ROBERT KOCH INSTITUT

&

EpidemiologischesBulletin

21. November 2016 / Nr. 46

Colistin-Resistenz bei Gram-negativen Bakterien —
die Situation in Deutschland

DOI 10.17886/EPIBuLL-2016-067

Seit im November 2015 von einer {iibertragbaren Colistin-Resistenz in
Escherichia-coli-Isolaten von Nutztieren und Krankenhauspatienten in China
berichtet wurde' sind mehr als 110 Meldungen aus aller Welt iiber die Detek-
tion des sogenannten mcr-1-Gens publiziert worden (www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed). Das Peptid-Antibiotikum Colistin (auch Polymyxin E genannt) erlebt
seit einigen Jahren eine Renaissance in der Humanmedizin. Als eine der weni-
gen verbliebenen Optionen wird Colistin seit 2012 wieder zur parenteralen sys-
temischen Therapie eingesetzt, speziell bei Infektionen mit multi- und Carba-
penem-resistenten-Enterobakterien (E. coli, Klebsiella pneumoniae, u.a.) oder
Acinetobacter-baumanii-Isolaten und zihlt damit laut Einschitzung der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) zu den Critically important antibiotics for human
medicine.? In der Veterinirmedizin wird Colistin seit Jahrzehnten zur Therapie
von enteralen oder systemischen Infektionen bei Nutztieren eingesetzt. Dem
Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) zufolge wurden im Jahr 2015 ca. 82
Tonnen Colistin an Tierirzte und tierarztliche Hausapotheken abgegeben.? In
diesem Jahr hat die European Medicine Agency (EMA) gemeinsam mit der Euro-
pean Food Safety Authority (EFSA) und der Europdischen Kommission eine aktu-
alisierte Stellungnahme zum Einsatz der Substanz beim Tier verfasst. Darin
wird der weitere Einsatz von Colistin in der Veterinidrmedizin zwar nicht explizit
ausgeschlossen; allerdings wird dringend empfohlen geeignete (Linder-spezifi-
sche) MaRnahmen zu ergreifen um den Colistin-Einsatz in der Veterinirmedi-
zin zu reduzieren.*

Resistenzen gegeniiber Colistin werden in der Veterinirmedizin seit Jahren
beobachtet. Die Auswertung der Daten (Zeitraum 2010-2015) des deutschen
Zoonose-Monitorings am BfR ergab, dass 5-10% der E.-coli-Isolate vom Nutz-
tier Colistin-resistent sind, wobei beim Gefliigel die hichsten Raten gemessen
wurden.> Das neuartige Resistenzgen mcr-1 wurde bei 80% dieser Colistin-
resistenten E. coli nachgewiesen. MCR-1ist ein Enzym der Gruppe der Phospho-
ethanolamin-Transferasen, welche Phosphoethanolamin an das Lipopolysaccha-
rid (LPS) der Gram-negativen dufleren Membran anhingen und das Bakterium
durch eine damit verbundene Ladungsinderung der LPS-Phosphatgruppen un-
empfindlich gegentiber Colistin machen. Aus der Humanmedizin wurden bis-
her Einzelfille mcr-1-positiver Isolate (zumeist E. coli) aus verschiedensten Lin-
dern dokumentiert, wobei die Resistenzraten bei ca. 1% oder darunter lagen.®
Einzelfallberichte mcr-1-positiver multiresistenter Gram-negativer (MRGN) Iso-
late bei Krankenhauspatienten gab es auch aus Deutschland, u.a. ein 4MRGN-
E.-coli mit KPC-Carbapenemase aus einer Wundinfektion in 2014, ein Cephalo-
sporin-resistentes E.-coli-Isolat aus einer Harnwegsinfektion in 2016 sowie ein
E.-coli-Isolat von 2012.7 Neben der Colistin-Resistenz weist der GroRteil der
mecr-1-positiven E. coli Co-Resistenzen auf; insbesondere bei Isolaten von Nutz-
tieren sind dies Resistenzen gegentiber Drittgenerations-Cephalosporinen ver-
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mittelt durch Extended-Spectrum B-Laktamasen (ESBL) oder
AmpC-p-Laktamasen des Typs CMY-2. Die B-Laktamasen
sowie MCR-1 sind zumeist auf konjugativ-iibertragbaren
Plasmiden kodiert; fiir mcr-1 sind bisher verschiedene Plas-
midtypen (Incl2, IncHI2, IncHI2A, IncX4 oder IncP) be-
schrieben. Uber diese Plasmide kann mecr-1 in verschiedene
Gram-negative Spezies {ibertragen werden, was einzelne
Nachweise in Klebsiella spp., Enterobacter spp., Salmonella
spp. und Shigella spp. belegen.® In Deutschland ist aller-
dings kiirzlich in einem E. coli vom Nutztier ein chromo-
somal-lokalisiertes mcr-1-Gen beschrieben worden, und der
Nachweis von mcr-1 in einem E.-coli-ST131 zeigt, dass der
Sprung in international verbreitete (epidemische), klonale
Linien bereits erfolgt ist.'%1!

Reprisentative Daten zur Colistin-Resistenz bei verschiede-
nen Gram-negativen Spezies gibt es in Deutschland derzeit
nicht, da Colistin in den Routinetest-Panels vieler klinisch-
mikrobiologischer Laboratorien in Deutschland bisher
fehlt. Das Antibiotikaresistenz Surveillance System ARS
(https://ars.rki.de/), das kontinuierlich Daten aus 150 Kran-
kenhiusern und mehr als 2.500 Arztpraxen analysiert,
erfasst bisher nur die Colistin-Resistenz bei Pseudomonas
aeruginosa und A. baumannii (3% bzw. 6 % in 2015 im klini-
schen Bereich). Die in Dreijahresrhythmus durchgefiihrte
Resistenzstudie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft e.V. ergab
fiir 2013 Colistin-Resistenzraten von 0,2 % bei E. coli, 4,6 %
bei Enterobacter cloacae, 3,9 % bei K. pneumoniae und 9,4 %
bei ESBL-bildenden K. pneumoniae; allerdings war die An-
zahl der jeweils getesteten Isolate relativ klein (www.p-e-g.
org/econtext/germap). Dennoch weisen diese Ergebnisse
auf ein Vorkommen von Isolaten mit Resistenz gegeniiber
Colistin in Deutschland hin, was dringend genauerer Un-
tersuchung bedarf. Ein Problem hierbei ist die Resistenz-
testung. Agardiffusionstests mit Colistin Disks sind auf-
grund der Molekiilgréf3e von Colistin ungeeignet, Colistin-
Gradiententeststreifen (u.a. Etest) stehen zurzeit wegen
zu niedrig angezeigter MHK-Werte (MHK — Minimale
Hemmkonzentration) in der Kritik, und die automatisierte
Testung ist noch ungeniigend evaluiert. Derzeit empfehlen
sowohl Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) als
auch das European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) den Mikrobouillonverdiinnungstest als
sicherste Methode der Empfindlichkeitspriifung.'?

Im Januar 2016 erfolgte ein Aufruf von Robert Koch-
Institut (RKI) sowie dem Nationalen Referenzzentrum
(NRZ) fur gramnegative Krankenhauserreger zur Einsen-
dung Colistin-resistenter-Isolate (Epid. Bull. 2/2016). Seit
Beginn des Jahres werden eingehende Isolate an beiden
Einrichtungen auf mcr-1-Prisenz gepriift. Am RKI erfolg-
ten auRerdem molekulare Untersuchungen von 20 in
der Stammsammlung vorhandenen Colistin-resistenten
klinischen Isolaten aus den Jahren 2009-2014 sowie
ein mcr-1-Screening von 420 ESBL-E.-coli aus verschie-
denen Studien des RESET-Verbundes 201-2013 (Www.
reset-verbund.de)”, welches nosokomiale E. coli, E. coli
aus Harnwegsinfektionen und E. coli von gesunden

Probanden umfasste. Zusitzlich wurden 221 E.-coli-Isolate
aus Gefliigelfleisch, die 2010/201 und 2014 im Rahmen
von ESBL-Studien untersucht wurden,'* per PCR auf
mer-1 gepriift. Die Ergebnisse waren fiir die 420 ESBL-
E.-coli und die 20 klinischen Colistin-resistenten Iso-
late aus der Stammsammlung negativ. Unter den 221
E. coli aus Gefliigelfleischproben konnten 16 mcr-1-positive
Isolate identifiziert werden. Diese wurden mittels PFGE-
Typisierung (PFGE — Pulsfeldgelelektrophorese) 11 verschie-
denen E.-coli-Klonen zugeordnet, die ESBL- oder AmpC-
B-Laktamasen bildeten und resistent gegeniiber Colistin,
Ampicillin, Drittgenerations-Cephalosporinen, Sulfame-
thoxazole/Trimethoprim sowie z.T. Ciprofloxacin waren.
Durch Konjugationsversuche konnten mcr-1 und/oder die
ESBL/AmpC-Gene auf Rezipienten tibertragen werden, wo-
bei Plasmide unterschiedlicher Grofe transferiert wurden
(s. Abb. 1).
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Abb. 1: S1-Nuklease-Restriktion und Pulsfeld-Gelelektrophorese: Plasmide von
klinischen Donor-Isolaten (D) mit mer-1 und AmpC(CMY-2)-B-Laktamasen aus
Gefliigelfleischproben und den jeweiligen Transkonjuganten (Tc).

Spur 1, Isolat E. coli 6A-6 mcr-1+CMY-2+TEM-1; Spur 2 Transkonjugant E.
coli K12J53 6A-6 CMY-2; Spur 3, Isolat E. coli 1B-2 mcr-1+CMY-2; Spur 4
Transkonjugant E. coli K12J53 1B-2 mcr-1+CMY-2; Spur 5, Isolat E. coli 1A-3
mer-1+CMY-2+TEM-1; Spur 6 Transkonjugant E. coli Ki2)53 1A-3 mcr-1
+CMY-2; Spur 7, Isolat E. coli 10716 mcr-1+CMY-2+TEM-1; Spur M, Moleku-
larer-Marker-Stamm S. Braenderup Hg812 (Xbal-restricted)

Seit Jahresbeginn wurden an das RKI weitere 41 Colistin-
resistente Isolate (27 E. coli und 14 K. pneumoniae) gesen-
det, iiberwiegend von einem Labor aus Nordrhein-Westfa-
len, das Colistin in der automatisierten Routine-Testung
verwendet. Das PCR-Screening ergab bisher n mcr-1-
positive E. coli iberwiegend aus Harnwegsinfektionen, die
9 Klonen zugeordnet werden konnten. Interessanterweise
befanden sich darunter nur zwei ESBL-bildende Klone; die
ubrigen E. coli zeigten neben der Colistin-Unempfindlich-
keit nur einzelne weitere Resistenzen gegeniiber Ampicil-
lin (bedingt durch TEM-1 B-Laktamase) oder Ciprofloxacin.
Ein Vergleich der Colistin-MHK der Isolate mittels auto-
matisierter Messung (VITEK 2) und Etest bestitigte, dass
die MHK des Colistin Etests um 1—3 Log-Stufen niedriger
(MHK jigrin = 1-4 mg/L) als in der Mikrobouillonverdiin-
nung lagen, was die oben genannte EUCAST-Empfehlung
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nochmals unterstreicht. Wihrend fiir die mcr-1-positiven
E. coli MHK von 4-8 mg/L bestimmt wurden (VITEK 2),
zeigten die Colistin-resistenten K.-pneumoniae-Isolate kon-
stant MHK > 8 mg/L. PCR und Sequenzierung intrinsischer
Gene, die Colistin-Resistenz vermitteln konnen, ergaben
insbesondere im Gen mgrB verschiedene Verinderungen
(Insertionen, Deletionen, Aminosidure-Substitutionen), die
die Proteinfunktion beeinflussen oder zum kompletten
Proteinverlust fithren. MgrB ist ein negativer Regulator des
PhoPQ Zweikomponentensystems welches die Lipid A Mo-
difikation steuert und somit die Empfindlichkeit gegentiiber
Colistin beeinflusst.® Somit beruht die Colisitin-Resistenz
in K. pneumonige auf anderen Mechanismen im Gegensatz
zu E. coli, wo die mcr-1-Prisenz bei mehr als einem Drittel
der resistenten Isolate nachgewiesen wurde.

Im NRZ fiir gramnegative Krankenhauserreger in Bochum
wurden im Rahmen der Routinetestung von Carbapene-
mase-verdichtigen Isolaten im Jahr 2016 bislang 1.308
Enterobacteriacea-Isolate  verschiedener Spezies (vor-
nehmlich K. pneumoniae und E. coli) auf Colistin-Resistenz
untersucht. Es waren 154 dieser Isolate Colistin-resistent,
das mcr-1-Gen wurde jedoch in keinem dieser Isolate nach-
gewiesen. Der bei diesen Isolaten stattdessen vorliegende
Colistin-Resistenzmechanismus wurde nicht niher cha-
rakterisiert. Es ist jedoch von den bekannten intrinsischen
Mechanismen (z.B. Mutationen im Gen mrgB) auszuge-
hen. Zudem wurden seit Jahresbeginn 69 Isolate explizit
mit der Anforderung auf Testung der Colistin-Resistenz
von Laboren aus ganz Deutschland eingesandt. 45 dieser
Isolate waren Enterobacteriaceae: K. pneumoniae (277 Iso-
late), E. coli (u Isolate), E. cloacae (3 Isolate), Hafnia alvei
(2 Isolate), Enterobacter aerogenes (1 Isolat) und Klebsiella
oxytoca (1 Isolat). Die weiteren Spezies waren P. aeruginosa
(18 Isolate), A. baumannii (5 Isolate) und Acinetobacter
pittii (1 Isolat). Von diesen Isolaten zeigten 26 eine Colistin-
Resistenz, keines jedoch war mcr-1-positiv. Somit ist bislang
im Jahr 2016 im NRZ fiir Gram-negative Krankenhaus-
erreger kein mcr-1-positives Isolat aus Deutschland detektiert
worden.

In einem retrospektiven Screening aller Carbapenemase-
positiven Enterobacteriaceae-Isolate des Jahres 2015 wurden
vom NRZ des Weiteren 964 Isolate auf Colistin-Resistenz
und das Vorhandensein des mcr-1-Gens hin untersucht. 95
dieser Isolate waren Colistin-resistent und das mcr-1-Gen
konnte in drei E.-coli-Isolaten nachgewiesen werden, was
einer Privalenz von lediglich 0,3 % entspricht.

Grundsitzlich stellt die Plasmid-lokalisierte und nachweis-
lich iibertragbare Colistin-Resistenz in Enterobakterien ein
erhebliches Bedrohungspotenzial dar, auch wenn die Pri-
valenz den vorliegenden Daten zufolge in humanen Iso-
laten noch sehr gering ist. Ein durch den Colistin-Einsatz
entstandenes Resistenzgen-Reservoir im Nutztierbereich
erdffnet die Moglichkeit einer Ubertragung auf humane/
humanpathogene Isolate. Durch die in weiten Teilen feh-
lende Routinediagnostik im humanmedizinischen Be-

reich ist die Verbreitung der Colistin-Resistenz allgemein
und die Verbreitung des Resistenzgens mcr-1 im Speziel-
len derzeit kaum einschitzbar. Erste Studien deuten eine
noch sehr geringe Colistin-Resistenzrate (1% oder <1%) an
und hierbei einen geringen Anteil von mcr-1 vermittelter
Colistin-Resistenz.® AuRerdem ist davon auszugehen, dass
durch Selektionsprozesse weitere Plasmid-vermittelte Va-
rianten auftreten werden, wie die erst kiirzliche Beschrei-
bung der Determinante mcr-2 (80% Sequenzidentitit zu
mecr-1) zeigt.'® In Anbetracht der Funde von mcr-1-E.-coli bei
Reiseriickkehrern aus Indien in die Schweiz ist auch der
Mensch als Vektor zur Verbreitung der Colistin-Resistenz
nicht zu unterschitzen. Diese Studie zeigt auflerdem die
Herausforderungen fiir die Diagnostik, da diese Isolate erst
nach Anreicherung in selektiven Medien detektiert wer-
den konnten.'” Die prinzipielle Gefahr des Aufkommens
und der Plasmid-vermittelten Verbreitung einer solchen
ubertragbaren Colistin-Resistenz erfordert eine intensivier-
te Uberwachung der Resistenzsituation im veterinir- wie
auch im humanmedizinischen Bereich, um einen Uber-
blick iiber die aktuelle Lage in Deutschland zu erhalten.
Wir bitten daher alle interessierten Labore, ihre Colistin-re-
sistenten, humanen Isolate fiir eine kostenlose Abklirung
des Resistenzmechanismus an die folgenden Referenzla-
bore zu schicken:

1. 4MRGN Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und an-
dere Gram-negative Bakterien mit Colistin-Resistenz
an das NRZ fiir Gram-negative Krankenhauserreger,
Bochum;

2. Weitere Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und an-
dere Gram-negative Bakterien mit Colistin-Resistenz
an die Arbeitsgruppe Dr. Pfeifer, Fachgebiet 13, Robert
Koch-Institut, Bereich Wernigerode;

3.  Colistin-resistente Salmonellen an das NRZ fiir Salmo-
nellen und andere bakterielle Enteritiserreger, Fachge-
biet 11, Robert Koch-Institut, Bereich Wernigerode.
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Ein Bericht der Fachgebiete 11 und 13 der Abteilung 1 fiir Infektionskrank-
heiten des Robert Koch-Instituts. Er wurde verfasst unter der Federfithrung
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Dr. Guido Werner. Als Ansprechpartnerin steht lhnen Dr. Yvonne Pfeifer
(E:Mail Pfeifery @rki.de) zur Verfiigung.
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Leistungsangebot

» Beratung zur Diagnostik und Bedeutung von Resistenzmechanismen
bei gramnegativen Bakterien, insbesondere bei Enterobacteriaceae,
P. aeruginosa und A. baumannii;

» Ausschluss von Carbapenemasen (z.B. KPC, Metallobetalaktamasen,

OXA-23/-24/-58) durch phinotypische und molekularbiologische Me-

thoden;

Testung auf MCR-1 bei Colistin-Resistenten Enterobacteriaceae ohne

intrinsische Colistin-Resistenz;

ESBL-Typisierung durch PCR und Sequenzierung;

Tigecyclin-Resistenz: Bestitigung mit zusitzlichen Verfahren;

Speziesdiagnose bei widerspriichlichen oder unklaren Ergebnissen;

Typisierungsverfahren fiir epidemiologische Fragestellungen;

Stammsammlung: Abgabe von Referenzstimmen fiir wissenschaftli-

che und diagnostische Zwecke auf Anfrage;

Fortbildung: Laborkurse bzw. Vortridge zu routinetauglichen Metho-

den der Detektion von Resistenzmechanismen auf Anfrage.
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http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/General_documents/Recommendations_for_MIC_determination_of_colistin_March_2016.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/General_documents/Recommendations_for_MIC_determination_of_colistin_March_2016.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/General_documents/Recommendations_for_MIC_determination_of_colistin_March_2016.pdf
http://memiserf.medmikro.ruhr-uni-bochum.de/nrz/

