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MLS, resistance in clinical isolates of Bacteroides and Parabacteroides
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Zgodnie z rekomendacjami EUCAST paleczki Bacteroides sp. fenotypowo
wrazliwe na klindamycyne i jednoczesnie z wartoscia MIC erytromycyny
>32 mg/L nalezy raportowa¢ jako oporne na klindamycyne. W prowadzo-
nym badaniu 42% izolatéw prezentowalo w/w profil. Wykazano jednak,
ze zaledwie 7,2% takich izolatéw posiada geny erm zwiazane z opornoscia
typu MLS_ W pozostalych przypadkach oporno$¢ na erytromycyne, ale nie
na klindamycyne, moze by¢ spowodowana aktywnym wypompowywaniem
leku z komoérki przez pompy blonowe.
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ABSTRACT
Introduction: The MLS, resistance (to macrolides, lincosamides and streptogramin B)
is associated with the presence of erm genes (ermF, ermB, ermG). The aim of the study
was to check the presence of the mechanism MLS, resistance in Bacteroides spp. and
Parabacteroides spp. isolates originated from clinical specimens.
Methods: The study involved 200 clinical isolates collected from 190 patients hospitalized
in the years 2007-2012. The mechanism of resistance was assessed using E-tests, test with
two disks (clindamycin 15 pL, and erythromycin 2 pL) and then erm genes (ermB, ermF,
ermG) have been detected.
Results: Overall 42% of the isolates tested was susceptible to clindamycin (MIC< 4 mg/L)
but resistant to erythromycin (MIC > 32 mg/L). According to EUCAST recommendations,
such strains should be reported as resistant to clindamycin. However, in only 7.2% of them
the erm genes (mainly ermF) were detected. Resistance to clindamycin was present in
31% of all tested isolates. Additionally, it was observed that the proportion of clindamycin
resistant strains increased from 20% in 2007 to 40% in 2012.
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Conclusions: In our investigations it was shown that the resistance to clindamycin of iso-
lates of Bacteroides spp. and Parabacteroides spp. obtained from patients of Warsaw hos-
pital has steadily increased. It is in accordance with studies of other European laboratories
which show high levels of resistance to clindamycin. In our study, resistance was mainly
detected in B. ovatus, P. distasonis, B. uniformis, and B. fragilis. The proportion of resistant
B. fragilis increased more than twice (from 15% to 36.6%) during the period considered.
The clindamycin MIC in each case had an extreme value of 256 mg/L. For this reason, em-
pirical therapy should be always implemented on the basis of a clinical assessment of the
course of infection and of the antimicrobial drug resistance pattern in the hospital and ward
and then modified on the basis of the results of the drug susceptibility tests. Sensitivity to
clindamycin should be routinely monitored in medical laboratories.
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WSTEP

Mechanizm opornosci typu MLS, (na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B) zwia-
zany jest z obecnoscia genow erm (ermF, ermB, ermG) kodujacych adenylo-N-metylotransfe-
razy. Metylazy erm powoduja metylacje¢ pojedynczej adeniny w podjednostce 23S rRNA rybo-
somu bedacym wspolnym miejscem docelowym wymienionych antybiotykow. Oporno$é tego
typu polega zatem na zablokowaniu syntezy bakteryjnych biatek i okreslana jest jako opornosé
krzyzowa typu MLS,. Ekspresja oporno$ci moze by¢ konstytutywna lub indukowalna (1, 8,
13). Indukcyjny mechanizm opornosci wystepuje, gdy produkcja metylaz jest wynikiem induk-
cji translacji mRNA przepisanego z genow erm przez 14- lub 15-cztonowe makrolidy, takie jak
erytromycyna, azytromycyna, klarytromycyna. Klindamycyna nie jest induktorem tego mecha-
nizmu opornosci, jednak jej stosowanie moze prowadzi¢ do niepowodzenia terapeutycznego
wskutek selekcji mutantow z konstytutywnym mechanizmem oporno$ci typu MLS .. Ekspresja
gendéw erm moze by¢ aktywowana w wyniku wbudowania sekwencji insercyjnej w poblizu
poczatkowej sekwencji genu erm, np. ermF przez IS4351 (6, 19).

Opornos¢ na erytromycyng, ale nie na klindamycyne, moze by¢ spowodowana me-
chanizmem aktywnego wypompowywania leku z komorki przez pompy blonowe ABC
lub MFS (np. biatka MefA, MsrSA) (1, 8, 19). Gen msrSA zostal opisany po raz pierwszy
u Staphylococcus aureus, ale jest rowniez wykrywany u szczepow Bacteroides sp. (15, 19).

Nalezaca do linkozamidéw klindamycyna jest antybiotykiem powszechnie stoso-
wanym w szpitalnej i ambulatoryjnej profilaktyce antybiotykowej, rowniez w lecze-
niu zakazen wywotywanych przez bakterie beztlenowe. Ze wzgledu na swoje korzyst-
ne parametry farmakokinetyczne stosowana jest zwlaszcza w chirurgii urazowo-ortope-
dycznej (3, 9). Wspolczesnie, istotnym problemem jest oporno$¢ paleczek Bacteroides
sp. 1 Parabacteroides sp. na klindamycyn¢ w wyniku jej czgstego stosowania. W ciagu
ostatnich kilku dekad odsetek szczepow opornych izolowanych od chorych systematycz-
nie wzrasta w Europie i dotyczy okoto 30% izolatow Bacteroides sp. (2, 10, 14, 15, 16).
Uznaje sig, ze opornos¢ ta jest spowodowana obecnos$cia i okreslonym poziomem ekspresji
fenotypowej gldwnie genu ermF (6).
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Celem badania byta analiza szczepdw Bacteroides sp. 1 Parabacteroides sp. izolowa-
nych z probek materiatu klinicznego pod katem wystgpowania oporno$ci na klindamycy-
ng, zwigzanej glownie z mechanizmem opornosci typu MLS

MATERIAL I METODY

Badane szczepy: Do badan zakwalifikowano 200 izolatéw: B. fragilis (111), B. the-
taiotaomicron (38), B. ovatus (12), B. vulgatus (11), B. uniformis (7), B. stercoris (2), B.
caccae (1) oraz Parabacteroides distasonis (18). Szczepy te pochodzity ze 191 probek ma-
teriatu klinicznego, pobranych od 190 pacjentow hospitalizowanych w réznych klinikach
SKDJ w latach 2007-2012. Wyhodowane zostaly z wymazdw z ran/ropni, ptyndw z jamy
brzusznej, wymazoéw z kanatu szyjki macicy, fragmentow tkanek migkkich, krwi, zélci.

Izolacja i identyfikacja. Probki materiatu klinicznego, w trybie rutynowej diagnosty-
ki mikrobiologicznej, posiewano na podtoze Schaedler Agar (SCS, bioMérieux, Francja)
z 5% krwig baranig i witaming K, i inkubowano w temperaturze 37°C w anaerostatach
(85% N,, 10% H,, 5% CO,). Okres inkubacji trwat 48 godzin. Po tym czasie dokonywano
izolacji kolonii na podtoze SCS i jednoczesnie na podtoze Columbia Agar (COS) z do-
datkiem 5% odwloknionej krwi baraniej (bioMérieux) w celu przeprowadzenia kontroli
wzrostu bakterii w warunkach tlenowych. Identyfikacji izolatow dokonano przy uzyciu
spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionisation-time
of flight mass spectrometry) w systemie VITEK MS (bioMérieux).

Oznaczenie lekowrazliwosci. Kolonie zawieszano w podtozu Brucella Broth (Graso
Biotech, Polska) do uzyskania zmgtnienia 1 w skali McFarlanda Zawiesing rozprowadzano
na podlozu Brucella Agar z krwig (bioMérieux). Nastepnie ukladano paski E-test impre-
gnowane gradientem stgzen: erytromycyny (EM; 0,016-256 mg/L) i klindamycyny (CM;
0,016-256 mg/L). Odczytu dokonywano po 48-godzinnej inkubacji w atmosferze beztle-
nowej, w temp. 35°C.

W celu wykrycia opornosci typu MLS, zastosowano krazki z erytromycyng (15 ul)
i klindamycyng (2 pl), ktére umieszczano (w odlegtosci 15 mm od krawedzi krazkoéw) na
podtozu Brucella Agar (zawiesina bakteryjna o zmetnieniu 1,0 McFarlanda). Podloza inku-
bowano w atmosferze beztlenowej, w temp. 35°C przez 24 godz. Interpretacji wyniku doko-
nywano zgodnie z zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
(EUCAST) (7).

W dalszym etapie badan wykrywano, zwigzane z ta opornoscia, geny erm: ermF,
ermB, ermG. Przeprowadzono reakcje PCR na matrycach DNA 200 izolatéw klinicznych
z zastosowaniem par starteréw dla kazdego z 3 genéw kodujacych opornos¢ na klindamy-
cyng (ermF- GGACCTACCTCATAGACAAG, CGGGTCAGCACTTTACTATTG, ermB-
-CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT, GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA, ermG-
-ACATTTCCTAGCCACAATC, CGCTATGTTTAACAAGC) (5, 12, 18). Wszystkie star-
tery zsyntetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow
IBB, PAN w Warszawie.
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WYNIKI

W prowadzonym badaniu fenotypowa oporno$¢ na klindamycyne (MIC>4 mg/L)
wystepowata u 62 (31%) badanych izolatow; 75% izolatow zidentyfikowanych jako B.
ovatus, 50% jako P. distasonis oraz 42,86% jako B. uniformis charakteryzowata si¢ opor-
no$cia na ten antybiotyk (Tabela I). Jednocze$nie zaobserwowano, ze odsetek szczepow
opornych na klindamycyne zwigkszyt si¢ z ok. 20% w 2007 do ok. 40% w 2012 roku.

Tabela 1. Zakresy wartosci MIC klindamycyny, MIC,;, MIC,, dla Bacteroides spp.
i Parabacteroides spp. oraz odsetek szczepdéw opornych na klindamycyng

(%R).
klindamycyna
Gatunek (n)
zakres MIC MIC MIC, % R
B. fragilis group (182) 0,016-256 1 256 29,12
B. fragilis (111) 0,016-256 0,5 256 22,52
B. thetaiotaomicron (38) 0,25-256 2 256 26,32
B. ovatus (12) 0,125-256 256 256 75
B. vulgatus (11) 0,016-256 0,5 256 27,27
B. uniformis (7) 0,016-256 0,5 256 42,86
B. stercoris (2) 256-256 256 256 100
B. caccae (1) 256 256 256 100
P, distasonis (18) 0,75-256 4 256 50
RAZEM (200) 0,016-256 1,5 256 31

Nalezy zauwazy¢, ze zgodnie z rekomendacjami EUCAST, jesli w rutynowym ba-
daniu warto$¢ MIC erytromycyny wynosi >32 mg/L dla paleczek Bacteroides sp. oraz
jednoczesnie wystepuje fenotypowa wrazliwo$é na klindamycyne, szczepy takie nalezy
raportowaé jako oporne na klindamycyne. W prowadzonym badaniu taka sytuacja doty-
czyta 84 (42%) badanych izolatow (Tabela II). Wykonujac badania molekularne gen ermF
wykryto u 62 izolatéw, gen ermB u jednego - B. caccae (facznie u 31%; Tabela III), wsroéd
nich 6 (9,7%) izolatow byto opornych na erytromycyne, a wrazliwych na klindamycyng
(Tabela II).

Wystepowanie oporno$ci indukowanej (iMLS,) w tych szczepach badano wykonujac
test dyfuzji z krazkami nasagczonymi erytromycyng i klindamycyna. Pomimo, Ze metoda
dyfuzyjno-krazkowa nie jest zalecana do oznaczania lekowrazliwo$ci u bakterii beztleno-
wych, uzyskano charakterystyczng stref¢ zahamowania wzrostu od strony krazka z ery-
tromycyng (w ksztalcie litery D) potwierdzajacg wystgpowanie mechanizmu iMLS, u 5
szczepOw Bacteroides sp. i u jednego P. distasonis.

Gendw erm nie wykryto u 78 izolatdow opornych in vitro na erytromycyne, a wrazli-
wych na klindamycyne. Oporno$¢ na erytromycyng, ale nie na klindamycyne moze by¢
spowodowana mechanizmem aktywnego wypompowywania leku z komorki przez biatka
transportowe w btonie komdrkowej (produkty genow mef lub msrSA).
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Tabela II. Wystepowanie gendw ermF, wsrdd Bacteroides spp. 1 P. distasonis wrazliwych
na klindamycyn¢ (MIC< 4 mg/L) i opornych na erytromycyne (MIC >32 mg/L).

CLI ERY geny
Gatunek (n)
MIC <4mg/L | MIC > 32mg/L ermF (+) ermF (-)

B. fragilis group (182) 129 78 5 73
B. fragilis (111) 86 66 3 63
B. thetaiotaomicron (38) 28 11 2 9
B. ovatus (12) 3 1 0 1
B. vulgatus (11) 8 0 0 0
B. uniformis (7) 4 0 0 0
B. stercoris (2) 0 0 0 0
B. caccae (1) 0 0 0 0
P. distasonis (18) 9 6 1 5
RAZEM (200) 138 84 6 78

CLI - klindamycyna, ERY — erytromycyna, ermF (+) - obecnos¢ genu ermF, ermF (-) - brak

genu ermF

Tabela III. Wystgpowanie gendw erm u szczepow Bacteroides spp. 1 Parabacteroides spp.
izolowanych z probek materiatow klinicznych.

geny
Gatunek (n) ermF ermB
n (%) n (%)
B. fragilis group (182) 53 (29,12) 1(0,55)
B. fragilis (111) 28 (25,23) 0(0)
B. thetaiotaomicron (38) 9 (23,68) 0(0)
B. ovatus (12) 8 (66,67) 0(0)
B. vulgatus (11) 4(36,36) 0(0)
B. uniformis (7) 4(57,14) 0(0)
B. stercoris (2) 0(0) 0(0)
B. caccae (1) 0(0) 1 (100)
P. distasonis (18) 9 (50) 0(0)
RAZEM (200) 62 (31) 1(0,5)

W przypadku 51 (82,3%) izolatow, u ktorych stwierdzono obecno$é¢ genu ermF i jed-
nego izolatu B. caccae z genem ermB zaobserwowano oporno$¢ fenotypowa na erytromy-
cyng i klindamycyne. Szczepy te cechuje oporno$¢ konstytutywna (cMLS,). Natomiast
u 5 (8,1%) izolatow, pomimo detekcji genu ermF wykazano wrazliwos$¢ na erytromycyne
i klindamycyng. U 10 izolatow wystepowata oporno$¢ fenotypowa na erytromycyng i klin-
damycyne, przy braku genu erm. Pozostate 49 szczepy (24,5%) byly wrazliwe na te anty-
biotyki i nie posiadaty genéw opornosci erm. W zadnym izolacie nie wykryto genu ermG.
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DYSKUSJA

Zasadno$¢ oznaczania wrazliwo$ci na antybiotyki bakterii bezwzglednie beztleno-
wych byla przedmiotem dyskusji mikrobiologoéw i lekarzy przez wiele lat (4, 14). Badanie
mikrobiologiczne w kierunku beztlenowcéw moze trwaé nawet kilka dni, wigc w przy-
padku podejrzenia zakazenia o tej etiologii istnieje konieczno$¢ zastosowania leczenia
empirycznego, lekami z wyboru sg najczes$ciej metronidazol i klindamycyna.

W wyniku powszechnego stosowania klindamycyny, coraz czgéciej u paleczek
Bacteroides sp. 1 Parabacteroides sp. stwierdza si¢ brak wrazliwosci na ten antybiotyk
(2, 14, 16). W wieloosrodkowych badaniach prowadzonych w laboratoriach europejskich
i opublikowanych przez Nagy i wsp. (15) wykazano wysoki poziom oporno$ci na klinda-
mycyne (28,5% - 60%). Trend ten potwierdzaja wyniki badan prowadzonych w Holandii
i w Belgii (20, 21). Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze opornos¢ na klindamycyne wy-
stepuje u 31% izolatéw, ktdre wyizolowano od pacjentdow hospitalizowanych na oddzia-
fach warszawskiego szpitala. Stosowanie klindamycyny w leczeniu empirycznym zakazen
(szczegblnie w obrebie jamy brzusznej lub na oddziatach urazowo-ortopedycznych) moze
prowadzi¢ zatem do braku sukcesu terapeutycznego (11, 17, 21). Racjonalna terapia em-
piryczna powinna by¢ wdrozona na podstawie klinicznej oceny przebiegu zakazenia oraz
wzoru opornosci na leki przeciwbakteryjne w szpitalu i oddziale oraz modyfikowana na
podstawie wyniku lekowrazliwosci (11, 16).

W rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej, zgodnie z rekomendacjami EUCAST
w przypadku otrzymania wartosci MIC erytromycyny >32 mg/L dla pateczek Bacteroides
sp. oraz jednocze$nie wrazliwosci na klindamycyne, szczepy nalezy raportowac jako opor-
ne na klindamycyne (15). Eitel i wsp. (6) wykazali, ze wsrdd 161 izolatow Bacteroides sp.
24,8% prezentowato fenotypowa opornos¢ na klindamycyng. Geny zwiazane z opornoscia
tj. ermF, mefA, ermG, msrSA 1 ermB byly obecne u odpowiednio: 24,2%, 12,4%, 5,6%,
5,6% oraz 0,6% sposrod wszystkich badanych izolatow Bacteroides sp. oraz u odpowied-
nio: 75,0%, 27,5%, 22,5%, 22,5% oraz 2,5% izolatow Bacteroides sp. opornych na klin-
damycyng (6). W prezentowanej pracy wykrywano geny ermF, ermB 1 ermG. Gen ermF
obecny byl u 31%, ermB u 0,5% badanych izolatow, ermG nie wykryto w ogdle. Z kolei
czesto$¢ wystepowania ermF 1 ermB wsrdd izolatdw opornych na klindamycyng (MIC>4
mg/L) wynosila odpowiednio 82,26% i 1,61%.

Z doswiadczen innych badaczy wiadomo, ze gen ermF jest najczgsciej wystepujacym ge-
nem opornosci na klindamycyne u paleczek z rodzaju Bacteroides (15). Wyniki prezentowane
przez Eitel 1 wsp. (6) wskazuja, ze byt on obecny u 74,2% z 31 opornych na klindamycyng
izolatow B. fragilis 1u 77,8% z 9 opornych izolatow nalezacych do gatunkoéw innych niz B. fra-
gilis (non-B. fragilis; NFB). W prowadzonym badaniu otrzymano podobne wyniki, gen ermF
wykryto u 81,13% izolatow B. fragilis iu 74,07% NFB opornych na klindamycyne. Wykazano
réwniez obecnos¢ genu ermF u 10 izolatow, ktore charakteryzowaty si¢ wrazliwoscia na klin-
damycyne (MIC<4 mg/L), co zwigzane jest z ekspresja genu na niskim poziomie.

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze szczepy wrazliwe na klindamycyne albo nie po-
siadaja jakichkolwiek genow opornosci albo mogg mie¢ gen ermF, ktorego ekspresja si¢
nie ujawnia. Gléwnym czynnikiem opornos$ci na klindamycyn¢ moze by¢ sam gen ermF
lub w polaczeniu z innymi genami (ermG, mefA 1 msrSA) znajdujacymi si¢ na transpozo-
nie CTnGERM1 (6).
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