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Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-nitroimidazol tiirevi
metronidazole karsi, bakterilerin gelistirdikleri direng mekanizmalari gesitli ve karmasiktir.
Anaerop bakterilerde bulunan nitroimidazol rediiktaz enziminin metronidazole karsi direngte
6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Bu enzim bakterinin genomik yapisi icinde tanimlanan nim
genleri kontroliindedir. Nim genleri su ana kadar 11 farkli yapida (nimA-nimK) tanimlanmistir. En
¢ok Bacteroides fragilis grupta tanimlanan nim genlerinin tek baslarina metronidazol direncinin
olusmasinda yeterli olmadigi, farkl direng¢ mekanizmalarinin da sé6z konusu oldugu bildirilmistir.
Bakterinin glukoz metabolizmasi sirasinda aktiflesen piruvat ferrodoksin oksidorediiktaz enzim
faaliyeti, bmeRABCS5 geni kontroliindeki effluks pompa sistemi, RecA geni kontroliindeki DNA
onarim proteinlerinin asiri salinimi gibi mekanizmalarin anaerob bakterilerin metronidazol diren-
cinde 6nemli rol aldigi belirlenmistir.

Bu makalede, anaerop bakterilerin 5-nitroimidazollere karsi olusturduklari farkli direng mekaniz-
malari ve bu direng¢ mekanizmalarinda rol aldidi tartisilan nim genlerinden séz edilmistir.

Anahtar kelimeler: Anaerop bakteri, metronidazole direng, nim genleri
ABSTRACT

Resistance mechanisms of anaerobic bacteria against the 5-nitroimidazole derivative widely used in
the treatment of anaerobic bacterial infections, metronidazole are varied and complex.

It has been suggested that the nitroimidazole reductase enzyme found in anaerobic bacteria plays
an important role in resistance to metronidazole. This enzyme is under the control of nim genes
defined within the genomic structure of the bacteria. The nim genes have been identified in 11
different structures (nimA-nimK) so far. It has been reported that the nim genes, which are mostly
defined in the Bacteroides fragilis group, are not sufficient in the formation of metronidazole
resistance alone, there are also different resistance mechanisms

Mechanisms such as pyruvate ferrodoxine oxidoreductase (PFOR) enzyme activated during glucose
metabolism of bacteria, efflux pump system under the control of bmeRABC5 gene, excessive release
of DNA repair proteins controlled by the RecA gene were determined to play an important role in
the resistance of anaerobic bacteria to metronidazole.

In this article, different resistance mechanisms created by anaerobic bacteria against
5-nitroimidazoles and debatable role of the nim genes role in these resistance mechanisms were
indicated.

Keywords: Anaerob bacteria, metronidazole resistance, nim genes

GiRiS Metronidazol’'un en dnemli antimikrobiyal etki meka-

nizmasi, hiicre igine pasif difflizyonla girdikten sonra,
Metronidazol 1957 yilinda bulunmus, protozoonlara bir dizi reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan yari 6mirla
ve anaerop bakterilere karsi etkili sentetik bir nitroi- metabolitler sayesinde olur. Bu metabolitler bakteri-
midazol bilesigidir. Kimyasal yapisi 1-(2-hidroksietil)- nin DNA’sina zarar vererek 6limine yol agarlar. Bu

2-metil-5-nitroimidazol’dur®3),

stirecin isleyebilmesi icin hiicre ici oksidasyon-rediiksiyon
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potansiyelinin negatif olmasi gerekir ki, bu anlamda
nitroimidazol tlirevleri aerop bakterilere karsi etkin
degillerdir®®),

Anaerop bakterilerde 5-nitroimidazollere karsi direng
saglayan transfer edilebilir bazi determinantlar belir-
lenmis, bunlar nim genleri olarak tanimlanmistir.
1989’da Bacteroides vulgatus (BV17) turinde belirle-
nen dort plazmidden p1P417'nin dlsik dizeyde
metronidazol direncinden sorumlu oldugu ilk defa
rapor edilmistir. 1994 vyilinda, Paris Pastor
Enstitlisi’nde 6nce nim A ve B, takiben nim D, nim C
gibi metronidazol direncinden sorumlu farkli gen
bolgeleri tanimlanmistir. 1996 yilinda ise, Universal
primerler olarak tanimlanan ve degismeyen yapida
olan nim 3 ve nim 5 genlerinin sekans yapilari
klonlanmistir(®1),

Anaerop bakterilerde Bacteroides, Prevotella ve
Fusobacterium’larda daha ylksek dizeyde,
Clostridium tirlerinde ise daha ender gorilen bir seri
metronidazol diren¢ mekanizmalari mevcuttur®.

Bu makalede, anaerop bakteri enfeksiyonlarinda
etkin bir antibakteriyel olan metronidazole karsi ana-
erop bakterilerin gelistirdigi direng mekanizmalari ve
bu direng mekanizmalarindan kismi olarak sorumlu
tanimlanan nim genlerinden sz edilmistir.

5-nitroimidazol tiirevleri ve metronidazol

5-Nitroimidazoller’de temel yapi, dogada birgok bile-
sikte bulunanimidazol (1,3-diazol) halkasidir. imidazol
halkasina sitotoksik etkili farkli fonksiyonel gruplarin
eklenmesi ile 5-nitroimidazol turevleri sentezlenir?,

Nitroimidazollere duyarli olan hicrelerin ortak 6zelli-
gi, anaerop olmalari ve diisiik redoksiyon potansiyel-
li, elektron taslyici proteinler icermeleridir. Bu prote-
inler, hiicre iginde nitroimidazollerin nitro gruplarini
enzimatik olmayan bir kimyasal reaksiyonla indirge-
yerek, onlari etkin ara metabolitlere veya serbest
radikallere donustirirler. Bu radikallerin duyarl bak-
teri veya protozoon hiicresinin DNA’sina baglanarak
kopyalanmayi durdurdugu, cift sarmalli yapiy1 bozdu-
gu ve bu sekilde DNA sentezini inhibe ederek hiicre-
nin 6limine neden oldugunu bildirilmistir®*%,
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Metronidazol, hicre icerisine alindiginda antibakte-
riyel etkisini gosterebilmesi icin hiicre ici oksidasyon-
rediiksiyon potansiyelinin (Eh degeri, birim milivolt)
disuk, yani negatif olmasi gerekmektedir. Kimyasal
tanimlama ile indirgenmis bir ortam saglanmasi
gerekir. Aerop bakterilerde yeterli negatif redoksa
sahip elektron tasima proteinlerinin yoklugu, bunla-
rin 5-nitro-imidazollere (5-Ni)’'ye karsi intrinsik
direnglerini agiklar®?4,

Anaerop bakterilerde metronidazole karsi direng
mekanizmalari farkl sekillerde tanimlanir. Bunlardan
en 6nemlisi bakteriyel nim genleri tarafindan kontrol
edilen nitroimidazol rediiktaz aktivitesi sonucu met-
ronidazol g¢atisinda bulunan nitro gruplarin, inaktif
5-amino-imidazole donistirilmesidir. Bu donisim
sonucu metronidazolun anaerop bakterilerde antibak-
teriyel etkisini gdsteren ve DNA hasarina yol agacak
olan radikal anyon olusumu engellenmis olur.

Bunun yani sira metronidazol gibi
5-nitroimidazollerin hiicre icerisine girisleri pasif
diffizyonla olur. Metronidazolln bakteri hiicresi ice-
risine girisi bakteri sitoplazmasindaki indirgen ortam-
la direkt iligkilidir. Anaerop bakterilerde sitoplazma-
daki redikten yani indirgenmis ortami bakterinin
nitroimidazol rediktaz enzim aktivitesi belirler ki,
bakterinin bu enzim aktivitesini azaltmasi sonucu,
hiicre ici yeterince indirgen bir ortamin olusmamasi-
na ve buna paralel olarak ilacin hiicre ici aliminin
azalmasina neden olur®#1),

Metronidazole karsi anaerop bakterilerin farkli bir
diren¢ mekanizmasi da bakterinin metabolik bir fali-
yeti olan glukozdan, glukoz-6-fosfat daha sonra piru-
vat son asamada da asetil Co-A ve asetat olusturma-
st ile iligkilidir. Bakterinin bu metabolik faaliyeti iceri-
sinde belirleyici enzim piruvat ferrodoksin oksidore-
diktaz (PFOR)’dir. Bu reaksiyon sirasinda igeri alinan
metronidazol, reaksiyonda ortaya ¢ikan elektron zin-
cirinden bir elektron alarak yukarida soz edildigi gibi
indirgenir ve antibakteriyel etkili (DNA hasari gibi)
radikal anyonlar olusturur. Bakteri metronidazol var-
liginda bu reaksiyonu farkh yéne cevirerek piruvat
olustuktan sonra asiri laktatdehidrogenaz (LDH) sal-
gilayarak asetat yerine laktat olusturur. Bu da bir 6n
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ilag olan metronidazoliin bir elektron alarak antibak-
teriyel etki gosterecegi forma donusmesini
engellert219),
Cutibacterium spp., Propionibacterium spp.,
Lactobacillus spp., Eubacterim spp. ve Actinomyces
spp. gibi kismi oksijene toleransli veya fakultatif ana-
erop olarak tanimlanan tiirlerde piruvat ferrodoksin
oksidorediiktaz enziminin eksikligine bagli olarak bir
on ila¢ olan metronidazoliin hiicre icine alindiktan
sonra antibakteriyel etkisini gostermesinde etken
olan radikal anyonlarin olusmamasi bu bakterilerin
kismi olarak metronidazole dogal direnci olarak
tanimlanmistir®,

Bakteri effluks pompa sistemini kodlayan bmeRABC5
geni sayesinde asiri RND salinimi sonucu antibiyoti-
gin disari atilmasi, recA geni tarafindan kontrol edi-
len DNA tamir proteinlerinin bakteri tarafindan sali-
niminin artirilmasi, SOD (Stperoksid dismutaz) akti-
vitesi sonucu antioksidanlara karsi defans sisteminin
devreye girmesi metronidazol direncine yol acgan
farkli mekanizmalardir. Bunlarin yani sira anaerop
bakterilerin metronidazolle karsilasti§inda, bakterile-
rin hiicre icine demir (Fe) ahimini sinirlandirdigi, buna
karsilik ramnoz metabolizmasini artirdigi, 6zellikle bu
metabolizma hizinin artigi sonucu olusan proteinle-
rin bazi anaerop tirlerinde (Bacteroides
thetaiotaomicron) heniz bilinmeyen bir mekanizma
ile metronidazol direncine vyol actigi ileri
strilmektedir®21),

Nim genleri

Anaerop bakterilerde kismi olarak metronidazol
direncinin bakterinin nitro-imidazol rediiktaz enzim-
lerini kodlayan nim genleri kaynakli oldugu ileri
sirilmektedir. Nim genlerinin kodladigi proteinler
nimA-nimK olarak 11 adet saptanmistir. Filogenetik
olarak nim genlerindeki aminoasit sekanslarinin ben-
zerligi incelendiginde Ug farkh grup olarak siniflandi-
rilmistir. Birinci grup, nimA-nimH, ikinci grup, nimK
ve Ugunci grup ise, niml-nimJ olarak tanimlanmistir.
Arastiricilar bu analizi 100 kopya ve %>70 benzerligi
dikkate alarak yaptiklarini bildirmislerdir.

nim genleri en sik Bacteroides tiirlerinde bildirilmis,

ayrica Gram negatif basillerden Fusobacteriumlar,
Prevotalla, Gram negatif anaerob koklardan
Veillonella, Gram pozitif anaerob koklardan
Peptostreptococcus’lar, Parvimonas micra tirlerinde
belirlenmistir (Tablo 1). Buna karsilik 0Ozellikle
Clostridium tetani ve diger Clostridium tirlerinde
daha diistik oranda nim genlerine rastlanilmistir. Ayrica
yapilan ¢alismalarda, nim genlerinin kromozom veya
plazmidden yalnizca birinde bulunabilecegi gibi esza-
manli olarak hem kromozom hem de plazmid de ayni
anda goruldigu saptanmistir (Tablo 1)),

Yapilan calismalarda, nim genleri belirlenmis bazi
anaerop bakterilerin metronidazol MiK degerleri
duyarlilik sinirlariigersin de bulunmustur. Bunun yani
sira saghkli insanlarin diski kiltirlerinden ve kirli
sulardan izole edilen Bacteroides fragilis tirlerinde
de nim genlerinin saptanmasi sonucu bazi arastirici-
lar, yalnizca nim genlerinin varligi ile anaerop bakte-
rilerdeki metronidazol direncinin acgiklayamayacagini
belirtmiglerdir®),

Anaerop bakterilerde metronidazol direnci ve nim
genlerinin korelasyonu ile ilgili, Belgika’da 2011-2012
yillari arasinda izole edilen 180 Bacteroides susunun
E-test yontemi ile yapilan direnc testi sonucu suslarin
timU metronidazola duyarh bulunurken, izolatlarda
%2.8 oraninda nim geni saptanmistir®. Yunanistan’da
2002-2004 ve 2003-2005 vyillari arasinda yapilan iki
farkli calismada, birinci ¢alismada 82 susun
%1.3’linde, ikinci calismada ise 191 susun %1’inde
metronidazol direnci belirlenmis olup, ¢alismalarda
sirayla %1, %0.5 nim genlerine rastlanmistir. Her iki
calismada da metronidazol direnci E-test yontemi ile
belirlenmistir19),

Yunanistan’da 2003-2005 tarihleri arasinda vyine
E-test yontemi ile 57 Prevotella tiriniin 14’Gnde
metronidazol direncine karsilik suslarin %5.3’tinde
nim geni saptanmistir®®. Fusobacterium’larla ilgili
diger bir calismada ise, 17 susun %11.7’si metronida-
zole direngli iken, suslarin %5.9’'unda nim geni
belirlenmistir®),

Fenotipik olarak metronidazole direncli (MiK degeri
6-256 pg/mL) anaerop bakteri tirlerinde belirli bir
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Tablo 1. nim genlerinin dagihmi ve genel 6zellikleri®.

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):197-202

Nim  Yerlesim Metronidazol direnci iligkili oldugu direng iligkili oldugu Saptandig bildirilen bakteriler
Geni (MiK araligi pg/mL) genleri antibiyotik direngleri
nimA P veya K Degisken cepA, blaOXA-37, AMC, AMX, CAR, CLI, Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus,
(0.75->128) cfiA, ermF, mefE, ERY, FOX, PIP, TET, TZP Bacteroides ovatus, Bacteroides
linAn2, tetQ, bexB thetaiotaomicron,
Actinomyces odontolyticus, Cutibacterium
acnes, Clostridium bifermentans, Prevotella
bivia, Propionibacterium tiirleri
nimB K Degisken cfxA, cfiA, ermF, tetQ, AMP, CAR, CLI, PIP, Bacteroides fragilis, Bacteroides
(0.125->256) FOX, RIF, TET, TZP, thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus,
Parabacteroides distasonis, Prevotella
denticola, Prevotella dentalis, Fusobacterium
magna, Peptostreptococcus anaerobius,
Anaerococcus prevotii, Prevotella micra
nimC P veyaK Degisken cfiA, tetQ TET Bacteroides fragilis, Bacteroides
(1->32) thetaiotaomicron, Prevotella distasonis,
Prevotella oralis, Porphyromonas tiirleri
nimD P veya K Degisken epA, cfxA, cfiA, ermF,  CAR, CLI, MP, TET, TZP Bacteroides fragilis, Bacteroides
(0.25->64) linAn2, mefE, tetQ, cat, thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus,
bexB-like Bacteroides stercoris, Odoribacter
splanchnicus, Fusobacterium tiirleri
nimE P veyaK Degisken cepA, cfxA, blaTEM, AMC, AMX, CAR, CAZ, Bacteroides fragilis, Bacteroides
(1.5->256) blaCMY, blaOxA-1, cfiA, CIP, CLI, CM, ERY, FOX, thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus,
ermF, tetQ, aac(60)Ib-cr MP, PIP, TET, TGC, TZP  Bacteroides ovatus, Parabacteroides merdae,
Prevotella buccalis, Prevotella oralis, Veillonella
tirleri
nimF B Yok (1) B B Bacteroides vulgatus
nimG B Yok (2) B B Bacteroides fragilis
nimH K Var (8) B AMX Bacteroides fragilis
niml K Yok (1-4) B B Prevotella baroniae
nimJ K Var (>32) cfiA, ermR, tetQ, bexB- AMC, AMX, AMP, CAR, Bacteroides fragilis
like, bmeABC5 genleri- CFP, CLI, FOX, ERY, TET,
nin asiri expresyonu TZP
nimK K Var (6-12) efflux tasiyici AMX, CLI Prevotella bivia

=plazmid; K=kromozomal; B=bilinmiyor; MTZ=metronidazol; MIK=minimal inhibitér konsantrasyon; AMP=ampisilin; AMX=amoksisilin;

AMC=amoksisilin /klavunat; PIP=piperasilin;

TZP=piperasilin/tazobaktam; FOX=sefoksitin;

CAZ=seftazidim;, CFP=sefoperazon;

CAR=karbapenemler; ERY=eritromisin; CLI=klindamisin; TET=tetrasiklin; TGC=tigesiklin; RIF=rifampin; CM=kloramfenikol; CIP=siprofloksasin

oranda nim genlerinin varligi belirlense de nim gen-
lerinin varligi ve metronidazol direnci korelasyonu-
nun tam belirlenemedigi calismalar da mevcuttur.
Bazi galismalarda jel-elektroforez yontemi ile nim
genlerine ait proteinler bakteride saptanmis olmasi-
na ragmen, metronidazol direncine karsi belirlenen
MiK degerleri beklenilen seviyede olmadigi gériil-
mistlr. Bu da konu ile ilgili bazi arastiricilarda nim
genlerinin tek basina metronidazol direncine neden
olmayacagi duslincesini olusturmustur®,
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Ulkemizde nim genlerinin saptanmasi ile ilgili iki fark-
Il calisma belirlenmis olup, ilk calismada klinik olarak
etken olan 66 Bacteroides turi incelenmis, suslarin
timU metronidazole duyarh bulunurken, higbirinde
nim geni saptanmamistir?Y, Diger bir calismada ise,
arastiricilar Marmara Universitesi Hastanesi’nde izole
edilen ilk metronidazole direngli B. thetaiotaomicron
izolatinda, dizi analizi sonucu nimE geni ile %100
bir belirlediklerini

benzerlik gosteren bolge

bildirmiglerdir@2,
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Son 10 yilda tilkemizde yapilan anaerop bakteri izo-
lasyonu ve metronidazole direng tespiti ile ilgili calis-
malarda farkli sonuglar ile karsilastigimiz gérilmek-
tedir. Dogan ve Baysal®),100 klinik 6rnekten altisi
Bacteroides fragilis, besi Peptostreptococcus spp.
olmak Uizere toplam 22 anaerop bakteri izole ettikle-
rini, bu suslardan yalnizca birer adet Clostridium spp.
ve Lactobacillus acidophilus/lensenii suslarini metroni-
dazole direngli bulduklarini yayimlamislardir. Demir
ve Kesli®, 2018 yilinda yayimladiklari ve 2014-2015
yillarinda cesitli klinik orneklerden izole ettikleri
Gram negatif anaerop basillerin E-test yontemi ile
antibiyotik direng profillerini sunmayi amaclamislar-
dir. Calhsmalarinda, izole ettikleri, 14’G B. fragilis,
dokuzu Prevotella spp, besi Fusobacterium spp. olan
suslarinin hig¢ birinde metronidazole direng saptama-
diklarini bildirmislerdir. Tunckanat ve ark.’nin®»2019
yilinda yayimladiklari makalede ise, kronik periodon-
titli hastalardan izole edilen 34 anaerop bakteriler-
den bir Veillonella parvula, dort Propionibacterium
spp., iki Prevotalla spp. ve bir Bifidobacterium spp.
suslarinin metronidazole direncli oldugunu belirle-
mislerdir. Ozcan ve ark.?® 2020 yilinda yayimladikla-
ri, 2017-2018 yillarinda izole ettikleri 65 farkli anae-
rop bakteri suslarinin metronidazole direncini %66
gibi yuksek bir oran olarak bildirmislerdir.

Anaerop bakterilerde duyarlilik testlerinin rutin ola-
rak yapilmasi 6nerilmese de enfeksiyon etkeni olarak
belirlenen anaerop bakterilere karsi direng paternle-
rinin belirlenmesi ve cografi olarak periyodik aralik-
larla sunulmasi ampirik tedavinin yonlendirilmesi
acisindan 6nemlidir. Bu anlamda konu ile ilgili tlke-
mizde yapilan veya planlanan ¢alismalara katki sagla-
yacagini dustinerek konuyu tartismayi amagladik.
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