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OZET

B-Laktam antibiyotiklere karsi direng mekanizmalari iginde en &nemli olani, B-laktamaz enzimleri tarafin-
dan ilacin inaktive edilmesidir. Artan sayilari nedeniyle bu enzimlerin siniflandiriimalari gerekmis ve farkli
arastiricilar tarafindan belirli zamanlarda cesitli siniflandirmalar yapilmistir. Bunlardan sonuncusu, Bush, Ja-
coby ve Medeiros’un 1995 yilinda yaptigi fonksiyonel siniflandirma semasidir. Son yillarda bir ¢ok B-laktama-
zin amino asit veya niikleotid dizilerinin tanimlanmasi ile birlikte dért molekiiler sinif belirlenmis, B-laktamaz-
larin fonksiyonel dzellikleri ile bu molekiiler siniflar arasinda da iligki kurulmustur. Bu yazida B-laktamazlarin
siniflandirilmalarinda kullanilan parametrelerden kisaca séz edilmis ve en son siniflandirma semasi 6zetlen-
meye cahsilmistir.

Anahtar Kelimeler : B -Laktamaz, Siniflandirma.

SUMMARY
Classification of B-Lactamases

The most frequent cause of resistance to B-lactam antibiotics in bacteria is the hydrolysis of these com-
pounds by B-lactamases.Their increase in number has necessitated their classification which was attempted
by numerous investigators. The most recent among these is the Bush-Jacoby-Medeiros classification scheme
in 1995 which is based on functional characteristics. Amino acid or nucleotide sequences of B-lactamases
are increasingly being identified and four molecular classes have been proposed to date. In the latest
scheme, functional characteristics of these enzymes have been correlated with their molecular structure.
In this review, some of the criteria used for the classification of B-lactamases is reviewed and the most
recent classification scheme has been outlined.

Key Words : B-Lactamase, Classification.
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Gir D.

-Laktamaz enzimleri ile inaktivasyon, [3-laktam
antibiyotiklere karsi gelisen direncte en sik gézlenen
mekanizmadir (1,2). Ik olarak 1940’larda E. coli’
den R-laktamazin elde edilmesinden 1960’lara ka-
dar olan siirede daha cok stafilokoklarin R-lakta-
mazlari ilgi cekmis, 1960’h yillardan sonra ise semi-
sentetik penisilinlerden metisilin ve ampisilin, sefa-
losporinlerden de sefaloridin ve sefalotinin gelistiril-
mesi ile birlikte gram negatif bakterilerin [-lakta-
mazlan dikkat ¢ekmeye baslamustir (2). Bu, s6zko-
nusu antibiyotiklere stafilokoklarin duyarli olmasina
karsin gram negatif bakterilerin direnc gelistirmesi
ve bu direncin plazmid kontrolunda sentezlenen [-
laktamazlar nedeniyle kisa siirede yayilmasinin bir
sonucudur (2).

-Laktamazlarin sayilarimin artmast, bunlar icin
cesitli siniflandirmalar yapilmasma yol acmistir. Bu
derleme vyazida -laktamazlar icin yapilan cesitli si-
niflandirmalardan s6z edilecek ve bunlar icin verilen
son sinmflandirma semasi 6zetlenecektir.

B-Laktamazlarin Smiflandirmalan

1940 yilinda Abraham ve Chain’in bildirdikleri
penisilinaz ile birlikte R-laktamazlarin ilk simflandir-
mas1 yapilmistir. Bundan sonra yapilan ve kabul g&-
ren ilk siniflandirma, Sawai ve arkadaslarinin yapti-
g1 sinmflandirma olmustur. Sawai, 1968 yilinda en-
zimleri penisilinaz ve sefalosporinaz olarak ayirmus,
ayrica antiserum ile reaksiyonu da buna eklemistir
(3). Richmond ve Sykes ise 1973 yilinda yaptiklari
sinmflandirmada o giine degin bilinen tiim gram ne-
gatif bakteri [-laktamazlarini substrat profillerine
gore 5 grupta toplamustir (2-4). Daha sonra Matt-
hew o6zgiil R-laktamazlarin “isoelectric focusing”
(IEF) ile tanimlanacagini gdsterdikten sonra
1976’da bu sema Sykes ve Matthew tarafindan tek-
rar diizenlenmistir (3,5). 1981’de Mitsuhashi ve Ino-
ue'nun yaphd smiflamada “sefuroksimi hidroliz
eden [-laktamazlar” kategorisi de eklenmistir.
1989°da Bush tarafindan énerilen gruplamada tiim
bakterilerin [§-laktamazlari yer almis ve ilk kez subst-
rat ve inhibitér 6zellikleri molekiiler yapi ile iliskilen-
dirilmistir (6-8).

Molekiiler yap ile ilgili simflandirma ilk kez
1980 yiinda Ambler tarafindan yapilmis, Class C
sefalosporinazlar 1981 yilinda Jaurin ve Grundst-
rom tarafindan tanimlanmstir. Oksasilini hidroliz
eden Class D enzimler ise 1980’lerin sonunda diger
serin enzimlerinden ayrilmustir (6).

B-Laktamazlarin Simflandinnlmasinda Kul-
lanilan Kriterler

Bugiine degin, daha cok biyokimyasal ve gene-
tik temele dayanan cesitli parametreler i-laktamaz-
lann tiplendirilmesi icin kullamlmustir. Bunlar icinde
en énemli kriterlerden biri, substrat profilleri olmus-
tur (4,6). Bundan baska inhibisyon profilleri ve fizik-
sel &zellikleri de siniflama icin kullamilmaktadir. Tip-
lendirilebilmesi icin tanimlanacak enzimin tek bir R-
laktamaz aktivitesine sahip olmasi gerekmektedir
(6). Ancak, bu giderek giiclesmektedir ciinkii di-
rencli bakterilerin bir cogunda kromozomal enzim-
lerin yaninda birden fazla R-laktamaz saptanmakta-
dir (6). Bu, R-laktam antibiyotiklere direncin cok
yiiksek oldugu tilkemizde de gozlenen bir durumdur
(9). Bu gibi durumlarda enzimlerin énce saflastirl-
malar gerekmektedir (4).

Substrat Profili

Substrat profili, R-laktamazlarin siniflandiriimasi
ve tanimlanmas: icin kullanilan birinci parametredir
ve enzimin cesitli B-laktam antibiyotikleri hidroliz et-
me aktivitesini géstermektedir (10). Her R-laktamaz
enzimi icin Vmax (maksimum hidroliz hizi) ve Km
(baglanma afinitesi) degerleri cesitli yontemler ile
saptanir, bunlardan en ¢ok tercih edileni, spektrofo-
tometrik yéntemdir (10). Vmax, substrat profille-
rinde Kkiyaslamada tercih edilen parametredir
(6,11,12). Kiyaslamali substrat profilleri icin bazi R-
laktam antibiyotikler referans olarak secilmistir. Pe-
nisilinlerden benzilpenisilin, ampisilin, karbenisilin
ve kloksasilin, cesitli penisilinazlar ve genis spekt-
rumlu R-laktamazlar arasinda ayrim yapilabilmesi
icin secilmistir. Sefalosporinler icin sefaloridin refe-
rans olarak secilmis, kiyaslama icin buna sefalotin
eklenmistir. Bir cok [-laktamaz tarafindan belirli
oranda hidroliz edilebilen sefaloridinin tiim profil-
lerde bulunmasi dnerilmektedir (6). Yeni “extended
spectrum” (ES) R-laktamazlarin ¢ikisi nedeniyle bu
substratlara sefotaksim ve seftazidim de eklenmek-
tedir. Aztreonam monobaktamlari, imipenem de
karbapenemleri temsil ettikleri icin yeni bulunan en-
zimleri saptamak icin dahil edilmislerdir (6).

inhibisyon Profili

-Laktamazlar1 ayirdetmek icin substrat profilleri
kadar inhibitor etkileri de énem tasimaktadir. Bu
amacla klavulanik asit, aztreonam ve sulbaktam kul-
lanilmaktadir. Kloksasilin de sefalosporinazlar icin
iyi bir inhibitérdiir ve bu nedenle katilmaktadir. Inhi-
bitor aktivite, Isq degeri ile verilebilir. I5, belirli test
kosullarinda (kullanilan substrat, substrat konsant-
rasyonu, enzim ve inhibitériin inkiibasyon stiresi)
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enzimatik aktiviteyi %50 oraninda diistirmek icin
gereken inhibitér konsantrasyonudur (6). Aztre-
onam ve Kloksasilin gibi zayif inhibitérler icin ise in-
hibisyon verilerinin 5, yerine Ki (inhibisyon sabiti)
olarak verilmesi daha uygun gériilmektedir. p-kloro-
merkiiribenzoat (pCMB) ve EDTA icin inhibisyon
verileri dnceleri tek bir inhibitér konsantrasyonuna
dayanarak (+) veya (-) seklinde verilmistir. pCMB ile
inhibisyon katalitik olarak énemli bir sistein yan gru-
bu oldugunu, EDTA ile inhibisyon ise enzimin akti-
vitesi icin metal iyonuna gereksinmesi oldugunu gos-
termektedir (6).

Fiziksel Ozellikler
Molekiil Agirhg:

Onceleri molekiil agirliklarin saptanmasinda jel
eleme kromatografisi ve sodyum dodesil sulfat-jel
elektroforezi kullamlmaktayken son villarda enzim-
ler saflastirilarak amino asit dizileri belirlenmeye
baslanmis ve bu yéntem, molekiil agirhklarmin sap-
tanmasinda tercih edilen yéntem olmustur (6).

izoelektrik Nokta (pl)

Matthew ilk kez 6zgiil R-laktamazlarin poliakrila-
mid jelde “crude” (saflastirlmamus) bakteriler kullani-
larak “isoelectric focusing” (IEF) ile tanimlanabilece-
gini gostermistir (5). I[EF yonteminde enzimler, poli-
akrilamid jel {izerinde elektroforetik olarak olusan
pH gradientinde izoelektrik noktalarinda (pl) odak-
lanmakta ve kromojenik bir sefalosporin (nitrosefin)
kullanilarak goériiniir hale gelmektedir. Bu yontem-
de enzimlerin saflastirlmasina gerek yoktur ve ayni
bakteride bulunan birden fazla §-laktamazin belir-
lenmesi miimkiin olmaktadir. Enzim kinetigi bulgu-
lan ile birlikte izoelektrik noktalari, cok sayida klinik
izolatta bulunan B-laktamazin calisiimasini saglamis-
tir (2,4,8).

Molekiiler Yap:

Yukarida da deginildigi gibi, molekiiler yapiya
gore siniflandirma ilk kez 1980 yilinda Ambler ta-
rafindan Class A ve Class B olarak yapilmistir. O
tarihten beri 4 molekiiler simf ayrilmistir. Class A
serin penisilinazlar, Class B metalloenzimler, Class
C serin sefalosporinazlar ve D oksasilini hidroliz
eden serin R-laktamazlan icermektedir (6,13). Yeni
amino asit dizileri veya aktif bolge dizileri ¢ézildik-
¢e bu siniflar rutin olarak kullamlacaktir, ancak bu-
giin, R-laktamazlarin cogu molekiiler diizeyde sinif-
landirilamamustir (6). Substrat profiline dayanan fe-
notipik siniflandirmada karsilasilan en énemli so-
run, bir nokta mutasyonu ile enzimin substrat ve in-
hibitér 6zgiilligiiniin  degismesi, dolayisiyla icinde

bulundugu grubun degismesidir. Buna karsin mole-
kiiler yapya gore smniflandirma sabittir ve mutas-
yonlardan etkilenmemektedir (11). R-Laktamazlarin
birbirleri ile olan iligkileri, yapisal benzerlikleri ve
fonksiyonel smiflandirmalarina dayanarak dendrog-
ramlarda gosterilmektedir (3).

Bush-Jacoby-Medeiros Simiflandirmasi

-Laktamazlarin en yeni smniflandirma semasi,
1995 yilinda yapilan Bush-Jacoby-Medeiros sinif-
landirmasidir (3). Bu son siniflandirma, 1989 yilin-
da Karen Bush'un yaptigi simflandirmanin bir uyar-
lamasidir ve aynen Bush'un simniflandirmasinda ol-
dugu gibi enzimler 4 grupta toplanmistir (Tablo
1)(6-8) .Grup 1’de klavulanik asit ile inhibe olmayan
sefalosporinazlar, Grup 2’de R-laktamaz inhibit&rle-
rine duyarli olan molekiiler siif A ve D icinde yer
alan enzimler, Grup 3’de EDTA ve pCMB disinda-
ki R-laktamaz inhibitérlerine duyarh olmayan metal-
lo- R-laktamazlar, Grup 4’de ise Klavulanik asit ile in-
hibe olmayan penisilinazlar bulunmaktadir (3). Bu
siniflandirmada éncekinden farkh ti¢c yeni grup bu-
lunmaktadir. Bunlar 2be, 2br ve 2f dir. TEM ve
SHV’den tiireyen R-laktamazlar devaml bir artis
gosterdigi icin bu enzim tiirevleri 2b’de toplanmustir.
Buna karsin énceki simniflandirmada 2b’de yer alan
EBS R-laktamazlar, son siniflandirmada 2be grubu-
na konmustur. Béylece bu enzimlerin 2b grubun-
dan koken aldigi da belirtiimis olmaktadir. Benzer
sekilde, 2b’den koken alip -laktamaz inhibitorlerine
afiniteleri azalmis olan enzimler de 2br olarak grup-
lanmustir. Semaya eklenen {iciincii grup 2f R-lakta-
mazlar, aktif bolgelerinde serin iceren ve klavulanik
asitle hafif inhibe olan, karbapenemi hidroliz eden
enzimlerdir (3). Son simflandirma tablosunda bir 6n-
ceki simflamaya ek olarak bazi substratlar kullanil-
mustir. Ornegin, oksasilin, sefoksitin ve nitrosefin
icin substrat profilleri, tazobaktam ile inhibisyon
profili, Grup 2d’deki enzimler icin metisilin hidrolizi
eklenmistir (3).

Ana Hatlan ile Bush-Jacoby-Medeiros Si-
niflandirmasindaki B-Laktamazlar

Grup 1

Klavulanik asit ile inhibe olmayan sefalospori-
nazlar bu gruptadir. Bunlarin bir cogu kromozomal
enzimlerdir ve indiiklenebilen veya deprese R-lak-
tamazlar olarak ortaya cikmaktadirlar. Sefaloridin
ve sefalotini penisilinden daha hizh hidroliz ederler,
klavulanik asit ve sulbaktamdan etkilenmezler, buna
karsin aztreonam ve Kkloksasilin tarafindan inhibe
edilirler. Molekiiler grup olarak Sif C’dedirler. [zo-
elektrik noktalar1 7’nin {izerindedir. Kromozomal
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AmpC enzimleri, ayrica plazmid kontrolundaki
FOX-1, LAT-1, MIR-1, MOX-1, BIL-1 R-laktamaz-
lar1 da burada yer almaktadir (Tablo 2).

Grup 2

Substrat profillerindeki farklilik nedeniyle bu
grup bir kac alt gruba ayrilmistir. Tiimii molekiiler
sinif olarak A’da yer almaktadir.

2a

Bu alt grupta penisilini hidroliz eden, klavulanik
asite duyarli enzimler bulunmaktadir. Staphylococ-
cus aureus’un enzimleri bu gruptadir. Ayrica Bacil-
lus cereus’un kromozomal R-laktamazlarn, Citro-
bacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fu-
sobacterium nucleatum’da tanimlanan enzimler de
bu gruptadir (3).

2b

Hem penisilin hem sefalosporinleri hidroliz eden
(genis spektrum) klavulanik asite duyarli R-laktamaz-
lan icerirler. Plazmid kontrolundaki TEM-1, TEM-2
ve SHV-1 enzimleri bu gruptadir. Ayrica OHIO-1
ve Haemophilus influenzae’da saptanan ROB-1
enzimini de icermektedirler. Yeni kusak sefalospo-
rinler, aztreonam ve imipeneme karsi diisiik hidroli-
tik aktivite gdstermektedirler. Molekiiler simflar
A’drr (3).

2be

“Extended-spectrum” R-laktamlan (seftazidim,
sefotaksim veya aztreonam) hidroliz edip klavulanik
asit ile inhibe olan, daha &nceki simflamada 2b’de
yer alan enzimler bu gruba sokulmustur. Bunlara
"extended spectrum” R-laktamaz adi verilmistir.
TEM- 3, TEM-26 ve SHV-2, SHV-6 [-laktamazlar
ile birlikte kromozomal K1 enzimleri de aztreona-
mu hidroliz etmeleri nedeniyle bu grupta yer almak-
tadir. Bu grupta yer alan enzimlerden biri de PER-
1 enzimidir. Bu enzim ik kez Tirk izolatlarinda
saptanmistir (14-16).

2br

Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spekt-
rumlu R-laktamazlar bu gruba alnmstir. TEM-30
dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-
1 enzimi bu gruptadir.

2c

Grup 2c icinde karbenisilini hidroliz eden, klavu-
lanik asite duyarli enzimler yer almaktadir. PSE-1,
PSE-3, PSE-4 R-laktamazlari, Aeromonas hydrop-
hilanin AER-1 enzimi, Moraxella catarrhalis’in
BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Vibrio cholerae’nin
SAR-1 enzimi de bu gruptadir.

2d

Bu grup, kloksasilini penisilinden daha hizh hid-
roliz eden R-laktamazlari icermektedir. OXA enzim-
leri (OXA-14’den OXA-12'yve kadar) bu gruptadir.
Bunlardan OXA-11 enzimi, Tiirkiye'de izole edilen
bir susta tarmmlanmustir (17). Bu tabloda gosterilme-
yen yeni bir OXA enzimi de yine Tiirkiye'de izole
edilen bir susta saptanmstir (18). R-laktamaz smnif-
landirmas: tekrar yapildiginda 2d grubunda OXA-
14 enzimi de bulunacaktir. Bu enzimlerin énemi,
klavulanik asit ve sulbaktama direncli olmalaridir (3).

2e

2e grubunda bulunan R-laktamazlar da sefalos-
porinaz olmalarina karsin, grup 1'dekilerden farkl
olarak klavulanik asit ile inhibe olmaktadirlar. Bac-
teroides fragilis’in CepA enzimi, Bacteroides uni-
formis ve B. vulgatus’'un kromozomal CblA ve
CfxA enzimleri bu gruptadir. E. coli’den izole edilen
FEC-1 ile Stenotrophomonas maltophilia nin L2
ve Yersinia enterocolitica’dan izole edilen Blal en-
zimleri bu grupta yer alan diger enzimlerdir. Prote-
us vulgaris’in daha 6nceden Richmond Sykes'in 1.
grubunda bulunan indiiklenebilen sefalosporinazi
son siniflamada bu gruba alinmustir (3,8).

2f

Son smiflandirmada eklenen bu grupta Entero-
bacter cloacae’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi, E.
cloacae’nin kromozomal NMC-A enzimi ve Serra-
tia marcescens’in Sme-1 enzimi yer almaktadir.
Bunlarin tiimii molekiiler yapilarina gére simf A’da-
dir. Karbapenemleri hidroliz etmekte, klavulanik
asit ile inhibe olmaktadirlar (3).

Grup 3

Grup 3 R-laktamazlar, klavulanik asit ile inhibe
olmayan metalloenzimleri icermektedir. Bunlar ED-
TA ile inhibe olan enzimlerdir. Aktiviteleri i¢cin Zn
iyonlarina gereksinmeleri vardir. Bu gruptaki en
onemli enzimler, S. maltophilia’nin L1 enzimi, Ae-
romonas hydrophila’nin kromozomal enzimleri ve
Bacteroides fragilis’in CcrA enzimidir. Grup 3 en-
zimleri molekiil simfi B'de yer almaktadir ve klavula-
nik asit ile inhibe olmamaktadirlar (3).

Grup 4

Bu grupta klavulanik asit ile inhibe olmayan pe-
nisilinazlar yer almaktadir. Bunlarin molekiil sinifi
hentiz belirlenmemistir. Alcaligenes faecalis, B.
fragilis, Campylobacter jejuni’den izole edilen en-
zimler, Clostridium butyricum’un indiiklenebilen
enzimi, E. coli'nin plazmid kontrolundaki SAR-2 R-
laktamazi bu gruba sokulmustur.
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Yukarida [-laktamazlarin son smiflandirmasi
6zetlenmeye calisilmistir. Bu enzimlerin simniflandir-
mas! icin kullamilan tiim parametrelerin bulundugu
tablolar kaynak 3’de verilmistir. Tek bir amino asit
degisikligi ile yeni bir R-laktamazin ortaya ciktigi dii-
stiniiliirse cok yakinda bu siniflandirmanin da géz-
den gecirilmesi gerekecegini ileri siirmek yanls bir
tahmin olmaz. Bazi arastiricilar gelecekte R-lakta-
mazlarin bugiin kullanilan karmasik fonksiyonel si-
niflandirmast yerine molekiiler yapilarina goére sinif-
landinlmalarimin daha yararl olacagini ileri stirmek-
tedir (11). Bu da ancak tiim R-laktamazlarin amino
asit veya niikleotid dizileri tanimlandigi zaman yapi-
labilecektir.
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