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Taxonomie

Gattung Bacteroides

Bis 1989 enthielt die Gattung Bacteroides mehrere Dutzend Arten anaerober gramnegativer
sporenloser Stibchen. Dabei stand nicht einmal die Abgrenzung gegen die Gattung
Fusobacterium mikromorphologisch auf sicheren FiiBen, wie die Beschreibung der fusiformen
Spezies Bacteroides forsythus (Tanner et al., 1986) gezeigt hatte; und Butyratbildung, die
typische biochemische Eigenschaft der Gattung Fusobacterium, fand sich bei nicht wenigen
Bacteroides-Arten, wie z. B. Bacteroides putredinis und Bacteroides splanchnicus (Hamman
und Werner, 1975). 1989 erschien der Vorschlag von Shah und Collins, die Gattung
Bacteroides auf Bacteroides fragilis und nahe verwandte Spezies zu beschrinken. Die frither
(Werner 1970; Holdeman und Moore, 1974; Cato und Johnson, 1976) herausgestellten sieben
Spezies mit Standort im Darmtrakt, ndmlich B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. distasonis, B.
vulgatus, B. uniformis, B. ovatus und B. eggerthii, waren 1986 von Johnson et al. durch B.
caccae, B. merdae und B. stercoris komplettiert worden, so daB3 die bereinigte Gattung
Bacteroides 10 Spezies umfaBte (Shah und Collins, 1989); die Typspezies ist Bacteroides
fragilis.

Charakterisiert ist die Gattung Bacteroides durch Kohlenhydratspaltung mit Acetat und
Succinat als metabolischen Endprodukten, Wachstum bzw. sogar Wachstumsférderung in
Gegenwart von 20 % Galle, Bildung von Malatdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase,
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphoglukonatdehydrogenase, m-
Diaminopimelinsdure im Zellwandpeptidoglykan, Menachinone mit 10 und/oder 11
Isopreneinheiten als respiratorische Chinone, Sphingolipidbildung, Vorhandensein von
nichthydroxylierten sowie 3-hydroxylierten langkettigen Fettsduren und einen
Guanin+Cytosin-Gehalt der chromosomalen DNA von 39-48 mol % (Shah und Collins,
1989).

Zahlreiche ehemalige Bacteroides-Arten wurden seit 1982 in neugeschaffene Gattungen
iiberfiihrt, so z. B. Mitsuokella (Shah und Collins, 1982), Tissierella (Collins und Shah, 1986),
Porphyromonas (Shah und Collins, 1988) und Prevotella (Shah und Collins, 1990). Zuvor als
Bacteroides gracilis/Campylobacter gracilis identifizierte Isolate wurden 1996 von Wexler et
al. als Sutterella wadsworthensis neu beschrieben.

Fiir einige Arten ist noch keine zutreffende taxonomische Einordnung gefunden; zu diesen
Spezies gehoren B. putredinis, B. splanchnicus, B. forsythus und B. ureolyticus.

Gattung Prevotella

Bei ihrer Erstbeschreibung (Shah und Collins, 1990) enthielt die Gattung Prevotella 16
Spezies; sie erhielt Zuzug durch Prevotella nigrescens (Shah und Garbia, 1992), Prevotella
tannerae sowie Prevotella enoeca (Moore et al., 1994) und Prevotella dentalis (Willems und
Collins, 1995). Die Typspezies ist Prevotella melaninogenica.



Medizinisch, d.h. mikrookologisch als genitale Anaerobierspezies und infektiologisch als
Mischinfektionserreger, ist P. bivia besonders wichtig. Unter den verschiedenen oralen
Prevotella-Arten wird P. intermedia als parodontopathogene Spezies bevorzugt beachtet.

Die anaeroben gramnegativen sporenlosen unbeweglichen Stidbchen der Gattung Prevotella
sind charakterisiert durch terminale pH-Werte von 4,5-5,2 in Glukosebouillon, Bildung von
Acetat und Succinat als metabolische Endprodukte, Bildung von Malatdehydrogenase und
Glutamatdehydrogenase, Fehlen von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und  6-
Phosphoglukonatdehydrogenase, =~ Vorhandensein von  m-Diaminopimelinsdure im
Zellwandpeptidoglykan, fakultatives Vorkommen von respiratorischen Menachinonen,
Vorkommen von Sphingolipiden sowie nichthydroxylierten und 3-hydroxylierten Fettsduren
und durch einen Guanin+Cytosin-Gehalt der chromosomalen DNA von 40-60mol % (Shah
und Collins, 1990).

16S rRNA-Analysen belegen, daB die Gattung Prevotella in der aktuellen Konzeption
phylogenetisch homogen ist (Abb. 1).

Morphologie/Aufbau/Struktur

Im gramgefirbten Originalpriparat erscheinen B. fragilis und die anderen neun verwandten
Arten als gramnegative sporenlose, gelegentlich aufgebldhte bzw. pleomorphe Stidbchen von
1,5-4 pm Linge und 0,6-1 um Breite. In Nativpéparaten sind die Stidbchen unbeweglich.
Isomorphie ist charakteristisch fiir die mikroskopische Morphologie von Bacteroides-Arten
nach Wachstum auf Optimalmedien. In Priparaten von Kulturen auf antibiotikahaltigen
Selektivmedien sind pleomorphe, aufgeblihte oder fadenformige Zellen die Regel.

Bei B. fragilis, z. T. auch bei virulenten Stimmen anderer Bacteroides-Spezies, 1aBt sich eine
Schleimkapsel nachweisen (Kasper et al., 1979). Manche, auch pathogenetisch relevanten
Aktivititen lassen sich mikromorphologisch differenzierbaren Strukturen zuordnen (Abb. 2).

Prevotella-Arten sind in gramgefirbten Originalpriparaten als kleine, kurze, kokkoide
gramnegative sporenlose Stibchen von 1-2,5 pm Linge und 0,5-1 pm Breite sichtbar.
Pleomorphie und Fadenformen sind selten. Eine &dhnliche Mikromorphologie zeigen
Prevotella-Arten in Priparaten von anaeroben Oberflichenkulturen.

Die makroskopische Morphologie der Bacteroides-Arten 148t sich folgendermafen
charakterisieren: Nach dreitigiger anaerober Bebriitung auf bluthaltigen Optimalmedien haben
die grauweiBen, leicht gewdlbten, ganzrandigen oder leicht gelappten Kolonien von B.
fragilis, B. thetaiotaomicron und B. vulgatus einen Durchmesser von 3—4 mm. Meist kleiner
mit einem Durchmesser von 2-3 mm sind Kolonien von B. distasonis, B. unifomis und den
anderen Bacteroides-Arten.

Epidemiologie

Zu den klinisch wichtigen Infektionssyndromen durch gramnegative sporenlose Anaerobier
gehoren Peritonitis und andere intraabdominelle Prozesse, pelvine Eiterungen, dental-
medizinische und otorhinolaryngologische Prozesse, Aspirationspneumonie u.v.a., die alle
endogen zustande kommen und iiber deren Hiufigkeit mangels Meldepflicht keine genauen
Daten vorliegen.

Bei endogenen Infektionen ist der Patient selbst, und zwar vor allem iiber seine
florabesiedelten Schleimhdute, Quelle der Erreger. Von den verschiedenen Arten
gramnegativer sporenloser Anaerobier findet sich nur ein geringer Teil im manifesten



InfektionsprozeB wieder. Das klassische Beispiel fiir eine 6kologisch unbedeutsame, jedoch
menschenvirulente Spezies ist B. fragilis (Werner, 1974).

Unterteilt man die endogenen Infektionen durch gramnegative sporenlose Anaerobier in a)
habitatnahe und b) habitatferne Manifestationen, dann fallen kieferchirurgische Eiterungen
und postappendizitische (perityphlitische) Abszesse unter a) und otogene Hirnabszesse durch
B. fragilis sowie P. intermedia, von Hause aus als parodontopathogen eingeschitzt (Milson et
al., 1996), als Mischinfektionskomponente in entziindeten Appendices (Schumacher et al.,
1997) unter b).

Streng genommen exogen kommen Infektionen durch BiBverletzungen von Mensch zu
Mensch zustande, wenn oropharyngeale gramnegative sporenlose Anaerobier des Téters in der
Wunde des Opfers Erregernatur annehmen. In infizierten Hunde- und Katzenbissen finden
sich dagegen animale beim Menschen nichtflorabildende Spezies (Alexander et al., 1997).

Pathogenitat/Virulenz

Zahlreiche als Virulenzfaktoren gedeutete Aktivititen bzw. Strukturen wurden bei B. fragilis
gefunden (Tab. 1). Anderen, als weniger virulent oder apathogen einzustufenden Bacteroides-
Arten fehlen einzelne oder mehrere dieser Faktoren. So ist B. vulgatus serumempfindlich,
withrend B. fragilis Serumresistenz zeigt (Ubersicht bei Werner, 1995).

Virulenzfaktoren — Enzyme

Neuraminidasebildung zeigen mehrere Bacteroides-Arten (B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B.
vulgatus, B. distasonis) sowie P. bivia. Die Neuraminidase von B. fragilis und P. bivia
unterscheiden sich durch ihr Substratprofil (Marx et al., 1980).

Fibrinolysin 148t sich bei P. melaninogenica sowie bei einem Teil der frisch isolierten B.-
fragilis-Stimme nachweisen. Extrazellulire DNase-Aktivitdt ist bei Bacteroides- und
Prevotella-Arten héufig (Steffen und Hentges, 1981). Hyaluronidase und Chondroitinsulfatase
werden u. a. bei B. fragilis, B. thetaiotaomicron und B. distasonis, nicht jedoch bei B.
vulgatus gefunden. Als pathogenetisch wesentlicher Faktor gilt auch die Superoxiddismutase-
Bildung und damit relative Sauerstoffunempfindlichkeit von B. fragilis (Ubersicht bei
Werner, 1985).

Die Elastase von P. intermedia, einer fiihrenden parodontopathogenen Spezies, wird als
wesentlicher Faktor des gingivalen Gewebeabbaus angesehen. Nach Shibata et al. (1993)
handelt es sich um eine Serinprotease mit einer Molekiilmasse von 31 kD. Da das gereinigte
Enzym Elastinpulver, aber kein Kollagen abbaute und im iibrigen typische synthetische
Elastasesubstrate hydrolysierte, ist die Spezifitit des Enzyms als hoch einzuschitzen (Shibata
et al., 1993).

Kapselpolysaccharid und Lipopolysaccharid

Die extrazellulire Polysaccharidkapsel von B. fragilis vermittelt der Spezies
Phagozytoseschutz. Im Tierversuch erweisen sich bekapselte B.-fragilis-Stamme ohne
Koinfektion mit aeroben Bakterien als pyogen. Das Lipopolysaccharid von B. fragilis ist frei
von 2-Keto-3-Desoxioctonat und biologisch wenig aktiv (Hofstad, 1980).



Fc-Rezeptor

Bei der schwarzpigmentierten Spezies P. infermedia wurde ein Oberflichenprotein mit
Bindungsaktivitit gegen die Fc-Domine des IgG-Molekiils isoliert und als 65-kD-Protein
charakterisiert (Labbé und Grenier, 1995). Elektronenmikroskopisch lieB sich eine
gleichmiBige Verteilung des Fc-Rezeptors iiber die Prevotella-intermedia-Oberfliche zeigen.
Die Fc-Bindungsaktivitit wirkt nach Labbé und Grenier (1995) virulenzsteigernd durch
Verhinderung von IgG-Reaktionen mit der bakteriellen Oberflidche.

Hambindung

Bacteroides fragilis ist zur Verwendung von freiem Him oder Ham aus Hdmoglobin und aus
Haptoglobin-Himoglobin als einziger Eisenquelle befihigt (Otto et al, 1996). Die
AuBenmembran von B. fragilis ist fiir Him undurchdringlich, weil die Diffusionsporen dieses
Bakteriums Molekiile mit Molekiilmassen iiber 500 D ausschlieBen (Kobayashi und Nakae,
1986). Demnach muB B. fragilis ein spezifisches Aufnahmesystem fiir Him besitzen.

Ein Fe-repressibles 44-kD-AuBenmembranprotein ist Teil dieses Systems (Otto et al., 1996).
Virulente B.-fragilis-Stimme exprimieren das 44-kD-Protein sowohl in vivo als auch in vitro.
Anderen, weniger virulenten Bacteroides-Arten fehlt das 44-kD-Protein (Otto et al., 1988).
Bei der molekularen Charakterisierung des 44-kD-Proteins zeigte sich, daB dieses

himbindende Protein keine Homologie mit anderen bakteriellen Hamrezeptoren hat (Otto et
al., 1996).

Adharenzverhalten
Gattung Bacteroides

Was hat die bisherige Adhirenzforschung zur Erklarung des spezifisch intestinalen Standortes
der Bacteroides-Arten sowie der Organinfektion und der Sepsis durch B. fragilis beigetragen?

Bei der klinisch wichtigsten Spezies der Gattung, B. fragilis, wurde Adhdrenz an menschliche
intestinale Epithelzellen (Brook und Mykal, 1991), peritoneale Mesothelzellen (Onderdonk et
al., 1978), bukkale Epithelzellen (Oyston und Handley, 1991) und humane sowie animale
Erythrozyten (Pruzzo et al., 1989) beschrieben. Die Adhisine wurden morphologisch teils in
Fimbrien (Pruzzo et al., 1984), teils in der Kapsel (Onderdonk et al., 1978) oder in
AuBenmembranschichten (Oyston und Handley, 1991) lokalisiert.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten neben B. fragilis auch andere Spezies. Brook und
Mykal (1991) gewannen von je einem B.-fragilis- und B.-ovatus-Stamm im Mauseversuch
durch Koinfektion mit Klebsiella pneumoniae bekapselte und fimbrientragende Formen, bei
denen die Adhirenz an intestinale Epithelzellen besonders ausgepragt war. In Versuchen von
Vel et al. (1986) war nur B. fragilis, nicht jedoch B. thetaiotaomicron, B. distasonis, B. ovatus
und B. vulgatus, imstande, humane und Hiihnererythrozyten zu agglutinieren.

Adhisincharakterisierung durch Inhibition der Kaninchenerythrozytenagglutination gelang
Decker et al. (1993) an 36 Stimmen von sechs Bacteroides-Arten. Fiinf Stimme von B.
distasonis banden an die drei Glykoproteine Fibronectin, Laminin und Mucin sowie an N-
Acetylneuraminsiure. Fibronectin- und Lamininbindung zeigten nur zwei von fiinf getesteten
B.-thetaiotaomicron-Stimmen. Mit Hilfe eines Latexagglutinationstestes untersuchten Nagy
et al. (1993) 132 Stimme von neun Bacteroides-Arten auf Fibronectin- und
Vitronectinbindung (Tab. 2). Mit Vitronectin reagierten 31 Teststimme, vorwiegend
Angehorige von B. fragilis, Fibronectinbindung zeigten alle getesteten 19 B.-fragilis- und 18
B.-vulgatus-Stimme. Ebenfalls den Latextest benutzten Eiring et al. (1995) zur Untersuchung



der Lamininbindung von acht Bacteroides-Arten. Wahrend B. fragilis starke Lamininbindung
zeigte, war bei den anderen Spezies keine oder nur schwache Adhérenz an dieses
Extrazellular-Matrix-Protein nachweisbar. Eiring et al. (1995) hielten einen Zusammenhang
zwischen der Lamininadhiirenz von B. fragilis und der Sepsisaktivitit dieser Spezies fiir
wahrscheinlich.

Gattung Prevotella

Bei den genitalen Arten P. bivia und P. disiens testeten Decker et al. (1993) mit Hilfe der
Himagglutinationsinhibition die Bindung an verschiedene Glykoproteine. Die fiinf getesteten
Stimme pro Spezies banden an Mucin und meist auch an Laminin und Fibronectin. An oralen
Prevotella-Arten wurden bevorzugt die Grundlagen der interbakteriellen Adhérenz oder
Koaggregation untersucht. Koaggregation mit verschiedenen Actinomyces-Arten sowie
Streptococcus sanguis zeigen nach Kolenbrander et al. (1985) P. buccalis, P. denticola, P.
intermedia, P. oris und P. loescheii. Die Streptococcus-sanguis- und Actinomyces-israelii-
Adhisine von P. loescheii lieBen sich in den Fimbrien lokalisieren (Weiss et al., 1987) und als
75-kD- bzw. 45-kD-Proteine definieren (Weiss et al., 1988).

Enterotoxin von Bacteroides fragilis

Nachdem 1984 ein Zusammenhang zwischen der Diarrh6 neugeborener Limmer und
bestimmten Stimmen von B. fragilis postuliert worden war (Myers et al., 1984), erschienen
zunichst sporadisch (Myers et al., 1987), spiter zunehmend Berichte durch B.-fragilis-
Enterotoxin (Sack et al., 1994).

Kulturfiltrate von B. fragilis sowie gereinigtes Enterotoxin (in Dosen von 2 1pg) stimulierten
die Sekretion in abgebundenen Diinndarm- und Dickdarmschlingen verschiedener Tierarten.
Das Enterotoxin von B. fragilis ist ein hitzelabiles Zinkmetalloprotease-Protein von
annihernd 20 kD, das vermutlich als Protoxin in der Bakterienzellwand existiert (Moncrief et
al., 1995). Das B.-fragilis-Enterotoxin ist zwar reindargestellt und sequenziert, doch sind
Zielstruktur und Wirkmechanismus in Darmepithelzellen noch unbekannt. In Kulturen von
humanen intestinalen Epithelzellen lieB sich unter Einwirkung von gereinigtem Enterotoxin

Zunahme des Zellvolumens und Neuverteilung des intrazelluliren F-Actins nachweisen
(Koshy et al., 1996).

Pathogenese und Klinik

Der Sauerstoffpartialdruck des gesunden Gewebes und das damit verbundene hohe
Redoxpotential sind normalerweise ein wirksamer Schutz gegen Anaerobierinfektionen. Die
Ansiedlung und Vermehrung von Anaerobiern werden erst bei entsprechender Erniedrigung
des Redoxpotentials méglich. Ein wesentlicher Faktor ist, daB die Phagozytoseleistung der
polymorphkernigen Granulozyten bei erniedrigtem Redoxpotential (Mandell, 1974) und pH-
Wert (Namavar et al., 1987) vermindert ist. Damit synergieren mit den Pathogenititsfaktoren
der gramnegativen Anaerobier die Pridispositionsfaktoren des Wirtes, die zu einer
Verminderung des Redoxpotentiales fiihren. Brook (1995) evaluierte 336 Bacteroides-
Spezies-Isolate aus 312 signifikanten Proben von 274 Kindern. Er fand bei 53 % der Kinder
Pridispositionsfaktoren wie vorhergehende Operationen (n = 46), Trauma (n = 28),
Malignome (n = 21), Friihgeburtlichkeit (n = 19), Immunsuppression (n = 18), Steroidtherapie
(n = 12), Fremdkorper (n = 10), Diabetes (n = 9) und Sichelzellandmie (n = 7). Bei einer
gleichartigen Erhebung bei 504 Prevotella- und Porphyromonas-Spezies aus 435 signifikanten



Proben bei 418 Kindern wurden nur bei 27 % der Fille Pradispositionsfaktoren eruiert
(Brook, 1995). Als weitere Faktoren kommen nach Werner (1985) der Schock, Angiopathien,
Alkoholismus und Aminoglykosidtherapie, evtl. auch andere Formen der antibakteriellen
Chemotherapie ohne Wirksamkeit gegen Anaerobier in Betracht (Abb. 3).

Anaerobierinfektionen — Mischinfektionen

Die klinisch wichtigen und héufig lebensbedrohlichen Infektionen durch gramnegative
Anaerobier kommen endogen zustande. Dabei rekrutieren sich die Erreger aus den
Standortfloren benachbarter besiedelter Kompartimente. Die Keiminokulation kann direkt
(z. B. Darmperforation bei Peritonitis) oder durch Verschleppung (z. B. Aspiration bei
nekrotisierender Pneumonie) erfolgen. Die Infektionen konnen selten als Monoinfektion (=
eine Spezies, z. B. B. fragilis) oder haufiger als rein anaerobe Mischinfektion (= ein oder mehr
anaerobe Spezies) oder als anaerob-aerobe Mischinfektion auftreten. Bei abdominalen (Dunn
und Simmons, 1984; Brook, 1995) und pelvinen (Eschenbach et al., 1975) Infektionen, aber
auch bei Infektionen von Lunge und Thorax sind anaerob-aerobe Mischinfektionen die Regel.
Bei der Appendizitis ist die Assoziation zwischen B. fragilis bzw. B. thetaiotaomicron und
Escherichia coli bzw. Enterokokken vorherrschend. Dagegen sind es bei den pelvinen
Infektionen in erster Linie P. bivia und P. disiens sowie andere pigmentierte und nicht
pigmentierte Prevotella-Spezies, die zusammen mit E. coli, B-Streptokokken, Enterokokken
oder auch Gonokokken anzutreffen sind. Bei der Cholezystitis und dem Gallengangsempyem
finden sich neben Anaerobiern zumeist Klebsiella-Spezies, E. coli und vergriinende
Streptokokken.

Die Koinfektion mit aeroben Erregern kann synergistische Effekte in der Infektionsgenese
haben. So zeigten Shinzato und Saito (1994), daB P. intermedia das Wachstum von
Streptococcus constellatus begiinstigt und die bakterizide Aktivitit von neutrophilen
Granulozyten durch die Kombination beider Erreger gehemmt wird.

Peritonitis und intraabdominelle Abszesse

Die B.-fragilis-Gruppe hat ihren natiirlichen Standort im Ileum und Colon (Tab. 3). Die
meisten Peritonitisfille entstehen sekundiar durch Eroffnung des Darmkanals, bzw. des
weiblichen Genitaltraktes. Bei der Er6ffnung der florabesiedelten Teile des Darmtraktes durch
Trauma, Nahtdehiszenz nach operativen Darmanastomosen, durch Divertikulitis oder
Appendizitis mit Perforation konnen aerobe und anaerobe Bakterienarten in die
Peritonealhohle eindringen. Dort werden die meisten Arten von Peritonealphagozyten
eliminiert. Obwohl B. vulgatus im Darm der vorherrschende gramnegative Anaerobier ist,
findet man diese Spezies nur selten bei Anaerobierinfektionen peritonealer Lokalisation.
Leitkeim der Peritonitis ist B. fragilis, daneben auch B. thetaiotaomicron. Bei Peritonitiden,
die von weiblichen Geschlechtsorganen ausgehen, wird P. bivia ebenfalls haufig als
Infektionserreger isoliert. Bacteroides fragilis und B. thetaiotaomicron werden zudem
regelmiBig bei Pyometra, Hirnabszessen, Meningitis nach otogenem HirnabszeB und Sepsis
angeziichtet.

Septische Streuung z. B. bei Osteomyelitiden (Brook und Frazier, 1992), aber auch autologe
Schmierinfektion konnen die Infektion an anderen nichtintestinalen Lokalisationen
beglinstigen. ZNS-Infektionen, wie die Meningitis oder das subdurale Empyem, werden

liberwiegend durch otogene Fortleitung, posttraumatisch oder postoperativ verursacht
(Finegold, 1977; Wermer et al., 1970).



Orofaziale Infektionen

Von den pigmentierten gramnegativen Anaerobiern des Genus Prevotella sind P. corporis, P.
denticola, P. intermedia, P. loescheii, P. melaninogenica und P. nigrescens Erreger bei
Infektionen der Mundhohle und der angrenzenden Gebiete. Die Besiedlung der
Oropharyngealschleimhaut durch zahlreiche Anaerobierarten bildet eine potentielle Quelle fiir
die Infektionen der angrenzenden Gewebe. Orofaziale und dentogene Infektionen sind daher
héufig ebenfalls durch eine polybakterielle Atiologie bedingt.

Prevotella melaninogenica, P. denticola und P. loescheii konnen zwar regelmiBig aus der
Mundhéhle gesunder Menschen isoliert werden, aber nur selten aus Zahntaschen bei
Parodontose (Wennstrom et al., 1987). Sie werden daher fiir die Parodontose als wenig
relevant angesehen. Dagegen wird P. intermedia zusammen mit Actinobacillus
actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis eine Beteiligung in der Atiologie der
Parodontose (Dahlen et al. 1990), der Gingivitis schwangerer Frauen (Kornmann, und
Loesche, 1980) und der nekrotisierenden Gingivitis (Loesche et al., 1982) zugesprochen.

Durch Fortleitung kommt es auch hier zu extraoralen Infektionen. Bei einem Patienten mit
einer chronischen Konjunktivitis durch P. infermedia wurde mittels Restriktionslédngen-
Polymorphismus die klonale Identitit mit Stimmen, die aus dem Mund des gleichen Patienten
isoliert wurden, gezeigt (Winkelhof et al., 1991). Nicht zuletzt fithren pigmentierte Prevotella-
Arten neben Fusobakterien und Porphyromonas-Arten auch bei menschlichen und tierischen
BiBverletzungen zur Infektion.

Die galleempfindlichen, nichtpigmentierten anaeroben gramnegativen Stibchen werden an
den gleichen Orten isoliert, wie die pigmentierten (Kirby et al., 1980). Prevotella oris und P.
buccae werden sowohl bei oralen (Haapsalo, 1986) als auch bei pleuropulmonalen (Marina et
al., 1993) Mischinfektionen angeziichtet. Die folgenden Spezies der P.-oralis-Gruppe sind
dort ebenfalls vertreten: P. oralis, P. veroralis, P. buccalis und P. oulorum (Shah et al. 1990).

Anaerobe Lungeninfektionen

Vorherrschende Erreger sind hier neben Fusobakterien und Peptostreptokokken Keime aus der
Prevotella-oralis-Gruppe und die schwarzpigmentierten Prevotellen. Die Aspiration, z. B.
infolge von Narkose, Alkoholismus, Oesophagusdysfunktion und Tonsillektomie, steht
pathogenetisch im Vordergrund. Lokale Hypoxdmie, bzw. Gewebenekrosen als
Pridispositionsfaktoren werden durch Bronchialkarzinom, Bronchiektasien, Fremdkorper,
Lungeninfarkt und Thorakotomie erzeugt.

Weiterhin treten anaerobe Lungeninfektionen besonders héufig im Gefolge von
extrapulmonalen Anaerobierinfektionen wie Parodontitis, Otitis, Sinusitis, Mastoiditis,
intraabdominellen Infektionen und Adnexitis auf. Klinisch kénnen sich die anaeroben
Lungeninfektionen als Pneumonie, nekrotisierende Pneumonie, LungenabszeB, Empyem mit
oder ohne nachweisbare Parenchyminfektion oder als multiple Abszesse nach septischer
Streuung darstellen. Bei der Entleerung von Parenchymabszessen in die Bronchien kommt es
zur Kavernenbildung. In manchen Fillen bleiben bronchopulmonale Fisteln bestehen.

Genitaltraktinfektionen

Die Erreger von Infektionen des weiblichen Genitaltraktes und des kleinen Beckens
rekrutieren sich vornehmlich aus der Zervixflora. In erster Linie findet man dort
nichtpigmentierte Prevotellen und darunter P. bivia und P. disiens als Leitkeime neben
Aerobiern wie E. coli und Gruppe-B-Streptokokken. Einen Uberblick iiber die pelvinen
Infektionen der Frau, an deren Genese sie beteiligt sein konnen gibt Tabelle 4. Anaerobe



Mischinfektionen treten auf als Komplikation nach Kiirettage, bei Spiraltrigerinnen, nach
Geburten und Operationen im kleinen Becken (Finegold et al., 1992). Die Besiedlung der
Zervixschleimhaut ist in der zweiten Zyklushiilfte dichter als in der Lutealphase des Zyklus.
Dies konnte der Grund dafiir sein, daB die Inzidenz manifester Infektionen nach
Hysterektomien in der ersten Zyklushilfte hoher liegt als in der zweiten Zyklushalfte.

Anzucht und Identifizierung
Probenentnahme

Eitrige Exsudate, Eiter und andere fliissige Proben sollten entweder in ein steriles
SchraubverschluBgefiaB oder in einer Spritze, die mit einem Luerstopper verschlossen ist,
schnellstmoglich zum klinisch-mikrobiologisch titigen Labor eingesandt werden. An
Abstrichsysteme, z. B. Port-a-Cul, Fa. Becton Dickinson, die fiir gramnegative Anaerobier
geeignet sind, werden gesonderte Anforderungen gestellt, siche Tabelle 5.

Die Transportzeit sollte so kurz wie moglich sein, um das Absterben empfindlicher
gramnegativer Anaerobier zu vermeiden, bzw. ein Uberwuchern durch schneller wachsende
aerober oder fakultativ anaerober Erreger zu verhindern.

Ansatz

Signifikante Proben, d. h. Materialien, die normalerweise keine Florabesiedlung aufweisen,
sollten stets anaerob angesetzt werden. Fiir gramnegative Anaerobier hat sich hierfiir ein
Glukose-Hefe-Extrakt-Cystein-Agar, sowie Kochblutagar und als Selektivagar fiir
gramnegative Anaerobier, insbesondere der B.-fragilis-Gruppe, aber auch der Prevotella-
Arten, der Kanamycin-Vancomycin-Agar bewihrt. Als Anreicherungsbouillon kommt die
Rosenow-Bouillon, Leberbouillon nach Tarozzi oder die Thioglycolatbouillon in Frage.

Die beimpften Platten sollten ziigig in Anaerobiertdpfe, z. B. von Becton Dickinson oder
Anaero Jar ™ Fa. Oxoid mit einer anaeroben Atmosphire eingebracht werden. Unter den
Gasentwicklern zeigt das Anaerogen™ (Fa. Oxoid) im Vergleich zum Anaerocult® A (Fa.
Merck) und anderen Systemen die schnellste Reduktion des Sauerstoffgehalts (Imhof und
Heinzer, 1996) (Abb. 4).

Schnellste Errichtung einer anaeroben Atmosphidre liefern Gerdte, die nach der
»~Evakuierungs-Befiillungsmethode* arbeiten, z. B. Anoxomat (Fa. Mart Systeme), bei der
mehrfach Luftgemische abgesaugt werden und diese durch ein Gasgemisch von 85 % N,
10 % CO, und 5 % H; ersetzt werden (Finegold et al. 1993), (Abb. 5).

Die anaerobe Atmosphire mufl mittels eines Indikatorsystems, z. B. auf Methylenblau-Basis
(Anaerotest® , Fa. Merck) oder anderen Farbindikatoren (Anaerobierindikator BR 55, Oxoid)
iiberpriift werden. Das Einstellen beimpfter Platten in CO,-durchstromte GefiBle bis zur
endgiiltigen Beschickung der Anaerobiertopfe kann das Absterben O,-empfindlicher Keime
hinausschieben.

Identifizierung

Wachstum ist bei Erregern aus der B.-fragilis-Gruppe nach zwei bis drei Tagen, bei
Prevotellen nach zwei bis vier Tagen, manchmal auch spiter, zu erwarten. Nachdem
gramnegative Stibchen im Grampriparat verifiziert wurden, kann mit einer Einzelkolonie
eine CMC-Bouillon, aus der spiter die Antibiotikatestung, Bunte Reihe und



Gaschromatographie durchgefiihrt wird, beimpft. Eine zeitgleiche aerobe und anaerobe
Aussaat, z.B. auf Schafblutagar, bildet die Reinheitskontrolle und zeigt bei aeroben
Wachstum, das es sich nicht um Anaerobier handelt.

Da die schwarzpigmentierten Prevotellen die Pigmente am schnellsten — und manchmal nur —
in den Hiamolysezonen von S. aureus zeigen, sollte bei der Abimpfung auf Blutplatten mit
verschiedenen Blutsorten (Schaf, Pferde, Kaninchen und Menschenblut) ein S.-aureus-Stamm
mit aufgeimpft werden.

In die anaerobe Aussaat kann ein mit Galle getrinktes Pliattchen (Anaerodisc, BioMeri€ux)
eingelegt werden. Das Wachstum aller Spezies der B.-fragilis-Gruppe wird durch die
Anwesenheit von Galle gefordert (Galle resistent), wihrend Prevotella-Spezies durch die
Anwesenheit von Galle im Wachstum gehemmt werden (Galle sensibel). In diesem Falle
bildet sich um das Galleplittchen ein Hemmbhof, wobei die GroBe des Hofes nicht
ausschlaggebend ist.

Konventionelle Bunte Reihe

Die Identifizierung der saccharolytischen gramnegativen Anaerobier stiitzt sich im
wesentlichen auf den Kohlenhydratabbau, Nitratabbau und die Indolbildung aus Tryptophan.

Die Medien zur Priifung des Kohlenhydratabbaus sollten vorreduziert werden. Dies ist bei
dem kommerziell erhidltlichen PRAS-System (Carr Scarborough Microbiologicals Inc., USA)
der Fall. Die beimpften Medien miissen bis zu zehn Tagen bebriitet werden, um ausreichendes
Wachstum zu gewihrleisten. Der Zuckerabbau wird mittels pH-Meter gemessen.
Farbumschlége von Farbindikatoren liefern zu ungenaue MeBwerte.

Weiterhin konnen sich Farbindikatoren wachstumshemmend auf gramnegative Anaerobier
auswirken. Dariiber hinaus konnen anaerobe Verhiltnisse, aber auch die Erreger selbst, die

Farbindikatoren reduzieren und falsch positive Ergebnisse verursachen (Thomas und Werner,
1983).

In der Regel werden Systeme zur Messung des Kohlenhydratabbaus von Erregern der B.-
fragilis-Gruppe auf pH-Werte unter 5,5 angesiduert. PH-Werte von 5,5-6,0 gelten als
indifferent und pH-Werte iiber 6,0 als negativ. Indifferente pH-Werte sollten in Relation zu
den positiven Werten interpretiert werden. Bei B. fragilis, der beim Laktoseabbau einen pH-
Wert von 4,6 erreicht, gilt ein pH-Wert von 5,8 bei anderen Zuckern bereits als negativ.

Zusammensetzung der Bunten Reihe

Die konventionelle Bunte Reihe fiir gramnegative Anaerobier priift die Fihigkeit zum
fermentativen Abbau von Arabinose, Cellobiose, Fruktose, Glukose, Laktose, Maltose,
Mannose, Melezitose, Raffinose, Rhamnose, Saccharose, Salicin, Trehalose, Xylose und
Askulin. Bei der letzteren wird neben der Siurebildung mittels pH-Wert-Messung auch die
Hydrolyse mit Hilfe der Fillungsreaktion durch wenige Tropfen einer 1%igen Ammonium-
Eisen-III-Zitrat-Losung nachgewiesen.

Die Gelatineverfliissigung durch Proteolyse ist vor allem bei der Differenzierung der
Prevotellen behilflich. Voraussetzung ist die Priifung dieser Reaktion bei Temperaturen unter
22°C, z. B. nach viertelstiindiger Kiihlung im Kiihlschrank, da die Gelatine bei Temperaturen
liber 22°C schon ohne vorherige Proteolyse fliissig wird. Ein unbeimpftes Gelatineréhrchen ist
zum Vergleich mitzufiihren.
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Differenzierung der Bacteroides-fragilis-Gruppe

Mit Hilfe des Indolnachweises wird die B.-fragilis-Gruppe in zwei Gruppen unterteilt. Indol-
positiv sind B. stercoris, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. uniformis, B. eggerthii und im
weiteren Sinne B. splanchnicus. Indol-negativ sind B. fragilis, B. vulgatus, B. distasonis, B.
caccae und B. merdae. '

Unter den Indol-negativen Spezies trennt die fehlende Fermentation von Arabinose und
Trehalose B. fragilis von B. vulgatus (Arabinose-positiv und Trehalose-negativ) sowie von
den iibrigen Indol-negativen Spezies.

Bacteroides distasonis, B. caccae und B. merdae sind Trehalose-positiv, alle B.-caccae-
Stimme sind Arabinose-positiv. Johnson et al., 1986 berichten, daB auch 14 % aller B.-
distasonis-Stimme Arabinose fermentieren konnen und daher nicht eindeutig mit dieser
Fermentationsleistung von B. caccae unterschieden werden konnen. Bacteroides-caccae-
Stimme haben in der Speziesbeschreibung von Johnson et al., 1986 eine negative
Katalasereaktion. In kommerziellen Identifizierungssystemen , z. B. API 20 A, wird die
Katalaseproduktion bei B.-caccae-Stimmen allerdings mit 1640 % angegeben und kann
damit ebenfalls nicht als Differenzierungsmerkmal zu B. distasonis (> 95 % Katalase-positiv,
Citron et al., 1990) herangezogen werden. Diese Differenzen werden mit methodologischen
Abweichungen in den Untersuchungen begriindet (Citron et al., 1990). Der Nachweis des
Enzyms o-D-Fucosidase ist letztendlich einzig sicheres Kriterium zur Unterscheidung von B.

caccae (0-D-Fucosidase-positiv) und B. distasonis (o-D-Fucosidase-negativ).

Mit Hilfe der genannten Fermentationsleistungen, bzw. dem Enzymnachweis 148t sich ein
dichotomes Schema zur Differenzierung Indol-negativer Spezies aus der B.-fragilis-Gruppe
erstellen (Abb. 6).

Bei den Indol-positiven Stimmen wird B. ovatus durch sein Vermogen Rhamnose, Trehalose
und Xylan ( Cooper et al., 1985) zu fermentieren von B. thetaiotaomicron (nur Rhamnose-
und Trehalose-positiv) sowie von B. uniformis, B. stercoris, B. eggerthii und B. splanchnicus
klar differenziert. Die letzten drei Spezies konnen zusitzlich mit Hilfe ihres Vermogens
Salicin und Saccharose zu fermentieren identifiziert werden (Tab. 6).

Differenzierung der Gattung Prevotella

Prevotella-Spezies besitzen eine Malatdehydrogenase, Glutamatdehydrogenase aber im
Gegensatz zur B.-fragilis-Gruppe keine Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 6-
Phosphoglukonatdehydrogenase. Thr Wachstum wird durch Anwesenheit von 20 % Galle
gehemmt.

Die saccharolytischen nichtpigmentierten Prevotellen lassen sich in pentosefermentierende
und -nichtfermentierende Spezies aufteilen. Ublicherweise wird Zum
Pentosefermentationsnachweis die Fermentation von Arabinose und Xylose getestet. Anstelle
der Fermentation selbst, die durch schwaches Wachstum in der Testbouillon falsch negativ
ausfallen kann, wird auch der B-Xylosidase-Nachweis direkt gefithrt. Zu den
pentosefermentierenden Spezies gehoren P. oris, P. buccae, P. zoogleoformans, P.
heparinolytica und P. dentalis (frither Mitsuokella dentalis). Prevotella oris und P. buccae
konnen durch den Nachweis der o-Fucosidase und der N-Acetyl-B-Glukosaminidase
differenziert werden: P. oris besitzt beide Enzyme, P. buccae nicht (Johnston et al., 1987).

Prevotella zoogleoformans und P. heparinolytica werden durch den Indolnachweis von P.
heparinolytica unterschieden.
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Prevotella dentalis bildet auf Blutagar typische wassertropfchenformige Kolonien. Von den
anderen pentosefermentierenden Prevotella-Spezies wird sie durch ihr Nichtvermogen,
Askulin zu hydrolysieren, unterschieden.

Salicin, Cellobiose und Xylan sind Schliisselzucker fiir die Differentialdiagnose von P. oralis,
P. buccalis, P. veroralis und P. oulorum (Tab. 7). Prevotella oulorum ist auBerdem Katalase-
positiv und Lipase-positiv (Moore et al., 1991).

Prevotella bivia und P. disiens sind nicht nur beide saccharolytisch, sondern auch
proteolytisch. Gelatine wird meist binnen 2-3 Tagen proteolysiert. Wihrend P. bivia Laktose
spaltet, wird dieser Zucker durch P. disiens nicht abgebaut.

Die Pigmentierung der Prevotella-Spezies variiert in ihrer Intensitiit und der Schnelligkeit der
Pigmentproduktion in Abhingigkeit von der Zusammensetzung des Mediums und der Art des
zugesetzten Blutes. In der Hidmolysezone eines B-hdmolysierenden S.-aureus- oder S.-
epidermidis-Stammes zeigt sich eine solche Pigmentierung am schnellsten.

Schliisselreaktionen zur Differentialdiagnose der pigmentierten Prevotellen sind Cellobiose
(P. loescheii baut Cellobiose ab, alle anderen pigmentierten Spezies nicht), Laktose (P.
corporis, P. intermedia, P. nigrescens negativ, alle anderen positiv), Indolbildung (P.

loescheii, P. intermedia und P. nigrescens positiv, alle anderen negativ) und Askulinhydrolyse
(Tab. 8).

Prevotella denticola und P. melaninogenica zeigen fast gleiche biochemische
Reaktionsmuster. Wiahrend P. denticola jedoch regelmiBig Askulin hydrolysiert, ist diese
Reaktion bei P. melaninogenica meist negativ. Prevotella intermedia und P. nigrescens lassen
sich nur mittels molekularbiologischer Typisierungsmethoden zuverlissig trennen (Frandsen
et al., 1995; Milsom et al. 1996).

Gaschromatographie

Standardmedien fiir die Gaschromatographie sind die Pepton-Hefeextrakt- (PYG) und die
Chopped-Meat-Bouillon (CMC). Da die Fettsiuren in der Bouillon erst angereichert werden
miissen, sollte die Bebriitungszeit dem Wachstum der zu priifenden Spezies angepaBt werden.
Dies ist bei der B.-fragilis-Gruppe nach zwei bis drei Tagen, bei den Prevotellen nach fiinf bis
sieben, manchmal auch erst nach zehn Tagen anaerober Bebriitung der Fall.

Wihrend die einzelnen Spezies der B.-fragilis-Gruppe in der Gaschromatographie nicht
differenzierbar sind, da alle Bacteroides-Arten aus dieser Gruppe Essigsiure, Propionsiure,
Isobuttersdure und Isovaleriansiure bilden, gehort die Methode in erster Linie bei der
Prevotellen-Differenzierung zum diagnostischen Standard.

Hier dient die Gaschromatographie nicht nur der Bestitigung des biochemischen
Identifizierungsergebnisses, sondern bei schwach ausgeprigten Reaktionsmustern auch der
intraspezifischen Differentialdiagnose (Tab. 7 und 8) und bei asaccharolytischen
Reaktionsmustern der Abgrenzung gegen andere asaccharolytische gramnegative Anaerobier
wie Porphyromonas-Spezies, bei denen in der Gaschromatographie einheitlich Essigséure,
Propionséure, Butterséure, Isobuttersiure und Isovaleriansidure nachgewiesen wird.

Miniaturisierte Identifizierungsverfahren

Verschiedene miniaturisierte Systeme zur Identifizierung von gramnegativen Anaerobiern
sind auf dem Markt. Das API 20 A (BioMeriéux) liefert Ergebnisse in 2448 Stunden und hat
eine computergestiitzte Datenbasis.
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Schnellere Identifizierungsergebnisse stiitzen sich auf den Nachweis priformierter Enzyme.
Dazu gehoren das RapID ANA II (Innovative Diagnostic Systems, Inc.), Rapid ID 32 A
(BioMeriéux), Vitek-ANI-Karten (Vitek Systems) AN-Ident und API Zym (BioMeriéux)
sowie BBL-Crystal (Becton Dickinson). Die Identifizierungsleistung dieser Systeme variieren
von miBig bis gut (Burlage et al., 1985, Mitch und Appelbaum, 1989, Schreckenberger et al.,
1988).

Eiring und Manncke priiften 1996 die Identifizierungsleistung von Rapid ID 32 A und Vitek-
ANI-Karten an 230 Anaerobiern, von denen 92 zur B.-fragilis-Gruppe gehdrten und 70 aus
der Gattung Prevotella stammten. Wihrend im Rapid ID 32 A 92 % der Stdimme sowohl auf
Gattungsebene, als auch auf Speziesebene richtig identifiziert wurden, geschah dies bei den
Vitek-ANI-Karten bei 82 %. Bei der Identifizierung der B.-fragilis-Gruppe kann das Rapid ID
32 A bei der gegenwiirtigen Version 3.0 des Keimdatenbasensystems nicht zwischen B. ovatus
und B. uniformis differenzieren (King und Phillips, 1996). Hier ist eine Zusatzreaktion z. B.
Priifung der Xylanfermentation (Tab. 9) notig.

Schwierigkeiten bei der Identifizierung gramnegativer Anaerobier mit Hilfe der
Schnellidentifizierungssysteme ergeben sich vor allem bei solchen Spezies, die nicht in der
Keimdatenbasis der Identifizierungssysteme enthalten sind. Bei dem Rapid ID 32 A sind dies
P. oris, P. dentalis, P. heparinolytica, P. zoogleoformans, P. oulorum, P. veroralis, P.
corporis.

Eine erweiterte Keimdatenbasis hat das BBL Crystal. Wihrend es bei der Identifizierung von
Erregern der B.-fragilis-Gruppe gute Ergebnisse zeigt, werden bei der Identifizierung von
Prevotella-Arten ebenfalls Zusatzreaktionen gebraucht (Moll et al., 1996).

Das API Zym System hat zwar keine Datenbasis, kann jedoch 19 priformierte Enzyme
nachweisen und ist als Erginzung der anderen miniaturisierten Systeme und der
konventionellen Bunten Reihe eine wertvolle Hilfe fiir die Identifizierung gramnegativer
Anaerobier.

Resistenztestung gramnegativer Anaerobier

Aufgrund der langen Wachstumszeiten der gramnegativen Anaerobier kommt das
Antibiogramm fiir die initiale Therapie meist zu spit. Daher mufl meist erst einmal kalkuliert
anbehandelt werden. Die kalkulierte Chemotherapie richtet sich zum einen nach der
Infektionslokalisation und den dort vorherrschenden Anaerobiern bzw. bei einer
Mischinfektion auch der aeroben Erreger und nach Kenntnissen iiber die allgemeine
Antibiotika-Empfindlichkeit einzelner Arten.

Fiir das Infektionsmanagement einzelner Patienten sollten grundsitzlich alle als pathogen
bekannten Anaerobier, insbesondere die Arten der B.-fragilis-Gruppe und der pigmentierten
und nicht pigmentierten Prevotella-Spezies, getestet werden. Die Testung gibt zudem
Aufschlufl iiber Empfindlichkeitsmuster gegen neuere Antibiotika, auch im iiberregionalen
Vergleich (Finegold et al., 1988).

Zur Verfiigung stehen dafiir der Bouillondilutionstest, der Agardilutionstest, der
Mikrobouillondilutionstest sowie neuerdings der E-Test und die
Spiralgradientenendpunktbestimmung.

Die Ergebnisse sind nicht nur vom Testkeim, der Testsubstanz und Testmethode, sondern
auch von der Anaerobiose, der Medienzusammensetzung und dem Medium-pH sowie von der
Stabilitit der Antibiotika in den Testmedien abhéngig.

Der Agardilutionstest hat eine hohe Reproduzierbarkeit, ist jedoch mit einem hohen
Arbeitsaufwand und Kosten verbunden. Daher wird diese Testmethode als
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Routinetestmethode fiir gramnegative Anaerobier nur selten angewandt. Eine Alternative fiir
die Routinetestung sind Mikrobouillonteste, z. B. Sceptor-System (Becton Dickinson), jedoch
ergaben sich bei einem Vergleich von vier verschiedenen Medien fiir diese Methode, auch in
Abhingigkeit der gewihlten Antibiotika, fiir die B.-fragilis-Gruppe teilweise diskrepante
Unterschiede im Vergleich zu der Agardilutionsmethode als Referenzmethode (Aldrige und
Sanders, 1987).

Abgelesen wird im allgemeinen nach 48stiindiger Inkubation. Eine ldngere Bebriitung kann
eine extensive Verringerung, speziell von B-Laktamantibiotika, zur Folge haben und in falsch
hohen MHK-Werten resultieren.

Eine neuere Methode, die einfach durchzufiihren ist, stellt der E-Test dar, bei dem ein
Filterpapierstreifen, der auf der einen Seite mit einem kontinuierlichen
Antibiotikakonzentrationsgradienten versehen ist und auf der anderen Seite eine dazu
korrespondierende Skala hat, die bis zu 15 Verdiinnungsstufen aufweist, auf eine mit dem
Erreger vorinokulierten Agarplatte aufgelegt wird. Nach 2448 Stunden anaerober Inkubation
wird der Wert, bei dem noch Wachstum zu erkennen ist, als MHK-Wert abgelesen. Citron et
al. (1991) fanden bei der B.-fragilis-Gruppe nach 48 Stunden Inkubation auf
supplementiertem Brucella-Agar und Wilkins-Chalgren-Agar 86 % Konkordanz innerhalb
einer Abweichung von einer Verdiinnungsstufe und 97 % innerhalb zweier
Verdiinnungsstufen mit dem Agardilutionstest als Referenzmethode. Bei Wiist et al. (1992)
betrug diese Konkordanz sogar 91 %, respektive 98 %. Auch die Teste langsamwachsender
gramnegativer Anaerobier konnen durch die Verwendung von Supplementiertem Brucella-
Agar nach 48stiindiger Inkubation abgelesen werden.

Bei der Spiralgradientenmethode wird mittels eines Spiralplaters eine Antibiotikalésung in
einer kontinuierlichen Verdiinnung kreisformig auf die Agarplatte aufgetragen. Die zu
testenden Erreger werden radiir zweimal im Strich aufgeimpft, so daf} sie gegeniiber liegen.
Nach 48stiindiger Bebriitung wird abgelesen. Wexler et al. (1996) fanden fiir diese Methode
im Vergleich zum Agardilutionstest innerhalb einer Verdiinnungsstufe Abweichung eine
Ubereinstimmung fiir B. fragilis bei 93 % der 282 durchgefiihrten Testungen und fiir B.
thetaiotaomicron bei 94 % der 269 Testungen.

Aufgrund des technischen Aufwandes und der Kosten fiir die apparativen Voraussetzungen
dieser Methode wird sie vorldufig nur Speziallaboratorien vorbehalten bleiben.

Therapie von Anaerobierinfektionen

Eitrige Infektionen durch gramnegative Anaerobier werden zwar primir chirurgisch saniert,
jedoch bei Organinfektionen, Aspirationspneumonie, Sepsis, Endokarditis, Meningitis und
Peritonitis bietet die Chemotherapie eine wertvolle Ergdnzung, von der das Leben des
Patienten abhéngen kann. Hier miissen dann neben der Anaerobierwirksamkeit auch
pharmakokinetische Eigenschaften des Antibiotikums, wie Gewebepenetration, Wirksamkeit
bei sauren pH-Werten, beriicksichtigt werden. Da die meisten Anaerobierinfektionen
Mischinfektionen mit aeroben Erregern darstellen, mu8 auch an eine Inaktivierung des
Chemotherapeutikums durch aerobe Keime mit resultierender Anaerobierunwirksamkeit
gedacht werden.

Penicillin, Ampicillin, Mezlocillin und Piperacillin sind aktiv gegen etwa 70 % aller
Prevotella- und Porphyromonas-Stamme, aber nur gegen 5-20 % aller Stamme der B.-fragilis-
Gruppe. Der Mechanismus dieser Resistenz beruht auf einer B-Laktamaseproduktion.
Kombinationen aus einem B-Laktamantibiotikum und einem B-Laktamasenhemmer sind
dagegen bis auf einige wenige Ausnahmen, die durch eine Metallo-B-Laktamase bedingt sein

kann, die nicht durch Clavulansiure gehemmt wird (Bandoh et al. 1993; Yotsuji et al., 1983),
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wirksam. Weitere Resistenzmechanismen gegen B-Laktamantibiotika sind Verédnderungen der
Penicillinbindeproteine mit verringerter Affinitit des Antibiotikums und Verénderungen in
Membrantunnelproteinen mit verringerter Penetration in den Extrazellularraum des
Bakteriums.

Cefoxitin und Clindamycin sind wirksam gegen 70-80 % der Isolate aus der B.-fragilis-
Gruppe (Dias et al., 1986).

Unter den Spezies der B.-fragilis-Gruppe ist B. fragilis die empfindlichste Spezies. Cefotetan,
ein Cephalosporin, welches Cefoxitin dhnlich ist, war in der Studie von Diaz et al. (1986)
wirksam gegen B. fragilis, aber weniger wirksam gegen B. distasonis, B. ovatus und B.
thetaiotaomicron.

Rodloff et al. testeten 1992 in einer Multicenterstudie 911 konsekutiv isolierte Stimme aus
der B.-fragilis-Gruppe. Imipenemresistenz zeigte sich nur bei 3 Stdmmen. Damit sind
Carbapeneme ebenfalls als anacrobierwirksam anzusehen.

Die Aktivitit von Gyrasehemmern gegen gramnegative Anaerobier gilt als geringer (Kresken
et al., 1987; Ruckdeschl et al., 1987). Appelbaum et al. testeten 1992 496 B-Laktamase
bildende Stimme gramnegativer Anaerobier auf jhre Empfindlichkeit auf Amoxicillin,
Temafloxacin und Clindamycin. Temafloxacin und Clindamycin zeigten eine gute in vitro
Aktivitit (98 % der Stimme sensibel gegeniiber Clindamycin, 95 % der Stimme sensibel
gegeniiber Temafloxacin). Die MHK-Werte B-Laktamase-negativer Stimme der Gattung
Bacteroides und Prevotella lagen signifikant unter denen der 8-Laktamase-positiven Stimme,
was mit einer generalisierten Permeabilititsabnahme bei B-Laktamase-positiven Stimmen
erklirt wurde. Bei der Testung von 55 Bacteroides-Stimmen und 17 Prevotella-Stdammen
zeigte der wegen toxischer Effekte nicht zum therapeutischen Einsatz gekommene
Gyrasehemmer Temafloxacin eine im Vergleich zu Ofloxacin und Ciprofloxacin héhere und
dem Clindamycin gleichwertige Wirksamkeit (Schumacher et al., 1995). Damit zeigt sich, da
strikte Anaerobier nicht grundsitzlich aus dem Wirkspektrum der Fluorochinolone
herausfallen miissen (Goldstein und Citron, 1992). Die Anaerobierwirksamkeit neuerer
Chinolone bleibt abzuwarten.

Die Verwendung eines anaerobierspezifischen Chemotherapeutikums wie Metronidazol,
welches die Nukleinsiuresynthese anaerober Bakterien hemmt und auf solche Erreger
bakterizid wirkt, erscheint als Mittel der Wahl fiir Infektionen durch gramnegative
Anaerobier. Auch wenn nur wenige Bacteroides-Isolate, mit Resistenz gegen Metronidazol
beschrieben wurden (Fox und Phillips, 1987; Reysset et al., 1992), muf} beriicksichtigt
werden, daB Mischinfektionen mit aeroben Bakterien eine kombinierte Bekdmpfung aerober
und anaerober Erreger notwendig macht. Klinisch wirkungsarm sind daher Kombinationen
aus einem B-Laktamantibiotikum und einem B-Laktamaseninhibitor, wie z.B.
Amoxicillin/Clavulansiure, Ampicillin/Sulbactam und auch Piperacillin/Tazobactam.
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Tabelle 1 Als Virulenzfaktoren betrachtete Aktivitaten bzw. Strukturen von B. fragilis

20

Merkmal Vorkommen
Serumresistenz +

Relative Resistenz gegen PMN-Phagozytose +
Kapselbildung + oder -
Endotoxin, Lipid A +
Neuraminidase +
Fibrinolysin - oder +
DNase +
Lysozymresistenz +

Relative Sauerstoffunempfindlichkeit +

Tabelle 2 Bindung an Adhasionsproteine im Latexagglutinationstest (nach Nagy et al., 1993)

Bacteroidesspezies [n]

Fibronectinbindung Vitronectinbindung

+ - + -
B. fragilis 19 19 0 15 4
B. thetaiotaomicron 21 4 17 1 20
B. ovatus 21 2 19 7 14
B. vuigatus 18 18 0 6 12
B. distasonis 9 2 7 - 9
B. uniformis 12 - 12 - 12
B. caccae 15 1 14 2 13
B. stercoris 14 - 14 - 14
B. merdae 3 — 3 — 3

Tabelle 3 Natiirlicher Standort sacharolytischer gramnegativer Anaerobier der Gattung Prevotelia und

Bacteroides

Oral Genital Intestinal

P. oralis P. bivia B. wulgatus
P. oris P. disiens B. thetaiotaomicron
P. buccae B. distasonis
P. buccalis B. fragilis

P. veroralis B. uniformis
P. zoogleoformans B. ovatus

P. heparinolytica B. eggerthii
P. oulorum B. caccae

P. dentalis B. merdae

Schwarzpigmentiert
P. melaninogenica

P. denticola

P. loeschei

P. intermedia

P. nigrescens

P. corporis

B. stercoris
B. splanchnicus (nicht zur B.-fragilis-Gruppe gehérend)




| Werner, 1984)

Tabelle 4 infektionen der Frah, bei denen haufig gramnegative Anaerobier beteiligt sind (nach H.

Endometritis

Pyometra

Myometritis

Parametritis

Douglas Abszef3 und andere Abszesse im kleinen Bgcken
Thrombophiebitis im kleinen Becken

Salpingitis, Pyosalpinx

Ovarialabszef3

Peritonitis

Bartholinitis

Wundinfektion, Wundabszef3

Septikdmie

Metastatische Infektion (z. B. Lungenabszesse bei septischem Abort)
Chorioamnionitis

Intrauterine Infektion

(Neugeboreneninfektion)

Tabelle 5 Anforderung an ein Abstrichsystem fiir gramnegative Anaerobier

kein Austrocknen

kein Verdiinnen

kein Wachstum

kein O,-EinfluB

Kontrolimoglichkeit auf Op-Freiheit

kein Platzen von Zelien

keine Schadigung von Keimen durch Substanzen, die mit der Probe eingebracht werden
keine Schadigung durch UV-Strahlung

Aufrechterhaltung des Grundstoffwechsels

21

Tabelle 6 Differenzierung und Identifizierung Indol-positiver Bacteroides-Spezies nach Citron et al.,

1990 .

Spezies Trehalose  Rhamnose  Xylan Salicin  Saccharose
B. ovatus + + + + +

B. thetaiotaomicron + + - Co- +

B. uniformis V(W) V(W) \) + +

B. stercoris - + - ‘- +

B. eggerthii - + - - -

B. splanchnicus - - - - .

+,> 95 % der getesteten Stamme waren positiv; -, > 95 % der getesteten Stamme waren negativ; V,

variabler Testausfall; W, schwach positiv in jedem Test
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Tabelle 7 Differenzierung und Identifizierung nichtpigmentierter Prevotella-Arten nach Finegold, 1995

Spezies indol  Askufin-  Arabi- Cello- Glu- Lak- Sali- Saccha- Xylo- Xy- a-Fuco- B-Xylo- Gaschroma-
hydrolyse nose biose kose tose cin rose se lan sidase Sidase tographie

P. buccae - + + + + + + w \Y - + A (pibiv)

P. oris - + + + + + + + + + + A (pibiv)

P. dentalis - \' + + + + - + + - Vv A

P. heparinolytica + + + + + + + + + + + A (piv)

P. - + \ + + + v + v + + AP/p (ibiv)

zoogleoformans

P. buccalis - + - + + + - + - - + - aiv

P.oralis - + - + + + + + - - + - A

P. oulorum - - - - + + - - - - - . A

P. veroralis - + - + + + - + - + + - ab

P. bivia - - - - + + - - - + - Aiv (ib)

P. disiens - - - - + - - - - - . A (pibiv)

+, > 95 % der getesteten Stamme waren positiv; -, > 95 % der getesteten Stamme waren negativ; V,
variabler Testausfall; W, schwach positiv in jedem Test. A, Essigsaure; P, Propionséure; B,
Buttersaure; 1B, Isobuttersaure, 1V, Isovalerianséure. GroBe Buchstaben stehen fiir einen hohen Anteil
an Fettsauren, kleine fiir einen geringen Anteil. in Klammern stehen variable Reaktionsausfélle in der
Gaschromatograhie.

Tabelle 8 Differenzierung und Identifizierung Pigmentierter Prevotella-Arten nach Finegold, 1995

Spezies Indol  Askulin- Lipa- Cello- Glu- Lak- Saccha- a-Fuco- B-Galakto- Gaschroma-
hydrolyse se biose kose tose rose sidase sidase tographie

P. corponis - - - - + - - - - Aibiv (b)

P. denticola - + - - + -+ + + + A (ibiv)

P. intermedia + - + - + - + + - Aiv (ib)

P. loeschei - + v + + + + + + Alaibiv

P. melaninogenica - - - - + - + + + A (ibiv)

P. nigrescens + - + - + - + + - Aiv (pib)

+, > 95 % der getesteten Stamme waren positiv; -, > 95 % der getesteten Stamme waren negativ; V,
variabler Testausfall; + , meistens positiv; -*, meistens negativ. GroBe Buchstaben stehen fir einen
hohen Anteil an Fettsauren, kieine fir einen geringen Anteil. In Klammern stehen variable
Reaktionsausfélle in der Gaschromatograhie.

Tabelle 9 Reaktionsausfalle fir die B.-fragilis-Gruppe in der konventionellen Bunten Reihe,
angeglichen an das Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, Cooper et al., 1985, Johnson et
al., 1986 und Citron et al., 1990

B. fra- B.vul- B.dista- B.caccae B.merdae B.ster- B.the- B.ova- B.uni- B.egger- B.splanch-
gilis gatus sonis coris taiotao- tus formis  thii nicus
. micron

Arabinose - + - + -+ -+ + + +w + +
Cellobiose -w - + +- w- -+ + + + -w -
Fruktose + + + + + + + + + -w d
Glukose + + + + + + + + + + +
Laktose + + + + + + + + + + +
Maltose + + + + + + + + +W + -
Mannose + + + + + + + + +W + +
Melezitose - - + +- + - d +- - - -
Raffinose + + + + + + + + + - -
Rhamnose - + +- +- +w + + +W - -w -
Saccharose + + + + + + + + W - -
Salicin - - + +- +w - -+ + +- - -
Trehalose - - + + + - + + - - -
Xylose + + + + + + + + + + -
Askulin pH +- - w+ w w- -+ w+ W+ +- -W -
Hydrolyse + + + + + + + + + + +
Indol - - - - - + + + + + +
Gelatine -w + -w d -w - -w d - - +-
KNO3 - - - - - - - - - -

Xylan - -+ - - - \ - + Vv + ND
Katalase +- - +- - -+ - +- -+ -+ - -
Inulin d +- + + w + d d +W - -
a-Fucosidase 97 85 2 97 46 17 75 31 85 10 +

+ bedeutet positiver Reaktionsausfall; — bedeutet negativer Reaktionsausfall; w, schwach positiv; +-,
meistens positiv; -+, meistens negativ; V, variable Reaktionen. Die Zahlen fur den o-D-Fucosidase-
Nachweis beziehen sich auf die in der Literatur angegebenen Prozent getesteter Stamme.
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anaerobe Atmosphére vorhanden.
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Abb.1/1:
Phylogenetischer Baum der Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas-Gruppe aufgrund von 16S

rRNA-Homologien (nach Willems und Collins, 1995)



) Zytoplasma Zellwand mit
Schleimkapsel (u.a. mit Betalaktamase)/ - Endotoxin (frei von Heptose
v ol und 2-Keto-3-desoxyoctonat)
- Lysozymresistenz
/ - speziesspezifischen Antigenen
- Lektinen fur Laminin und Fibronektin

enom (ringfdrmige, doppel-
stringige DNA

(Determination von Resistenz
gegen Erythromycin und
Clindamycin

.. Zytoplasma-Membran (sphingomyelinhaltig)
Ni dase . .
(Mmo_ - Polyrpynn-Rcsxstenz o
H-Opti m’n 6,0) - verminderte Durchlassigkeit filr
Lt ’ Aminoglycoside
- Betalaktamase (Cephalosporinase)
- Heparinase

Abb. 2/1:
Bacteroides fragilis: Schematische Darstellung von Strukturen und Aktivititen (modifiziert

nach Werner, 1985)
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Abb. 5/1:
Pridispositionsfaktoren, die eine Anaerobierinfektion begiinstigen (nach Werner, 1985).
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Abb. 6/2:

Bei der Evakuierungs-Befiillungs-Methode (Fa. Mart Systeme) wird das Luftgemisch bis zu
einem Druck von 750mBar abgesaugt und durch ein Gasgemisch von 85% N3, 10%CO; und
5% H, ersetzt. Nach dreimaligem Ablauf diese Vorgangs ist eine anaerobe Atmosphire
vorhanden.
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