
yetenekleridir (Delbriick vd., 2012). Analiz edilen suslarda, GES ve OXA-tip enzimler
yliksek karbapenem direncinden sorumludur. OXA-40 barindiran sus 88 yasindaki yash
bir hastadan izole edilmistir. Hastada acil boliimiinde PEG etrafinda kizariklik ve akinti
tespit edilmisti. Bu vakada, 4. baumannii irinden izole edilmistir. izolatin sadece
kolistin ve tigesikline duyarli, meropenem ve tetrasikline orta duyarli ve diger tiim
antibiyotiklere direngli oldugu belirlenmistir. Hasta yogun bakimda tigesiklin ile tedavi

edilmeye baslanmis ve 17 giin sonra 6lmiistiir.

REP-PZR’1n hemen hemen PFGE kadar ayirict giicii oldugu gosterilmistir. REP-
PZR’in PFGE’ye gore daha kolay olmasi c¢ok sayida susun ¢alisilmasini
kolaylastirmaktadir. REP-PZR, A. baumannii izolatlarinin genomik ¢esitliligini
belirlemek i¢in yapildi (Higgins vd., 2012). 12 genotip belirlendi. Cesitli REP
genotiplerinde, ayn1 antibiyotik duyarlilik profili ve diren¢ genleri bulundu. Bu sonuca

gore, diren¢ determinantlarinin yatay olarak transfer edildigi diistiniildii.

flag direncinin artis1 ve polimiksinlerin diger antibiyotiklerle kullaniminin
giivenilirligini, Acinetobacter cinsi tiiyelerinin neden oldugu infeksiyonlarin tedavi
seceneklerini smirlandirmistir.  Kolistin imipenem dire¢li Gram negatif basillerin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Diger bir secenek olan tigesiklinde
A. baumanni’ye kars1 aktivitesi kanitlanmistir (Lolans vd., 2006). Baska bir ¢calismada
kolistin ve tigesiklinin karbapenem direngli A. baumannii tedavisinde etkili alternatif
antimikrobiyal ajanlar olduklar1 tespit edilmistir (Somily vd., 2012). Kuveyt'te A.
baumannii’de GES tipi GSBL’lerin bulunmasi (Bonnin vd., 2013) Orta Dogu Bdlgesi’
nin karbapenemaz {lireten A. baumannii i¢in rezervuar olabilecegini diislindiirdii. Bu
calismada elde edilen sonuglara gore Tiirkiye’nin GES-tipi p-laktamaz {iireten A.
baumannii’ler i¢in rezervuar olabilecegi kanisina varildi. Ayrica Tirkiye’de elde edilen
karbapenem direngli 4. baumannii’lerde OXA tipi karbapenemazlarin IS4bal ve GES-

tipi B-laktamazlarla veya tek baslarina yaygin olarak bulundugu tespit edildi.
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Konjugasyon deneyi ile Escherichia coli K-12 J53-2 (met pro Rifr) alic1 hiicresine
GES-11 ve GES-22 genlerinin aktarilamadigi tespit edildi. Bununla birlikte, daha 6nce
yapilan bir ¢alismada elektroporasyonla (E. coli TOP10, A. baumannii CIP7010 ve
N9040364 alict hiicrelerine) GES-11 ve GES-12 barindiran transformantlar elde
edilmistir ve genlerin plazmit iizerinde bulundugu tespit edilmistir (Bogaerts vd., 2010).
Yapilan bir ¢calismada da GES-22’nin 75 kilobazlik plazmit {izerinde bulundugu tespit
edilmistir (Castanheira vd., 2014).

pET100/D-TOPO_GES-11 ve pET100/D-TOPO_GES-22 vektorlerini i¢ceren (One
Shot® TOPI0) hiicrelerin ampisilin/sulbaktam, piperasilin, piperasilin/tazobaktam,
seftazidim, sefoperazon/sulbaktam, sefepim, imipenem ve meropenem i¢in MIK
degerleri arasinda GES-22’nin piperasilin/tazobaktam i¢in MIK degerinin 16 katma
ciktigi (64) gozlendi. Ampisilin/sulbaktam (>=32) ve piperasilin (>=128) MIiK
degerlerinin sadece GES-tipi B-laktamaz igeren hiicre ile klinik suslarda ayni oldugu

gozlendi.

Alanin, kii¢iik amino asitlerden biridir (Betts ve Russell, 2003) ve amino asitlerin
kiiciik bir amino asitle yer degisimi protein yapisinda degisikliklere yol agabilir.
Calismada, Ambler 169., 276., 30., 220., 179., 251., 290. ve 216. pozisyonlarindaki
stirastyla 10sin, aspartik asit, lizin, treonin, aspartik asit, lizin, izoldsin ve treonin
yonlendirilmis mutagenezle alanine donistiirildi. GES-22’de yukarda verilen
pozisyonlardaki amino asitlerin alanine doniistiiriilmesinin bazi1 antibiyotiklerin
minimum inhibisyon konsantrasyon iizerine etkisi incelendi. Daha oOnce yapilan
calismalarda 276., 30., 220., 251., 290. ve 216. pozisyonlardaki amino asitlerin sinif A
B-laktamazlarda substrat baglanmasinda ve hidrolizinde 6nemli olduklar1 belirlenmistir
(Drawz vd., 2009; Clouthier vd., 2012; Marciano vd., 2009; Salverda vd., 2010;
Sabbagh vd., 1998). Ayrica, 169. ve 179. pozisyondaki amino asitler GES-tipi (-
laktamazlarin omega halkasinda bulunur (Wachino vd., 2004). E-test sonuglarina gore,
piperasilin/tazobaktam ve tikarsilin/klavulanik asite karsi bazi mutantlarin mik
degerlerinde % 62,5-% 97,6 azalma gozlendi. TEM ve SHV [-laktamazlarin birgogu

179. pozisyonlarinda aspartik asit bulundururlar. GES tipi beta lakatamazlarda da 179.
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pozisyonda aspartik asit bulunmaktadir. Yapilan bir caligmada, SHV-1 Asp179Asn
mutasyonunun B-laktam/B-laktamaz inhibitoriine karst MIK degerinde azalmaya neden
oldugu belirlenmistir (Hujer vd., 2001). Benzer sekilde, GES-22 Asp179Ala mutantinda
piperasilin/tazobaktam MIK degerinde GES-22’ye gére % 87,5 ve tikarsilin/klavulanik
asit MIK degerinde ise % 62,5 azalma belirlendi. GES-tipi p-laktamazlarin 251.
pozisyonlarinda lizin varken 290. pozisyonlarinda izol6sin bulunur. GES-22’de
Lys251Ala ve Ile290Ala mutasyonlar1 piperasilin/tazobaktam MIK degerinde
GES-22’ye gore sirasiyla % 93,75 ve % 97,6 azalmaya neden oldu. 251. ve 290. amino
asitlerin o/f domainin yapisal c¢ekirdeklerinde bulunduklari ve bu amino asitlerdeki
degisimlerin B-laktamaz kimeralarinin kinetikleri iizerine etkileri oldugu belirlenmistir
(Clouthier vd., 2012). B-laktam/B-laktamaz inhibitér kombinasyonu, piperasilin/
tazobaktam Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler lizerinde antibakteriyel etkisi vardir
(Dilay wvd., 2007). Yapilan bir c¢alismada GSBL iireten Escherichia coli kaynakl
enfeksiyonlarin tedavisinde piperasilin/tazobaktamin karbapenemlere benzer bir
secenek olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Ofer-Friedman vd., 2015). Bu
calismada, GSBL tipi bir B-laktamazda bazi noktalarda yapilan alanin mutasyonlartyla
tedavi seceneklerinden biri olan piperasilin/tazobaktama karst minimum inhibisyon

konsantrasyonun degisebilecegi gosterildi.

Bu c¢alismada, GES-22 ve GES-11 kinetik olarak karakterize edilerek, M169L
klinik mutasyonunun GES-tipi B-laktamazlarin hidrolitik aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi amaglandi. 169. pozisyonda 16sin bulunmasinin, sefotaksim, seftriakson ve
aztreonam i¢in aktivitede artisa neden olurken seftazidime karsi aktivitenin azalisina
neden oldugu tespit edildi. Klinik mutasyonun, penisilinlere ayn1 zamanda klavulanik
asite kars1 hidrolitik aktivitede az oranda artisa neden oldugu belirlendi. Bu sonuglar
daginik goziiksede diger smif A PB-laktamazlarin homolog pozisyonlariyla yapilan
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. CTX-M-27"de (CTX-M-93’te glutamin)
bu pozisyonda 16sin varligi, sefotaksim, aztreonam ve ¢esitli penisilinlere karsi yiiksek
aktivite ve seftazidime kars1 diigiik aktivite ile iliskilendirilmistir (Djamdjian vd., 2011).
169. pozisyonunda 16sin bulunduran diger bir B-laktamaz SHV-1, SHV-57 (169.

pozisyonda arjinin) ile karsilastirildiginda seftazidime kars1 diisiik aktivite fakat
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sefotaksim ve penisilinlere karsi yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Ma vd.,
2005). TLA-2’de C169L substitiisyonu sefalosporinler ve penisilinlere kars1 aktivite de
artisa neden olmustur (Naas vd., 2013). 168. ve 169. pozisyonda iki delesyon
bulunduran OXY-2-2’de, OXY-2-15 ile kiyaslandiginda seftazidim direnci diiserken
penisilin ve aztreonama direncin arttifi gozlenmistir (Nijhuis vd., 2015). SHV-1 ve
TLA-2’de 16sin bulunmasi klavulanik asit duyarliligini arttirdigi tespit edilmistir.
GES-11 ve GES-22 kinetik karakterizasyonundan elde edilen sonuglar ve yukarda
belirtilen calismalara gore, omega halkasindaki amino asitlerin sinif A p-laktamazlarda
sefalosporinlerin hidrolizinde rol oynadiklar1 sdylenebilir. Bunun yanisira bu amino

asitlerin penisilinler, klavulanik asit ve sulbaktama kars1 aktiviteleri diizenlemektedir.

M169’un GES-11 yapisinda lokasyonu dolayisiyla sefalosporin baglanmasi ve
doniisiimiinii etkilemesi siipriz degildir. Omega halkanin pargasi olan M169’un, sinif A,
C ve D pB-laktamazlarin substrat se¢ciminde etkili oldugu bilinmektedir (Mitchell vd.,
2015). PyMOL programi kullanilarak sefotaksim baglanmis Toho-1 E166A, GES-11 ile
karsilastirildiginda, sefotaksimin biiyiik thiazolidin halkasinin P167’nin B-karbon (3.3
A) ve karbonil oksijeni (3.0 A) ile ¢ok yakin etkilesim icinde olmas1 beklenir (Sekil 21)
(Shimamura vd., 2002). M169, hidrofobik ¢ekirdegin merkezinde bulunur ve F72, M68
yan zincirleri, E166’nin y-karbonu ve D176’nin B-karbonuyla van der waals etkilesimi
icindedir (Sekil 22). PyMOL ile GES-11’de M169 16sine cevrildiginde y-dallanmis yan
zincir herhangi bir sterik engellemeye neden olmadi. F72, E166, M68 ve D176 ile
etkilesim icinde olan M169’un terminal metil grubunun kaybi omega halkasinin
yeniden diizenlenmesine neden olabilir. Omega halkasinin yeniden diizenlenmesi
sefotaksim veya diger biiyiikk sefalosporinlerin thiazolidin halkasi ile etkilesimleri

degistirebilir.

Imipenem bagli GES-1 kristal yapisiyla (PDB: 4GOG), inhibitoriin hidroksietil
kisminm G170’in a-karbonu (4.3 A) ve nitrojeni (4.7 A) ile ¢ok yakin etkilesim yaptig
gosterilmistir (Smith vd., 2012; Docquier vd., 2009). Birden fazla B-laktamaz grubunda
karbapenem hidroksietil kisminin ilaglarin deagilasyonu i¢in gerekli su molekiiliiniin

aktivasyonunu etkiledigi gosterilmistir. Bu nedenle, 170. pozisyondaki degisimlerin
101



karbapenemlere karst hidrolitik aktiviteyi etkilemesi siipriz degildir (Poirel vd., 2001;
Delbriick vd., 2012; Bebrone vd., 2013). G170’e ¢ok yakin olan M169L bir¢cok -
laktamin baglanmasi ve hidrolizinde artisa neden olurken karbapenemlere etkisinin
olmamas: sasirticidir. Bunun nedeni karbapenemlere karsi fonksiyon kazaniminin diger

substratlardan farkli bir mekanizmayla gerceklesmesi olabilir.

Acinetobacter baumannii’de karbapenem direncine neden olan en Onemli
mekanizma karbapenem hidroliz eden B-laktamazlardir. Bunlar arasinda baskin olan
sinif D B-laktamazlardir. Sinif D p-laktamazlardan bazilar1 karbapenem
hidrolizleyemez. Karbapenem hidrolizleyemeyen B-laktamazlar A. baumannii’de ifade
edildiklerinde klinik olarak 6nemli derecede karbapenem direncine neden olmaktadirlar.
Karbapenem hidrolizleyen OXA tipi B-laktamazlar, OXA-23, OXA-24/40, OXA-51,
OXA-58, OXA-143 ve OXA-235’tir. Bunlardan sadece OXA-51 kromozomal
kokenlidir (Smith vd., 2015). OXA-23 ve OXA-24’lin katalitik etkinlikleri Onceki
caligmalarda tespit edilmistir (Kaitany vd., 2013). OXA-51 aktif bolgesinde Ser80,
Lys83, Serl27, Trpl66, Lys217, Arg260 amino asitleri bulunmaktadir. Substrat
ozgilliigli ve reaksiyon mekanizmasinda gorevli diger residiiler; Phelll, Trpll4,
Ile129, Leul67, Ser218 ve Trp220°dir. Phelll B8 C-terminalinde hidrofobik kd&prii
olusturur ve bu koprii karbapenemin oryantasyonunu etkileyerek deagilasyon i¢in daha
duyarli olmasin1 saglar. OXA-23 ve OXA-24’te bu hidrofobik koprii bulunurken
OXA-58 kristal yapisinda Phell4 ile Met225 arasinda kopriniin bulunmadigi
gozlenmistir. OXA-51 ve neredeyse bilinen biitiin OXA-51 benzeri varyantlarinda 222.
pozisyonda metiyoninin yerine triptofan bulunmaktadir. OXA-51°de Trp222 aktif
bolgenin acikligina dogru uzanir ve bu konformasyon LeullO, Phelll, Trpl14 ile
hidrofobik etkilesim yapar. Ayni zamanda Trp222°nin indol halkasi her zaman
meropenem ve doripenemin C1 metil grubuyla st iiste gelir. Ayrica I1e129 ve Leul67
karbapenemin hidroksietil grubuyla cakisir. Fakat bu ¢akismalar 16sin ve izoldsinin

kiiciik rotasyonlar yapmasiyla ortadan kalkabilir.
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Bu doktora tez c¢aligmasinda, zayif karbapenemaz olan OXA-51 benzeri
OXA-66’da klinik mutasyonlarin katalitik aktivite iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaglandi. Boylece ¢aligma kapsaminda hem sinif A hem de simnif D B-laktamazlarda
meydana gelen klinik mutasyonlarin sefalosporinaz ve karbapenemaz aktiviteleri
tizerine etkileri belirlendi. OXA-66/W222L iizerinde P130Q ve 1129V mutasyonlari
yapildi, OXA-66 varyantlar1 klonlandi, ifade edildi, saflagtirildi ve kinetik olarak
karakterize edildi. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/
[129V’nin sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve aztreonami hidroliz edemedigi
belirlendi. OXA-66/W222L/1129V diisiikk baglanma afinitesi (>686 uM) ile sefepimi
parcalayabildigi belirlendi. Ayn1 zamanda ii¢ enziminde sefalotin i¢in farkli katalitik
etkinlik oranlarina sahip oldugu tespit edildi. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q
ve OXA-66/W222L/1129V’nin OXA-66 karsilastirildiginda ampisiline kars1 baglanma
afinitelerinin yiiksek oldugu belirlendi. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve
OXA-66/W222L/1129V’de diisik Km ile imipenem ve doripeneme karsi katalitik
etkinlik oranlarinda artis gozlendi. Ug enziminde doripeneme baglanma afinitelerinin
imipeneme gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Trp222, 1le129 ve Pro130 residiilerinde
meydana gelebilecek mutasyonlarla OXA-66"nin 6nemli seviyelerde karbapenem
direncine katki saglayabilecegi gosterildi. Simif A B-laktamazda meydana gelen klinik
mutasyonun (M169L) sefalosporinaz aktivitesini arttirirken sinif D [-laktamazda
meydana gelen klinik mutasyonlarin (W222L, 1129V, P130Q) karbapenemaz

aktivitesini arttirdig1 belirlendi.

Tedavide kullanilan sefalosporinler ve aztreonama karsi hidrolitik aktivitede
kazanca A. baumannii’de varolan blages»> geninin neden oldugunu tespit edildi. Benzer
kazanclara A. baumanni’de stmf C ve D [B-laktamazlarin neden oldugu da tespit
edilmistir (Kaitany vd., 2013; Poirel vd., 2011). Bunun muhtemel bir agiklamasi, bu
ilaglarin, A. baumannii enfekte olmus hastalarin tedavisi i¢in kullanilmasidir. Diger bir
olasilik, A. baumannii infeksiyonlarinin, profilaktik tedavinin seyri sirasinda, bu
antibiyotiklere maruz kalma sonucu ortaya ¢ikmasidir. Her iki durumda da, A.
baumannii suslari, baslangigta bu ilaclarin bazilarina duyarlidir ve antibiyotik stresine

maruz kaldiklarinda ilaglara kars1 aktif olan enzimler gelistirirler.
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Bu doktora tez ¢alismasinda su sonuglar elde edilmistir.

. Antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore, 4. baumannii suslariin tiimiiniin kolistine
duyarli, birgogunun ise ¢oklu ilag direngli oldugu gozlendi.

101 Acinetobacter baumannii susunda PZR yontemiyle blaoxa-s1, blaoxa-23,
blaoxa-40, blaces, aac-3-la, aac-6"-Ib ve 1SAbal genleri tespit edildi. blaoxa-ss,
blampe, blavim, blaves, blaper2 ve blanpm-1 genleri icin yapilan polimeraz zincir
reaksiyonlartyla tiim suslarin bu genleri tasimadigi gosterildi.

. A. baumannii suslarinda blaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-40, blaces, aac-3-la, aac-6"-1b
farkli kombinasyonlar tespit edildi. blages pGEMT vektorlerinin baz dizin analizi
sonucuna gore GES-22 ve GES-11-tipi f-laktamaz tespit edildi. Tiirkiye kokenli 4.
baumannii klinik susunda OXA-40 ilk kez bu ¢alismada rapor edildi.

. Ayn1 gen kombinasyonlarinin farkli REP genotiplerinde bulunmasi genlerin suslar
arasinda yatay gen transferiyle gegtigini gosterdi.

. Konjugasyon deneyleri ile GES-22 ve GES-11’1 kodlayan genleri Escherichia coli
K-12 J53-2 (met pro Rifr) alict hiicresine aktarilamadi.

179., 251., 290. ve 216. pozisyonlardaki alanin mutasyonlarinin B-laktam/f-
laktamaz inhibitdrleri ve sefaklor igin MIK degerlerinde degisimlere yol agtif
belirlendi.

. GES-22 ve GES-11 ifade edildi, saflastirildi ve kinetik olarak karakterize edildi. Bu
calisma ile GES-22 ilk kez kinetik olarak karakterize edilmis oldu. GES-11 ile
karsilastirildiginda GES-22’nin penisilinleri, sefotaksimi, seftriaksonu ve
aztreonami daha yiiksek katalitik etkinlikle hidroliz ettigi, seftazidime karst
katalitik etkinliginin azaldig1 gosterildi. Bunun yani sira, GES-22’nin GES-11’e
gore klavulanik asit katalitik etkinlik oraninin yiiksek oldugu belirlendi.

. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/1129V kinetik
karakterizasyonuyla, li¢ enziminde sefalotin disindaki test edilen sefalosporinleri
(sefepim hari¢) ve aztreonami hidroliz edemedigi belirlendi. OXA-66/W222L/
[129V’ nin sefepimi az oranda hidroliz ettigi gozlendi. OXA-66/W222L, OXA-66/
W222L/1129V ve OXA-66/W222L/P130Q’nun OXA-66’ya gbre imipenem,

doripenem ve ampisilin katalitik etkinlik oranlarinin daha yiiksek oldugu belirlendi.
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5. ONERILER

Cevresel segici baskiya uyum saglayarak antibiyotiklere direncli A. baumannii
suglar1 diinya capinda hizli bir sekilde yayilmaktadir. 4. baumannii’de B-laktam
direncinin olusmasinda en yaygin mekanizma [-laktamazlarla enzimatik yikimdir.
AmpC, GSBL’ler (VEB-1, PER-1, PER-2, GES, TEM-92, TEM-116, SHV-12, CTX-
M-2 ve CTX-M-43), sinif D B-laktamazlar (OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51) 4.
baumannii’de tanimlanmistir. A. baumannii’de simif D P-laktamazlar kadar sik
tanimlanmamalarina ragmen katalitik etkinlikleriyle metallo B-laktamazlar karbapenem
direncine katki saglarlar. GES tipi B-laktamazlar sefalosporinaz 6zelliklerinin yani sira
bazi amino asitlerde meydana gelen degismeler sonucu karbapenemaz &zelligi
kazanirlar. Bu c¢alismada, GES-11 ve GES-22 karakterize edildi ve ikisininde
karbapenemaz 6zelligi gostermedigi belirlendi. Omega halkasinin pargasi olan L169’un
GES-22’de GES-11’e gore aztreonam, sefotaksim ve seftriakson hidrolizlerinin katalitik
etkinlik oranin arttirdig1 gézlendi. Bu duruma M169’un terminal metil grubunun kayb1
ile omega halkasinin yeniden diizenlenmesinin neden olabilecegi PyMOL ile gosterildi.
Kristal yap1 ¢alisilarak kinetik veriler ve PyMOL sonucu desteklenebilir. OXA-51 grubu
OXA-66’da klinik mutasyonlarin (W222L, 1129V, P130Q) karbapenemaz aktivitesini
arttirdigr tespit edildi. OXA-66/W222L, OXA-66/W222L/P130Q ve OXA-66/W222L/
[129V’nin imipenem ve doripenemle kristal yapilarinin c¢alisilmasi, substrat
gelistirilmesinde 6nemli amino asitlerin belirlenmesine katki saglayabilir. 179. 251. ve
290. pozisyonlardaki residiilerin degisiminin piperasilin/tazobaktam ve tikarsilin/
klavulanik asit MIK iizerine etkisi oldugu belirlendi. Bu pozisyonlarda farkli
mutasyonlar yapilarak MIK {izerine etkileri calisilip elde edilen verilerle
karsilastirilabilir. Ayrica siif A ve D beta laktamazlarda calisilan klinik mutasyonlarin
proteinlerin sekonder yapisi ve erime sicakliklar1 iizerine etkisi CD spektrometresi

kullanilarak belirlenebilir.
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