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„Neue Resistenzen“ –  

zwei sehr unterschiedliche Geschichten 

Dr. Jens A. Hammerl 
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Fachgruppe Epidemiologie, Zoonosen und Antimikrobielle Resistenzen 

Abteilung Biologische Sicherheit 

Bundesinstitut für Risikobewertung 



Bedeutung von antimikrobiellen Resistenzen 

• Limitierung der Therapieoptionen bei Infektionskrankheiten 

• hohe Gefährdung der öffentlichen Gesundheit 

• Extreme ökonomische Verluste und Ausfälle zu erwarten 



Resistenzverbreitung: Ein Wettlauf gegen die Zeit 

• hohe Relevanz der Erforschung neuer Antibiotika 

• Entwicklung von Reserveantibiotika ist essentiell 

• sachgerechter ärztlicher Einsatz von Antibiotika 



Resistenzverbreitung: Ein Wettlauf gegen die Zeit 

 

WHO CIA list 5th rev. : http://who.int/foodsafety/publications/antimicrobials-fifth/en/  

AGISAR: http://who.int/foodsafety/areas_work/antimicrobial-resistance/agisar/en  

© World Health Organization 2017. Some rights reserved. This work is available under the CC BY-NC-SA 3.0 IGO licence  

WHO/NMH/FOS/FZD/17.1  



„Neue Resistenzen“ –  

zwei sehr unterschiedliche Geschichten 

Colistin  

(Polymyxin E) 

Carbapeneme 

(z.B. Ertapenem) 

Reserveantibiotika 



Bedeutung von Colistin in der Humanmedizin 

Polymyxin E 

• Polypeptidantibiotika  

• lokale bzw. oral/parenteral Anwendung 

• keine/kaum Resorption im Darm 

• wenig Verwendung, da neuro- und nierentoxisch 

• zunehmende Bedeutung durch steigende  

Carbapenem-/ESBL-Resistenz 

• Reserveantibiotikum 
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• große Bedeutung in Geflügel-, Schweine- 

und Kälbermast 

• zweithäufigstes Antibiotika in der Putenmast (NRW) 

• keine systemische Wirkung (kurze Wartezeit) 

 

• Deutschland (2014):  107 Tonnen (Tendenz sinkend) 

• weltweit (2014):  11.942 Tonnen (Tendenz steigend) 

Bedeutung von Colistin in der Veterinärmedizin 
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Polymyxin Antibiotikaverbrauch pro kg Nutztier im Land 

EMA, 2015 
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Colistinresistenz in Gram-negativen Bakterien 

Intrinsische Resistenz 

z.B. Proteus spp., Burkholderia spp. 

 

Erworbene (extrinsische) Resistenz 

• Effluxpumpen (z.B. Yersinien, Klebsiellen) 

• Veränderung der Kapselzusammensetzung (Klebsiellen) 

• Verlust des LPS (A. baumannii) 

 

• Modifikationen der äußeren Membran bzw. LPS (Deacylierung, 

Hydroxylierung, Anlagerung  von Aminoarabinose oder 

Phosphoethanolamin)  



Colistinresistenz: Ein Paradigmenwechsel 

• Chromosomal-assoziierte Resistenz  

(Punktmutationen beeinflussen die Polarität der Zellmembran) 

• kein Beschreibung spezifischer Colistin-Resistenzgene 

• Resistenz ist nicht übertragbar 





Colistinresistenz: Ein Paradigmenwechsel 

• chromosomal-assoziierte Resistenz  

(Punktmutationen beeinflussen die Polarität der Zellmembran) 

 

• Nachweis spezifischer Colistin-Resistenzgene 

• Resistenz ist mobil (Transposon) 

• Resistenz ist übertragbar (konjugatives bzw. mobilisierbares Plasmid) 

 

 

Horizontale und Vertikale Verbreitung der Resistenz 
möglich! 



Ursache der Resistenzentwicklung und Maßnahmen zur 

Eingrenzung der Ausbreitung in China 

• Colistin in Asien (China, Indien, Japan, Vietnam) auch als 

Futterzusatz oder Wachstumsbeschleuniger eingesetzt 

• mcr-1 Identifizierung und Prävalenzraten führen zu einer Re-

Evaluierung des Einsatzes als Futterzusatz in China 

• Colistin seit 2017 in China als Wachstumsbeschleuniger verbannt 

Mobile Colistinresistenz: Lokales oder globales 

Resistenzproblem? 



Verbreitung des mobilen Colistin-Resistenzgens (mcr-1) 



Die Welt rückt zusammen: mcr-1 ist weltweit verbreitet 

Sun et al., 2018 (Trends in Microbiology) 



Wie ist die mcr-1 Situation in Isolaten aus 

Nutztieren/Lebensmitteln Deutschlands? 

• NRL-AR: >15.000 kommensale E. coli- 

Isolate 2010-2015 in MHK-Testung  

• ~5% Colistin-Resistenz (MIC >2 mg/l) 

• ~80% mcr-1 positiv (~4% aller Proben) 

• Große Unterschiede zwischen den Tierarten 



Colistin-Resistenzverbreitung in Nutztieren/Lebensmitteln 

Rind:   0-0,9%   n.n. 

Kalb (Fleisch):   0,8-14,5% (6,1%)  70,1-100% (25%) 

Schwein:   0,0-4,0%   43-75,4%  

Huhn (Kot):   5,1-8,9%   85,2-100% 

Hühnerfleisch:   1,2-9,3%   50-88,9%  

Pute (Kot):  11,8% (10-19,5%)  81,1-93,9% 

Putenfleisch:   4,3-9,2%   ~90% 

 

mcr-1 Nachweis Colistin-resistent  

 
Isolatherkunft 

Tieferes Verständnis zur die Biologie und Genetik von 

Isolaten mit dieser Resistenzdeterminante nötig! 



Genetische Variabilität des mcr-1 Gens in deutschen E. coli 

Isolaten 

• zahlreiche Varianten bekannt (mcr-1.2 bis mcr-1.XX) 

• molekulare Studie an ~700 mcr-1 positiven E. coli  

Isolaten: sieben mcr-1 Varianten nachweisbar 

• einzelne Aminosäureaustausche 

 

• sporadisches Auftreten der Varianten 

• keine erkennbarer Zusammenhang (Matrix, Isolationsjahr, Herkunft) 

 Bedeutung der Varianten unbekannt  

* 

* 

* 
* 

* 

* 

NEU:  mcr-1.12  * 

Sun et al., 2018  

(Trends in Microbiology) 



• WGS (MiSeq): Charakterisierung Colistin resistenter E. coli (n>60) 

• Bioinformatische Auswertung: hohe Diversität 

• WGS-basierte Serotypisierung, MLST- & cgMLST, etc. 

• E. coli-spezifischer Virulenzfaktoren 

• mobile genetische Elemente  

(Prophagen und Plasmide) 

• Antibiotikaresistenzgenen 

Genetische Variabilität der mcr-1 positiven Isolate 

Keine prädominanten klonalen Linien! 

XbaI-PFGE 



Genetische Variabilität mcr-1 tragender Plasmide  

in E. coli Isolaten 

• z.T. auch chromosomales Vorkommen von mcr-1 

• Replikon & Rückgrat der Plasmide variabel 

• mcr-1 Transposon konserviert 
Sun et al., 2018 (Trends in Microbiology) 





Aktueller Überblick zu übertragbaren Colistin-Resistenzen 

Resistenzgen Vorkommen Lokalisation Literaturverweis 

mcr-1 insb. Enterobacteriaceae: E. coli, 

Salmonella spp., Klebsiella spp., etc. 

plasmidal (z.T. 

chromosomal) 

Liu et al., 2015 

mcr-2 Enterobacteriaceae: E. coli, 

Salmonella sp. 

plasmidal Xavier et al., 2016 

mcr-3 Enterobacteriaceae: E. coli, 

Salmonella sp. 

plasmidal Yin et al., 2017 

mcr-4 Enterobacteriaceae: E. coli, 

Salmonella sp. 

plasmidal Carattoli et al., 2017 

mcr-5 Enterobacteriaceae: E. coli, 

Salmonella sp. 

plasmidal Borowiak et al., 2017 

• mcr Gene überwiegend plasmidal lokalisiert 

• Plasmide selbst-transferierbar oder mobilisierbar  

• Plasmide unterschiedlicher Inkompatibilitätsgruppen  

tragen mcr 

Sun et al., 2018 (Trends in Microbiology) 





Standardisierung des molekularen Screenings zum 

Vorkommen von mobilen Colistin-Resistenzgenen 

• Etablierung/Validierung: mcr-Multiplex PCR (mcr-1 bis mcr-5) 

 

 

 

 

 

 

• Verbreitung von mcr-Genen in kommensalen E. coli (räumliche & 

zeitliche Analysen, Reservoiranalysen, etc.) 

 Bereitstellung von Verfahren zum Nachweis und zur 

Typisierung von Colistin resistenten E. coli 

Primer name Sequence (5’-3’) Target 

gene 

Size 

(bp) 

Positive control 

mcr1_320bp_fw AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 
mcr-1 320 

E. coli 2012-60-1176-

27 mcr1_320bp_rev AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

mcr2_700bp_fw CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 
mcr-2 715 E. coli KP37 

mcr2_700bp_rev TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mcr3_900bp_fw AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 
mcr-3 929 E. coli 2013-SQ352 

mcr3_900bp_rev AATGGAGATCCCCGTTTTT 

mcr4_1100bp_fw TCACTTTCATCACTGCGTTG 
mcr-4 1116 E. coli DH5α 

mcr4_1100bp_rev TTGGTCCATGACTACCAATG 

mcr5_fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 
mcr-5 1644 

Salmonella 13-

SA01718  mcr5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

Rebelo et al., 2018 (Eurosurveillance) 



mcr-Resistenzgenverbreitung in Nutztier-/Lebensmittel-

Isolaten 

Rind:  0-0,9%  + - - - - 

Kalb (Fleisch):  0,8-14,5% (6,1%) + - - + - 

Schwein:  0,0-4,0%  + - - + + 

Huhn (Kot):  5,1-8,9%  + - - - - 

Hühnerfleisch:  1,2-9,3%  + - - - - 

Pute (Kot): 11,8% (10-19,5%) + - - - - 

Putenfleisch:  4,3-9,2%  + - - - - 

 

mcr-1 Colistin- 

resistent  

 

mcr-4 mcr-5 E. coli 

Herkunft 

mcr-3 mcr-2 



WGS (MiSeq) & bioinformatische Auswertung:  

• hohe Diversität mcr-4 (n=14) & mcr-5 (n=4) positiver Isolate (PFGE, 

MLST, Serotyp, Virulenzfaktoren, antimikrobielle Resistenz) 

• Nachweis der mcr-4.2 & mcr-4.3 Varianten 

• ein Plasmidtyp (unterschiedliche Größen), bisher nicht transferierbar 

• Nachweis der mcr-5 und mcr-5.2 Varianten 

• drei Plasmidtypen (unterschiedl. Größen), bisher nicht transferierbar 

Genetische Variabilität der mcr-4 & mcr-5 positiver Isolate 

Welche Bedeutung haben die unterschiedlichen mcr-Gene? 



Vorkommen von mcr-Genen in sensiblen E. coli 

• mcr-Multiplex PCR Screening von sensiblen E. coli  

• MIC>2 mg/L (n>700): 80% mcr-1, <1% mcr-4, <1% mcr-5 

• MIC=2 mg/L (n=60): vereinzelt mcr-1 Nachweis  

• MIC<2 mg/L (n=100): keine mcr-Gene nachweisbar 

• Sanger-Sequenzierung intakte mcr-1 Gene und Regulationssequenzen 

• Transfer der mcr-1 Plasmide in E. coli resultiert in stammabhängiger 

MIC Ausprägung 

Genotyp des Stammes scheint entscheidend für die 

Ausprägung der Resistenz zu sein! 



Neue Colistin-Resistenzgene: Nach dem Screening ist vor 

dem Screening 

• Bisher keine Publikationen mit weiteren  

Informationen zu mcr-6 & mcr-7 verfügbar  



Zusammenfassung 

• Diversität der Isolate hoch (keine prädominanten MLST-/PFGE-Typen) 

• mcr-Plasmide mit verschiedenen Replikons, meist übertragbar  

• Plasmide mosaikartig, aus funktionellen Modulen zusammengesetzt 

• Bedeutung einzelner Gene für die Resistenzverbreitung unklar 

 

• Anpassung molekularer Typisierungsverfahren nötig 

• Untersuchung der Biologie und Genetik einzelner Gene essentiell 

• Bewertung: Wenige Daten zur mcr-Prävalenz in humanen Proben 

 



Muss Colistin verbannt werden? 

Nein, da vermutlich nur geringe Veränderung der Situation!  

Aber restriktiver Einsatz! 

• kein Einsatz für vorsorgliche Anwendungen  

• Nicht als Wachstumsbeschleuniger einsetzen 

• Gruppenbehandlungen limitieren (nach Antibiogrammen behandeln) 

• Ausbreitung auf nosokomiale Klebsiellen verhindern (incl. KPCs)  

• eventl. neg. Effekt der Verbannung: Tierwohl gefährdet (effizientes 

Medikament in der Veterinärmedizin entfällt)  



„Neue Resistenzen“ –  

zwei sehr unterschiedliche Geschichten 

Colistin  

(Polymyxin E) 

Carbapeneme 

(z.B. Ertapenem) 

Reserveantibiotika 



Bedeutung von Carbapenemen (Thienamycine) in der Human- 

und Veterinärmedizin 

• β-Lactam-Antibiotika  

(breites antimikrobielles Wirkspektrums) 

• Vertreter sind Meropenem, Doripenem, Tebipenem, etc. 

• Therapie von schweren nosokomialen Infektionen (z.B. P. aeruginosa) 

• Reserveantibiotikum 
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Dr. Hammerl, 27.09.2017, 58. Arbeitstagung des Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene 2017 
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• keine Verwendung 

Ertapenem 



Carbapenemasen in Enterobactericeen aus humanen 

Ursprung  

Endemic 

Interregional spread 

Regional spread 

Independent hospital outbreaks 

Single hospital outbreaks 

Sporadic occurrence 

Not reported / no data  

KPC 

VIM 

NDM  

OXA-48 

Kindly provided by M. Kaase 
Nationales Referenzzentrum für gramnegative 

Krankenhauserreger 

Abteilung für Medizinische Mikrobiologie 

Ruhr-Universität Bochum 

Germany 

September 2009 – Februar 2012 

OXA-48

OXA-162

OXA-181

OXA-204

OXA-233

VIM-1

VIM-2

VIM-4

VIM-26

IMP-13

IMP-14

NDM-1

GIM-1

KPC-2

KPC-2, VIM-1

KPC-3

GES

0 50 100 150 200 250 300

253

13

1

1

1

115

3

7

1

3

2

16

5

106

6

63

2

Europe 

Kindly provided by R. Cantón 

Wie sieht es in Nutztier- bzw. Lebensmittelisolaten aus? 



Fleischuntersuchungen Caecalkot-Untersuchungen 

https://www.eurl-ar.eu/protocols.aspx 

Nachweismethoden vom EURL-AR bereitgestellt 



Protokoll Isolation von ESBL-, AmpC- und Carbapenemase-

produzierenden E. coli /Enterobacteriaceae  

• Detektion von ESBL/AmpC 

 Monitoring auf ESBL/AmpC ist schon verpflichtend 

 

• Detektion von Carbapenemasen inklusive OXA-48 (und Derivate) 

 Monitoring auf Carbapenemase-Bildner ist verpflichtend 

 

• Nachweis von geringen Erregerkonzentrationen sehr anspruchsvoll 

• Methode muss optimiert werden 

• ggf. molekulares Vorscreening nötig um Erreger zu identifizieren 

 

 



Nachweis VIM-1 tragender E. coli im Monitoring 

2017 VIM-1 positiv-Nachweis bei zwei Isolaten im NRL-AR: 

1. Carba-Monitoring 

2. ESBL-Monitoring (im Carba-Monitoring negativ) 

 

Untersuchungsstrategie 

• Selektive Ausstriche 

• MIC Bestimmung (MERO ≥ 0.12 mg/L, ETP ≥ 0.12 mg/L , IMI ≥ 1 mg/L) 

• molekularer Nachweis des Carbapenem Resistenzgens 

• PFGE: XbaI (phylogenetische Verwandtschaft) und S1 

(Plasmidnachweis) 

• Genomsequenzierung und bioinformatische Auswertung 

 



  RESET 2011/2012 15-AB00585 und 

weitere aus dem 

Betrieb 

17-AB01027 17-AB02384 

Herkunft Schweinestall 

Sammelkot; 

Sockentupfer außen 

(Salmonelle) 

ZoMo, Blinddarm 

Schwein Schlachthof 

Carba-Monitoring ESBL-Monitoring (in 

Carba Monitoring 

negativ) 

MLST ST88 ST88 ST48 ST7593 

Plasmid IncHI2; 300 kb (Salm); 

220 kb (E. coli) 

Chromosomal 

(Integron vorhanden), 

oder 180-200 kb; 

IncHI2 

Im Labor sehr 

variabel; 150 kb in 

Konjugation; verm. 

IncHI2  

IncHI2 / IncFI/ IncFIB 

(PlasmidFinder 

Konjugante) 

Weitere 

Resistenzgene 

a) β-

Laktamasen 

b) andere 

a) ACC-1 

b) aadA1, aacA4, strA, 

strB, aac(6)-Ib-cr, 

sul1 

a) AAC-1, (blaTEM-

206 or 1B)  

b) aac(6')Ib-cr, 

aadA1, aadA2, 

aacA4, dfrA12, 

(dfrA8), cmlA1, 

sul1, sul2, strB, 

strA 

a) AAC-1 

b) aadA1, aacA4, 

strA, aph(6)-Id, 

aac(6')Ib-cr, 

floR, catA1, 

sul1, sul2, tet(A), 

dfrA 

a) AAC-1; SHV-12 

b) aacA4, aph(3')-XV, 

aadA1, aph(6)-Id, 

strA, aac(6')Ib-cr, 

qnrA1, floR, catB2, 

catA1, sul1, 

dfrA14, mph(A) 

PFGE XbaI Nahezu identisch     

Konjugation Nur Salmonelle Nein Ja Ja 

Charakteristika der VIM-1 Isolate 



Mobile genetische Elemente: Ursache für die Verbreitung der 

Resistenz 

IncHI2 Plasmide: 

blaACC-1 

blaVIM-1 
aacA4 

aadA1 

sul1 

strA, strB  

pRH-R178 E. coli 
220 kb 

blaACC-1 

blaVIM-1 aacA4 

aadA1 

sul1 

strA, strB  TMP-R 

catA1  

pRH-R3 Salmonella 
300 kb 



Zusammenfassung 

• Diversität der Isolate (keine prädominanten MLST-/PFGE-Typen) 

• dominater Plasmidtyp (verschiedene Größen), z.T. übertragbar  

• Plasmide mosaikartig, aus funktionellen Modulen zusammengesetzt 

• Anpassung der Nachweismethode nötig (insb. bei geringen 

Erregerkonzentrationen essentiell) 

• Untersuchung der Biologie und Genetik einzelner Plasmide 

essentiell 

• Bewertung: Vergleichsdaten zu humanen Proben nötig 

 



Restriktiver Einsatz um Therapieoption so lange wie möglich 

zu erhalten… 

• ausschließlich gezielt am Menschen anwenden 

https://www.efsa.europa.eu/en/interactive_pages/Antimicrobial_Resistance 
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Danke für Ihre Aufmerksamkeit 

Bundesinstitut für Risikobewertung 

Max-Dohrn-Str. 8-10  10589 Berlin 

Tel. 030 - 184 12 - 0  Fax 030 - 184 12 - 47 41 

bfr@bfr.bund.de  www.bfr.bund.de 

Vielen Dank an alle  

Mitarbeiter des NRL-AR  

für die Unterstützung!  


