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Vortrage

Vorkommen, Mechanismen und
Bedeutung der Antibiotikaresistenz
bei Campylobacter*

André P. Burnens, MCL Laboratorien, Diidingen

Einleitung

Campylobacter jejuni und C. coli zihlen gegenwirtig weltweit zu den hiufigsten
Erregern einer bakteriellen Gastroenteritis beim Menschen. Diese Erkrankung,
welche mit Fieber und schmerzhaften Durchfillen einhergeht, heilt bei immunkom-
petenten Patienten in der Regel spontan aus. Trotzdem werden hiufig Antibiotika
verabreicht und diese verkiirzen, wenn sie rechtzeitig gegeben werden, nachweislich
die Dauer der Erkrankung. Erythromyecin gilt als Mittel der Wahl, setzt aber den
Erregernachweis voraus, weil die Substanz gegen andere bakterielle Gastroenteritis-
erreger unwirksam ist. Empirisch werden sehr hiufig Fluorochinolone eingesetzt,
weil sie in der Regel bei allen bakteriellen Formen der Gastroenteritis wirksam sind.

Die nachfolgenden Ausfithrungen beziehen sich auf die Resistenzlage von
C. jejuni und C. coli gegentiber Erythromycin und Fluorochinolonen.

Epidemiologie der Fluorochinolon-Resistenz bei Campylobacter

Weltweit ist in den letzten zehn Jahren eine deutliche Zunahme der Resistenz
humaner Isolate gegeniiber Fluorochinolonen zu beobachten (1). Gegenwirtig sind
im stidlichen Europa und in Ostasien bis zu 80% der klinischen Isolate resistent
gegen Fluorochinolone. Auch in anderen Landern ist eine deutliche Zunahme zu
verzeichnen. So waren 1986 in der Schweiz weniger als 1%, 1990 bereits 3 % und
1998 15% der menschlichen Campylobacterstimme resistent gegen Fluorochino-
lone (2). Diese Zunahme wurde immer wieder in Zusammenhang gebracht mit der
Anwendung von Fluorochinolonen in der Veterinirmedizin (3). Allerdings ist in
diesem Zusammenhang zu bemerken, dass 1998 in der Schweiz die Fluorochinolon-
Resistenz im Veterinarbereich deutlich seltener zu beobachten war als beim Men-
schen. So waren 4% der C. jejuni-Stamme vom Gefliigel, 8% der C. coli-Staimme

* Vortrag gehalten an der 34. Arbeitstagung der Schweiz. Gesellschaft fiir Lebensmittelhygiene,
Ziirich, 15. November 2001
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beim Gefliigel und 5% der C. coli-Stimme bei Schweinen fluorochinolonresistent.
Keine Resistenzen waren bei Stimmen von Rindvieh und verschiedenen Haustieren
nachzuweisen (4).

Risikofaktoren fiir humane Infekte mit fluorochinolonresistenten C. jejuni wur-
den 1998 anlasslich einer Dissertation ermittelt. Der hauptsichliche Risikofaktor
war dabei eine Auslandreise in den zwei Wochen vor Erkrankungsbeginn. Die Stu-
die umfasste 57 Patienten, welche mit einem resistenten Campylobacter infiziert
waren und 61 Kontrollen, bei welchen ein sensibler Campylobacter aus den Stuhl-
proben isoliert worden war. Die Risikoassoziation war signifikant (p <0,0001) mit
einer odds ratio von 8,9 (CI 3,1-28,7). Die Einnahme eines Fluorochinolons vor der
Entnahme der Stuhlprobe war knapp signifikant mit einer «odds ratio» von 3,6
(C10,8-21,7) (4).

Anlisslich der durch Trinkwasser verursachten Campylobacterepidemie von La
Neuveville wurde beobachtet, dass bis zu 10% der Patientenisolate innerhalb von
wenigen Tagen nach Einnahme von Fluorochinolonen eine Resistenz entwickeln
konnen. In der epidemiologischen Studie hatte Gefliigelkonsum keinen messbaren
Einfluss auf das Risiko einer Infektion mit einem resistenten Campylobacterstamm

(4).

Resistenzmechanismus der Fluorochinolon-Resistenz

Zielmolekiile fiir die Fluorochinolone sind bei den meisten bisher studierten
Mikroorganismen die DNA-Gyrase und die Topoisomerase I'V.

Die kiirzlich veroffentlichte Genomsequenz von C. jejuni und unsere eigenen
Untersuchungen weisen darauf hin, dass Campylobacter im Gegensatz zu Angaben
in der Literatur (5) nicht iiber eine Topoisomerase IV verfiigen. Eine Punktmutation
in der gyrA-Untereinheit der DNA-Gyrase geniigt daher fiir die Entwicklung einer
Resistenz gegen Fluorochinolone. Diese Mutanten weisen eine vollstindige Kreuz-
resistenz gegen alle Substanzen der Gruppe auf. Die Mutationen, welche in klini-
schen Isolaten gefunden wurden, waren identisch mit den Mutationen, welche nach
Resistenzselektion in vitro beobachtet wurden. Die tiberwiegende Mehrzahl der in
der Literatur beschriebenen und von uns untersuchten Mutanten haben eine Punkt-
mutation im gyrA-Gen. Bei diesen Mutanten ist der Threonin-Rest 86 durch Isoleu-
cin ersetzt. Diese Mutanten wiesen minimale Hemmkonzentrationen gegentiber
Nalidixinsdure von 8 mg/l bis 128 mg/l auf. Ein einzelner Stamm mit der Mutation
8Thr zu Ala hatte eine minimale Hemmkonzentration von 4 mg/l. Die minimale
Hemmbkonzentration fiir eine spontane Doppelmutante 3¢Thr zu Ile und *Asp zu
Asn betrug 64 mg/1 (4).

Angesichts dieser Resultate konnen wir nicht mit Sicherheit ausschliessen, dass
neben der Mutation von gyrA noch weitere Mutationen zur Fluorochinolon-Resis-
tenz beitragen. Allerdings spricht die Haufigkeit der Mutation in vitro (5X10%)
eher gegen das Vorhandensein eines zweiten Zielmolekiils.
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Epidemiologie der Erythromycinresistenz

Im Gegensatz zur Fluorochinolonresistenz ist die Erythromycinresistenz noch
relativ wenig verbreitet. Auch hier gilt, dass die Resistenzen in Stideuropa und
Asien bis zu zehnmal haufiger sind als in den USA und Westeuropa. Zudem gibt
es erhebliche Unterschiede in der Resistenzlage zwischen den Species C. jejuni und
C. coli. So sind in der Schweiz nur etwa 0,5% der humanen Isolate von C. jejuni
erythromycinresistent und diese Species ist fir tiber 90 % der Fille von Campylo-
bacteriose verantwortlich (4). Hingegen waren 1998 7% der C. coli-Stimme vom
Menschen erythromycinresistent. Es ist bemerkenswert, dass die Erythromycin-
resistenz im Veterinarbereich grundsatzlich viel hiufiger beobachtet wurde als beim
Menschen. So waren bei C. jejuni 2,9 % der Rinderstimme resp. 2,4 % der Gefliigel-
stimme erythromycinresistent. Bei C. coli wiesen 29% eine solche Resistenz auf.
Obwohl keine sichere Aussage iiber die Griinde fiir diese Resistenz moglich ist, ist
es denkbar, dass die Haufigkeit der Anwendung von Antibiotika in der Tierhaltung
damit in Zusammenhang steht. So fiel auf, dass 66 % der C. coli-Stimme von Mast-
schweinen eine Erythromycinresistenz aufwiesen, wahrend nur 15% der Isolate
von Zuchtsauen resistent waren (4).

Mechanismen der Erythromycinresistenz

Angesichts der klinischen und epidemiologischen Relevanz der Erythromycin-
resistenz haben verschiedene Autoren schon frith versucht, den Resistenzmecha-
nismus zu entschliisseln. Der Durchbruch gelang erst, nachdem Taylor 1997 den
Mechanismus der Clarithromycin-Resistenz im verwandten Erreger Helicobacter
pylori entdeckt hatte (7). Relativ rasch gelang es dann verschiedenen Autoren zu zei-
gen, dass eine Punktmutation im Gen der 23S rRNA fiir die iiberwiegende Mehr-
zahl der Resistenzen bei C. jejuni und C. coli verantwortlich war. Die Resistenzmu-
tationen liegen im loop V der rRNA (Basennummern 2074 oder 2075 der Sequenz
EMBL Z29326) (6).

Da C. jejun: tiber drei Kopien der rDNA vertiigt, stellte sich natiirlich die Frage,
ob die Mutation in allen Kopien vorliegt. Sowohl bei C. jejuni als auch bei C. coli
waren in klinischen Isolaten immer alle drei Kopien der rDNA mutiert. Interessan-
terweise gelang es bisher nicht, durch Selektion in vitro eine resistente Mutante zu
erzeugen, welche diese Punktmutationen aufweist. Hingegen konnte die Resistenz-
mutation durch Transformation mit hoher Effizienz mittels gereinigter DNA iiber-
tragen werden. Die Transformationseffizienz war stammabhingig und erreichte
Frequenzen bis zu 108, In vitro war die Ubertragung einer Erythromycinresistenz
auch zwischen C. jejuni und C. coli moglich, allerdings fehlen bisher Hinweise
dafiir, dass dies auch in vivo geschieht (8). Bleibt anzufiigen, dass die beschriebenen
Mutanten nicht nur gegen Erythromycin, sondern auch gegen neuere Makrolide
resistent waren. Aus den hier prisentierten Daten lassen sich jedenfalls keine
Hinweise darauf ableiten, ob die klinische Wirksamkeit anderer Makrolide dem
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Erythromycin fiir die Therapie von Infektionen mit C. jejuni und C. coli eben-
biirtig sei.

Die Erkennung der Resistenzen in vitro

Die Resistenzpriifung fiir C. jejuni und C. coli ist gegenwartig nicht standardi-
siert. Wir beimpften einen Columbia-Agar mit 5% Schafblut mit einer Suspension
0,5 McFarland. Die Testplittchen enthielten 30 pg Nalidixinsiure resp. 15 U
Erythromycin. Die Bebriitung erfolgte mikroaerophil bei 37°C wihrend 24 Stun-
den.

Stimme, welche bis zum Disk wuchsen, waren grundsitzlich resistent und wie-
sen auch immer einen genetisch nachweisbaren Resistenzmechanismus auf. Umge-
kehrt waren klinisch signifikante Resistenzen selten, wenn das Wachstum um die
Plittchen herum gehemmt war. Allerdings lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt ein kri-
tischer Hemmbhof-Durchmesser noch nicht festlegen (8).
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Zusammenfassung

Die Hiufigkeit klinisch signifikanter Resistenzen gegen Erythromycin und Flu-
orochinolone nimmt bei C. jejuni und C. coli weltweit zu. Die hier prisentierten
Untersuchungen zeigten, dass klinische Isolate fluorochinolonresistenter Campylo-
bacter fast immer die Mutation 3¢Thr —Ile im gyrA-Gen aufwiesen. Die minimalen
Hemmbkonzentrationen dieser Stimme gegeniiber Nalidixinsdure (einschliesslich
eines Stammes mit der zusitzlichen Mutation °Asp — Asn) lagen bei 8 mg/l bis
128 mg/l. In vitro gegen Fluorochinolone auf Resistenz geziichtete Isolate wiesen
die gleiche Mutation auf. Resistenzraten humaner Stimme von C. jejuni gegeniiber
Erythromyecin lagen in den meisten Landern unter wenigen Prozentpunkten. Hin-
gegen war diese Resistenz bei porcinen Stimmen von C. coli sehr verbreitet und
erreichte in gewissen Lindern auch bei humanen Isolaten Raten von bis zu 50 %.
Die ganz iiberwiegende Mehrheit resistenter klinischer Isolate wies eine Punktmu-
tation im Gen der 23S rDNA auf. Durch Selektion in vitro konnte diese Mutation
nicht erzeugt werden, hingegen konnte die Resistenz mittels Transformation mit
einer Effizienz von 1078 auf empfindliche Stimme tibertragen werden.
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Résumé

La prévalence de résistances cliniquement significatives chez C. jejuni et C. col
envers les fluorochinolones et 1’érythromycine sont en augmentation mondiale-
ment. Ainsi le taux de résistance envers les fluorochinolones pour les souches
humaines dépasse les 80 % dans certains pays en Asie et en Europe du Sud et atteint
entre 10 % et 30 % dans la majorité des autres régions. Le mécanisme de la résistance
aux fluorochinolones consistait en une mutation de la #The en Ile dans la sous-unité
gyrA de la DNA-gyrase pour toutes les souches analysées sauf une. Des mutants
obtenus in vitro montraient une mutation identique. La résistance de souches
humaines de C. jejuni a I’érythromycine est encore rare dans la majorité des pays
mais atteint déja jusqu’a 10% en Asie. En revanche les taux de résistance sont trés
élevés pour C. coli, atteignant jusqu’a 50 % pour les souches humaines dans certains
pays et dépassant ce seuil pour les souches porcines mondialement. Le mécanisme
de résistance consiste en une mutation de PARN ribosomique 23S similaire a celle
observée pour les Helicobacter pylori résistants a la clarithromycine. In vitro cette
mutation peut étre transmise par transformation avec une efficacité de 1078,

Summary “Epidemiology and Clinical Significance of Antimicrobial
Resistance in Campylobacter jejuni and C. coli”

The prevalence of clinically significant resistance against erythromycin and flu-
oroquinolones in Campylobacter is increasing worldwide. The resistance rates for
fluoroquinolones in human isolates reach up to 80 % in Southern Europe and some
Asian countries and are between 10 and 30 % in Western Europe and North Amer-
ica. All fluoroquinolone resistant strains of C. jejuni (except for one clinical isolate
of from poultry) showed a ¥Thr —~Ile mutation in the gyrA gene and MIC values
against nalidixic acid of 8 mg/1 to 128 mg/l. Identical mutations were obtained after
in vitro selection of mutants for resistance against fluoroquinolones, whereas selec-
tion with nalidixic acid also yielded other mutations in the gyrA gene. Resistance
rates for erythromycin in human isolates of C. jejuni are still well below a few per-
cent in most countries, but increasing in Asia and Southern Europe. Resistance rates
in C. colt are much higher and exceed 50 % in human isolates in some countries and
porcine isolates worldwide. The erythromyecin resistance for a vast majority of
resistant clinical isolates is due to a point mutation of the 23S rRNA in both species.
The mutation can be efficiently transformed into susceptible strains of C. jejun:
using DNA of resistant clinical isolates.

Key words

Campylobacter, Epidemiology, Antimicrobial resistance, Fluoroquinolones, Macro-

lides
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