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1 Einfuhrung

Der Dickdarm ist der Teil des menschlichen Koérpers mit der groften Bakterien-
population, pro Gramm findet man eine Zahl von etwa 10'" Mikroorganismen vor '. Die
Bakterien der Gattung Bacteroides sind dabei mit einem Anteil von ca. 25 % die
vorherrschende Spezies 2. Sie werden der Familie der Bacteroidaceae zugeordnet und sind
obligat anaerobe, gramnegative, pleomorphe, nicht sporenbildende Stadbchenbakterien. Die
Gattung Bacteroides unterteilt sich wiederum in verschiedene Arten, allerdings gab es in den
vergangenen Jahrzehnten grofRe Veranderungen in der Systematik und Zuordnung '. Derzeit
gehoéren Uber 20 Vertreter zum Bacteroides- bzw. Parabacteroides-Genus °. Die Gattung
Parabacteroides wurde im Jahr 2006 als neues Genus definiert, weil die Vertreter B.
distasonis, B. merdae und B. goldsteinii als P. distasonis, P. merdae und P. goldsteinii neu

klassifiziert wurden *

. Bacteroides fragilis, der am haufigsten vorkommende Vertreter in
klinischen Proben, weist dabei die hdchste Virulenz auf . Somit nimmt B. fragilis innerhalb
dieser Gruppe als Hauptverursacher fir verschiedene Erkrankungen eine zentrale Stellung
ein, obwohl diese Art nur 0,5 % der menschlichen bakteriellen Darmflora ausmacht °. Die
Bacteroides spp. sind bereits zehn Tage nach der Geburt im menschlichen Kérper vorzufinden
6. Demzufolge sind sie fir den Menschen als Kommensalen anzusehen, d.h. es findet eine
Interaktion zwischen Individuen verschiedener Arten statt, wobei ein Partner profitiert und die
Interaktion fur den anderen Partner einen neutralen Effekt hat. Aufgrund der nachgewiesenen
positiven Funktionen der Bacteroides spp. im menschlichen Darm ist sogar eher von
Mutualismus zu sprechen, dabei profitieren beide Partner von der Interaktion ’. So kann v.a.
B. thetaiotaomicron anderen, fur die Darmflora wichtigen Bakteriengattungen, Nahrstoffe
bereitstellen, indem es die Fahigkeit besitzt, komplexe Polysaccharidverbindungen
aufzutrennen 8. Der Besitz einer groBen Anzahl Abbauenzyme in Form von
Glykosylhydrolasen, vor allem bei B. thetaiotaomicron, bekraftigt die wichtige Rolle bei der

9. Auch im Bereich der

Unterstlitzung des Kohlenhydratmetabolismus des Menschen
Immunabwehr erflillen die Bacteroides spp. Aufgaben, so kann B. fragilis ein Polysaccharid
bilden, welches T-Zellen aktiviert '°. Des Weiteren wird angenommen, dass potenziell
pathogene Erreger, z.B. Clostridium difficile, von den Bacteroides spp. daran gehindert
werden, den Darm zu besiedeln ",

Eine Pathogenitat entstent dann, wenn die Bacteroides spp. den
Gastrointestinaltrakt, also das Milieu, in dem sie als wichtige Interaktionspartner fungieren,
verlassen und in eigentlich sterile Bereiche des Korpers vordringen. Ursachen kdnnen
Perforationen des Darms oder bauchchirurgische Eingriffe sein, welche gefahrliche

Erkrankungen nach sich ziehen kénnen. Eine ,Freund und Feind“-Beschreibung ist fur die von
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B. fragilis produzierten Polysaccharide zutreffend, im Darm sind diese fur die Entwicklung des
Immunsystems wichtig, im pathogenen Zustand wiederum an der Ausbildung von Abszessen
beteiligt. Die Virulenzfaktoren bei allen Bacteroides spp. sind die Anheftung am Gewebe, die
Zerstorung des Gewebes und der Schutz vor der Immunantwort des Wirts. Die Produktion von
Entero-bzw. Endotoxinen und Lipopolysacchariden spielt eine wesentliche Rolle, vor allem die
Gruppe der Enterotoxin-produzierenden B. fragilis-Stamme (ETBF), welche eine Zink-
Metalloprotease bilden, haben aufgrund der Pathogenitat groRe klinische Bedeutung '. Im
Erwachsenenbereich treten zum gréfiten Teil Mischinfektionen auf, B. fragilis ist am starksten
an diesen anaeroben Infektionen beteiligt. Die Mortalitatsrate liegt bei 19 %, bleibt die Infektion
unbehandelt, kann die Mortalitdtsrate auf 60 % steigen . Die intraabdominelle Sepsis ist die
am haufigsten von Bacteroides spp. verursachte Infektion. Zu Beginn liegt dabei eine
Mischinfektion vor, bei der nach weiterem Fortschreiten durch Sauerstoffreduktion die
Bacteroides spp. dominieren. Des Weiteren sind die perforierte Appendizitis und im
gynakologischen Bereich die Bartholinitis zu erwahnen '. Eine Endo- oder Perikarditis hangt
normalerweise nicht mit der Anwesenheit von pathogenen Stdmmen der Gattung Bacteroides
zusammen. Sind diese jedoch an der Infektion beteiligt, kénnen schwerwiegende
Konsequenzen fir den Patienten die Folge sein, mitunter kann die Mortalitatsrate auf 43 %
steigen "*. Bei der Bakteridmie ist ebenfalls ein hoher Anteil von Bacteroides spp., v.a. B.
fragilis, zu beobachten . Im padiatrischen Bereich sind Enterotoxin-produzierende B. fragilis-

Stamme fiir Durchfallerkrankungen bei ein- bis fiinfjahrigen Kindern verantwortlich *°.

1.1 Antibiotische Therapie und antibakterielle Resistenz

Das Ziel der antibakteriellen Therapie ist es, fir den Menschen schadliche und
Krankheiten verursachende Bakterien zu bekdmpfen. Dabei unterscheidet man Substanzen,
die entweder eine bakteriostatische, also das Bakterium in seiner Vermehrung hemmende
Wirkung aufweisen, oder bakterizide Substanzen, welche die Bakterien irreversibel abtéten.
Zusammengefasst spricht man bei antibakteriell wirkenden Substanzen heutzutage von
Antiinfektiva, Antibiotika im klassischen Sinne sind Substanzen, welche als
Stoffwechselprodukte von Pilzen (z.B. Penicillin) oder Bakterien (z.B. Streptomycin) entdeckt
wurden, wahrend antimikrobiell wirksame Chemotherapeutika synthetisch hergestellte
Substanzen sind. Diese Begriffstrennung ist mittlerweile obsolet, da die einst nur natirlich
vorkommenden Antibiotika in ihrer chemischen Struktur entschlisselt wurden und eine
synthetische Herstellung mdglich ist '®. Als Mitbegriinder der modernen antimikrobiellen
Therapie gelten Paul Ehrlich, Sir Alexander Fleming und Gerhard Domagk. Paul Ehrlich

entwickelte im Jahr 1910 das Salvarsan, welches den Syphiliserreger Treponema pallidum
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bekampfen konnte '’. Einige Jahre spéter, im Jahr 1928, entdeckte Sir Alexander Fleming in
einer verunreinigten Petrischale das Penicillin, welches einen weiteren Grundstein fir die
moderne Antibiotikatherapie legte '®. Der Bakteriologe Gerhard Domagk, welcher im Dienst
von Bayer stand, entwickelte im Jahr 1934 aufbauend auf den Erkenntnissen von Alexander
Fleming die Gruppe der Sulfonamide, welche als die ersten effektiven Breitbandantibiotika
galten '®2°_ Bei einer schnell voranschreitenden medizinischen Entwicklung wurden im Laufe
der Jahrzehnte viele neue antibakteriell wirkende Substanzen entwickelt, sodass Medizinern
heutzutage eine Vielzahl von Antibiotika mit unterschiedlichen Wirkmechanismen zur
Verfligung steht. Die Vielfalt der auf dem Markt vorhandenen Antibiotika beruht nicht nur auf
der Tatsache, dass standig eine Verbesserung der Wirksamkeit der Substanzen angestrebt
wurde, sondern auch aufgrund der Fahigkeit der Bakterien, einem gegen sie eingesetzten
antibakteriellen Wirkstoff gegentber standhaft zu bleiben bzw. diesen unwirksam zu machen.
Man spricht von Resistenz, die Erreger werden unempfindlich gegeniber bestimmten
Antibiotika. Resistenzen kdnnen natirlich vorkommen oder erworben werden, aul’erdem sind
Bakterien in der Lage, sich Resistenzen gegenseitig zu Ubertragen. Weltweit konnte in den
letzten Jahrzehnten eine dramatische Zunahme von Resistenzen beobachtet werden '°. Die
Entstehung von Bakterien, welche gegenuber mehreren antimikrobiellen Substanzen
verschiedener Klassen unempfindlich geworden sind, lieR den Begriff Multiresistenz
aufkommen. Mittlerweile ist eine derart dramatische Zunahme von Multiresistenz zu
beobachten, dass neue Definitionen Anwendung finden. So wurden zusatzlich zu MDR (engl.
multidrug resistant) die Termini XDR (engl. extensively drug resistant) und als Steigerung PDR
(engl. pandrug resistant) hinzugefiigt 2'.

Bakterien besitzen verschiedene Resistenzmechanismen, die Informationen dafiir sind
auf Resistenzgenen in der bakteriellen DNA gespeichert. Die Gesamtheit der Gene, welche
fur Resistenzmechanismen kodieren, wird als Resistom bezeichnet ?2. Eine Ubersicht tiber die

bakteriellen Resistenzmechanismen ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.



Tabelle 1: Resistenzmechanismen bei Bakterien

22-26

Resistenzmechanismus

Erlduterung

Beispiele

Penetrationsresistenz

Antibiotikum kann nicht durch
aulere Membran bei
gramnegativen Bakterien
hindurchgelangen,
Modifizierung von Porinen
moglich; kann primar oder
erworben sein

Verminderung der Porin-
Expression bei
Enterobacteriaceae

Efflux

Antibiotikum wird aktiv Gber
einen Transporter aus der
Bakterienzelle heraus-
geschleust; hohe Gefahr der
Multiresistenz, da verschiedene
Antibiotika herausgepumpt
werden konnen

Effluxtransporter der MATE-
Familie bei Bacteroides spp.

Veranderung der
bakteriellen Zielstruktur

Veranderungen der
Zielstrukturen fur Antibiotikum
durch Mutationen, sodass keine
Wirkung mdglich ist

Schutz der Zielstrukturen ohne
Mutation

Modifikation der penicillin-
binden Proteine (Mutation
im mecA-Gen bei MRSA)

Methylaseenzyme (erm-
Gene bei Bacteroides spp.)

Ribosomaler Schutz-
mechanismus vor
Tetracyclin (tetQ-Gen bei
Bacteroides spp.)

Inaktivierung durch
bakterielle Enzyme

Inaktivierung des Antibiotikums
durch Hydrolyse

Inaktivierung des Antibiotikums
durch Veranderung chemischer
Gruppen

R-Laktamasen (weit
verbreitet), Carba-
penemasen (KPC, VIM,
NDM)

Nitroreduktasen (nim-Gene
bei Bacteroides spp.)

Um festzustellen, ob ein Bakterium empfindlich oder resistent gegenlber einer

antibakteriellen Substanz ist, bedarf es eines Messwertes. Dabei hat sich in der Mikrobiologie

die Verwendung der minimalen Hemmkonzentration durchgesetzt, also die niedrigste

Konzentration eines Antibiotikums, die das Wachstum eines gegebenen Bakteriums hemmt #’.

Demgegenuber steht die minimale bakterizide Konzentration, deren Anwendung jedoch auf

bakterizid wirkende Antibiotika begrenzt ist. Die MHK wird standardmalf3ig in mg/l bzw. pg/ml

angegeben 28, Der Grenzwert (engl. breakpoint) definiert demnach, ab welchem Wert ein

Mikroorganismus gegenuber dem Antibiotikum als resistent gilt.




Beispiel: MHK/Grenzwert fiir das Carbapenem Imipenem bei gramnegativen Anaerobiern
geméalR EUCAST 2020 %.

S (sensibel) <2 mg/l; ist die MHK fiir Imipenem kleiner gleich 2 mg/l, ist der Mikroorganismus

empfindlich gegeniiber dem Antibiotikum.

R (resistent) >4 mg/l; ist die MHK fiir Imipenem gréBer als 4 mg/l, ist der Mikroorganismus

resistent gegen das Antibiotikum.

Betragt die MHK 2,001 - 4 mg/l, so ist das Bakterium zwar noch empfindlich gegeniiber dem
Antibiotikum, aber laut EUCAST liegt eine erhbhte Exposition vor (frilher Kategorie

sintermediar®).

In Deutschland wurden MHK-Werte lange Zeit vom Deutschen Institut fir Normung
(DIN) festgelegt. Da es in Europa grol’e Abweichungen gab, was zu erheblichen Missstanden
fihrte, wurde von der European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID) die Arbeitsgruppe EUCAST (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) ins Leben gerufen, welche die Grenzwerte im europaischen Raum
angleichen sollte. Es besteht allerdings weiterhin das Problem, Resistenzen im weltweiten
Vergleich einheitlich darzustellen, da in den USA Grenzwerte vom CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute) verwendet werden. Diese Werte wurden zeitweise auch in Deutschland
genutzt, was zu Problemen bei der Vergleichbarkeit im klinischen Alltag fihrte. Fir das
Antibiotikum Cefotaxim beispielsweise weicht bei den Enterobacteriaceae der Grenzwert
zwischen EUCAST und CLSI um das 16-fache voneinander ab 2°. Bezliglich bestimmter
Bakterien ist das Fehlen von Grenzwerten fiir einige Antibiotika bei EUCAST ein Problem,
wahrend bei CLSI Grenzwerte vorliegen ?® %, In den USA ist zusétzlich zu den Grenzwerten
vom CLSI die Benutzung der Grenzwerte der FDA (US Food and Drug Administration)
akzeptiert *°. Als Goldstandard der Resistenztestung fiir anaerobe Bakterien gilt die
Agardilutionsmethode in Form des Reihenverdinnungstestes fur feste Nahrmedien. Fur
fakultativ anaerobe und aerobe Bakterien hat sich die Methode der Mikrobouillondilution als
Goldstandard etabliert. Letztere Methode ist weniger aufwandig als die Agardilutionsmethode,
welche Erfahrung und Geduld voraussetzt *'. Aufgrund der einfacheren Handhabung hat sich
im Laufe der Jahre die Methode der Gradientendiffusion flr verschiedene Bakterienarten
durchgesetzt *2. Dieses Verfahren beruht auf der Methode der Agardiffusion, jedoch wird
ebenfalls die MHK bestimmt. Dabei werden Etest- (Epsilometertest) oder M.I.C.E.-Streifen auf
festen Nahrmedien platziert. Bereits nach 24 Stunden kdnnen die MHK-Werte abgelesen
werden. Dieses Verfahren bietet viele Vorteile, denn es ist kostengtinstig, einfach handhabbar

und mehrere Antibiotika kénnen im selben Zeitraum getestet werden *'.



1.2 Resistenzlage und Resistenzmechanismen bei Bacteroides und Parabacteroides
Spezies

Unter den Anaerobiern weisen die Vertreter der Gattung Bacteroides die meisten
Resistenzmechanismen und auch die hdchsten Resistenzraten auf. Sowohl in der
physiologischen Darmflora als auch bei anaeroben Infektionen sind sie die dominierende
Bakteriengattung. In diesem Zusammenhang ist die Gattung Bacteroides unter den
Anaerobiern die am meisten Erforschte auf dem Gebiet der Resistenzmechanismen.

Erste resistente Stdmme gegenlber Penicillinen und Tetracyclin wurden in den spaten
1960er- bzw. frihen 1970er Jahren entdeckt. Dies war besorgniserregend, da Tetracyklin als
erstes Breitbandantibiotikum bei von Bacteroides spp. verursachten Infektionen eingesetzt
wurde *. Die Zunahme von antibakterieller Resistenz ist bedingt durch die Tatsache, dass
Resistenzgene, welche die Information fir den jeweiligen Resistenzmechanismus tragen,
nicht nur in der bakteriellen chromosomalen DNA vorliegen, sondern sich auch auf mobilen
DNA-Elementen wie Plasmiden oder Transposons befinden kdnnen. Bakterien kénnen damit
Uber den Mechanismus der Konjugation, Transduktion und Transformation Erb- und somit
auch Resistenzinformationen austauschen, auch zwischen Vertretern verschiedener
Gattungen **. Es ist bewiesen, dass Bacteroides spp. im menschlichen Darm mit zahlreichen
anderen Bakteriengenera Resistenzgene austauschen, man spricht von einem horizontalen
Gentransfer *°.

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz wurden in den vergangenen Jahrzehnten
weltweit zahlreiche Studien Uber die Entwicklung der Resistenzlage bezliglich Bacteroides und
Parabacteroides spp. veroffentlicht. Dabei konnte festgestellt werden, dass im Bereich der 3-
Laktam-Antibiotika die Resistenz gegen Penicilline und Cephalosporine stark anstieg * 3.
Daflr sind hauptsachlich das cepA- und das cfxA-Gen verantwortlich, welche R-Laktamasen
der Ambler-Klasse A produzieren. Beziglich des cfxA-Gens konnte ein Zusammenhang mit
der Resistenz gegen das Cephalosporin Cefoxitin festgestellt werden 3 4°. Die Carbapeneme
gelten als gut wirksame Antiinfektiva bei von Bacteroides und Parabacteroides spp.
verursachten Infektionen, jedoch konnten resistente Stamme entdeckt werden 3" %, Die
Prasenz des cfiA-Gens, welches fir eine Metallo-3-Laktamase der Ambler-Klasse B kodiert,
fuhrt zur Entstehung von Resistenzen gegen Carbapeneme *2.

Die Gruppe der sogenannten MLSKO-Antibiotika beinhaltet Makrolide, Lincosamide,
Streptogramine, Ketolide und die Oxazolidinone ?°. Ein bekannter Vertreter im klinischen Alltag
ist das Lincosamid Clindamycin. In den letzten Dekaden wurde eine besorgniserregende
Zunahme der Resistenzen bei Bacteroides und Parabacteroides spp. gegen Clindamycin
festgestellt 3" *. Gegeniiber den Antibiotika aus der MLSKO-Gruppe ist eine Vielzahl von

Resistenzmechanismen seitens der Bakterien bekannt 2°. Bei der Gattung Bacteroides spielen

6



die erm-Gene (engl. erythromycin resistance methylase) eine Rolle, vor allem das ermF-,
ermG- und ermB-Gen. Diese Gene produzieren Methylasen, welche Methylgruppen an die
bakterielle RNA ankniipfen und somit die Wirkung der Antibiotika unterbinden #4.

Moxifloxacin gilt als effektiver Vertreter aus der Gruppe der Fluorchinolone bei
anaeroben Infektionen, aber auflierhalb der B. fragilis-Gruppe konnte bei den anderen
Bacteroides spp. eine hohe Resistenzrate festgestellt werden *. Gut untersucht sind Gene,
die fur Effluxpumpen kodieren, z.b. das bexA-Gen aus der MATE-Familie, welches erstmals
in B. thetaiotaomicron entdeckt wurde ?3. Ein groRerer Einfluss hinsichtlich Fluorchinolon-
Resistenz wird dem Mechanismus der Mutationen im bakteriellen gyrA-Gen zugeschrieben *°.

Fir Tetracyclin konnte, wie bereits oben genannt, schon in den 1970er Jahren eine
starke Zunahme der Resistenz seitens der Bacteroides spp. beobachtet werden 3. Aus
diesem Grund wurden Derivate entwickelt, zum einen die Glycylcycline mit dem Vertreter
Tigecyclin, zum anderen die Fluorcycline mit dem Vertreter Eravacyclin. Es konnten gute
Ergebnisse erzielt werden, einige resistente Stdmme wurden jedoch beobachtet 3" % 46 Bej
Bacteroides und Parabacteroides spp. wird das tetQ-Gen hauptsachlich flr Resistenzen
gegen Tetracycline verantwortlich gemacht, es kodiert fiir ein ribosomales Schutzprotein *’.

Metronidazol, ein Vertreter der Gruppe der Nitroimidazole, gilt bis heute als Meilenstein
bei der Therapie anaerober Infektionen. Trotz des Auftretens einzelner resistenter Stamme
wird dem Antibiotikum eine gute Wirkung zugeschrieben *" %> % Das nim-Gen in Bacteroides
spp. kodiert fur ein Nitroreduktase-Enzym, welches flr Resistenzen gegenlber Metronidazol
verantwortlich gemacht wird. Heutzutage sind 11 Isoformen bekannt (nimA-K), wobei die
Isoform nimA die héchste Pravalenz in Bacteroides und Parabacteroides spp. aufweist 4% 4°,

Zusammenfassend ist anzumerken, dass fir jede Gruppe von Antibiotika verschiedene
Resistenzmechanismen in Bacteroides und Parabacteroides spp. bekannt sind '. Weltweit
konnte das Auftreten multiresistenter Bacteroides-Stamme beobachtet werden °°.
Nach derzeitigem Erkenntnisstand ist die Studienanzahl Uber Resistenzmechanismen von
Bacteroides und Parabacteroides spp. in Deutschland gering. Vor dem Hintergrund der
Dynamik auf diesem Gebiet, sowohl in Zunahme resistenter Bakterienstamme als auch in der
Einflhrung neuer Antibiotika auf dem Markt, kdnnte diese Arbeit ein aktuelles Bild tber das
Vorkommen von Resistenzgenen und deren Haufigkeit sowie die Wirkung von etablierten und
neu eingefihrten Antibiotika geben. Das Ziel dieser Stude war es, in Deutschland isolierte,
phanotypisch resistente Stamme der Gattungen Bacteroides und Parabacteroides hinsichtlich

des Auftretens der Resistenzgene zu untersuchen.
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Objectives: Bacteroides spp. are normal constituents of the human intestinal microflora, but they are also
able to cause severe diseases. The aim of this study was to determine the diversity of antibiotic resistance
genes found in phenotypically resistant Bacteroides and Parabacteroides strains.
Methods: A total of 71 phenotypically resistant Bacteroides spp. from human clinical specimens were
screened for the antibiotic resistance genes cfiA, tetQ, tetM, tet36, cepA, cfxA, nim, ermG, ermF, bexA, blayy,
blanpm, blaxpc, blaoxa-as and blaggs. The presence of these genes was compared with phenotypic
resistance to ampicillin/sulbactam, cefoxitin, ceftolozane/tazobactam, piperacillin/tazobactam, imipe-
Multidrug resistance nem, meropenem, meropenem/vaborbactam, clindamycin, moxifloxacin, tigecycline, eravacycline and
Antibiotic resistance genes metronidazole.
Etest Results: tetQ was the most frequently detected gene, followed by cfiA, ermF, ¢fxA, ermG, cepA, nim and bexA.
None of the strains were positive for tetM, tet36, blayn, blanpwm, blaxpc, blaoxa-as or blacgs. Resistance to
the tested p-lactams was mainly linked to the presence of the cfiA gene. Clindamycin resistance correlated
with the presence of the genes ermG and ermF. The bexA gene was found in six strains, but only two of
them were resistant to moxifloxacin. Tigecycline and eravacycline showed good activities despite the
frequent occurrence of tetQ. The nim gene was detected in six isolates, five of which were resistant to
metronidazole.
Conclusion: The findings of our study support the general belief that antimicrobial resistance within
Bacteroides should be taken into consideration. This underlines the necessity of reliable routine
antimicrobial susceptibility test methods for anaerobic bacteria and the implementation of antimicrobial
surveillance programmes worldwide.
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1. Introduction been observed [2-4]. Regarding the penicillin/inhibitor combina-
tions ampicillin/sulbactam and piperacillin/sulbactam, there has
been a moderate increase in resistance over the decades [5,6]. A

continuous increase in cefoxitin resistance has been observed

Bacteroides spp., belonging to the family Bacteroidaceae, are the
most frequently isolated bacteria in the human gastrointestinal

tract. Bacteroides fragilis is known as the most virulent species
within this group, being responsible for intra-abdominal, gynae-
cological and skin and soft-tissue infections and bacteraemia.
Enterotoxigenic B. fragilis strains can cause diarrhoeal diseases [1].

In recent years, many studies have reported increased resis-
tance to several antibiotics. Within the p-lactam group of
antibiotics, Bacteroides spp. show increasing resistance rates to
penicillins and cephalosporins. Among the non-B. fragilis group,
even high resistance rates to clindamycin and moxifloxacin have
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E-mail address: SebastianMartinMichael.Rong@medizin.uni-leipzig.de
(S.M.M. Rong).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jgar.2021.01.007

during the last years, with Parabacteroides distasonis in particular
showing high resistance rates [3]. Resistance to penicillins and
cephalosporins is associated with the presence of the Ambler class
A B-lactamase genes cepA and cfxA, while the presence of the cfxA
gene is associated with resistance to cefoxitin [7,8].

The carbapenems are the most potent agents within the group
of p-lactam antibiotics [9]. Multicentre studies have shown low
resistance rates for Bacteroides spp., but strains with reduced
susceptibility and even resistant strains have been observed
[3,4,6]. The cfiA gene in B. fragilis encodes a powerful Ambler class B
metallo-p-lactamase that can hydrolyse nearly all p-lactam anti-
biotics, except monobactams [9,10].

A steady increase in resistance to clindamycin was observed
during the last years, with high resistance rates observed worldwide

2213-7165/© 2021 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial Chemotherapy. This is an open access article under the CC BY-NC-
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[3,6]. Many different resistance mechanisms against clindamycin
and the group of MLSKO (macrolide-lincosamide-streptogramin,
ketolide and oxazolidinone) antibiotics have been found, with an
important role played by genes encoding rRNA methylases [11].
Within the Bacteroides spp., the ermF, ermG and ermB genes were
identified as being responsible for clindamycin resistance [12].

Moxifloxacin, as the most active fluoroquinolone against
anaerobic bacteria, has already shown high resistance rates (up
to 40.3% in non-B. fragilis group) [6]. Resistance can be associated
with the presence of genes coding for efflux pumps, although it is
assumed that point mutations in the gyrA gene play the most
important role in fluoroquinolone resistance [13-15].

Recently, due to its intensive use, increasing resistance to
tetracycline has been observed [16]. The relatively new tetracy-
cline derivative tigecycline has shown good activity against
anaerobes, with only low resistance rates [3,6]. The novel
fluorocycline eravacycline recently emerged as the most potent
tetracycline showing an overall minimum inhibitory concentration
(MIC) of <4 pg/mL against anaerobic clinical isolates [6].
Nevertheless, three Bacteroides ovatus strains with elevated
MICs were recently detected [17]. Within the Bacteroides spp.,
tetracycline resistance is mainly linked to the presence of the tetQ
gene [18].

Metronidazole is considered to be a cornerstone in the
treatment of anaerobic infections and resistance rates are low
[3,6,19]. The nim gene encoding a nitroreductase has been
observed as one possible resistance mechanism against nitro-
imidazoles [20]. Nowadays, 11 isoforms of the nim gene are known
(nimA-K), with nimA being the most prevalent gene in Bacteroides
spp. [19,21].

Multiresistant Bacteroides strains have already been reported
worldwide [22]. The recent report of reduced susceptibility to
carbapenems and metronidazole is of interest, especially when no
anaerobic susceptibility testing is routinely available. Several
multidrug-resistant Bacteroides and Parabacteroides strains have
also been isolated in Germany. Although many studies regarding
resistance mechanisms in Bacteroides spp. have been published
worldwide, little information is given about the occurrence of
antibiotic resistance genes in Bacteroides spp. in our country. The
aim of this study was to determine the diversity of antibiotic
resistance genes found in phenotypically resistant Bacteroides and
Parabacteroides human clinical strains from Germany.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

A total of 71 phenotypically resistant Bacteroides and
Parabacteroides strains (Table 1) isolated from human clinical
specimens in 1996-2018 were used in this study. The isolates were
stored in skim milk at —80 °C and were cultivated on Columbia agar
plates (Oxoid, Basingstoke, UK) with 5% sheep blood, 5 j.g/L hemin
and 1 pg/L vitamin K1 in an anaerobic chamber (Whitley MG 1000

Table 1
Selected Bacteroides and Parabacteroides spp. strains.

Species

B. fragilis

B. thetaiotaomicron

B. ovatus

B. vulgatus

P. distasonis

B. caccae

B. ovatus/xylanisolvens

NN
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anaerobic workstation; Meintrup Laborgerdte GmbH, Lihden-
Holte, Germany) at 37 °C. All of the strains were previously
identified using matrix-assisted laser desorption/ionisation time-
of-flight (MALDI-TOF) (VITEK MS; bioMérieux Deutschland GmbH,
Niirtingen, Germany).

2.2. Antimicrobial susceptibility testing

For each strain, the MIC for 12 antibiotics, namely ampicillin/
sulbactam, cefoxitin, ceftolozane/tazobactam, piperacillin/
tazobactam, imipenem, meropenem, meropenem/vaborbactam,
clindamycin, moxifloxacin, tigecycline, eravacycline and metroni-
dazole, was determined by Etest (BestBion, Cologne, Germany).
Bacteroides fragilis strain ATCC 25285 was used as a control strain.
Briefly, Columbia agar was confluently inoculated with a 1
McFarland standard bacterial suspension. After applying the Etest
strips, the plates were incubated in the anaerobic workstation at 37
°C. MICs were determined after 48 h and were interpreted in
accordance with European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST) and Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) guidelines [23,24].

2.3. Antibiotic resistance genes

All isolates were tested for 15 antibiotic resistance genes,
namely cfiA, tetQ, tetM, tet36, cepA, cfxA, nim, ermG, ermF, bexA,
blayyy, blanpwm, blaxpe, blaoxa-ags and blaggs. DNA was extracted
using a MagNA Pure 96 Instrument (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions. For the genes blay;, blanpwm, blaoxa-4s, blaxpc and blaggs, we
used a LightCycler® 480 II Real-Time PCR System (Roche). We used
LightMix® Modular VIM Carbapenemase, LightMix® Modular
NDM Carbapenemase, LightMix® Modular OXA-48 Carbapene-
mase, LightMix® KPC Carbapenemase and LightMix® Modular GES
Carbapenemase (Roche), with every mix including a reagent mix
and a positive control. PCR was run with the following conditions:
95 °C for 5 min; 45 cycles of 95 °C for 5 s, 60 °C for 15 s and 72 °C for
15 s; and cooling at 40 °C for 30 s. Detection of the resistance genes
was done by expression of fluorescent dye through respective
TagMan probes (component of every LightMix, known wavelength
for respective gene). For the genes cfiA, tetQ, tetM, tet36, cepA, cfXA,
nim, ermG, ermF and bexA, we performed the PCR as described in
Kato et al. and Yamazoe et al. [25,26]. A total volume of 50 L of
reaction mixture contained 32.5 L of DNAse/RNAse-free water, 10
M Tris HCl, 50 pM KCl, 2.5 pM MgCl,, 0.25 wM of each
deoxynucleoside triphosphate (ANTP), 0.5 M of each primer (TIB
Molbiol, Berlin, Germany), 1.25 U of Taq DNA polymerase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 1 L of bacterial DNA. An
overview of the PCR conditions and primers used is shown in
Table 2. PCR was performed using a TGradient96 and Tpersonal
thermocycler (Biometra, Goéttingen, Germany). PCR products were
analysed in a 1.5% agarose gel, stained with ethidium bromide and
visualised under ultraviolet light. A positive and negative control
was used in each run. For negative controls we used 1 L of DNAse/
RNAse-free water in each reaction mixture. As positive controls we
used the strains Clostridioides difficile 630 (tetM), Escherichia coli
DH5a pGW140.1 (tet36) and Bacteroides uniformis 14291 (bexA); for
the other genes we used strains from our own collection [18]. To
verify the results, these probes were sequenced. Amplified
products were purified using an MSB® Spin PCRapace system
(Stratec Molecular, Berlin, Germany) and DyeEx Spin Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden, Germany). A total volume of 10 wL of reaction
mixture contained 3 L of DNAse/RNAse-free water, 4 pL of
BigDye® v.3.1 (Thermo Fisher Scientific), 1 uM of forward/reverse
primer and 2 pL of cleaned PCR product. PCR was run using a
thermocycler (95 °C for 2 min; 30 cycles of 95 °C for 30 s, annealing
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Table 2
Target genes and PCR parameters for the PCR methods of Kato et al. and Yamazoe et al. [25,26].

Gene Primers (5" — 3') Conditions Product size (bp) Reference

cfiA CCCAACTCTCGGACAAAGTG 94 °C for 45 s, 54 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 340 [25]
AGTGAATCGGTGAATCCATG

tetQ TTGGCAAGACATACGAATCC 94 °C for 45 s, 55 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 869 [36]
CACCGGCTGATTATTGG

tetM ATCCTTTCTGGGCTTCCATT 94 °C for 45 s, 59 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 171 [18]
TCCGTCACATTCCAACCATA

tet36 TTTCTGGCAGAGGTAGAACG 94 °C for 45 s, 57 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 249 [18]
TTAATTCCTTGCCTTCAACG

cepA TTTCTGCTATGTCCTGCCT 94 °C for 45 s, 58 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 779 [18]
ATCTTTCACGAAGACGGC

cfxA TGACTGGCCCTGAATAATCT 94 °C for 45 s, 57 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 300 [18]
ACAAAAGATAGCGCAAATCC

nim ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGCG 94 °C for 45 s, 60 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 458 [36]
GCTTCCTTGCCTGTCATGTGCTC

ermG ATAGGTGCAGGGAAAGGTCA 94 °C for 45 s, 59 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 176 [18]
TGGATTGTGGCTAGGAAATGT

ermF CGGGTCAGCACTTTACTATTG 94 °C for 45 s, 50 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 446 [27]
GGACCTACCTCATAGACAAG

bexA TAGTGGTTGCTGCGATTCTG 94 °C for 45 s, 60 °C for 45 s, 72 °C for 45 s, 35x 194 [18]
TCAGCGTCTTGGTCTGTGTC

at temperature given for respective primer for 15 s and 60 °C for 4
min). The amplified products were sequenced with an ABI 3130xI1
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and
the results were compared with known acid amino sequences
using NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics
v.21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). A P-value of <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

The pattern of phenotypic resistance and the presence of
antibiotic resistance genes is summarised in Table 3. The
B-lactamase genes cepA and cfxA were detected in 7 and 15
strains, respectively. While all cepA-positive isolates were B. fragilis
strains, the cfxA gene was also observed in other Bacteroides spp.
Two B. fragilis isolates harboured both genes. A total of 40 strains
were resistant to cefoxitin, of which 2 and 9 harboured the cepA
and cfxA gene, respectively.

No breakpoint for ceftolozane/tazobactam is provided by
EUCAST/CLSIL. A total of 66 isolates had an MIC > 4 ug/mL,
consequently ceftolozane/tazobactam showed reduced activity
against most of the Bacteroides and Parabacteroides strains (MICsq
> 256 wg/mL) (Table 4). Moreover, 40 strains were resistant to
ampicillin/sulbactam and 32 strains were resistant to piperacillin/
tazobactam, most of which (n = 27) were from the B. fragilis group.
The metallo-p-lactamase gene cfiA was detected in 40 strains, most
frequently B. fragilis spp. (n = 34).

Resistance against the tested carbapenems (imipenem and
meropenem) was mainly found in the B. fragilis group, with only
one Bacteroides thetaiotaomicron strain being resistant to imipe-
nem. In total, 30 strains were resistant to imipenem, 29 of which
strains carried the cfiA gene, while 11 cfiA-positive isolates were
susceptible to this antimicrobial agent. Moreover, 27 isolates were
resistant to meropenem, all of which were cfiA-positive and
belonged to the B. fragilis spp. Susceptible but cfiA-positive strains
were also observed in non-B. fragilis strains. One B. fragilis isolate
harboured cepA, cfxA and cfiA genes. No breakpoint for merope-
nem/vaborbactam is provided by EUCAST/CLSI, but this agent was
highly active against our tested strains (MICsp = 1 g/mL). All
isolates were negative for the carbapenemase genes blay, blanpwm,
blaox,\,48, bla](pc and blaGEs.
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A total of 48 isolates were resistant to clindamycin. The rRNA
methylase-encoding genes ermG and ermF were found in 10 and 24
strains, respectively. Except for three ermF-positive strains, all
ermG/[ermF-positive isolates showed an MIC > 256 pg/mL.
Interestingly, these two genes never occurred together.

Six strains (five B. thetaiotaomicron and one B. fragilis)
harboured the efflux pump gene bexA. Moreover, 27 strains were
resistant to moxifloxacin. While two bexA-positive strains were
resistant, the other four strains that carried the gene were
susceptible to moxifloxacin.

No breakpoints for the tetracycline derivatives tigecycline and
eravacycline are provided by EUCAST/CLSIL. Both antimicrobials
were highly active against the tested strains (MICso = 1 g/mL
and 0.064 pg/mL, respectively). While 11 isolates had an MIC >
2 pg/mL to tigecycline, none of the strains had an MIC >
0.25 pg/mL to eravacycline. Furthermore, 62 isolates tested
positive for tetQ, which confers ribosomal protection. This gene
was the most prevalent in all Bacteroides and Parabacteroides
species. None of the isolates were positive for tetM and tet36.

Nine strains in this study were resistant to metronidazole, five
of which carried the nitroreductase-encoding gene nimA. One
nimA-positive strain was susceptible to metronidazole. No other
nim genes were investigated in our study.

4. Discussion

In this study, we analysed 71 phenotypically multidrug-
resistant Bacteroides spp. strains isolated in Germany regarding
their diversity of 15 antibiotic resistance genes. Many studies
regarding resistance mechanisms in Bacteroides spp. have been
performed worldwide, but data on the spread of resistance genes
in Germany are limited. We tested four penicillins/cephalosporins
by Etest; all antimicrobials showed reduced activity against the
strains in our study (Table 4). The cepA gene, in other studies
usually detected in B. fragilis [18,21,27], was found in our study in
only seven isolates, of which two were resistant to ampicillin/
sulbactam, two to cefoxitin and another two to piperacillin/
tazobactam. Similar to the findings of Eitel et al. [18], the presence
of cepA did not correlate with resistance to the tested penicillins
and cephalosporins (all P > 0.05) (Table 5). The c¢fxA gene is often
detected in non-B. fragilis strains [18,27], which correlates with our
findings where only 4 B. fragilis isolates were cfxA-positive while 11
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Pattern of multiresistance and occurrence of antibiotic resistance genes (ARGs) within the different Bacteroides and Parabacteroides spp.

Species n Pattern of multiresistance®

ARGs"

]
bS]
>

2
E!
g
S

ermG ermF

g
2

tetQ

B. fragilis SAM/FOX/TZP/IPM/MEM/CLI/MOX/MTR
SAM/FOX/TZP/IPM/MEM/MOX/MTR
SAM/TZP/IPM/MEM/CLI/MOX
SAM/FOX/TZP/IPM/MEM)/CLI
SAM/FOX/TZP/IPM/MEM/MOX
SAM/TZP/IPM/MEM/CLI
SAM/FOX/TZP/IPM/MEM
SAM/FOX/IPM/MEM/CLI
SAM/FOX/TZP/IPM/CLI
SAM/IPM/MEM)/CLI
SAM/FOX/IPM/MEM
SAM/TZP/CLI/MTR
FOX/CLI/MOX/MTR
FOX/CLI/MTR

SAM/CLI

CLI/MTR

CLI

MOX

None
SAM/TZP/IPM/CLI/MOX
FOX/TZP/CLI/MOX
FOX/TZP/CLI

FOX/CLI/MOX

CLI/MOX

FOX/CLI

CLI

MOX

SAM/CLI

CLI/MOX

FOX/MOX

SAM

FOX

None

SAM/TZP/MOX/MTR
SAM/FOX/CLI/MOX
FOX/CLI/MOX/MTR
SAM/TZP/CLI

FOX/CLI

CLI

None

SAM/CLI/MOX

SAM/FOX/CLI

CLI/MOX

FOX/CLI

CLI/MOX

FOX/CLI/MOX

B. thetaiotaomicron

B. vulgatus

B. ovatus

P. distasonis

B. caccae

3
1
2
8
4
2
4
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
4
1
1
1
1
1
3
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
B. ovatus/xylanisolvens 1
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SAM, ampicillin/sulbactam; FOX, cefoxitin; TZP, piperacillin/tazobactam; IPM, imipenem; MEM, meropenem; CLI, clindamycin; MOX, moxifloxacin; MTR, metronidazole.
2 No European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)/Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints for ceftolozane/tazobactam,
meropenem/vaborbactam, tigecycline or eravacycline, therefore not considered in the statistical evaluation.
> Multiplex PCR genes tetM and tet36 all negative, therefore not listed in the table.

non-B. fragilis isolates carried this gene. Again, no correlation could
be shown between the presence of ¢fxA and resistance to cefoxitin
or other tested cephalosporin/penicillins (all P > 0.05). Other
mechanisms, e.g. penicillin-binding proteins and efflux pumps,
could lead to penicillin/cephalosporin resistance, therefore the
presence of these two resistance genes may only play a minor role
[28]. Furthermore, the possibility of genetic regulation by insertion
sequence (IS) elements should be considered [18]. In contrast to
the penicillins/cephalosporins, all of the tested carbapenems in our
study were highly active against the examined strains (Table 4).
The cfiA gene was the most frequently detected gene within the
group of p-lactamase-encoding genes, which is in contrast to the
findings of other studies where the cepA gene had a higher
prevalence [18,21,27]. This could be due to our choice of strains,
only selecting strains already known to be resistant to different
antibiotics, but this finding may also indicate that the selective
pressure of excessive carbapenem use increases the prevalence of
the cfiA gene. Of the 34 cfiA-positive B. fragilis strains, 28 were
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resistant to imipenem and 27 were resistant to meropenem, which
shows a good correlation between phenotypic resistance and the
presence of cfiA. Of the 40 cfiA-positive isolates, 6 were non-B.
fragilis strains (3 B. ovatus, 1 Bacteroides vulgatus, 1 B. thetaiotao-
micron and 1 P. distasonis). Some studies found the cfiA gene only in
B. fragilis strains [18,21], while others reported the presence of the
cfiA gene also in non-B. fragilis spp. [29,30]. Our six cfiA-positive
non-B. fragilis strains were all susceptible to the tested carbape-
nems, except for one B. thetaiotaomicron strain that was resistant to
imipenem. It is assumed that presence of the cfiA gene and
production of its powerful metallo-B-lactamase in B. fragilis plays a
major role in resistance to carbapenems. A further concern is the
possible conversion of meropenem-susceptible strains to resistant
during therapy. The presence of one resistant cfiA-negative strain
confirms the role of other resistance mechanisms such as porin
mutations and genetic regulation by IS elements, respectively
[18,30]. Clindamycin showed reduced activity against our tested
strains (MICsg = 16 ug/mL, MICgg > 256 g/mL). We detected 24
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Table 4

In vitro activity of the tested antimicrobials.
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Antimicrobial agent

MIC range (pg/mL)

Resistant breakpoint (g/mL)

No. of resistant isolates

MICsp (pg/mL)

MICqp (pg/mL)

SAM?
FOX"
CT®
TZP*
IPM?
MEM?
MV©
CLI?
MOX"
TGC®
ERV®
MTR?

0.25 to >256
4 to >256

2 to >256
0.25 to >256
0.125 to >32
0.064 to >32
0.064 to >256
0.032 to >256
0.25 to >32
0.125-8
0.008-0.25
0.25 to >256

>8
>64
>16
>4
>8
>4
>8

>4

40
40
32
30
27
48
27

9

32

64
>256
16

2

2

1

16

2

1
0.064
1

>256
>256
>256
>256
>32
>32
>256
>256
>32
4
0.25
8

MIC, minimum inhibitory concentration; SAM, ampicillin/sulbactam; FOX, cefoxitin; CT, ceftolozane/tazobactam; TZP, piperacillin/tazobactam; IPM, imipenem; MEM,
meropenem; MV, meropenem/vaborbactam; CLI, clindamycin; MOX, moxifloxacin; TGC, tigecycline; ERV, eravacycline; MTR, metronidazole.
2 European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) breakpoints [23].

b Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) breakpoints [24].
¢ No EUCAST/CLSI breakpoints provided.

Table 5

Association between phenotypic resistance and prevalence of antibiotic resistance genes (ARGs).

Antimicrobial ARG No. (%) of resistant No. (%) of susceptible Association between resistance
agent® strains with gene strains with gene and presence of gene (P-value)©
SAM cepA 2(2.8) 5(7.0) 0.124
cfxA 6 (8.5) 9(12.7) 0.127
cfiA 32 (45.1) 8 (11.3) 0.000005
FOX cepA 2(2.8) 5(7.0) 0.124
cfxA 9 (12.7) 6 (8.5) 0.491
cfiA 27 (38.0) 13 (18.3) 0.028
TZP cepA 2(2.8) 5(7.0) 0.305
cfxA 6 (8.5) 9(12.7) 0.442
cfiA 28 (39.4) 12 (16.9) 0.000001
IPM cfiA 29 (40.8) 11 (15.5) <0.000001
MEM cfiA 27 (38.0) 13 (18.3) <0.000001
CLI ermG 10 (14.1) 0 0.014
ermF 22 (31.0) 2(2.8) 0.001
MOX bexA 2(2.8) 4 (5.6) 0.587
MTR nim 5(7.0) 1(1.4) 0.000055

SAM, ampicillin/sulbactam; FOX, cefoxitin; TZP, piperacillin/tazobactam; IPM, imipenem; MEM, meropenem; CLI, clindamycin; MOX, moxifloxacin; MTR, metronidazole.
2 No European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)/Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints for ceftolozane/tazobactam,
meropenem/vaborbactam, tigecycline or eravacycline, therefore not considered in the statistical evaluation.
> Multiplex PCR genes all negative, therefore not considered in the statistical evaluation.
¢ P-value calculated by Fisher’s exact test in IBM SPSS Statistics v.21.0; P < 0.05 was considered statistically significant.

ermF and 10 ermG genes in all Bacteroides spp. Almost all of the
ermF/ermG-positive strains had the highest MIC (>256 pg/mL) to
clindamycin (17 B. fragilis, 4 B. thetaiotaomicron, 4 B. ovatus, 3 P.
distasonis, 2 B. vulgatus, 1 B. ovatus/xylanisolvens). According to Eitel
et al, ermF is the most frequent methylase-encoding gene in
Bacteroides spp., followed by ermG [18]. That is why we decided not
to search for ermB, as other studies confirmed the low prevalence
of this gene [18,27]. None of the strains in our work harboured both
genes together, in contrast to a previous study where one
multiresistant B. ovatus isolate harboured ermF and ermG [22].
The fact that many other strains were resistant to clindamycin but
negative for the tested genes confirms the role of other resistance
mechanisms (n = 16; 8 B. fragilis, 5 B. thetaiotaomicron, 1 B. ovatus, 1.
Bacteroides caccae and 1 P. distasonis) [11]. Moxifloxacin showed
good activity in our study (MICsg = 2 g/mL). We searched for the
bexA gene, which encodes a MATE family efflux transporter, first
observed in B. thetaiotaomicron [13]. Six bexA-positive isolates
were detected, only two of which were resistant to moxifloxacin.
Our results confirm that the presence of this gene does not always
correlate with resistance to moxifloxacin (P > 0.05). Besides the
presence of bexA, another efflux system was found in Bacteroides
spp., namely the tripartite BmeABC system belonging to the RND
family [14]. A greater role in quinolone resistance has been
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attributed to point mutations in the gyrA gene, replacing the amino
acid serine at hotspots 82 and 86 mainly with phenylalanine or
leucine, which can explain the phenotypic resistance in our
negative strains [15]. Regarding tetracycline resistance genes, we
searched for the genes tetQ, tetM and tet36. A total of 62 strains
were positive for tetQ, while no tetM and tet36 genes were
detected. Tigecycline and eravacycline showed good activities
against the strains in our study (MICsg = 1 ug/mL and 0.064 j.g/mL,
respectively). These results confirm the findings of Eitel et al. [18].
Because of the low MICs of tigecycline and eravacycline in the
presence of tetQ, it is assumed that these two antimicrobials evade
the ribosomal protection mechanism in Bacteroides spp. Intensive
use of tetracycline fuelled the spread of tetQ, which is located on
conjugative transposons [31,32]. The tetM gene has the widest host
range among Gram-positive and Gram-negative genera [33]. tetM,
which is distantly related to tetQ, has not been found among
Bacteroides spp. even though it is located on conjugative trans-
posons. It is assumed that barriers prevent the transfer of certain
mobile elements or that lack of selective pressure are reasons for
its absence within the B. fragilis group [34]. tet36 has not yet been
found in human clinical Bacteroides spp. isolates but was observed
in swine manure pits [35]. Besides ribosomal protection,
tetracycline resistance can also be caused by efflux pumps and
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inactivating enzymes [33]. In a study by Sarkar et al.,, genes
encoding efflux pumps against tetracyclines have been detected in
enterotoxigenic B. fragilis strains; moreover, an association
between reduced susceptibility to tigecycline and the presence
of the genes tetX and tetX1 encoding FAD- and NADPH-requiring
oxidoreductases was shown [16,36]. In our study, we detected six
nimA-positive strains, while nine strains were resistant to
metronidazole (MICso = 1 pg/mL). The association between the
prevalence of the nim gene and phenotypic resistance correlated
well (P < 0.05) (Table 5). One may assume that other isoforms of
the nim genes are responsible for the phenotypic resistance of the
nimA-negative strains. There are only a few studies that detected
the presence of nim in the Bacteroides spp. group [18,27]. It is
known that expression of the nim gene is regulated by IS elements
and that silent nim genes can become activated when exposed to
metronidazole for a long time [37]. This may be the case for our
B. thetaiotaomicron strain that is nim-positive but remained
susceptible in vitro. Nevertheless, resistance to nitroimidazoles
can be caused by other mechanisms, e.g. overexpression of the
RecA protein, efflux pumps or deficiency of the ferrous iron
transporter [38]. The findings of our study support the general
belief that antimicrobial resistance among Bacteroides spp. should
be taken into consideration. This underlines the necessity of
reliable routine antimicrobial susceptibility testing methods for
anaerobic bacteria and the implementation of antimicrobial
surveillance programmes all over the world.
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Das Ziel der Studie war es, in Deutschland isolierte, phanotypisch resistente Stamme
der Gattungen Bacteroides und Parabacteroides hinsichtlich des Auftretens von
Resistenzgenen zu untersuchen. Fur die Studie wurden insgesamt 71 Stdamme ausgewahilt,
welche bereits als resistent gegentiber einem oder mehreren Antibiotika bekannt waren. Alle
Stdmme wurden innerhalb der Jahre 1996 - 2018 in Deutschland isoliert. Am Institut fir
Mikrobiologie und Virologie des Universitatsklinikums Leipzig wurden diese Stadmme
routinemafig hinsichtlich ihrer Art mittels MALDI-TOF-MS (VITEK MS, bioMérieux
Deutschland GmbH, Nirtingen, Deutschland) ermittelt. Eine Ubersicht ist in nachfolgender

Tabelle dargestellt:
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Tabelle 2: Isolierte Bakterienarten dieser Studie.
Bakterienart Anzahl der Stamme

. fragilis

. thetaiotaomicron
ovatus

. vulgatus

. distasonis

. caccae

. ovatus/xylanisolvens®

a2 MALDI-TOF kann technisch nicht genau festlegen, ob es sich allein um B. xylanisolvens handelt, deswegen
gemeinsame Auffiihrung als B. ovatus/xylanisolvens 5.

DWUmDDm
s T T I

Die Isolate wurden in einer anaeroben Arbeitsstation bei 37 °C auf Columbia-Agar-
Platten kultiviert. Nach 48 Stunden erfolgte die Resistenzbestimmung mittels Etest. Insgesamt
wurden in unserer Studie zwolf Antibiotika getestet, es handelte sich um Ampicillin-Sulbactam,
Cefoxitin, Ceftolozan-Tazobactam, Piperacillin-Tazobactam, Imipenem, Meropenem,
Meropenem-Vaborbactam, Clindamycin, Moxifloxacin, Tigecyclin, Eravacyclin und
Metronidazol. Nach einer Inkubation von 48 Stunden wurden die Werte in Form der minimalen
Hemmkonzentration in der Einheit pg/ml abgelesen. Die Auswertung von Ampicillin-
Sulbactam, Piperacillin-Tazobactam, Imipenem, Meropenem, Clindamycin und Metronidazol
erfolgte mittels der Referenzwerte von EUCAST, im Falle der Antibiotika Cefoxitin und
Moxifloxacin wurden Referenzwerte des CLSI verwendet 2 3°, Fiir die Antibiotika Ceftolozan-
Tazobactam, Meropenem-Vaborbactam, Tigecyclin und Eravacylin liegen sowohl bei
EUCAST als auch bei CLSI keine Grenzwerte vor. Um die Antibiotika trotzdem in ihrer Wirkung
einschatzen zu kénnen, wurde zusatzlich die MHKso bzw. MHKgo, also die minimale Hemm-
Konzentration, bei der 50 bzw. 90 % der Stdmme in ihrem Wachstum gehemmt werden,
verwendet. Die 71 Stdmme in dieser Studie wurden auf das Vorkommen von 15
Resistenzgenen getestet. Die Gene blaVIM, blaNDM, blaOxa-48, blaKPC und blaGES wurden
mittels der Methode der Real-Time-PCR (LightCycler 480 Il Real-Time PCR System, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) gesucht. Wir benutzten LightMix Modular VIM
Carbapenemase, LightMix Modular NDM Carbapenemase, LightMix Modular Oxa-48
Carbapenemase, LightMix Modular KPC Carbapenemase und LightMix Modular GES
Carbapenemase (Roche). Die PCR wurde zu den folgenden Bedingungen durchgeflhrt:
95 °C / 5 min, 45 Zyklen bei 95 °C /55,60 °C/155s,72° C/ 15 s, Abkihlung 40 °C / 30 s.
Die Detektion der Resistenzgene erfolgte durch die flr jedes Gen spezifischen TagMan-
Sonden mittels Fluoreszenzfarbstoff. Das Vorhandensein der Gene cfiA, tetQ, tetM, tet36,
cepA, cfxA, nimA, ermG, ermF und bexA wurde mittels der PCR-Methode nach Kato et al. und
Yamazoe et al. bestimmt °> °3, Die PCR-Konditionen richteten sich nach den Angaben des
Herstellers der Primer (TIB Molbiol, Berlin, Deutschland). Die PCR wurde mittels der
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Thermocyler TGradient96 und TPersonal (Biometra, Géttingen, Deutschland) durchgeflihrt.
Die PCR-Produkte wurden in 1,5-prozentigem Agarosegel aufgetrennt, anschlieRend mit
Ethidiumbromid versetzt und unter UV-Licht visualisiert. Um einen Zusammenhang zwischen
phanotypischer Resistenz der Stdmme und Auftreten der Resistenzgene festzustellen, wurde
der exakte Test nach Fisher mittels des Statistikprogramms SPSS verwendet. Ein p-Wert von
<0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt.

Die R-Laktamase-produzierenden Gene cepA und cfxA wurden in sieben bzw. 15
Stammen aus unserer Studie detektiert. Wahrend alle cepA-Gene ausschlieRlich bei B. fragilis
gefunden wurden, konnte das cfxA-Gen auch bei anderen Bacteroides-Arten nachgewiesen
werden. Zwei B. fragilis-Stdmme trugen sowohl das cepA- als auch das cfxA-Gen. Innerhalb
der Gruppe der Penicilline/Cephalosporin konnte eine hohe Resistenzrate festgestellt werden,
40 Stamme waren resistent gegen Cefoxitin. Gegen Ampicillin-Sulbactam und Piperacillin-
Tazobactam waren 40 bzw. 32 unserer getesteten Stdmme resistent. Fur Ceftolozan-
Tazobactam ermittelten wir eine MHKso von >256 ug/ml, was fur eine Unwirksamkeit dieses
Antibiotikums gegen Bacteroides-Arten spricht. Von den sieben cepA-positiven Stammen
waren jeweils zwei Stdmme resistent gegen Ampicillin-Sulbactam, Cefoxitin, und Piperacillin-
Tazobactam (alle p-Werte >0,05). Bezliglich des cfxA-Gens konnte zwischen dem Auftreten
des Gens und der phanotypischen Resistenz gegen Cefoxitin, Ampicillin-Sulbactam und
Piperacillin-Tazobactam ebenfalls kein Zusammenhang festgestellt werden (alle p-Werte
>0,05). Unsere Ergebnisse sind kongruent zu der Studie von Eitel et al., in welcher kein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Gene cepA/cfxA und phanotypischer Resistenz
gegen Penicilline/Cephalosporine festgestellt werden konnte **. Das Vorhandensein dieser
Gene spielt bei Bacteroides und Parabacteroides spp. hinsichtlich der Resistenzentstehung

% Andere Resistenzmechanismen, z.B.

moglicherweise nur eine untergeordnete Rolle
Modifikationen bei den penicillinbindenden Proteinen (PBP) oder das Auftreten von
Effluxtransportern kénnten eher zu Resistenzen gegen Penicilline/Cephalosporine fiihren **.

Das cfiA-Gen kodiert fur eine starke Metallo-R-Laktamase, welche im Stande ist,

41 Es wurde in

nahezu alle R-Laktam-Antibiotika, auRer Monobactame, zu hydrolisieren
unserer Studie in 40 Stdmmen detektiert, darunter waren 34 B. fragilis-Stamme. Von den
phanotypisch resistenten Stdmmen waren bis auf ein B. thetaiotaomicron-Stamm alle
innerhalb der B. fragilis-Gruppe anzutreffen. DreiBig Stdmme waren resistent gegen
Imipenem, 29 dieser Stamme waren cfiA-positiv und bis auf den einen B. thetaiotaomicron-
Stamm gehdrten alle cfiA-positiven Stdmme der B. fragilis-Gruppe an. Gegen Meropenem
waren 27 Stamme resistent, alle Stdmme waren cfiA-positiv und gehorten zur B. fragilis-
Gruppe. Fur Meropenem-Vaborbactam steht kein Grenzwert zur Verfigung, aber mit einer
MHKSso von 1 pg/ml kann diesem Antibiotikum eine gute Wirkung bescheinigt werden. Die Gene

blaVIM, blaNDM, blaOxa-48, blaKPC und blaGES wurden in keinem der 71 untersuchten
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Stamme gefunden. Es ist festzustellen, dass sich die phanotypische Resistenz gegen die
getesteten Carbapeneme und das Auftreten des cfiA-Gens zum grof3en Teil auf Vertreter der
B. fragilis-Gruppe konzentrieren. Das Vorkommen eines Stammes, der resistent, aber cfiA-
negativ war, sowie Stdmme, die cfiA-positiv, aber empfindlich gegenlber den getesteten
Carbapenemen waren, bestatigt zum einen die mdgliche Rolle anderer
Resistenzmechanismen wie z.B. Porinmutationen und zum anderen die Regulierung von
Genen durch sogenannte 1S-Elemente **,

Bei der Betrachtung und Gegentiberstellung aller drei Gene (cepA/cfxAlcfiA) mit den
getesteten R-Laktam-Antibiotika ist zu erkennen, dass das cfiA-Gen nicht nur fir Resistenzen
gegen Carbapeneme, sondern wie erwartet auch gegen die Penicilline und Cefoxitin
verantwortlich ist. Das Auftreten des cfiA-Gens im Zusammenhang mit phanotypischer
Resistenz gegen Ampicillin-Sulbactam, Cefoxitin und Piperacillin-Tazobactam ist statistisch
signifikant (alle p-Werte <0,05). Somit ist davon auszugehen, dass antimikrobielle Resistenz
gegen R-Laktam-Antibiotika bei Bacteroides und Parabacteroides spp. Uberwiegend von der
Prasenz des cfiA-Gens und der Produktion seiner Metallo-R-Laktamase ausgeht. Im
Gegensatz zu den Arbeiten von Eitel et al., Tran et al. und Veloo et al., in denen Uberwiegend
das cepA-Gen in Bacteroides spp. detektiert wurde, tritt in unserer Studie das cfiA-Gen am
haufigsten auf, was aber daran liegen konnte, dass wir flr unsere Studie bereits als resistent
eingestufte Stamme auswahlten 4954 ¢,

Mit Clindamycin testeten wir in dieser Studie einen Vertreter der MLSKO-Antibiotika.
Insgesamt waren 48 Stamme resistent gegen Clindamycin. Die Gene ermG und ermF, welche
fur Methylase-Enzyme kodieren, wurden in zehn bzw. 24 Stdmmen detektiert.
Interessanterweise traten die beiden Gene in keinem der Stamme gleichzeitig auf, im
Gegensatz zu der Studie von Sarvari et al., in welcher ein multiresistenter B. ovatus-Stamm
sowohl ermG-, als auch ermF-positiv war *°. Bis auf drei ermF-positive Stamme wiesen alle
ermG-/ermF-positiven Stamme eine MHK von >256 pg/ml auf, somit konnte ein
Zusammenhang zwischen phanotypischer Resistenz gegen Clindamycin und Pravalenz von
ermG/ermF nachgewiesen werden (beide p-Werte <0,05). Das Auftreten von resistenten, aber
ermG-/ermF-negativen Isolaten bestarkt die Tatsache, dass auch andere Mechanismen bei
der Entstehung von Resistenzen gegen MLSKO-Antibiotika eine Rolle spielen ?°. Das ermB-
Gen, welches ebenfalls in Bacteroides spp. nachgewiesen werden konnte, wurde in dieser
Studie nicht untersucht, da es in vorausgegangenen Arbeiten nur sehr selten bzw. nicht
detektiert wurde ** %% %,

Gegen Moxifloxacin waren 27 Stdmme aus unserer Studie resistent. Wir konnten das
bexA-Gen in sechs Stammen detektieren, dazu zahlten flnf B. thetaiotaomicron-Stamme und
ein B. fragilis-Stamm. Von den sechs bexA-positiven Stammen waren nur zwei Stamme

resistent gegen Moxifloxacin, somit ist kein Zusammenhang zwischen phanotypischer
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Resistenz und Auftreten des bexA-Gens feststellbar (p-Wert >0,05). Neben bexA gibt es mit
dem bmeABC-System aus der RND-Familie ein weiteres Effluxtransporter-System bei
Bacteroides und Parabacteroides spp. °’. Es wird angenommen, dass Resistenzen gegen
Fluorchinolone eher von Punktmutationen im gyrA-Gen ausgehen, wo die Aminosaure Serin
an den ,Hotspots®, und zwar Position 82 und 86, vor allem durch Phenylalanin oder Leucin
ausgetauscht wird, so dass die Fluorchinolone nicht mehr am Zielort angreifen kénnen “°.

In dieser Studie wurden mit Tigecyclin und Eravacyclin zwei Abkémmlinge von
Tetracyclin untersucht. Da sowohl EUCAST als auch CLSI keine Grenzwerte fiir diese
Antibiotika bereitstellen, sind keine genauen Aussagen Uber das Auftreten von Resistenzen
mdglich. Die MHKso betrug 1 pg/ml fur Tigecyclin und 0,064 pg/ml flr Eravacyclin, somit ist
beiden Tetracyclin-Derivaten eine gute Wirkung gegen die getesteten Bacteroides- und
Parabacteroides-Stamme zu bescheinigen. Insgesamt wurde in 62 Stdmmen das tetQ-Gen
detektiert, es war demzufolge das Gen mit der hdchsten Pravalenz in unserer Studie. In
keinem der 71 Stdmme wurden die Gene tetM und tet36 gefunden. Aufgrund der guten
antimikrobiellen Aktivitat von Tigecyclin und Eravacyclin, trotz der Anwesenheit von tetQ in der
Mehrzahl der Stamme, ist davon auszugehen, dass diese beiden Antibiotika den ribosomalen
Schutzmechanismus, welcher u.a. von tetQ, tetM und tet36 kodiert wird, umgehen. Aufgrund
der intensiven Nutzung von Tetracyclin bei anaeroben Infektionen sowie der moglichen Lage
des tetQ-Gens auf mobilen DNA-Elementen wie Transposons konnte sich dieses Gen Uber

den horizontalen Gentransfer verbreiten 4" %8

. Im Gegensatz dazu wurde das Gen tetM,
welches tetQ genotypisch ahnlich ist, trotz seiner groRen Verbreitung innerhalb grampositiver
und gramnegativer Bakterien nicht in Bacteroides und Parabacteroides spp. entdeckt, obwohl
es ebenso auf Transposons lokalisiert sein kann 2*. Es wird angenommen, dass Barrieren
gewisse mobile DNA-Elemente daran hindern, auf andere Bakteriengenera tiberzugehen .
Das tet36-Gen wurde bisher nicht in menschlichen klinischen Proben gefunden, konnte jedoch
in Bacteroides-Stammen, welche aus Schweinegiille isoliert wurden, entdeckt werden *°.
Neben dem ribosomalen Schutzmechanismus ist gegen Tetracycline weiterhin eine
Resistenzentstehung durch Effluxpumpen und inaktivierende Enzyme mdglich %*. In der Studie
von Sarkar et al. konnten mit fetA, tetB und tetD Gene in Enterotoxin-produzierenden B.
fragilis-Stammen (ETBF) detektiert werden, welche fiir Effluxtransporter kodieren ®°. Des
Weiteren wurden Stamme mit verringerter Empfindlichkeit gegenlber Tigecyclin beobachtet,
welche von der Anwesenheit der Oxidoreduktase-Enzyme kodierenden Gene tetX und tetX1
verursacht wird ©'.

Von den 71 Stdmmen unserer Studie waren neun Stadmme resistent gegen
Metronidazol, in finf dieser Stdmme wurde das nimA-Gen detektiert. Bei Gegentiberstellung
konnte ein Zusammenhang von phanotypischer Resistenz und Pravalenz des Gens

festgestellt werden (p-Wert <0,05). Das Auftreten von einem nimA-positiven, sensiblen Stamm
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spricht fur die mdgliche Regulation des Gens durch IS-Elemente, so kénnen ,ruhende® nim-

62 Weiterhin traten vier

Gene nach Langzeittherapie mit Metronidazol aktiviert werden
resistente, jedoch nim-negative Stamme auf, was flir mdgliche andere
Resistenzmechanismen spricht, wie z.B. die Uberexpression des RecA-Reparaturproteins
oder Effluxpumpen ©. Es besteht jedoch die Méglichkeit, dass andere Isoformen des nim-
Gens eine Resistenz verursachen, welche mit unseren verwendeten Primern flr nimA nicht
detektiert werden konnten. Das nim-Gen wurde bisher selten in Bacteroides und
Parabacteroides spp. gefunden >* %,

Die Ergebnisse unserer Arbeit konnten bestatigen, dass in Bacteroides und
Parabacteroides spp. eine Vielzahl von Genen vorkommt, welche bereits bekannte
Resistenzmechanismen verursachen. Das Auftreten des cfiA-Gens ist dabei mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Hauptverursacher flr Resistenzen gegen R-Laktam-Antibiotika
anzusehen. Das tetQ-Gen war das am meisten detektierte Gen in unserer Studie, die
getesteten Tetracyclin-Derivate Tigecyclin und Eravacyclin zeigten jedoch eine gute Wirkung,
umgehen also méglicherweise den von tetQ verursachten ribosomalen Schutzmechanismus.
Auch die Gene ermG, ermF und nimA haben wahrscheinlich einen gro3en Einfluss auf
Resistenz gegen Clindamycin bzw. Metronidazol. Die Gene blaVIM, blaNDM, blaOxa-48,
blaKPC und blaGES, welche bei den Carbapenem-resistenten Enterobacteriaceae (CRE) z.B.
Klebsiella pneumoniae, oder bei Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumanii flr
eine besorgniserregende Zunahme der Resistenzen gegen Carbapeneme verantwortlich sind,
wurden in unseren Stammen nicht gefunden ®. Es ist anzunehmen, dass diese Gene in
Bacteroides und Parabacteroides spp. noch keine Rolle bei der Resistenzentwicklung gegen
Carbapeneme spielen. Das Testen der relativ neu eingesetzten Antibiotika Ceftolozan-
Tazobactam, Meropenem-Vaborbactam und Eravacyclin betrachten wir als wichtig, um
feststellen zu konnen, ob die Gabe dieser Antibiotika bei von Bacteroides und Parabacteroides
spp. verursachten anaeroben Infektionen indiziert ist. Es ist obligat, weltweit routinemafige
Resistenztestungen zu etablieren, um Entwicklungen und Veranderungen gegen Antibiotika
schnell erfassen zu kdnnen, sodass dementsprechend mit einer Anpassung der antibiotischen
Therapie reagiert werden kann.

Der Aussagekraft dieser Studie sind Grenzen gesetzt, da wir bei den verschiedenen
Antibiotikagruppen nur eine Auswahl an Resistenzgenen untersuchten. So ist z.B. fir die
Resistenz gegen Moxifloxacin und dem Auftreten des bexA-Gens bei geringer Pravalenz kein
konkreter Zusammenhang feststellbar und diesbezlglich keine Aussage mdglich. Durch
Testen mehrerer Antibiotika aus verschiedenen Gruppen und dementsprechend Untersuchen
vieler verschiedener Resistenzgene mit unterschiedlichen Resistenzmechanismen sollte ein
breites Bild abgegeben werden — ein spezieller Blick auf die Resistenzentstehung bezliglich

der einzelnen Antibiotikagruppen fehlt. Diese Licke wird durch Arbeiten wie z.B. von Soki et
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al. geschlossen, welche sich nur eine Antibiotikagruppe vornehmen und spezieller in die
Materie eindringen kdénnen, dementsprechend auch tiefgriindigere molekularbiologische

% Eine weitere Limitation besteht darin, dass die

Untersuchungen durchfiihren kénnen
genaue Resistenzlage gegentber den Antibiotika nicht genau abgebildet werden kann, da wir
fir unsere Studie gezielt bereits als phanotypisch resistent bekannte Stamme auswahlten. Um
diesbezlglich genauere Aussagen treffen zu kénnen, sind Arbeiten wie z.B. die grofRRen
multizentrischen Studien von Snydman et al., Nagy et al. und Rodloff et al. sinnvoll, welche
sich speziell auf Resistenztestung konzentrieren, dementsprechend eine héhere Fallzahl an
Stammen aufweisen und alle isolierten Bacteroides- und Parabacteroides-Stamme in die
Resistenztestung mit einbeziehen ¢,

Ein Gewinn dieser Studie ist, dass bei bekannter phanotypischer Resistenz gegen
haufig genutzte Antibiotika gezeigt werden konnte, dass gewisse Antibiotika wie z.B.
Meropenem-Vaborbactam, Tigecyclin und Eravaycyclin eine gute Wirkung gegen Vertreter der
Gattungen Bacteroides und Parabacteroides zeigen. Metronidazol, der Meilenstein in der
Therapie anaerober Infektionen, hat trotz des Einsatzes Uber Jahrzehnte weiterhin eine gute
Wirksamkeit. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass Ceftolozan-Tazobactam
mdglicherweise keine gute Wirkung gegen Bacteroides spp. aufweist. Mit Blick auf die hohe
klinische Relevanz der Vertreter der Gattungen Bacteroides und Parabacteroides kann unsere
Arbeit womdglich einen Teil zur Entscheidungsfindung bei der Auswahl des Antibiotikums im
klinischen Alltag beitragen. Ein weiterer Gewinn ist eine aktuelle Darstellung uber das
Vorkommen der verschiedenen Resistenzgene. Das cfiA-Gen spielt eine grofde Rolle bei der
Resistenzentstehung gegen R-Laktam-Antibiotika, weiterhin tragen die erm-Gene zur
Entstehung von Resistenzen gegen Clindamycin und mdglicherweise auch andere MLSKO-
Antibiotika bei. Das nim-Gen wurde selten detektiert, jedoch konnte ein Zusammenhang mit
phanotypischer Resistenz gegen Metronidazol festgestellt werden. Das Nichtvorkommen von
tetM, tet36, blaVIM, blaNDM, blaOxa-48, blaKPC und blaGES zeigt, dass trotz eines regen
horizontalen Gentransfers im menschlichen Darm méglicherweise Barrieren bestehen, welche

den Ubertritt von Resistenzgenen auf andere Bakterienspezies verhindern.
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Tabelle 3: Muster der Multiresistenz.

Art

n

Phanotypische
Resistenz®

Auftreten der Resistenzgene®

cepA

cfxA

CfiA

tetQ

ermG

ermF

nimA

x
>

B. fragilis

AS,CX,PT,|,M,CD,MX,MZ
AS,CX,PT,I,M,MX,MZ
AS,PT,|,M,CD,MX
AS,CX,PT,I,M,CD
AS,CX,PT,I,M,MX
AS,PT,|,M,CD
AS,CX,PT,ILM
AS,CX,I,M,CD
AS,CX,PT,l,CD
AS,|,M,CD

AS,CX,I,M
AS,PT,CD,MZ
CX,CD,MX,MZ
CX,CD,MZ

AS,CD

CDh,MZ

CD

MX

keine Resistenz

3

3

0

B. thetaiota-
omicron

AS,PT,,CD,MX
CX,PT,CD,MX
CX,PT,CD
CX,CD,MX
CD,MX

CX,CD

CD

MX

B. vulgatus

AS,CD

CD,MX

CX,MX

AS

CX

keine Resistenz

B. ovatus

AS,PT,MX,MZ
AS,CX,CD,MX
CX,CD,MX,MZ
AS,PT,CD
CX,CD

CD

keine Resistenz

P. distasonis

AS,CD,MX
AS,CX,CD
CD,MX
CX,CD

B. caccae

CD,MX

B. ovatus/
xylanisolvens
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AS, Ampicillin-Sulbactam; CX, Cefoxitin; PT, Piperacillin-Tazobactam; |, Imipenem; M, Meropenem; CD,
Clindamycin; MX, Moxifloxacin; MZ, Metronidazol.
a keine Grenzwerte von EUCAST/CLSI verfigbar flir Ceftolozan-Tazobactam, Meropenem-Vaborbactam,

Tigecyclin und Eravacyclin, nicht bertcksichtigt in Tabelle.

b Gene blaVIM, blaNDM, blaOxa-48, blakPC, blaGES, tetM und tet36 nicht detektiert, nicht aufgefiihrt in Tabelle.
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4 Schlussfolgerung

Unsere Studie zeigt, dass die Vertreter der Gattungen Bacteroides und
Parabacteroides eine Vielzahl an Resistenzgenen besitzen, welche auch fur die Entstehung
von Resistenzen gegen bestimmte Antibiotika verantwortlich sind. Wahrend viele Antibiotika
hohe Resistenzraten aufweisen, kann andererseits einigen Antibiotika eine gute Wirkung
bescheinigt und damit deren Anwendung empfohlen werden. Die allgemein hohe
Resistenzrate innerhalb der Bacteroides-Gruppe sollte im klinischen Alltag berucksichtigt
werden. Aufgrund des groften Vorkommens und der damit verbundenen hohen klinischen
Relevanz der Bacteroides und Parabacteroides spp. ist weltweit ein regelmaRiges,
standardisiertes Testen auf Resistenzen gegen haufig genutzte und neu eingefuhrte
Antibiotika obligat.
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