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Intensivierte genombasierte Surveillance von Campylobacter-
Isolaten humaner Erkrankungsfille in Deutschland

1. Einleitung

Campylobacter ist ein wichtiger Infektionserreger
des Menschen und die Campylobacteriose stellt die
hiufigste meldepflichtige bakterielle Zoonose in
Europa dar.! In Deutschland werden jihrlich ca.
60.000 Erkrankungsfille gemifd {7 Infektions-
schutzgesetz (IfSG) gemeldet. Die Gattung Campy-
lobacter (C.) umfasst derzeit 33 verschiedene Spe-
zies, wobei C. jejuni (84 %) und C. coli (10%) die
Hauptverursacher von menschlichen Infektionen
sind." Als Infektionsquellen werden hauptsichlich
kontaminierte tierische Lebensmittel, meist Huhn,
ermittelt oder vermutet.? Die Infektion ist typi-
scherweise selbstlimitierend und auf den Gastro-
intestinaltrakt beschrinkt. In seltenen Fillen
(1—5%) kénnen auch extraintestinale Manifestatio-
nen wie Blutstrominfektionen oder reaktive Arthri-
tiden auftreten.®* C. jejuni stellt mit 25—50 % aufler-
dem die Hauptursache des seltenen Guillain-
Barré-Syndroms, einer akuten entziindlichen Poly-
neuropathie, dar.* Aufgrund der zu allererst selbst-
limitierenden Natur der Campylobacteriose wird
eine antimikrobielle Therapie im Regelfall nicht
empfohlen.* Nur bei linger anhaltender Erkran-
kung oder schwerwiegender Symptomatik ist eine
Behandlung mit Azithromycin (erste Wahl; gehort
zur Gruppe der Makrolide) oder Ciprofloxacin
(Gruppe der Fluorchinolone) indiziert.*® Der aktu-
elle Bericht des Europiischen Zentrums fur die
Privention und die Kontrolle von Krankheiten
(ECDC)/der Europdischen Behorde fiir Lebensmit-
telsicherheit (EFSA) gibt an, dass die durchschnitt-
lichen Resistenzraten fiir Erythromycin, das stellver-
tretend fiir die Gruppe der Makrolidantibiotika ge-
testet wird, bei 1,5% fiir C. jejuni bzw. 12,5% fiir
C. coli liegen.” Allerdings liegt die Ciprofloxacin-
Resistenzrate mit durchschnittlich 6o % bei C. jejuni
und C. coli deutlich hoher, was die antibiotischen

Therapiemoglichkeiten einschrinkt.” Daher wur-
den Fluorchinolon-resistente Campylobacter spp. in

che Reserveantibiotika sind von der Nutzenbewer-
tung durch den Gemeinsamen Bundesausschuss
(G-BA) freigestellt.

Aufgrund der bedeutenden Rolle der Campylobac-
teriose in Deutschland wurde im Jahr 2019 die Eta-
blierung einer intensivierten molekularen Surveil-
lance von Campylobacter aus menschlichen Infektio-
nen in Deutschland am Nationalen Referenzzen-
trum (NRZ) fiir Salmonellen und andere bakterielle
Enteritiserreger am Robert Koch-Institut (RKI) initi-
iert. Das vorrangige Ziel war die erweiterte Akquise
von Isolaten mit epidemiologischen Basisdaten, um
die Reprisentativitit der Einsendungen bewerten
und ebenso die systematische Untersuchung der Er-
reger moglichst bis hin zur Genomebene vorneh-
men zu kénnen. Zur Gewinnung von Campylobacter-
Isolaten wurden bundesweit eine Reihe von Primir-
laboren einbezogen. Im Folgenden werden die wich-
tigsten Ergebnisse der bisher gewonnenen Daten be-
ziiglich der (endemischen) Erregervielfalt und Aus-
bruchserkennung (Clusterdetektion) dargestellt.

2. Methode

Campylobacter spp. wurden auf Campylobacter-
Selektivagar-Platten (CCDA) ausgestrichen und
Einzelkolonien nach 48 stiindiger Inkubation unter
reduzierter Sauerstoffkonzentration (5% O2, 10%
CO2) in biphasischem Medium, d.h. Brucella-Agar
uiberschichtet mit Brucella-Fliissigmedium in einer
Zellkulturflasche tiber Nacht angezogen. Die so her-

<| o |> = I
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gestellten Ubernachtkulturen wurden fiir weitere
Analysen eingesetzt.

Fur die Extraktion der genomischen DNA wurde
1 ml einer Ubernachtkultur mit Hilfe eines Kits ge-
mif den Herstellerangaben verarbeitet. Die Bestim-
mung der Gattung und der Spezies erfolgten mit
Hilfe von PCR unter Verwendung designierter
Primer (Gattung: SEQ ID u & 12, C. jejuni: SEQ
ID 1 & 2, C.coli: SEQ ID 3 & 4) ver6ffentlicht im
zierung wurde unter Einsatz von 1 ng genomischer
DNA durchgefiithrt. Die Auswertung der Sequenz-
daten konnte mit Hilfe des Programms Ridom
SeqSphere durchgefiihrt werden.

Die Resistenztestung erfolgte nach der Mikrodilu-
tionsmethode nach Vorgaben des European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), mit der Ausnahme, dass statt des vorge-
gebenen Mueller-Hinton Mediums mit 5% Pfer-
deblut Brucella-Medium verwendet wurde. Fiir die
Ermittlung der dargestellten Resistenzquoten wur-
den die im Bericht iiber den Antibiotikaverbrauch
und die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in
der Human- und Veterinidrmedizin in Deutschland

lichten Grenzwerte verwendet."

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Anzahl und Speziesverteilung

der eingesandten Campylobacter-lsolate

Im Jahr 2020 hat das NRZ insgesamt 1.299 Campy-
lobacter-Isolate aus menschlichen Infektionen fiir
die Surveillance und zur Subtypisierung erhalten.
Mebhr als 25 verschiedene Labore haben Isolate bei-
getragen. Demnach waren 84 % der Isolate C. jejuni,
15% C. coli, 0,5% C. fetus, 0,3% C. hyointestinalis
und 0,1% C. upsaliensis. Der Anteil an C. jejuni und
C. coli entspricht somit annihernd der gemif IfSG
fiir 2019 erfassten Daten: 73 % C. jejuni, 10 % C. coli,
14 % C. jejuni/C. coli (nicht differenziert) und 0,2 %
andere Campylobacter-Spezies.®

Parallel zur Analyse der Erreger wurden die verfiig-
baren epidemiologischen Meta- oder Basisdaten
ausgewertet. Ab Mai 2020 trugen mindestens 10 La-

bore pro Monat zu den Erregereinsendungen bei.
Zudem konnte im Vergleich zu den ersten vier
Monaten die Zahl der Einsender ab Mai 2020 von
durchschnittlich sechs auf15 pro Monat erhéht und
damit mehr als verdoppelt werden. Dementspre-
chend stieg auch die Zahl der Einsendungen von
durchschnittlich 33 pro Monat im Zeitraum von
Januar—April 2020 auf durchschnittlich 146 pro
Monat von Mai—Dezember 2020, was etwa einer
Vervierfachung entspricht. Die besonders hohe Zahl
der Einsendungen im Juni und Juli 2020 (blaue

In den letzten Jahren vor 2020 wurden durch-
schnittlich 365 Campylobacter-Isolate/Jahr (fast aus-
schlieflich C. jejuni und C. coli) am NRZ typisiert.
bau der intensivierten molekularen Surveillance die
Zahl der Einsendungen im Jahr 2020 im Vergleich
zum Durchschnitt der Jahre 2010-2019 mehr als
verdreifacht werden konnte. Die Zahl der Melde-
fille der Campylobacter-Enteritis (nicht nach Fallde-
finition gefiltert) zeigt ab 2017 einen abnehmenden
Trend, der im Jahr 2020 noch stirker absinkt. Der
Grund fiir diesen starken Abfall der Meldezahlen im
Jahr 2020 kénnte, wie auch fiir andere Erkrankun-
gen beschrieben, mit den Beschrinkungen des 6f-
fentlichen Lebens zur Eindimmung der Corona-
virus Disease 2019 (COVID-19)-Pandemie zusam-
menhingen.®® Die Einsendungen an das NRZ
reprisentieren ca. 2 % der Campylobacter-Enteritis-

2010-2018 hauptsichlich aus einem Partnerlabor
in Gottingen stammten, haben wir seit 2019 die An-
zahl der Einsender deutlich erweitern konnen.

3.2 Geografische Abdeckung

Eine wichtige Kenngrofle aussagekriftiger Surveil-
lance stellt die geografische Reprisentation des Ziel-
Anteil der Bundesldnder an den 1.299 eingesandten
Campylobacter-Humanisolaten im Vergleich zu de-
ren Anteil an den 55.831 Meldefillen des Jahres
2020. Die an das NRZ eingesandten Isolate decken
den mittleren Teil Deutschlands mit Nordrhein-West-
falen, Niedersachsen, Thiiringen, Berlin und Bran-


https://patents.google.com/patent/US20060051752A1/en
https://www.p-e-g.org/files/content/Ueber%20uns/GERMAP/GERMAP-2015deutsch.pdf
https://survstat.rki.de
https://survstat.rki.de
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Abb 2 | Anzahl eingesandter Campylobacter Isolate (blaue Séulen) in den Ietzten zehn Jahren und die entsprechenden Meldefille
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Abb. 3 | Prozentualer Anteil der Bundesldnder an den 1.299 an das NRZ eingesandten Campylobacter-Humanisolate (hellblaue
Balken). Prozentualer Anteil der Bundeslander an den 55.831 Meldefillen gemaf3 IfSG von Campylobacter-Enteritis des Jahres 2020

denburg sehr gut ab. Gerade mit der Abdeckung
Nordrhein-Westfalens, das 21% der Campylobacter-
Enteritis-Meldefille verzeichnete, ist ein wichtiges
Bundesland gut reprisentiert. Andererseits ist der
Stiden Deutschlands bisher nur durch Rheinland-
Pfalz und Baden-Wiirttemberg abgedeckt. Daher ist
es ein dringendes Anliegen, weitere mitwirkende
Labore aus den stidlichen Gebieten, insbesondere
Bayern und Hessen, sowie auch die nérdlichen Bun-
deslinder, die bisher kaum mit Einsendungen pri-
sent sind, zu gewinnen. Es ist hervorzuheben, dass
die bereits teilnehmenden Labore eine hervorragen-
de Arbeit leisten.

3.3 Resistenzeigenschaften

Seit nunmehr 15 Jahren fithrt das NRZ eine Testung
auf Suszeptibilitit gegeniiber einer Auswahl an
Antibiotika (Ampicillin, Amikacin, Clindamycin,
Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Erythromycin, Fos-
fomycin, Gentamycin, Kanamycin, Nalidixinsiure,
Meropenem, Streptomycin, Tetrazyklin) durch. Dies
dient ausschlieflich der Analyse der Resistenzent-
wicklung. Hierbei wird auf die am hiufigsten iden-

tifizierten Campylobacter-Spezies fokussiert. Von den
eingesandten Proben wurden fiir die Resistenzaus-
wertung 872 C. jejuni und 156 C. coli und damit ins-
gesamt 1.028 Isolate beriicksichtigt. 272 Isolate
konnten nicht rekultiviert werden (ca. 19 %) oder
stellten eine andere Campylobacter-Spezies dar (ca.

der Resistenzen fir C. jejuni und C. coli.

Bei C. jejuni betrug der Anteil der vollstindig sen-
siblen Isolate 22%, d. h. im Umbkehrschluss, dass
vier von fiinf Isolaten gegeniiber mindestens einem
Antibiotikum resistent waren. Die europiischen
Daten des ECDC zu Humanisolaten zeigen einen
etwas hoheren Anteil an suszeptiblen C. jejuni
(35%).” Jedes dritte der 872 C. jejuni-Isolate (35%)
war resistent gegentiber mindestens drei Antibiotika-
geniiber Nalidixinsiure, einem Antibiotikum der
Klasse der Chinolone, mit knapp 14 % der 872 Isola-
te wurde in unseren Proben am hiufigsten detek-
tiert. Die Gesamtresistenz fuir Nalidixinsdure in jeg-
licher Antibiotikakombination lag bei 71% und fiir
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das verwandte Fluorchinolon Ciprofloxacin ebenfalls
bei >70%. Von allen Resistenzen war die Vierfach-
resistenz gegentiber Ampicillin, Kanamycin, Strep-
tomycin und Nalidixinsiure mit 12 % am zweithiu-
figsten. In den Vorjahren, basierend auf der Testung
von Isolaten hauptsichlich nur aus einem NRZ-
Partnerlabor in Niedersachsen, war der Anteil an
vollstindig sensiblen C. jejuni-Isolaten deutlich ge-
ringer (<10%) als im Jahr 2020." Schaut man sich
zur besseren Vergleichbarkeit nur die Isolate aus
Niedersachsen fiir 2020 an, so betrigt der Anteil an
sensiblen Isolaten in dieser Gruppe ca. 21% und liegt
somit in der Gréflenordnung der gesamtdeutschen
Daten fiir 2020. Im Vergleich zu den Vorjahren ist
der Anteil an sensiblen Isolaten gestiegen. Dieser
Trend sollte weiterhin beobachtet werden.
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zweifache
Resistenz 23%

sensibel
mehr als
dreifache einfache
Resistenz Resistenz
14%

dreifache zweifache
Resistenz 33% Resistenz

Abb. 4 | Prozentualer Anteil vollstindig sensibler und
resistenter (gegenuber 1, 2, 3 oder >3 der getesteten
Antibiotikaklassen) C. jejuni (oben, insgesamt 872 Isolate
getestet) und C. coli (unten, insgesamt 156 Isolate getestet).

Bei C. coli war die Lage hinsichtlich der Resistenz
nur 9 % der insgesamt 156 berticksichtigten Human-
isolate vollstindig sensibel gegeniiber unserem
Antibiotika-Panel, was mit den europiischen Daten
uibereinstimmt.” In den Vorjahren lag der Anteil
sensibler C. coli-Isolate in unserem Labor bei ca.
2%; im Vergleich dazu lag der Anteil sensibler
C. coli aus Niedersachsen im Jahr 2020 bei knapp
4%." Bei C. coli waren die Doppelresistenzen ge-
geniiber Streptomycin und Nalidixinsiure (12 %),
dicht gefolgt von Ampicillin und Nalidixinsiure
(10 %), am hiufigsten.

3.4 Phylogenie

Aus der Genomsequenzierung konnte fiir die Isola-
te aus 2020 ein Uberblick iiber die Vielfalt der in
Deutschland vorkommenden Erregertypen (Phylo-
genie) und die Darstellung von potenziell zusam-
menhingenden Infektionsereignissen (Clusterde-
tektion) gewonnen werden. Unsere Analyse zeigte,
dass die Einsender eine sehr diverse Campylobacter-
Population eingesandt haben. Insgesamt reprisen-
tieren die C.jejuni- und C. coli-Isolate aus 2020
mindestens 160 verschiedene MLST-Sequenztypen
(MLST — Multi-Locus-Sequenztypisierung). Inner-
halb dieser Kerngenom-MLST-Cluster fanden sich
mehrere, die durch eine groflere Anzahl reprisen-
tiert wurden, was wiederum unter Umstinden auf
eine gemeinsame Infektionsquelle zurtickgefiihrt
die zu Kerngenom-MLST-Clustern mit mindestens
10 Isolaten gehoren. Aktuell sind neun solcher
C. jejuni-Cluster zu verzeichnen, die aus Isolaten
des Jahres 2020 bestehen und iiberregional ver-
breitet sind. Die Anzahl der Cluster (mindestens
10 Isolate) erhéht sich auf14, wenn man Isolate aus
den Vorjahren miteinbezieht. Einige von diesen
Clustern wachsen stetig weiter. Das Cluster des
ST-7355 (ST — Sequenztyp) mit derzeit 71 Isolaten ist
aktuell das grofite genetische Cluster und wahr-
scheinlich auf den Verzehr von Hiithnerfleisch zu-
riickzufiihren, was ein Vergleich mit einer Sequenz
von einem Hihnchenfleischisolat sowie internatio-
nal detektierten Mustersequenzen nahelegt. Bisher
war es nur moglich Ausbriiche zu erfassen, die im
engen epidemiologischen und regionalen Zusam-
menhang standen, z. B. in Gemeinschaftseinrich-
tungen. So umfasste im Jahr 2019 der grofite gemel-
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Abb. 5| Minimal spanning tree basierend auf Kerngenom-MLST (637 Loci) von genetischen Clustern aus mindestens
10 C. jejuni-Isolaten aus dem Jahr 2020. Farben kennzeichnen das Bundesland des einsenden Labors. Die Clusternamen
beinhalten den MLST Sequenztyp. (MLST — Multi-Locus-Sequenztypisierung)

dete Ausbruch 22 Fille.®! Auch wenn man genetische
Cluster nicht automatisch mit Ausbriichen gleich-
setzen kann, da dafiir eine epidemiologische Meta-
analyse notwendig ist, wird doch deutlich, dass die
molekulare Surveillance auch bei der Campylobac-
teriose ein wichtiges Instrument der Ausbruchs-
detektion ist. Die epidemiologischen Ermittlungen
zu diesen Clustern erfolgen nun in enger Zusam-
menarbeit mit Fachgebiet 35 des RKI (Abteilung
Infektionsepidemiologie) und dem Bundesinstitut
fir Risikobewertung (Nationales Referenzlabor
(NRL) Campylobacter). Zu C. coli haben wir aktuell
keine grofleren Cluster aus den Jahren 2019/2020
erfasst.

4. Zusammenfassung

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die
Zahl der Einsendungen durch die Intensivierung
der molekularen Surveillance von Campylobacter im
Vergleich zu den Vorjahren um mehr als das Dreifa-
che erhoht werden konnte. Die Einsendungen
decken derzeit den mittleren Teil Deutschlands, der
mit Nordrhein-Westfalen auch das Bundesland mit
dem grofiten Anteil der Meldefille enthilt, sehr gut
ab. Der Anteil von Proben aus den nérdlichen und
stidlichen Bundeslindern soll zum Zweck einer
guten Reprisentativitit weiter ausgebaut werden.
Die Bedeutung einer Resistenztestung zur Uberwa-

Bundesregierung kann auch fiir Campylobacter aus
unseren vorliegenden Daten unterstrichen werden.
Hier war besonders der hohe Anteil an Chinolon-
und Fluorchinolon-Resistenzen auffillig, welche so-
wohl fiir C. jejuni als auch C. coli bei >70% lagen.
Die eingesandten Campylobacter-Isolate wiesen eine
hohe genetische Vielfalt auf und reprisentierten
mindestens 160 unterschiedliche MLST-Sequenz-
typen. Aktuell wurden 9 genetische C. jejuni-Cluster
mit mehr als 10 Isolaten detektiert, die hauptsichlich
aus Isolaten des Jahres 2020 bestehen.

5. Fazit und Ausblick

Der Aufbau einer genombasierten Campylobacter-
Surveillance mit Abdeckung wichtiger Bundesliander
ist gelungen und soll hinsichtlich der Reprisenta-
tivitdt insbesondere von Laboren aus Nord- und Siid-
deutschland in Zukunft weiter ausgebaut werden.
Erfolgreich wurden bereits mehrere grofiere Infek-
tionscluster aus >10 Isolaten detektiert und diese un-
terliegen der weiteren Beobachtung. Unsere Netz-
werkpartner bitten wir, ihre Campylobacter-Isolate in
dhnlicher Zahl an das NRZ weiter einzusenden und
Labore aus Bayern, Hessen, Schleswig-Holstein und
Mecklenburg-Vorpommern werden um Unterstiit-
zung durch vermehrte Einsendungen gebeten.


https://www.bundesgesundheitsministerium.de/themen/praevention/antibiotika-resistenzen/antibiotika-resistenzstrategie.html#c3057
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