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OZET

insan bagirsak mikrobiyotasinin dnemli bir kismini olusturan Bacteroides tiirleri, agir batin ici enfeksi-
yonlari, cerrahi yara enfeksiyonlari ve bakteriyemiye neden olabilirler. Ayrica bu bakteriler, diger anaerop
bakterilere gore antibiyotiklere daha fazla direnclidirler. Karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz inhi-
bitorleri ve nitroimidazol gibi sinirli sayida antibiyotikler Bacteroides turlerinin eliminasyonunda etkilidir-
ler. Ancak son zamanlarda bazi Ulkelerde nadiren de olsa nitroimidazollere direncli Bacteroides kokenleri
bildirilmistir. Metronidazole diren¢ mekanizmasinin cogunda nim genleri (nim A-G) suclanmaktadir. Bu
raporda, kan kilttriinden izole edilen metronidazole direncli bir Bacteroides thetaiotaomicron kdkeni bil-
dirilmektedir. Pankreas bagsi adenokarsinomu tanisi alan 62 yasindaki erkek hastanin cerrahi girisim son-
rasi 5. glinde, kan kiltiriinden gram-negatif zorunlu anaerop bir comak izole edilmistir. Geleneksel test-
ler ve ticari biyokimyasal kitler kullanilarak kéken, B.thetaiotaomicron olarak tanimlanmigtir. Izolatin anti-
mikrobiyal duyarlilik paterni agar diltisyon yontemiyle belirlenmistir. Direng genleri, nim genine 6zgdl pri-
mer ciftleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir. Saflastirilan PCR Grtini dizilen-
mis ve GenBank’da bulunan dizilerle kargilastirilarak analizi yapilmistir. Metronidazoliin MIK degeri 16
mg/L olarak tespit edilmistir. Koken CLSI kriterlerine goére ara degerde (intermediate) olmakla beraber,
EUCAST kriterlerine gore direncli (> 4 mg/L) bulunmustur. Bakteride nim geni saptanmis; yapilan dizi
analizinde, PCR uriintinin nimE geni (emb|AM042593.1]) ile %100 benzer oldugu gérilmustir. Diger
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yandan izolat, karbapenemlere ve sulbaktam-ampisiline duyarli bulunmustur. Sulbaktam-ampisilin ile te-
davi edilen hastanin atesi 24 saat sonra diismustir. Klinik durumunda kayda deger bir diizelme olan has-
ta 8. glinde taburcu edilmistir. Operasyon sonrasi alti ay stireyle onkoloji polikliniginde takip edilen has-
ta, hastaligin progresi nedeniyle kaybedilmistir. Anaerop bakterilere bagli bakteriyemilerde mortalite ora-
ninin yiiksek olmasi nedeniyle, taninin hizl yapilmasi ve uygun tedavinin verilmesi hayati nem tasir. Ca-
lismalar, Bacteroides tiirlerine baglh bakteriyemilerde, hastaya, bakterinin duyarli olmadigi antibiyotiklerin
verilmesi halinde olumsuz sonuglarin alinacagini gostermistir. Bu olguda, metronidazole direncli mikro-
organizma, CLSI breakpoint degerlerine gore duyarli bildirilebilir, buna bagh olarak da klinik yanitsizlik go-
rulebilirdi. Dolayisiyla Bacteroides tirleri icin antibiyotik duyarlilik sonuglarinin, EUCAST MIK degerleriyle
yorumlanmasi daha akilci goziikmektedir.

Anahtar sézciikler: Bacteroides thetaiotaomicron; metronidazol; direng; nim geni, Tiirkiye.

ABSTRACT

Bacteroides species, the predominant constituents of the human intestinal microbiota can cause se-
rious intraabdominal and postoperative wound infections and bacteremia. Moreover, these bacteria are
more resistant to antimicrobial agents than the other anaerobes. The limited number of the antimicro-
bials, such as carbapenems, beta-lactam/beta-lactamase inhibitors and nitroimidazoles are highly effec-
tive in eliminating Bacteroides. However, a few metronidazole-resistant isolates have been reported from
several countries recently. The nim genes (nim A-G) are suggested to be responsible for the majority of
the metronidazole resistance. Here, we describe a metronidazole-resistant Bacteroides thetaiotaomicron
isolated from a blood culture. A gram-negative obligate anaerobic rod was isolated from the postopera-
tive 5" day blood culture of a 62-year-old male patient with adenocarcinoma of the pancreas head. The
strain was identified as B.thetaiotaomicron by using a combination of conventional tests and commerci-
ally available biochemical kits. Antimicrobial susceptibility testing was performed by agar dilution met-
hod. The resistance genes were investigated by means of PCR using specific primer pairs for nim gene.
The purified PCR product was sequenced and analyzed by comparison of the consensus sequences with
GenBank sequences. The MIC for metronidazole was 16 mg/L. Although the strain was intermediate ac-
cording the CLSI criteria, it was resistant (> 4 mg/L) according to EUCAST criteria. The isolate was nim
gene positive, and nucleotide sequencing of the PCR product shared 100% similarity with nimE gene
(emb|AMO042593.1]). On the other hand the isolate was susceptible to carbapenems and sulbactam-am-
picillin. Following administration of ampicillin-sulbactam, the patient’s fever disappeared after 24 hours.
The clinical condition improved considerably and he was discharged at day 8. The patient was followed
up at the medical oncology clinic; however he died due to disease progression six months after surgery.
Since anaerobic bacteremia is associated with high mortality rate, prompt diagnosis and proper mana-
gement are critical. The studies on Bacteroides bacteremia have revealed adverse outcomes in patients
receiving antibiotics to which the bacterium was resistant. In the present case, the metronidazole-resis-
tant organism would be reported as susceptible according to CLSI breakpoint value and on account of
this result the treatment might lead to clinical failure. Therefore EUCAST MIC values seem to be more
rational in case of Bacteroides antibiotic susceptibility testing.

Key words: Bacteroides thetaiotaomicron; metronidazole; resistance; nim gene; Turkey.

GIRis
Bagirsak mikrobiyotasinin 6nemli bir kismini olusturan Bacteroides tiirleri, kanser var-

g1, cerrahi girisim veya yaralanma gibi mukoza butiinluglinin bozuldugu durumlarda
invazif enfeksiyonlara neden olabilirler. Anaerop enfeksiyonlarda en sik izole edilen en-
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dojen patojenler olan bu bakteriler, cogunlukla batin ici apseleri veya bakteriyemi gibi
yasami tehdit eden &limciil enfeksiyonlara yol acabilirler. Bacteroides tiirlerinin bir di-
ger onemli 6zelligi, antibiyotiklere diger anaeroplara gore daha fazla diren¢ gostermele-
ridir. Son yillarda klindamisin ve beta-laktam gibi anaeroplara etki eden antibiyotiklere
karsi giderek artan oranda direng bildirilmistir. Bu bakteriler karbapenemler, beta-lak-
tam/beta-laktamaz inhibitorleri ve nitroimidazol gibi sinirli sayida antibiyotiklere duyar-
lidirlar?. Ancak son zamanlarda baz (ilkelerde nadiren de olsa nitroimidazollere direncli
kokenler rapor edilmistir?=.

Bu raporda, pankreas bagi timaori on tanisi ile opere edilen hastanin kan kilttrinden
Uretilen, metronidazole direncli bir Bacteroides izolati; Bacteroides thetaiotaomicron koke-
ni tartisilmaktadir.

OLGU SUNUMU

Pankreas bagl timoru on tanisi ile operasyona alinan 62 yasindaki erkek hastanin,
operasyon sonrasl 5. glinde vicut sicakhigi 38°C’ye yiikselmistir. Hastadan kan ornekleri
alinmis, aerop ve anaerop kan kiltlr siselerine ekilerek laboratuvarimiza gonderilmistir.
Pozitif sinyal veren anaerop kiiltur sisesinden cikolata, McConkey ve bir tanesi anaerop
ortamda inkube edilmek Uzere iki adet koyun kanl agara ekim yapilmistir. Anaerop or-
tamda inkibe edilen kanli agarda 48 saat sonra orta buiy{ikltkte, gri renkli mukoid kolo-
nilerin olustugu gozlenmis, aerop ortamda inkibe edilen besiyerlerinde ise tireme olma-
mistir. Koloniden hazirlanan preparatlarda gram-negatif basiller gériilmustir. izolat, ge-
leneksel yontemler, yari otomotize (Rapid ID 32A, BioMerieux, Fransa) ve otomotize sis-
temler (MALDI-TOF, VITEK-MS) kullanilarak B.thetaiotaomicron olarak tanimlanmustir. Ae-
rop kan kultur sisesinde, bir haftalik inkiibasyon siiresince herhangi bir Gireme gercekles-
memistir.

Bakterinin, ampisilin, sulbaktam-ampisilin, meropenem, imipenem, klindamisin ve
metronidazol antibiyotiklerine duyarlihgi agar diliisyon yontemiyle belirlenmistir. Metro-
nidazol MiK degeri 16 mg/L olarak saptanmis, bunun {izerine metronidazol direng geni
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir®. Direnc genlerinin saptanmasi icin,
bakteri DNA's| izole edilmis, NIM3-F (5’ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG-3’)
ve NIM5-R (5’- GCT TCC TTG CCT GTC ATG TGC TC-3’) primerleri kullanilarak PCR ile
nim geni amplifiye edilmistir’. Déngiiler, 95°C’de 2 dakika, 32 déngii (94°C’de 45 sani-
ye, 42°C’'de 45 saniye, 72°C’de 1 dakika) ve 72°C’de 10 dakika olarak uygulanmistir’.
Negatif kontrol olarak ATCC 25285 B.fragilis, pozitif kontrol olarak B.fragilis nimA, nimB,
nimC, nimD ve nimE genine sahip bes koken (Prof. Dr. Elizabeth Nagy, Szeged Universi-
tesi, Klinik Mikrobiyoloji Enstitlisi, Macaristan’dan temin edilmistir) kullanilmistir.

Calisilan kokenin metronidazol MIK degeri 16 mg/L'dir. Metronidazol “MIK 16 mg/L”
degeri CLSI kriterlerine gore ara degerde (intermediate), EUCAST kriterlerine gore ise di-
rencli (> 4 mg/L) grubunda yer almaktadir>®. Kékenin, diger antibiyotiklerden ampisilin
ve klindamisine direncli, ancak ampisilin-sulbaktam ve karbapenemlere duyarl oldugu
gosterilmistir. PCR ile cogaltilan nim geni REFGEN (Ankara, Turkiye) tarafindan dizilen-
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mis; elde edilen veri Gen Bankasi verileriyle karsilastirilmis ve nimE geni (emb-
IAM042593.11) ile %100 oraninda benzer oldugu gorilmstiir®.

TARTISMA

Farkli tlkelerden bildirilen metronidazole direncli Bacteroides tiirlerinin orani %1’in al-
tindadir®>. Ulkemizde sinirl sayida yapilmis calisma bulunmaktadir. Direnc¢ orani Mamal
Torun ve arkadaslarinin® verilerine gére %4, Ercis ve arkadaslarinin'® yaptigi calismada
ise %14 bulunmustur. Hastanemizde ilk kez metronidazole direncli bir Bacteroides tiiri;
B.thetaiotaomicron kokeni izole edilmis, bu calismada bakterinin fenotipik ve genotipik
ozellikleri aragtinlmistir.

Metronidazol, 5'nitroimidazol tiirevleri icinde en fazla kullanilan antibiyotiktir''. Ana-
erop kosullarda nitro grubunun indirgenmesiyle aktif forma gecen metronidazol, bakte-
ri DNA'sina baglanarak, baz dizilerini, dolayisiyla cift sarmal yapiyr bozar, DNA replikas-
yonunu ve transkripsiyonunu engeller. Metronidazole direng, siklikla indirgeme islevi go-
ren nitrorediiktaz enzim aktivitesinin azalmasi veya hiicre icine antibiyotigin girisinin en-
gellenmesiyle gerceklesmektedir. Bu iki mekanizmanin beraber bulundugu anlasiimistir.
Antibiyotigin aktif pompa ile disari atiimasi veya DNA'nin hizla yenilenmesinin de ilaca
direncin gelismesine yol acabilecegi 6ne siiriilmektedir”:1°,

Metronidazole direncli kokenlerde, direncin diger bakterilere gecisini saglayan yedi
nim (nimA-G) geni tanimlanmistir. Bu nim genlerinin kodladiklari rediiktaz enzimlerinin,
nitroimidazolleri toksik olmayan driinlere dénistiirdiikleri anlasilmistir'2. Sayilari fazla ol-
mamakla beraber nim genleri Ulkelere gore farkli dagim gostermektedir. Fas ve Gliney
Arabistan’da nimB, Ingiltere’de nimA, Italya’da nimA ve nimC varligi saptanmis, nim€ ise
Kuveyt ve Macaristan’dan bildirilmistir'>. Tanimlanan bu nim genlerinden, bir kismi bak-
teri kromozomunda yer almakta, bir kismi ise plazmid tzerinde hareketli DNA parcala-
rinda bulunmaktadir. Hareketli DNA yapilari, direncin bir bakteriden digerine kolayca ak-
tariimasina olanak saglamaktadir'. Bu durum ileride metronidazole direncli Bacteroides
sayisinda artislarin olabilecegi kaygisini yaratmaktadir. Tehlikeyi 6nlemek veya olusacak
direnci kontrol altinda tutabilmek icin bakterilerin antibiyotik direnc¢ paternini belirli ara-
liklarla saptamak ve direncten sorumlu genlerin durumunu yakindan izlemek gerekmek-
tedir'>. Periyodik olarak hastanemiz laboratuvarinda, izole edilen Bacteroides kékenleri-
nin antibiyotiklere diren¢ durumlari CLSI'nin 6nerdigi agar dilisyon yontemiyle belirlen-
mekte ve diren¢ genleri arastinlmaktadir. Kan ve beyin omurilik sivisi gibi 6nemli 6rnek-
lerden bakterinin izole edilmesi halinde ise klinisyene hizli bilgi vermek amaciyla E-test
yontemiyle duyarlilik testleri yapilmaktadir.

Olgumuzda, damar yoluyla gidecek sekilde, glinde 1 g ampisilin-sulbaktam teda-
visi baslanmis, hastanin ertesi giin atesi dismustur. Genel durumunda kayda deger bir
diizelme saptanan hasta, operasyon sonrasi 8. glinde taburcu edilmistir. Hastanin pato-
loji raporu T3N1 pankreas invazif duktal adenokarsinomu olarak sonuclanmistir. Operas-
yonun ardindan alti ay suireyle hastanemiz onkoloji polikliniginde takip edilen hasta, has-
taligin progresyonu nedeniyle hayatini kaybetmistir. Ancak gerek anaeroplara bagli bak-
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teriyemide laboratuvarimizda gerceklestirdigimiz uygulama sayesinde, gerekse klinisyen
ve laboratuvar arasinda kurulan iyi iletisimin bir sonucu olarak, hastada enfeksiyonun te-
davisinin basarili oldugu kanisindayiz. Sunulan bu olguda, ampisilin-sulbaktam tedavisi-
ne yanit ahinmistir. Oysa, “CLSI kriterlerine gore direncli sayilmayan, ancak direng geni
taslyan bakterinin elimine edilmesinde antibiyotik olarak metronidazol kullanilmig olsay-
di klinik yanitsizlk gelisebilirdi” dusiincesindeyiz. Bu durumda Bacteroides turleri icin an-
tibiyotik duyarlilik sonuglarinin, EUCAST MIK degerleriyle yorumlanmasi daha akilci go-
ziikmektedir.
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