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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Interdisziplindare Forschungspartner haben sich im vom BMBF geférderten Verbundvorhaben
zum Ziel gemacht, die ,Biologische bzw. hygienisch-medizinische Relevanz und Kontrolle
Antibiotika-resistenter Krankheitserreger in klinischen, landwirtschaftlichen und kommunalen
Abwassern und deren Bedeutung in Rohwassern® (HyReKA) zu untersuchen und damit
Eintragspfade von Antibiotika-resistenten Bakterien, Antibiotika-Resistenzgenen und
Antibiotika-Rickstdnden von Mensch oder Tier in die Umwelt qualitativ und quantitativ zu
charakterisieren, um so die Ausbreitung in die Umwelt mit geeigneten technischen Verfahren
zu unterbrechen.

Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen hohen Antibiotika-
Ruckstanden und der Abundanz von multi-resistenten fakultativ pathogenen Bakterien sowie
von Antibiotika-Resistenzgenen im klinischen Abwasser. Trotz konventioneller Klarung
konnten in den Ablaufen von kommunalen Klaranlagen noch multi-resistente Bakterien und
klinisch relevante Resistenzgene nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich jedoch je nach
Einzugsgebiet und Aufbereitung Unterschiede der Belastungen in Klaranlagenablaufen. Im
Klinikabwasser war der Anteil an 4MRGN (WHO priorisierte multi-resistente Erreger)
wesentlich hoher als im Gberwiegend hauslich urbanen Abwasser. Dennoch konnten bereits
3MRGN und fast immer ESBL- (extended spectrum beta-lactamase) produzierende Bakterien
im kommunalen Abwasser und in der aquatischen Umwelt mit Abwassereinfluss
nachgewiesen werden. Abwasser aus Schlachthéfen zeigten ebenfalls Belastungen, z.B. mit
Resistenzen gegen Colistin, dass in der Medizin als Reserveantibiotikum eingeordnet ist. In
einer vergleichenden Auswertung konnte gezeigt werden, dass die Resistenzen der isolierten
Bakterien den unterschiedlichen Einsatz von Antibiotika in Humanmedizin und Nutztierhaltung
klar widerspiegeln. Weiterhin wurden Abwésser aus Flugzeugen und Flughafen untersucht,
die ein breites Spektrum an Resistenzgenen besitzen, die dann ebenfalls in kommunale
Abwassersysteme eingeleitet werden. Demzufolge wurden unterschiedliche oxidative und
physikalisch-mechanische Eliminationsverfahren auf Reduktion von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzen getestet. Vor allem Membranverfahren (Ultrafiltration,
MBR) auch in Kombination mit oxidativen Verfahren zeigten sich flr eine zusatzliche
Reinigungsstufe an zentralen bzw. dezentralen Punkten in der Abwasserverteilung bzw. -
aufbereitung als besonders effektiv flir den Schutz von Mensch und Umwelt. Vor diesem
Hintergrund wurden bereits klinisch relevante Resistenzgene auch in Trinkwassersystemen
nachgewiesen, was auf einen Transfer von genetisch mobilen Resistenzgenen hinweist.

Diese Erkenntnisse missen Konsequenzen fir regulatorische Anforderungen der
Abwasserentsorgung im Infektionsschutzgesetz finden. Dazu wurde ein neues
Indikatorsystem zur Bewertung etabliert, um Handlungsempfehlungen bei hoher Belastung in
kritischen Bereichen einzuleiten.

Im Folgenden werden aus Teilbereichen des Verbundvorhabens Kernbotschaften dargestellt
und anschlieRend wird eine Synthese aller Erkenntnisse vorgenommen.



Einleitung

Einleitung

Die Verbreitung von Antibiotika-resistenten (ARBs) Bakterien mit klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgenen (ARGs) aus anthropogenen Quellen stellt ein zunehmendes
Problem dar. Aus Bereichen mit hohem Antibiotikaverbrauch, wie z.B. der Klinik, der Tierzucht
oder — bei einigen Arten - einfach aus kolonisierten Individuen gelangen diese Bakterien Uber
unzureichend oder nicht gereinigte Abwasser in die aquatische Umwelt und kénnen von dort,
auf verschiedenen Wegen wieder zurtick zum Menschen, zu Nutztieren oder auf Nutzpflanzen
gelangen, z. B. Uber Bewéasserungswasser (Gekenidis et al., 2018), Uber Kontakt mit
Oberflachenwasser im Rahmen der Freizeitnutzung (Leonard et al., 2018) oder Lebensmittel:
So wurden kirzlich z. B. Antibiotika-resistente Bakterien aus Lebensmitteln wie frischem, in
Deutschland gekauftem, Koriander (Blau et al., 2018) oder Fleischprodukten (Mdller et al.,
2018) isoliert.

Zu den geflrchtetsten ARBs gehdren resistente Vertreter der sogenannten ESKAPE Bakterien
(Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. und Escherichia coli-Stdmme, die in
der Lage sind, Beta-Laktamantibiotika aus der Klasse der Drittgenerations-Cephalosporine zu
inaktivieren, sog. ESBL- (Extended Spectrum Beta-Laktamase) Produzenten). Mit der
Ausnahme von E. coli und S. aureus handelt es sich bei diesen Bakterien um fakultativ
pathogene Erreger, die in der Umwelt (Wasser, Abwasser, Pflanzen) gut Uberleben, und
gleichzeitig in der Lage sind, immungeschwéchte, hospitalisierte Patienten zu infizieren oder
wie E. coli und Enterococcus spp. und in einem geringeren Maf3e auch K. pneumoniae zur
regularen Darmflora bzw. wie S. aureus zur normalen Haut- und Nasenflora von Menschen
und Tieren gehdren. Diese Bakterien enthalten oft ARGs, die auf mobilen Elementen
(Transposons, Plasmide, Integrons etc.) lokalisiert sind. Diese ARGs kdnnen sich Uber den
sogenannten horizontalen Gentransfer von einem Wirt zum nédchsten bewegen und breiten
sich so in der Bakterienpopulation aus. Viele dieser Plasmide werden von mehreren Arten
vermehrt, so dass sie nicht auf eine Spezies begrenzt sind. Zurzeit gibt es keine adaquaten
Risikoabschatzungen, die die Wirkungen von Antibiotika und auf das Auftreten und die
Selektion von Resistenzen in Bakterien, vor allem im nicht-klinischen Umweltbereich, abbilden
kénnen. Auch die Bedeutung von freien Resistenzgenen in der Umwelt ist unklar.

Seit den 40iger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde, beginnend mit den Sulfonamiden und
Penicillin, eine grofRe Zahl von Antibiotika in die Klinik und Veterindrmedizin eingefuhrt. Mit
dem zunehmenden Einsatz dieser Praparate konnte man in den Kliniken eine Zunahme von
resistenten Bakterien erkennen. Die ersten problematischen Erreger waren die sog.
Methicillin-resistenten Staphylokokken (MRSA), die sich ab 1992 flachig in Deutschland
ausbreiteten (Witte et al., 1997). In Deutschland kamen bereits in den neunziger Jahren
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) (Werner et al., 1997) und danach die Gram-
negativen ESBL-Produzenten dazu (Pfeifer and Eller, 2012). Um weiter wirksame Antibiotika
zur Verfigung zu haben, setzte man lange auf die Neuentwicklung von antibakteriellen
Wirkstoffen. Wahrend in den Jahren 1994 bis 2004 noch 16 neue Praparate auf den deutschen
Markt kamen, reduzierte sich die Zahl der Neuzulassungen in den Jahren 2004-2013 auf nur
sieben, trotz einer bedenklichen Resistenzentwicklung gerade bei den Gram- negativen
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Infektionserregern: Die Behandlung von ESBL-Produzenten mit Carbapenemen, Ciprofloxacin
oder Piperacillin/Tazobactam fiihrt z. B. zu vermehrten Resistenzen gegen diese Antibiotika
(Qu et al.,, 2019; Yang et al., 2020). Zusatzlich wurde in letzter Zeit die Forschung der
pharmazeutischen Industrie nach neuen antibiotisch wirkenden Substanzen aus
6konomischen Grinden eingestellt, da der Entwicklungsaufwand fur Antibiotika hoch ist, die
Einsatzmdglichkeiten aber begrenzter sind als z. B. bei Medikamenten, die langfristig
eingenommen werden (wie Statinen oder Blutdrucksenkern). Bei Betrachtung der zurzeit in
Entwicklung befindlichen Substanzen ist abzusehen, dass es eine Zeit dauern konnte, bis
neue effektive Antibiotika gegen die multi-resistenten Gram-negativen Erreger zur Verfliigung
stehen (Holzgrabe, 2018).

Auch die WHO hat das Problem der steigenden Resistenz inzwischen erkannt und die
Antibiotika in drei Klassen eingeteilt; in die niedrigste Klasse (,Access”) wurden Antibiotika
eingeordnet, die gegen weit verbreitete empfindliche Erreger aktiv sind und gegen die selten
Resistenzen entwickelt werden. Die zweite Klasse (,Watch“) enthalt klinisch relevante
Substanzen, die einer Resistenzentwicklung unterliegen und deren Wirksamkeit und Einsatz
kritisch beobachtet werden sollte, dazu gehdren z. B. die in HyReKA untersuchten
Drittgenerations-Cephalosporine wie Ceftazidim and Cefotaxim, Piperacillin/Tazobactam,
Ciprofloxacin, die Carbapeneme (alle gegen Gram-negative Bakterien eingesetzt) und
Vancomycin (gegen MRSA-Infektionen). Die dritte und hochste Klasse (,Reserve®) enthalt
Reserve-Antibiotika, die nur zur Behandlung von ernsten Infektionen mit multi-resistenten
Erregern eingesetzt werden sollen, dazu gehoren Colistin, Ceftazidim/Avibactam,
Ceftozolan/Tazobactam, intravendses Fosfomycin, Tigecyclin (alle gegen Gram-negative
Bakterien) and Linezolid (gegen VRE) (WHO, 2019). Da diese Reserveantibiotika nur gegen
Erreger eingesetzt werden, die auch gegen viele andere Antibiotika Resistenzen zeigen, sind
Resistenzen gegen diese Antibiotika besonders kritisch, da die therapeutischen Optionen
dann sehr eingeschrankt sind. Im Extremfall ist gar keine Therapie mehr moglich: eine todliche
Infektionen mit einer pan-resistenten Klebsielle ist bereits beschrieben (de Man et al., 2018)
und eine solche Kolonisierung gab es — nach Abschluss des Projektes - auch an der
untersuchten Klinik. Einen typischen Fall fir den Einsatz von Reserveantibiotika wirde z. B.
eine ESBL-produzierende K. pneumoniae (Resistenz gegen Ceftazidim and Cefotaxim)
darstellen, die zusatzlich gegen Ciprofloxacin, Piperacillin/Tazobactam und die Carbapeneme
resistent ist. Allgemein sieht man schon, dass die globale Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen (ARG) und deren Aufnahme durch klinisch relevante
Mikroorganismen mit einer steigenden Sterblichkeitsrate von Patienten, die mit diesen
Mikroorganismen infiziert sind, einhergeht (World Health Organisation, 2014. Antimicrobial
Resistance: Global Report on Surveillance). Man geht davon aus, dass in der EU im Jahre
2015 mindestens 33.000 Todesfalle auf Infektionen mit multi-resistenten Erregern
zurickgefuhrt werden koénnen (Cassini et al., 2019). Schéatzungen zu Infektionen und
Sterblichkeit fir die Jahre 2012 und 2014 gehen davon aus, dass bei insgesamt 15.000 MRSA-
Infektionen die Sterblichkeit bei 39% lag (Otto, 2012; Biermann et al, 2014), im Falle von VRE
mit 13.750 dokumentierten Infektionen erreichte die Sterblichkeitsrate zwischen 21 und 35.5%,
bei 9500 Infektionen mit ESBL E. coli lag die Sterblichkeit bei 47% (Aghdassi, et al., 2016.)
Inzwischen kolonisiert dieser Erreger bereits 3.5-6.8% der deutschen Bevélkerung (Idelevich
et al., 2016). Bei 2000 erfassten Infektionen mit resistenten Klebsiella pneumoniae lag die
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Sterblichkeitsrate sogar bei Uber 50% (Aghdassi, et al., 2016; Machler et al., 2017). Die
zusatzlichen Kosten, die bei einer Behandlung eines Patienten mit einer Infektion durch
resistente Keime entstehen, belaufen sich auf durchschnittlich 13.000 bis 30.000 €, je nach
Infektionserreger. Insgesamt wird prognostiziert, dass im Jahre 2050 ca. 10 Mio. Menschen
pro Jahr an Antibiotika-resistenten Infektionen sterben werden (O"Neill et al., 2016)

Im Gegensatz zu vielen chemischen Kontaminanten, deren Konzentrationen durch Abbau,
Verdinnung oder Sorption typischerweise verringert wird, sind Bakterien fahig in der Umwelt
zu persistieren und sich dort auch auszubreiten, d.h. Bakterien kénnen sich im schlimmsten
Fall nach teilweiser Entfernung wieder vermehren. Dies bezieht sich nicht nur auf die
Bakterienzellen, sondern auch auf die ARGs, die ja auf andere Bakterien tbertragen werden
kénnen. Aktuelle Veroffentlichungen zeigen bereits, dass in Abwasser beeinflussten
aguatischen Habitaten die Haufigkeiten an Kklinisch-relevanten Resistenzgenen gegen
Vancomycin und Imipenem in der Gesamtpopulation deutlich héher sind, als das
Vorhandensein der typischen Erreger, die mit diesen Resistenzgenen normalerweise
assoziiert sind (Alexander et al.,, 2015). Dies konnte nur mit Hilfe von kombinatorischen
Analyseverfahren erfasst werden. Diese vermehrte Verbreitung von Antibiotika-resistenten
Bakterien in der Umwelt basiert wohl auf drei wesentlichen Mechanismen, die sich gegenseitig
beeinflussen kénnen:

. dem bereits erwahnten horizontalen Gentransfer von Resistenzgenen, der direkt
von ,konjugativen® Plasmiden oder konjugativen Transposons gesteuert wird. Ein
zweiter Weg ist die Ubertragung von Genen durch Phagen (Transduktion). Weiter
gibt es auch Bakterien, die selbststandig DNA aus der Umwelt aufnehmen und in
ihr Genom einbauen kdnnen.

. der Tatsache, dass Bakterien sich sehr schnell vermehren. In einer Laborkultur
kénnen in 48 h Zellzahlen erreicht werden, die der Anzahl der Menschen auf der
Erde entsprechen. Antibiotika bedeuten Stress fur Bakterien und es gibt
Mechanismen, die daflir sorgen, dass unter diesen Bedingungen mehr Mutationen
auftreten. So entstehen einige Mutanten, die besser an die Anwesenheit von
Antibiotika angepasst sind und besser Uberleben. Dazu gehort z. B. die starkere
Expression von bereits vorhandenen Effluxpumpen, die die Antibiotika in der
Zellmembran binden und wieder ausschleusen. Hier wirken auch
Desinfektionsmittel selektiv (Fernando et al., 2014).

. der starkeren Vermehrung von bereits resistenten Bakterien, wenn ein
Selektionsdruck ausgeibt wird: Dazu gehért auch die Kombination von Antibiotika
mit anderen Kontaminanten wie Schwermetallen und Bioziden (wie z. B.
Desinfektionsmitteln). Im Labor wurde dies bereits gezeigt (Gullberg et al., 2014).
Meist ist es auch so, dass ein Resistenzplasmid Resistenzen gegen mehrere
Substanzen vermittelt. Damit fuhrt die Anwesenheit einer Substanz zur Selektion
von Stdmmen, die dieses Plasmid tragen und damit direkt auch gegen andere
Antibiotika resistent werden, obwohl diese momentan gar nicht vorhanden sind.

Trotz dieser Erkenntnisse ist es schwer, das Verhalten bzw. den Verbleib von
Antibiotikaresistenzgenen und Antibiotika-resistenten Bakterien in der Umwelt vorherzusagen.
Es ist jedoch jetzt schon klar, dass neben den medizinischen Einrichtungen auch in anderen
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anthropogen beeinflusste Kompartimenten Selektionsdruck bestehen kann. Dazu gehdren
kommunale Klaranlagen, Abwésser der Pharmaunternehmen, Aquakultur-Einrichtungen und
Tiermastbetriebe. Diese Bereiche sind gekennzeichnet durch eine hohe Bakteriendiversitat
und -—dichte, die einhergeht mit therapeutischen (Fick et al., 2009), aber auch
subtherapeutischen Konzentrationen von Antibiotika. Diese Kombinationen wiederum
unterstitzen den Gentransfer und die Selektion resistenter Bakterien und damit eine
zunehmende Belastung mit Antibiotika-resistenten Bakterien (Gullberg et al., 2011).

Der Antibiotika-Einsatz in klinischer Medizin und Tiermast unterscheidet sich in Deutschland
(AG Antibiotikaresistenz am BVL, 2018). Von den in HyReKA untersuchten Antibiotika werden
Colistin, Cephalosporine, Sulfamethoxazol, Oxacillin und Enrofloxacin (das im Tier zum
grofl3en Teil in Ciprofloxacin umgewandelt wird (Cester and Toutain, 1997)) in der Tierzucht
eingesetzt. Im Gegensatz dazu werden andere Antibiotika der “Watch” Gruppe nur in der
klinischen Medizin eingesetzt (Carbapeneme, Piperacillin/Tazobactam, intravends
verabreichtes Fosfomycin, Tigecyclin, die neuen Beta-Laktam/Beta-Laktamasehemmer
Kombinationen Ceftozolan/Tazobactam und Ceftazidim/Avibactam), Linezolid and
Vancomycin. Von den Reserveantibiotika wird lediglich Colistin in der Tierzucht eingesetzt.
Wegen der anfanglich starken Nebenwirkungen hat dieser Einsatz dort eine langjahrige
Tradition, wahrend diese Substanz als Therapeutikum in der Humanmedizin erst nach
Ausbreitung der Carbapenemase-Bildner und Entwicklung einer besser vertraglichen
Formulierung wieder eingefuhrt wurde (Li et al., 2006).

Bakterien verwirklichen ein breites Spektrum von Resistenzmechanismen:

. Die Bakterien verandern durch Mutation die Proteine, die das Angriffsziel der
Antibiotika in der Zelle darstellen, so dass die Antibiotika dort nicht mehr binden
kénnen. Hierzu zéhlen z. B. die Veranderung der Gyrase und Topoisomerase, die
zu einer Resistenz gegen Ciprofloxacin fuhrt oder die Mutation von
Regulatorproteinen, die zu einer Veranderung der Struktur der aul3eren Membran
der Gram-negativen Bakterien und damit zur Colistinresistenz fihren. Auch nicht-
proteinogene Targets kdnnen durch Aufnahme von neuen Biosynthesegenen
verandert werden, wie z. B. die Struktur des Zellwandbausteins Lipid Il in den VRE.

. Die Bakterien befinden sich in einem Ruhezustand, z. B. weil sie in einen Biofilm
eingebettet sind und im Moment nicht wachsen. Alle Antibiotika, die
Wachstumsprozesse wie die Zellwand- und DNA-Biosynthese hemmen, sind dann
unwirksam oder weniger aktiv, da in der Zelle maximal Reparaturprozesse
ablaufen.

. Viele Bakterien bilden Enzyme, die Antibiotika chemisch modifizieren und damit
inaktivieren (durch Hydrolyse, Phosphorylierung, Acetylierung etc.). Hier sind die
bekanntesten Enzyme die Beta-Laktamasen, von denen es mehrere Klassen und
extrem viele Beispiele gibt und die oft auf Plasmiden kodiert sind. In anderen
Bakterien sind aber auch Beta-Laktamasegene bereits im Chromosom vorhanden
und mussen nur starker abgelesen werden (z.B. blaoxa-s1 in A. baumannii).

. Gram-negative Bakterien verandern durch Mutation der Poren-bildenden Proteine
die Durchlassigkeit ihrer duBeren Membran, so dass die Antibiotika nicht ins
Periplasma und weiter in die Zelle gelangen.
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. Viele Bakterien bilden Transportproteine aus, die dafir sorgen, dass das
Antibiotikum bereits aus der inneren Membran des Bakteriums heraustransportiert
wird, bevor es an seiner Zielstruktur ankommt, dies ist typisch fir P. aeruginosa
und A. baumannii. Diese Transportproteine sind oft bereits im Genom vorhanden,
werden aber in empfindlichen Stammen nicht ausgebildet. Mutanten, in denen die
Transporter dann Uberexprimiert werden, entstehen durch Mutation, oft auch Uber
Integration von springenden Genen vor dem Strukturgen, die das Gen dann
sozusagen ,anschalten®.

. Manche Bakterien produzieren jene Proteine im UbermaR, die als Angriffsziel der
Antibiotika dienen, so dass das Antibiotikum bei normaler Dosierung abgefangen
wird.

Im Rahmen des HyReKA-Verbundprojekts war zu klaren, in welchem Ausmald, Antibiotika-
resistente Bakterien bzw. deren Antibiotikaresistenzgene in die Umwelt und damit auch zu
Menschen/Tier gelangen und auch von dort aus dem Erwerben und die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen bei klinisch relevanten Bakterien beeinflussen kodnnen. Mdogliche
Ruckkopplungen aus dem Umweltbereich zuriick zum Menschen, sei es in Klinken oder in
Alltagsbereichen im Kontakt mit Wasser oder kontaminierten Lebensmitteln, sollten daher
aufgezeigt werden, um Wege der Verbreitung der Risikobakterien zu unterbrechen und damit
Hotspot des Auftretens zu reduzieren. Das Ziel einer Vermeidungsstrategie muss sein, die
Kolonisierung von Mensch und Tier mit diesen kritischen und Risiko-behafteten Bakterien
durch einen direkten Kontakt zu verhindern.

Wie oben beschrieben, haben Bakterien unterschiedliche meist genetisch determinierte
Mechanismen entwickelt, um Antibiotika unwirksam zu machen. Es ist flr Einschatzung des
Risikopotentials unabdingbar einerseits die Bakterienspezies zu ermitteln und auch die Art des
zugrundeliegenden molekularen Resistenzmechanismus zu bestimmen. Dies gelang uber die
Kombination von Analyseverfahren, wie sie im HyReKA-Projekt definiert und umgesetzt
wurden:

. Kultivierungsverfahren zur Anreicherung und Identifizierung von Antibiotika-
resistenten Bakterien und Ermittlung der Multiresistenzen (spezifische
Nahrmedien, Antibiogramme)

. Typisierung von Bakterienisolaten Uber Sequenzmarker sowie Bestimmung der
Resistenzgene

. Kulturunabhangige molekularbiologische Identifizierung und Quantifizierung von
Antibiotikaresistenzgenen und von Genen fakultativ-pathogener Bakterienspezies
(qPCR/ddPCR)

. Chemisch-analytische  Riickstandsanalyse von Antibiotika: Quantitative

Bestimmung von Antibiotikartickstanden in wassrigen Matrices mittel LC-MS/MS

Durch die Interdisziplinaritdt der Verbundprojektpartner konnten damit fur die genannten 4
Saulen der mikrobiologischen/molekularbiologischen und chemischen Analysen Protokolle
standardisiert werden, die von den betroffenen Partnern an den unterschiedlichen Standorten
genutzt wurden, so dass eine gesicherte Interpretation der erhaltenen Daten zu Belastungen
und daraus resultierenden abgeleiteten biologischen Risiken erfolgen konnte. Diese wurden
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bereits in einem Kompendium dargelegt und der Offentlichkeit zur Verfigung gestellt
(Methodenkompendium: siehe HyReKA Webseite Universitatsklinikum Bonn; oder direkte
Anfrage bei der Koordination UK Bonn und KIT).

Der Forschungsverbund HyReKA wurde somit ins Leben gerufen, um einen aktiven Beitrag
zum umweltbezogenen Gesundheitsschutz der Bevdlkerung zu leisten. Er setzte sich aus
Forschern verschiedener Fachrichtungen (Medizinern, Biologen, Geografen, Ingenieure,
Agrarwissenschaftlern, Lebensmitteltechnologen  und  Ernahrungswissenschaftlern),
kommunalen Wasserwirtschaftsbetrieben und Industriepartnern zusammen. Mit den
Forschern des Universitatsklinikums Bonn waren Spezialisten fir die Bereiche Hygiene,
Medizinische Mikrobiologie, Chemie und Medizinische Geografie involviert. Die Beteiligung
der Institute fur Tierwissenschaften und Ernahrungs- und Lebensmittelwissenschaften der
Universitdt Bonn sorgte fur Expertise in der Fleisch-erzeugenden Kette von der
Primarproduktion bis zur Verarbeitung. Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) war mit
dem Institut fir Funktionelle Grenzflachen und dem Institut fir Mikrostrukturtechnik (jetzt
Universitat Freiburg) beteiligt. Neben der molekularbiologischen Expertise auf dem Gebiet der
bakteriellen Resistenzforschung wurden am KIT auch innovative Technologien zur
Biofilmsensorik entwickelt. Die TU Dresden war mit dem Institut fir Hydrobiologie an der
Identifizierung von Eintragspfaden von Antibiotika-resistenten Krankheitserregern besonders
aus Flugzeugabwassern und Flughéfen beteiligt, wahrend das ISA der RWTH Aachen
siedlungswasserwirtschaftliche Kenntnisse einbrachte. Das DVGW Technologiezentrum
Wasser aus Karlsruhe diente als Partner auf dem Gebiet des Microbial Source Tracking im
Rohwasser, weiterhin waren kommunale Partner wie der Erftverband Bergheim, der
Zweckverband Klarwerk Steinhaule (Neu-Ulm) und der Oldenburgisch-Ostfriesische
Wasserverband (OOWYV) beteiligt. Fur den Bereich innovative Abwassertechnologie lieferte
der Industriepartner Xylem Services GmbH die technischen Voraussetzungen fir die
Elimination/Reduktion der kritischen Mikroorganismen. Fir regulatorische Fragen war das
Umweltbundesamt in Bad Elster zustandig.

Das Ziel von HyReKA war es

. die Eintrdge von ARB, ARG und Antibiotikarlickstdnden in die Umwelt, zum Beispiel
durch Abwasser aus Krankenhausern, kommunalen Abwéassern oder auch
Abwassern aus Tiermastbetrieben qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Damit
sollen  Belastungssituationen und  Verbreitungswege identifiziert und
Risikopotentiale abgeschéatzt werden konnen.

. das Ubertragungsrisiko aus dem Umweltbereich, aus der Landwirtschaft oder
Tiermast zurlick zum Menschen, im Kontakt mit kontaminiertem Wasser oder
Lebensmitteln zu charakterisieren.

. die Rickverfolgbarkeit von antibiotikaresistenten Erregern und Resistenzgenen
aus Abwassern auf deren Ursprungsorte im Sinne des Microbial Source Tracking
zu prufen.

. innovative technische Verfahren der Abwasseraufbereitung an Klaranlagen zu
testen, um die Verfahren zu identifizieren, die die Verbreitungspfade dieser Erreger
unterbrechen.
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auf der Basis der Ergebnisse des HyReKA-Verbundprojekts letztlich
Handlungsempfehlungen und ein Methodenkompendium zu formulieren, die dazu
dienen sollen, angepasste behdrdliche Regularien fir die identifizierten
Risikobereiche zu erstellen um die Wirksamkeit der etablierten Antibiotika langer
zu erhalten und Schutzglter (Trinkwasser, Badegewasser, Bewasserung in der
Landwirtschaft) und damit auch die Bevdlkerung vor Antibiotika-resistenten
Erregern aus der Umwelt zu schitzen.

Als priorisierte klinisch relevante Bakterienspezies waren vorgesehen:

als Vertreter von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae wie Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp., Escherichia coli, Citrobacter spp. und
Proteus spp. als Vertreter der Nonfermenter: Pseudomonas aeruginosa und
Acinetobacter baumannii.

als Vertreter Gram-positiver Abwasser relevanter Erreger: intestinale Enterokokken
(VRE) und Staphylokokken (MRSA).

Zur Resistenzbestimmung der gewachsenen Isolate mittels automatisierter
Verfahren (Micronautsystem) etc. wurden in Medizin und Landwirtschaft relevante
Antibiotika wie Penicilline, Cephalosporine, Fluorchinolone, Carbapeneme, Colistin
und weitere Reserveantibiotika entsprechend der Empfehlungen der KRINKO zur
Testung herangezogen (KRINKO, 2012).

Bei der Auswahl der Resistenzdeterminanten fur molekularbiologische Untersuchungen

wurden

klinisch relevante Gene und genetisch mobile Elemente in das

Untersuchungsprogramm integriert:

blakec (Carbapenemase-Gen bei Klebsiellen), blaoxa2z (Carbapenemase-Gen von
Acinetobacter), blacrx.v und blatem (Beta-Laktamasen von Enterobacteriaceae),
blanom1  (New  Delhi-Metallobetalaktamase), blavm (Carbapenemase bei
Pseudomonas aeruginosa und Enterobacteriaceae), vanA (Gen aus dem
Vancomycin-Operon aus Enterokokken), mecA (Penicillin-Bindeprotein bei
Staphylokokken), ermB (Macrolid-Resistenz bei Gram-positiven Bakterien), tetM
(Tetracyclin-Resistenz), sull (Sulfonamid-Resistenz). Das Intl1 (Integrase auf dem
Integron der Klasse 1) ist genetischer Marker fur ein mobiles genetisches Element
und damit auch fur den horizontalen Gentransfer.

Parallel dazu wurden auch taxonomische Markergene fur E. coli (ycct), intestinale
Enterokokken (23S rDNA), E. faecalis (dll), P. aeruginosa (efcX), A. baumannii
(secA), K. peneumoniae (gItA) eingesetzt, um auch nicht kultivierbare Stadien
(VBNC) quantitativ zu erfassen

Die Abundanzen der Zielorganismen und Resistenzdeterminanten in den
Gesamtpopulationen wurden durch Untersuchungen der extrahierten Gesamt-DNA
aus den bakteriellen Biozonosen mit nachfolgender gPCR der taxonomischen und
Resistenz-spezifischen Genmarker quantitativ erfasst und normiert. Zusétzlich
wurden auch Metagenomanalysen zur Bewertung von technischen Verfahren zu
Reduktion der ARB bzw. ARG eingesetzt.
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Die Untersuchungen mit den o. g. Zielorganismen bzw. Genelementen wurden in folgenden
relevanten Bereichen durchgefiihrt: Kliniken mit deren Abwassersystemen, Mast und
Schlachtbetriebe, kommunale Klaranlagen mit unterschiedlichen AusbaugrofRen und
Einzugsbereichen, Gewassersysteme unterschiedlicher Abwasserbelastungen inklusive
Rohwasser der Trinkwasseraufbereitung und Abwasser aus Flughafen bzw. Flugzeugen.

In den folgenden Kapiteln sind die einzelnen Teilprojekte zusammengestellt, die oft von
mehreren Projektpartnern zusammen bearbeitet wurden.
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1 Teilprojekt: Kliniken und andere medizinische Einrichtungen

1.1 Teilbereich: Klinikabwasser

Die Relevanz von Klinikabwéssern als Quelle von ARB, ihr Beitrag zur Verbreitung in der
Umwelt und das Gesundheitsrisiko fir den Patienten innerhalb des klinischen Bereichs wurden
unter Federfiihrung des GeoHealth Centres des IHPH am UKB in Zusammenarbeit mit der
Wasserchemie/[HPH/UKB, dem IMMIP/UKB und dem IfG/KIT untersucht. Teilziele im Rahmen
des Fallbeispiels Klinik waren dabei:

. Erkenntnisgewinn Uber die Bedeutung von Waschbecken-Siphons, Duschabléaufen
bzw. Toiletten in Patientenzimmern am Beispiel einer Hamato-Onkologie als
Reservoir fur Antibiotika-resistente Erreger;

. Identifizierung und Quantifizierung resistenter klinisch-relevanter planktonischer
Bakterien tber den Eintragspfad Klinikabwasser sowie deren Verbreitung in der
aguatischen Umwelt (Vorfluter) sowie

. Erkenntnisgewinn hinsichtlich der Ausbreitung resistenter Bakterien aus dem
Klinikbereich tber den Abwasserpfad in die Umwelt (Microbial Dissemination) und
hinsichtlich des Gesundheitsrisikos fur Patienten innerhalb des Klinikbereichs
(Source Tracking) als Risikobetrachtung fur die Bevolkerung.

Hierfur wurde tber zwei Jahre hinweg insgesamt 294 Proben von Abwasser und Gewassern
entnommen. Diese entstammen verschiedenen Entnahmestellen entlang eines
Abwasserpfads, beginnend auf einer Station bis hin zu dem, das behandelte Abwasser
aufnehmende, Oberflachengewasser. Ein Zulauf der Klaranlage mit Klinik Einfluss und ein
zweiter Klinik-unbeeinflusster Zulauf konnten unterschieden werden. Eine Charakterisierung
des Klaranlagen-Einzugsgebiets erfolgte mittels Begehungen, Kartierungen und GIS-
Analysen sowie Experten-Interviews. Das aufnehmende FlieBgewasser wurde sowohl
oberhalb als auch unterhalb der einleitenden Klaranlage beprobt.

Die Analyse der Wasserproben erfolgte neben der Bestimmung von physiko-chemischen und
organoleptischen Vor-Ort-Parametern, auch mittels hygienisch-mikrobiologischer Methoden
(Kultivierung und ldentifizierung der Zielspezies aus den Wasserproben, Differenzierung
anhand  morphologischer und  physiologischer = Merkmale, = MHK-Bestimmung),
molekularbiologischer Analysen (MALDI-TOF, gPCR, Typisierung mit spa/DLST/MLST, Next
Generation Sequencing) sowie chemisch-analytischer Untersuchungen. Kulturell wurde
entsprechende der im Konsortium vereinbarten SOPs speziell auf MRSA (Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus), VRE (Vancomycin-resistente Enterokokken) sowie Gram-negative
Bakterien mit erweiterter Unempfindlichkeit gegen R-Laktam-Antibiotika (sog. ESBL) der
Spezies E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. (KEC-Gruppe),
Pseudomonaden (speziell P. aeruginosa), Acinetobacter spp. und Proteus spp. untersucht.
Die am GeoHealth Centre des IHPH gewonnenen Isolate wurden am IMMIP per MALDI-TOF
MS identifiziert, ihre Antibiotikaresistenz charakterisiert und auf Carbapenemasegene und die
transferable Colistinresistenz untersucht. Die Isolate wurden auf3erdem in Hinsicht auf ihre
Multiresistenz analysiert (3MRGN, 4MRGN, Resistenzen gegen neuere Reserveantibiotika),
typisiert und auf ihre Zugehoérigkeit zu bekannten Epidemie-Stdmmen geprift. Zusatzlich
erfolgte die Kultivierung sogenannter Begleitparameter (E. coli, Intestinale Enterokokken,
Pseudomonaden/P. aeruginosa, Acinetobacter spp.), welche — unabhangig vom
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Resistenzstatus- eine hygienisch-relevante Belastung darstellen. Die molekularbiologischen
Gennachweise aus Abwasserproben erfolgten aus den am IHPH gewonnenen Genextrakten
beim Kooperationspartner KIT. Zudem erfolgte in der Wasserchemie am IHPH die
Untersuchung auf Antibiotika und deren Rickstande.
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Ergebnisse im Teilbereich: Klinikabwasser

Es konnten in den Proben aus Waschbecken- und Dusch-Siphons sowie Toiletten
der Patientenzimmer hohe und z.T. persistierende Kontamination mit AB-
resistenten Erregern nachgewiesen werden. Besonders der Anteil an
Carbapenemase-bildenden 4MRGN-Isolaten war hier héher als in allen anderen
untersuchten Proben. Rohabwasser aus Klinikbereichen mit hohem
Antibiotikaverbrauch erscheint aufgrund der enthaltenen Erreger-Dichte
hochinfektits (Sib et al. 2019, Muller et al. 2018). Fir einzelne Stamme war ein
Nachweis Uber die gesamte Laufzeit moglich, so dass von einer konstanten
Besiedlung der Abwassersysteme ausgegangen werden muss. Erste
Interventionsmafinahmen (Einsatz von NaOH, Desinfektionsmitteln, mechanische
Reinigung) waren auf lange Sicht nicht erfolgreich.

Eine hohe und z.T. persistierende Kontamination des Abwassers mit ARB liel sich
auch in der angeschlossenen Kanalisation nachweisen. Es liel3en sich dabei aus
klinischem Abwasser deutlich mehr der von der WHO hochpriorisierten
multiresistenten  Erreger isolieren (MRSA und VRE), als aus dem
urbanem/kommunalem Abwasser ohne angeschlossenes Krankenhaus bzw. aus
hauslichem Abwasser. Gleiches gilt fir multiresistente Gram-negative Erreger (v.a.
sogenannte 4AMRGN), sowie speziell ARB der Art P. aeruginosa. Insofern kénnen
Krankenhduser und besonders Stationen mit hohem Antibiotikaverbrauch
Schwerpunktemittenten fir hochresistente Erreger darstellen (Miller et al. 2018,
Schreiber et al. 2019, Voigt et al. 2020). Ferner zeigten die aus
Krankenhausabwassern isolierten Stamme auch vermehrt Resistenzen gegen
andere neuere Antibiotika oder Antibiotikakombinationen (Colistin, Tigecyclin,
Amikacin, Ceftazidim/Avibactam und Ceftozolan/Tazobactam) (Sib et al., 2020).
Insgesamt  wurden im untersuchten Krankenhaus 45 verschiedene
Carbapenemase-bildenden Klone nachgewiesen (Kehl et al., 2022).

In der Klaranlage werden ARB wie auch andere hygienisch-relevante
Mikroorganismen um im Median 3 log-Stufen (Spannweite: 2-4 log-Stufen)
reduziert. Dennoch sind auch multi-resistente Isolate im Klaranlagen-Ablauf
nachgewiesen worden. Eine Verbreitung (multi-) resistenter Bakterien aus dem
Klinikbereich Uber den Abwasserpfad in die Umwelt findet also demnach statt
(Muller et al. 2018, Schreiber et al. 2019, Kehl et al., 2022). Die Typisierung und
Genomsequenzierung der Erreger zeigte, dass z. B. Carbapenemase-
produzierende (NDM, Oxa-48) ST147 K. pneumoniae-Stamme von der Klinik bis
zum Auslauf der Klaranlage durchgangig nachweisbar waren. Die Analyse der
gesamten Genomsequenz per ,core genome MLST* (Vergleich von 2358 Genen)
ergab, dass die Isolate aus dem Auslauf der Klaranlage sich nicht von den Isolaten
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aus dem Krankenhaus unterschieden. Fur Pseudomonaden waren die Stamme
nicht an jeder Probenstelle zwischen Krankenhaus und Klaranlage nachweisbar,
aber auch hier unterschied sich das Isolat aus dem Klaranlagenauslauf nur durch
4 Basenaustausche von dem nachstverwandten Isolat von der beprobten Station
(Vergleich von 3867 Genen). Beide haufig nachgewiesenen P. aeruginosa-Stamme
waren zudem hypervirulent. Die Art E. coli zeigte dagegen eine grof3e Stammvielfalt
(Kehl et al., 2022).

. ESBL-produzierende Bakterien sind im Gewasser bereits regelmaRig vorzufinden,
jedoch selten multi-resistent. Im Vergleich zu anderen resistenten Erregern (ESBL,
VRE) sind MRSA in Abwasser und Gewassern relativ selten nachweisbar.
Verbreitung und Infektionsrisiko von MRSA Uber Wasser spielt daher eine
untergeordnete Rolle (Schreiber et al. 2019).

. Einige Resistenzgene (ARG) sind ebenfalls in Abwasser und Gewassern
nachweisbar. Andere ARG wie z.B. mcr-1 (Ubertragbare Colistinresistenz) sind
noch selten und wurden in unbehandeltem Rohabwasser, aber nicht im Gewasser
gefunden (Schreiber et al. 2019, Voigt et al. 2020). Die Resistenzgene flr
Carbapenemasen waren in Klinikabwasser signifikant haufiger als im Abwasser
ohne Kilinikeinfluss (Sib et al., 2020).

. Zwischen dem Vorhandensein von Ciprofloxacin/Meropenem und dem Nachweis
von ARB konnte in klinisch beeinflusstem Abwasser ein statistischer
Zusammenhang nachgewiesen werden. Dies konnte vor allem fur Ciprofloxacin
und P. aeruginosa (resistent gegen 3. Generation Cephalosporine) gezeigt werden
(Voigt et al. 2020). Die hochsten gemessenen Antibiotikakonzentrationen in den
Abflissen von Piperacillin und Meropenem Uubertrafen die minimalen selektiven
Konzentrationen eines resistenten Acinetobacter baylyi-Stammes und die minimale
selektive Konzentration von Ciprofloxacin lag im Bereich der gemessenen
Hochstkonzentration in den Abflissen.

1.1.2 Schlussfolgerung fur das Teilprojekt Klinikabwasser

Das Abwassersystem beginnt bereits im Gebaude bzw. im unmittelbaren Patientenbereich
(Siphons, Toiletten etc.). Eine retrograde Kontamination des Sanitarbereichs und daraus
folgende Infektion von Patienten und Personal ist daher nicht auszuschliel3en.

Es wird ein akuter bis mittelfristiger Handlungsbedarf beziiglich der Identifikation und
Realisierung geeigneter Praventionsmaflinahmen zum Schutz von Patienten, Personal und
Besuchern gesehen, der je nach Station bzw. Immunstatus der Patienten in seiner
Dringlichkeit und Bedeutung variiert.

Eine Option praktischer Verfahren zur Pravention und Kontrolle stellen, neben regelmafigen
Kontrollen der Siphons, Duschablaufe und Toiletten auf ARB durch die
Krankenhaushygieniker, die Schulung des Pflege- und Reinigungspersonals sowie Aufklarung
der Patienten dar. In sensiblen Bereichen, wie Intensivstationen oder hdmato-onkologische
Stationen mit immun-supprimierten Patienten, kdnnte als technische PraventionsmalRhahme
die Installation thermischer Siphons helfen, welche im Abwasser enthaltene Mikroorganismen
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durch Erhitzen abtoten. Alternativ ware eine chemische Reinigung der Siphons zur
Vermeidung einer retrograden Kontamination anwendbar. Die derzeit von der KRINKO am RKI
erarbeiteten Empfehlungen sollten in jeden Fall umgesetzt werden.

Eine Verbreitung von multi-resistenten Bakterien (MRE) vom Abwasser in die Umwelt findet
statt, zum einen als Eintrag Uber das in Klaranlagen behandelte Abwasser und zum anderen
mit unbehandeltem Rohabwasser Uber Entlastungen der Mischkanalisation im Falle von
Starkregenereignissen (siehe Teilprojekt kommunale Abwéasser und Oberflachenwasser ohne
Klinik- und Industrie-Beeinflussung (Swist)).

Eine Behandlung hochbelasteten Abwassers erscheint sinnvoll, um die Verbreitung von MRE
in die Umwelt zu reduzieren bzw. weitgehend zu unterbinden. Die kann dezentral am Ort der
Entstehung oder zentral auf der Klaranlage durchgefiihrt werden. Aus hygienisch-fachlicher
Sicht erscheint eine Reduktion von Belastungen effektiver méglich, je hdher die Belastung
bzw. je geringer das Volumen des zu behandelnden Abwassers ist. Hierflr ware zu prifen, in
wie weit gesetzliche Vorgaben fur Kliniken als Verursacher bzw. Einleiter von AB, ARB und
ARG bzw. Krankheitserregern generell gemacht werden kénnen, um ggf. notwendig,
Grenzwerte zu definieren.

Einer Resistenzverbreitung innerhalb des Kanalsystems oder der Klaranlage, v.a. durch
Selektion und horizontalen Gentransfer, wirde durch vorgelagerte dezentraler
Belastungsreduktion entgegengewirkt. Zusatzlich tragt eine dezentrale Losung dazu bei, dass
bei Starkregenereignissen weniger unbehandeltes Hochrisiko- Abwasser aus der
Mischkanalisation (in Deutschland derzeit noch mehrheitlich verbaut) direkt aus dem
Kanalnetz in die Gewasser eingeleitet wird.

Als sinnvolle Parameter im Rahmen einer zukiinftigen Uberwachungsstrategie zur ARB-
Verbreitung in der Umwelt erscheinen v.a. Biofilmbildner geeignet, die kritische multi-resistente
Erreger (MRE), und hier besonders 4MRGN, darstellen und spezifisch fir Klinikabwasser zu
sein scheinen, wie z.B. P. aeruginosa und/oder Klebsiella spp. bzw. die KEC-Gruppe. Eine
MHK-Testung fir die ldentifikation des 3/4 MRGN-Status ist dabei sinnvoll. Als eher
ungeeignet zeigte sich MRSA, die in geklartem Abwasser und Gewassern selten nachweisbar
sind.

Zur Beurteilung der Reduktionsleistung im Rahmen einer — wie auch immer realisierten -
Abwasserbehandlung bietet sich ESBL E. coli als einfacher, haufig vorkommender und
resistenter Fakalindikator fur ein regelmafiges Monitoring an.

Zur Identifikation und Bewertung von Schwerpunkt-Emittenten in einem Einzugsgebiet werden
human-relevante resistente coliforme Bakterien (KEC) oder spezifisch Klebsiella spp. als
sinnvoll erachtet, sowie P. aeruginosa (ggf. als einmaliges Screening; inkl. MHK-Testung fir
3/4 MRGN).

Ciprofloxacin konnte aufgrund der statistischen Zusammenh@nge als Indikator fur die
Belastung mit Antibiotika-resistenten Bakterien, in klinisch beeinflusstem Abwasser,
verwendet werden.

Zusammenfassend stellten sich die Klinikabwasser als am héchstes belastetes Reservoir von
multi-resistenten Erregern (SMRGN und 4MRGN) dar und die Anzahl der hoch-resistenten
Isolate Ubertraf deutlich die im Teilprojekt ,Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser
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ohne Kilinik- und Industrie-Beeinflussung (Swist)* sowie im Teilprojekt ,Tierproduktion®
isolierten Stamme, in denen keine Carbapenemasen nachgewiesen werden konnten deutlich.

1.2 Verdffentlichungen im Teilprojekt Klinikabwasser und andere
medizinische Einrichtungen
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2.1 Teilbreich: Kommunale Klaranlagen und Schlachthdfe

Das KIT in Zusammenarbeit mit dem Projektpartner Ostfriesischer Oldenburgischer
Wasserverband (OOWYV) insgesamt 24 Klaranlagen unterschiedlichster Grof3e und
Ausbaustufe Uberwiegend in Norddeutschland untersucht. Ein Grof3teil der Klaranlagen (11)
behandelte vor allem kommunales Abwasser, 7 Klaranlagen hatten Krankenhauser im
Einzugsgebiet und 6 Klaranlagen behandelten gré3ere Mengen an Abwassern aus
Lebensmittel-verarbeitenden Betrieben.

Die Untersuchungen fokussierten sich auf die Klaranlagenablaufe, um das
Verbreitungspotential klinisch relevanter Antibiotika-resistenter Bakterien zu analysieren.
Dafur wurden 12 Antibiotikaresistenzgenmarker (Sulfonamid-, Makrolid-, Tetracyclin-, B-
Laktam-, Carbapenem-, Vancomycin- und Colistinresistenz) und 5 Bakterienmarker (E. coli,
Enterokokken, K. pneumoniae, A. baumannii und P. aeruginosa) verwendet.

211 Ergebnisse aus: Kommunale Klaranlagen und Schlachthéfe

. Unabhéngig von Einzugsgebiet der Klaranlagen und deren Gréf3en wurde ein
Groliteil der Antibiotikaresistenzgene und fakultativ-pathogenen Bakterien in den
Auslaufen der Klaranlagen in signifikanten Konzentrationen nachgewiesen und
kategorisiert werden (Haufig, mittel haufig und geringe Haufigkeit) (Tabelle 1,
Hembach et al., 2019).

. Tagefrachtberechnungen aller Antibiotikaresistenzgene und fakultativ-pathogene
Bakterien fur die untersuchten Klaranlagen unterschieden sich im Bereich von 2
Logstufen. Trotz eines deutlich hdheren Ablaufvolumens zeigen groRRere
Klaranlagen nicht zwangslaufig auch eine erhdhte Emission an
Antibiotikaresistenzen im Vergleich zu kleineren Klaranlagen. D.h. die Emission
aus kleinen Klaranlagen ist in einigen Fallen ebenso hoch, wie die von
GrolR3klaranlagen (Alexander et al., 2019).

. Pearson-Korrelationen zeigen fir Klaranlagen mit Krankenhdusern im
Einzugsgebiet (Kliniken mit hoher Bettenzahl, Universitatskliniken) ein erhéhtes
Vorkommen von fakultativ pathogenen Bakterien mit Resistenzen gegen
Reserveantibiotika (z.B. blaNDM, vanA) im gereinigten Abwasser.

. Klaranlagen mit signifikantem Abwasseranteil aus bestimmten Schlachthéfen
wiesen ebenfalls Antibiotikaresistenzen gegen Reserveantibiotika wie Vancomycin
(vanA) oder das mobile Colistinresistenzgen mcr-1 auf (Hembach et al., 2017;
Alexander et al., 2019).
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Tabelle 1: Kategorisierung der nachgewiesenen Resistenzgene und fakultativ-pathogenen Bakterien.

Resistenzgen

Art und Funktion

Verantwortlich fur 90% aller Ampicillinresistenzen in E.

blaTEM coli, gilt als Vorlaufer fir Enzyme mit ESBL-Wirkspektrum
'«g ermB Resistenz gegen Makrolide wie Erythromycin
£ Resistenz gegen Tetracyclin, Tetracyclin macht ¥4 aller
tetM . o L
verschriebenen Veterindrantibiotika aus
sull Resistenz gegen Sulfonamide
Resistenz gegen Beta-Laktamantibiotika/Cephalosporine,
blaCMY2 vermittelt niedrigschwellige Resistenz gegen
Carbapeneme
o & blaCTX-M15 haufigste Typ bei ESBL produzierende Bakterien,
35 veterinar-assoziiert
= E blaCTX-M32 haufigste Typ bei ESBL produzierende Bakterien, human-
Tt assoziiert
blaOXA48 Resistenz gegen Carbapeneme (Reserveantibiotika)
mecA MRSA assoziierte Antibiotikaresistenz
blaNDM1 Resistenz gegen Carbapeneme (Reserveantibiotika)
blaVIM2 Resistenz gegen Carbapeneme, haufig auf P. aeruginosa
und K. pneumoniae
Resistenz gegen Vancomycin (Reserveantibiotika), seit
oD vanA 2018 deutliche Zunahme der Resistenz von E. faecium
25 gegenliber Vancomycin (VRE)
S 3 Resistenz gegen Carbapeneme, haufig in fakultativ-
T blakPC-3 : :
pathogenen Gram-negativen Bakterien
Resistenz gegen Colistin/Polymyxin (letztes Mittel gegen
mcr-1 schwere Infektionen durch multiresistente Gram-negative
Erreger)
Bakterien
A. baumannii | secE 5% aller klinischen Infektionen
K. pneumoniae | glitA 4,5% aller klinischen Infektionen > 50% aller
P. aeruginosa |ecfX 5,8% aller klinischen Infektionen gemeldeten
E. coli yccT 16,6% aller klinischen Infektionen bakteriellen
Enterokokken |23S rRNA 14,3% aller klinischen Infektionen Infekte
E. faecalis ddl 6,9% aller klinischen Infektionen -

2.2 Teilbereich: Erweiterte Abwasserbehandlungsverfahren

An der Grol3klaranlage Steinh&aule (440.000 EW) wurden in Kooperation mit Projektpartner
Zweckverband Klarwerk Steinhdule, Xylem Services GmbH und Universitdt Freiburg
erweiterte Abwasserbehandlungsverfahren zur Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und
Antibiotikaresistenzgentragern untersucht. Dazu gehorten:

. Ultrafiltration Membrantechnologie (20 nm Porengrol3e); Zweckverband Steinh&ule
. Ozonbehandlung (1 g O3/g DOC; 5 Minuten Kontaktzeit), Xylem Services GmbH
. UV-Bestrahlung (400 J/m2), Xylem Services GmbH
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. Ozon/UV Kombination; Xylem Services GmbH

. Sand und Aktivkohlefiltration; Zweckverband Steinhule.

Im Rahmen der Untersuchungen wurden auch unterschiedliche Ozonkonzentrationen,
Verweilzeiten im Ozonkontaktreaktor und UV Intensitaten eingesetzt, die jedoch hinsichtlich
der mikrobiologischen Parameter bei gleichzeitig erhéhtem Kostenaufwand keine signifikanten
Verbesserungen ergaben.

2.2.1 Ergebnisse aus: Erweiterte Abwasserbehandlungsverfahren

. Sand- und Aktivkohlefiltration sind fur eine effektive Reduktion der
mikrobiologischen und molekularbiologischen Untersuchungsparameter (18
Antibiotikaresistenzgenen und 5 fakultativ-pathogenen Bakterienspezies) nicht
geeignet (Jager et al., 2018).

. Ultrafiltration, Ozonung und Kombination aus Ozonung mit UV-Bestrahlung >
Ozonung > UV) zeigen unter Berlicksichtigung der Lebend-Tot Diskriminierung die
deutlichsten Reduktions- bzw. Eliminationsleistungen (Hembach et al., 2019; Hiller
et al., 2019, Jager et al., 2018).

. Die Ultrafiltration weist die effektivste Reduktion (bis zu 6 Logstufen/Elimination)
auf.
. Die Kombination von Ozon gekoppelt mit Aktivkohlefiltration (Abbau/lnaktivierung

von Antibiotikariickstanden bzw. Spurenstoffen) und einer nachfolgenden
Membranfiltration (Barrierefunktion flr Bakterien) ist ein sinnvolles Verfahren, um
sowohl Bakterien zurtickzuhalten, als auch auftretende Selektionsereignisse flr
Antibiotikaresistenzen effektiv zu bekampften (Hembach et al., 2019; Alexander et
al., 2019).

. Online Biofilmanalysen mit Hilfe eines amperometrischen Sensorverfahren
(Universitat Freiburg) belegen erfolgreiche Reinigungszyklen an den Membranen
bzw. ein zeitlich abhéngiges Fouling in Form von Biofilmen an der Membran der
Ultrafiltration.

. Metagenomanalysen bestatigen eine erhdhte Belastung an Antibiotikaresistenzen
und fakultativ-pathogenen Bakterien im Retentat der Membrantechnologien, die
einer eigenstandige Risikobewertung bendtigen (Hembach et al., 2019).

2.3 Nachweis von fakultativ-pathogenen Bakterien im Vorfluter

Langzeituntersuchungen der untersuchten mikrobiologischen Parameter im aufnehmenden
Oberflachengewasser belegen eine langfristige Persistenz (Uber mehrere Wochen von
kultivierbaren fakultativ-pathogenen Bakterien. Diese ist abhangig von der Bakterienspezies,
und zeigt sich besonders bei Acinetobacter baumannii und Pseudomonas aeruginosa. Die
anfanglichen hohen Abundanzen an E. coli und E. faecium/faecalis im Abfluss der Klaranlage
Steinhaule und im aufnehmenden Fluss Donau nahmen zwar U(Uber den
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Untersuchungszeitraum kontinuierlich ab, waren aber nach 4 Wochen immer noch im
aufnehmende Oberflachengewasser im Kulturverfahren nachweisbar.

24 Schlussfolgerung das Teilprojekt: Kommunale Klaranlagen,
Elimination

. Die konventionelle Abwasserbehandlung an Klaranlagen verhindert nur
unzureichend die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen.

. Zum Schutz der Trinkwassergewinnung, Badegewasser und Bewé&sserung in der
Landwirtschaft missen an als belastet eingestuften Klaranlagen Mal3nahmen zur
Gesundheitsvorsorge getroffen werden. Nicht alle Klaranlagen muissen mit
zusatzlichen Behandlungsverfahren ausgestattet werden.

. Mikrobiologische Indikatoren fur Handlungsbedarf: Resistenzen/Gene gegen
Carbapeneme, Colistin, Vancomycin (Reserveantibiotika) in fakultativ-pathogenen
Bakterien (ESKAPE-Gruppe), sowie Multiresistenz (4 MRGN). Reduktion der
genannten Indikatoren muss ausreichend hoch sein, besser Elimination (99-
99,99% bezogen auf Nachklarung oder 5-7 Logstufen bezogen auf Zulauf
Klaranlage).

. Eine dezentrale Abwasserbehandlung an Kliniken oder in der Tierverarbeitung tragt
zur Minderung der Belastung in Klaranlagen bei (z.B. Multiresistenz, Carbapenem-
Resistenz blaNDM-1 bei Kliniken; Colistin-Resistenz mcr-1 bei Tierverarbeitung).

. Technische Lésungen stehen bereits zur Verfiigung und kénnen an erforderlichen
Stellen (Kliniken, Klaranlagen) bereits eingesetzt werden (Kombinationen von
oxidativen und adsorptiven Verfahren mit Membranverfahren sind hdchst effektiv).

. Regularien und Grenzwerte zum Nachweis bzw. zur Reduktion von Antibiotika-
resistenten Bakterien sind notwendig.

Ubergreifendes Fazit:

Die mikro- und molekularbiologischen Untersuchungen der Klaranlagen belegen die deutliche
Emission hygienisch relevanter mikrobiologischer Paramater nach konventioneller
Behandlung direkt in die aquatische Umwelt. Diese stellen somit ein deutliches Risiko fir die
Verbreitung und damit einer moglichen Kolonisierung der Menschen im Kontakt mit dem
Wasser dar. Dies trifft zu, wenn aquatische Schutzgiter wie Badegewasser und Wasser, die
zur landwirtschaftlichen Beregnung genutzt werden. Eine Beeinflussung von Rohwassern fur
eine Trinkwasseraufbereitung ist ebenfalls nicht auszuschlieBen, da ein Transfer von
Resistenzgenen auch auf autochthone Bakterien erfolgen kann. Da Klaranlagen der direkte
Link zur Umwelt darstellen, sind MaRRnahmen an dieser Stelle erforderlich, auch wenn
dezentrale MalRBhahmen (z.B. an ausgewdahlten Krankenh&usern, Schlachthdfen) zu einer
Verédnderung des Belastungspotentials fiir spezifische Determinanten betragen kénnen.
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3.1 Landwirtschaftliche Nutztierhaltung und Abwéasser aus Gefliugel-
und Schweineschlachthdfen

Zur Abschéatzung der Relevanz des Austragsrisikos von antibiotikaresistenten Bakterien aus
der fleischerzeugenden Produktionskette wurden in Hahnchen- und Schweinemastbetrieben
und in Geflugel- und Schweineschlachthéfen Proben gezogen und analysiert.
Wissenschaftliches Ziel war es hierbei die Eintragsquellen resistenter Bakterien aus der
Wertschdpfungskette ,Fleisch® in den Wasserkreislauf zu identifizieren. Weiterhin sollte
anhand der Ergebnisse eine Abschatzung der Auftretenswahrscheinlichkeit, Bedeutung und
Entdeckungswahrscheinlichkeit Antibiotikaeintrdge und resistenter Bakterien fir spater
mogliche Monitoringsysteme ermdglicht werden. Durch die kulturelle Analyse wurde die
Diversitat resistenter Indikatorkeime von lebenden Tieren, aus deren nahem Umfeld, aus
Schlachthofabwéssern bis hin zur kommunalen Klaranlage charakterisiert. Auf Basis dieser
Ergebnisse wurden Handlungsempfehlungen zur Risikominimierung erarbeitet.

Die Probenmatrices waren hierbei Staub, Luft, TrAnkewasser, Mist respektive Gllle, Futter
und Rektal- respektive Nasaltupfer von Tieren aus insgesamt 40 H&hnchen- und
Schweinemastbetrieben. Die Proben wurden kulturell mikrobiologisch mit verschiedenen
Selektivmedien untersucht. Das Untersuchungsspektrum an antibiotikaresistenten Bakterien
umfasste dabei die Erreger der ESKAPE-Gruppe (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
spp.) und Escherichia coli. Die Speziesbestimmung erfolgte mittels Massenspektrometrie.
Ausgewahlte Isolate wurden mittels Mikrodilution auf ihre Empfindlichkeit gegenuber fir
Humanmedizin besonders relevanten Antibiotika nédher charakterisiert. Als MRSA identifizierte
Isolate wurden zudem spa-typisiert. Zudem wurden verschiedene Managementcharakteristika
(u.a. der Einsatz von Antibiotika in einem Zeitraum von 3 Monaten vor der Probenahme) der
Betriebe mittels Fragebogen erfasst.

Von ingesamt 990 untersuchten Proben aus den Mastbetrieben wurden in 224 Proben (23%)
resistente Erreger nachgewiesen; 766 (77 %) Proben waren kulturell unauffallig.

Als resistente Erreger wurden von den Proben 151 auf MRSA, 72 auf E. coli, 21 auf
A. baumannii, 4 auf Enterobacter spp., 2 auf P. aeruginosa, 2 auf K. pneumoniae, eine auf
Citrobacter spp. positiv getestet. Teilweise enthielten die Proben mehr als eine der genannten
Spezies. In keiner Probe wurden VRE nachgewiesen. Keines der untersuchten Isolate war
4MRGN. Von den isolierten MRSA wurden 267 Isolate spa-typisiert (Schwein: 236; Geflugel:
31). Hierbei dominierten in der Schweinemasthaltung die spa-Typen t011, t034 und t2011. In
Einzelfadllen wurden zudem die spa-Typen t1170, t1451, t3275, t4030, t5675 und t571
detektiert. In den Isolaten aus der Gefligelmast wurde ausschlief3lich der spa-Typ 034
gefunden. Der tUberwiegende Teil der MRSA Isolate wurde dem CC398 zugeordnet.

Auf den Schweinemastbetrieben gaben 17 Betriebsleiter*innen Auskunft zum Einsatz von
antibiotischen Wirkstoffen. Auf 14 der 17 Schweinemastbetriebe wurden 3 Monate vor der
Probenahme ein oder mehrere Antibiotika eingesetzt. Grol3tenteils wurden hierbei Einzeltiere
behandelt (10 von 14). Eingesetzt wurden Uberwiegend Beta-Lactame (8) und Tetracycline
(7), gefolgt von Florfenicolen (3), Lincosamiden (1) und Makroliden (1). Dabei wurden in der
Schweinemast keine umgewidmeten Carbapeneme oder Colistin eingesetzt. Bei den an der
Studie teilnehmenden Gefligelmastbetrieben gaben 8 von 20 Betrieben an in den letzten 3
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Monaten vor der Beprobung ihren Bestand antibiotisch behandelt zu haben. Hierbei ist
anzumerken, dass bei einer medikamentdsen Behandlung in der Gefligelhaltung immer alle
Tiere eines Stalles behandelt werden, da eine Einzeltierbehandlung weder maéglich noch
nutzbringend ware. Eingesetzt wurden auf den besuchten Gefligelmastbetrieben
hauptséachlich Lincosamide (4), Polymyxine (3) und das Beta-Lactam-Antibiotikum Amoxicillin
(2). Jeweils ein Mal wurde Trimethoprim, Sulfamethoxazol, Doxycyclin und das als besonders
kritisch einzustufende Enrofloxacin zur Behandlung eingesetzt. Der Antibiotikaeinsatz der
beprobten Betriebe spiegelt die erwarteten Wirkstoffe und Haufigkeiten wieder und zeigt den
groBen Effekt der staatlichen und privatwirtschaftlichen Monitoringmalinahmen bei der
Minimierung des Antibiotikaeinsatzes in den vergangenen 5-10 Jahren (Wallmann et al.,
2019).

Die Proben aus Gefligel- und Schweinemastbetrieben zeigten deutliche Unterschiede
hinsichtlich Auftretenshaufigkeit und Resistenzmuster im Vergleich zu Proben aus den
klinischen und kommunalen Abwassern (Sib et al., 2020 submitted).

Es konnte ein Zusammenhang zwischen Antibiotikaresistenz und Resistenzrate, sowie ein
Unterschied in der Speziesdiversitdt in Abhéngigkeit von der Tierart und dem
Managementkonzept festgestellt werden (Heinemann et al., 2019a; Heinemann et al., 2019b).

Der restriktive Umgang mit antibiotischen Wirkstoffen in der Tierhaltung verringert das Risiko
der Verschleppung in der fleischerzeugenden Kette Uber kolonisierte Tiere. Die
Einsatzhaufigkeit und —menge sind stark von der Haltungsform, dem Betriebsmanagement
und dem Wissen Uber Mdglichkeiten der Gesundheitsvorsorge und beispielsweise im
Speziellen der Effizienz von Hygienemalnahmen abhangig (Heinemann et al.,, 2020a,
Heinemann et al., 2020b).

Um den Einsatz von Antibiotika und damit auch den moglichen Austrag von
Antibiotikarlickstdnden und -resistenzen in die Umwelt in das aquatische System zu beurteilen,
sind verstarkte Investitionen in produktbegleitende Uberbetriebliche
Gesundheitsmanagementsysteme  erforderlich.  Die  Diversitdt an ARP  und
Antibiotikarlickstdnden in Abwassern von Anlieferungsbereich von Schlachthéfen lasst sich
hierbei als Indikator fur den Erfolg von wirtschaftsgetragenen Qualitdtsprogrammen nutzen.

Generell muss betont werden, dass sich die Situation in der Nutztierhaltung seit Einfihrung
des Antibiotikamonitorings (privatwirtschaftliches Monitoring lber die QS-Datenbank und
behoérdliches Monitoring auf Basis der 16. AMG-Novelle) bereits verbessert hat und vor allem
auch privatwirtschaftliche Anreize zur Reduktion von Antibiotika mit besonderer Bedeutung fur
den Menschen, wie z.B. Fluorchinolone und Cephalosporine der 3. und 4. Generation eine
Wirkung zeigen. Allerdings sollte das vom BfR durchgefiihrte Resistenzmonitoring im
landwirtschaftlichen Bereich um klinische Aspekte, wie zusatzliche Erregertypen und
zusatzliche getestete Antibiotika erweitern werden, um eine bessere Abschatzung des Risikos
fur den Menschen zu ermdéglichen. Zudem sind die Partner des Verbundsprojektes der
Aufassung, dass wie in Australien auf den Einsatz von Fluorchinolonen und entsprechend der
Empfehlung der WHO von Colistin vollstandig verzichtet werden sollte. Hierbei soll nochmal
hervorgehoben werden, dass lediglich auf einem von 40 teilnehmenden Mastbetrieben
Enrofloxacin und auf 3 von 40 Betrieben Colistin zur Bestandsbehandlung vom Tierarzt*in
verschrieben wurde. Den meisten Landwirten war die Resistenzproblematik bewusst, sie
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hatten Interesse an zusétzlichen Informationen zu dem Resistenzstatus auf ihrem Betrieb und
sie haben sich gerne zur Teilnahme bereiterklart. Durch eine tGberwiegende Teilnahme an
Markenfleischprogrammen und Branchenstandards wie QS waren die teilnehmenden Betriebe
gewohnt, externen Personen gegenuber transparente Ausklnfte zu erteilen und ihre
Nutztierhaltung zu zeigen. Auf keinem Betrieb wurden inkonsistente Aufzeichnungen oder
Aussagen zum Antibiotikaeinsatz festegestellt.

Ein zuséatzlicher Ansatzpunkt zur Verbesserung der Resistenzsituation in der Nutztierhaltung,
ware es Anreize zu schaffen um den Ausbau von Tiergesundheits-, Hygiene- und
Resistenzmonitorings weiter zu férdern und in bestehende privatwirtschaftliche Systeme zu
integrieren. Die in den Antibiotika-Monitorings aufgenommenen Daten kdnnten mit anderen
Daten, z.B. Schlachtdaten verknipft und noch weitergehend ausgewertet werden. Derzeit ist
das grof3e Potential durch die Digitalisierung und intelligente Datenverarbeitung noch nicht
augeschopft, um systematsich Gesundheitsprobleme, auffallige Betriebe oder auffalliges
Verschreibungsverhalten zu identifizieren und dann gezielt anzugehen.

Wie bereits oben beschrieben, Gefligel und Schweine sind potenzielle Trager der ESKAPE-
Bakterien und E. coli, die eine klinische Relevanz fur den Menschen darstellen. Aufgrund der
hohen Anzahl an Tieren aus Betrieben mit unterschiedlich erfolgreichem
Gesundheitsmanagement, die in Schlachthofen verarbeitet werden, reprasentieren
Prozesswasser und Abwasser eine wichtige Quelle der Bakterien der ESKAPE-Gruppe.

Um diese Hypothese zu testen, wurden Prozesswasser und Abwasser, die in
Anlieferungsbereichen und in schwarzen Produktionsbereichen sowie in betriebseigenen und
kommunalen Klaranlagen von vier Schlachthéfen zu mehreren Zeitpunkten genommen und
mittels kultureller Verfahren auf ESKAPE-Bakterien untersucht. Die Isolate wurden
phanotypisch und genotypisch auf deren Resistenzen untersucht und epidemiologisch
typisiert. Ausgewahlte Isolate wurden mittels Whole Genome Sequencing néher
charakterisiert.

Abwasser und Prozesswasser aus Geflugelschlachthofen stellten wichtige Reservoire fur
antibiotikaresistente Bakterien mit klinischer Relevanz dar. E. coli der EXPEC-Phylogruppen
B2, D und F wurden an allen Probenahmestellen der untersuchten Schlachthofe
nachgewiesen. Es wurden Hochrisikoklone (z. B. ST10, ST69, ST117, ST648) detektiert, die
weltweit an Infektionen beim Menschen beteiligt sind. Die Mehrheit der ESBL-produzierenden
E. colitrug Gene, die fir CTX-M-1-, TEM-116-, TEM-52- und SHV-12-3-Lactamasen kodieren.
Es wurden jedoch keine Carbapenemasen nachgewiesen. MRSA-Isolate gehdrten
hauptséchlich zu CC9 (11430, t13177) und CC398 (18588, t011, t034), die die haufigsten LA-
MRSA in Europa representieren. Das Auftreten von VRE war selten. Es wurde lediglich ein
VRE-Isolat ST1249 detektiert, was bereits in Gefligelprodukten in UK beschrieben wurde
(Savin et al. 2020a, Gouliouris et al. 2018).

Darlber hinaus bildeten Abwasser und Prozesswasser aus Schweineschlachthéfen ein
weiteres wichtiges Reservoir fir ESKAPE-Bakterien und ESBL-produzierende E. coli. Nur ein
geringer Anteil von ESBL-produzierenden E. coli wurde den Virulenz-assoziierten EXPEC-
Gruppen B2 und D zugeordnet. Jedoch wurden nachgewiesene Klone der ST10, ST117,
ST101, ST354, ST453, ST1170, ST1284 und ST1431 bereits in Infektionen bei Menschen in
Deutschland beschrieben. Isolierte LA-MRSA gehorten gréf3tenteils zu CC398 (1011, t034,
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t2011, t2576) und wurde an allen Probenahmestellen detektiert. ESKAPE-Bakterien, die das
hdchste potenzielle Risiko fur den Menschen darstellen, wie z. B. E. coli der klinisch relevanten
klonalen Linien (ST10, ST69, ST95, ST131, ST167, ST405, ST648), CPE, VRE sowie HA-
MRSA der CC5 und CC22 wurden hauptsachlich in kommunalen Abwassern nachgewiesen.
Nichtsdestotrotz, war das Vorkommen von CPE in kommunalen Klaranlagen gering (Savin et
al. 2020b).

In untersuchten Proben aus Gefliigelschlachthéfen wurde eine hohe Pravalenz an Colistin-
resistenten Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., E. cloacae-Komplex) festgestellt.
Jedoch exprimierte nur ein geringer Anteil der Isolate (<6%) ein MDR-Phé&notyp (kombinierte
Resistenz gegen Piperacillin-Tazobactam, Cefotaxime und Ciprofloxacin). Nichtsdestotrotz,
trug ein hoher Anteil der E. coli (70.8%. 46/65) und K. pneumoniae (20.6%, 7/34) Isolate das
mcr-1 Gen auf einer Vielzahl Gbertragbarer Plasmide, die zu den Incl1-, IncHI2-, IncX4-, IncF-
und Incl2-Gruppen gehdrten und eine GréRe zwischen 30 kb und 360 kb hatten. Dartber
hinaus zeigte die Mehrzahl der E. coli und K. pneumoniae Isolate, die negativ auf mcr-1 bis
mcr-9 getestet wurden, nicht-synonyme Polymorphismen in pmrAB-Genen. Es wurde gezeigt,
dass mcr-1 auch durch Fluorchinolone und Tetracycline co-selektiert werden kann. Daher ist
es erforderlich, neben Colistin den Einsatz von Antibiotika bei Nutztieren generell zu
reduzieren (Savin et al. 2020c).

Unter ESBL-produzierenden, und Colistin-resistenten K. pneumoniae-Isolaten aus den
Gefligel- und Schweineschlachthéfen sowie den kommunalen Klaranlagen wurde eine
Vielzahl an klinisch relevanten Klonen (z. B. ST15, ST17, ST37, ST147, ST412, ST873,
ST896) detektiert. In den Isolaten aus kommunalen WWTPs wurde die héchste Vielfalt an
Antibiotikaresistenzgenen (n=77) nachgewiesen, die Resistenzen gegen zehn Antibiotika-
Klassen verleihen. Isolate aus Geflligelschlachthéfen zeigten die héchste Resistenzrate gegen
Colistin. Wohingegen der héchste Anteil an Carbapenem-resistenten Isolaten in kommunalen
Klaranlagen festegestellt wurde. Jedoch wurden keine Cabapenemasen nachgewiesen (Savin
et al. 2020d).

Die ubiquitare Verbreitung von Bakterien der ESKAPE-Gruppe (insb. E. coli und MRSA), die
Resistenzen gegen ,Highest Priority Critically Important Antimicrobials“ (i.e. Cephalosporine
3. und hoéheren Generationen, Fluorchinolone, Polymyxine) aufweisen, in Prozesswassern
und Abwasser von Gefliigel- und Schweineschlachthéfen ist besorgniserregend. Eine
Kolonisierung bzw. abhéangig von individuellem Gesundheitszustand und der
Expositionsintensitat zu kontaminiertem Wasser, Infektion der Schlachthofmitarbeiter ist nicht
vollkommen auszuschlielen. Des Weiteren, durch mogliche Kreuzkontaminationen der
Schlachtkdrper (z.B. mit Brihwasser) kdnnen diese Bakterien in die Lebensmittelkette
eingetragen werden und stellen somit moglichweise ein potentielles Risiko fur Verbraucher
dar. Darlber hinaus werden sie durch betriebseigene Klaranlagen, die keine
weitergehende Abwasserreinigung (z.B. Ultrafiltration, Ozonbehandlung) betreiben, nicht
vollstandig eliminiert und gelangen so in Oberflachengewésser. Im Fall von betriebseigenen
Klaranlagen der Geflugelschlachthofe, die das Abwasser mittels Ultrafiltration und Ozon
aufbereiten, wurde gezeigt, dass sich die Gesamtkeimbelastung um 4-6 log-Stufen reduzierte,
sodass die ausgewdhlten Erreger in der Mehrheit der Ablauf-Proben (n=12/16) nicht mehr
nachweisbar waren. Fir direkteinleitende Betriebe zeigen die Ergebnisse, dass gezielte
MaRRnahmen zur Abwasserbehandlung in betriebsinternen Kléaranlagen von Schlachthdfen
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einen wertvollen Beitrag zur Risikominimierung im aquatischen System liefern, weshalb diese
weiter gefordert werden sollten. Final bleibt jedoch festzuhalten, dass der
verantwortungsbewusste Einsatz von Antibiotika in Tierhaltungen sich als wichtigste
Stellschraube zur Vermeidung von Resistenzen zeigte. Auf Betrieben, die in den letzten drei
Monaten keine Antibiotika eingesetzt haben, wurden auch nur sehr selten resistente
Mikroorganismen gefunden, unabhéngig davon ob es sich um einen konventionell oder
biologisch wirtschaftenden Betrieb handelt.

Generell besteht noch weiterer Forschungsbedarf zu den nachfolgend aufgefiihrten Aspekten:
Reduktion des Antibiotikaeinsatzes in den tierhaltenden Betrieben:

. Welche weiteren MalRBhahmen filhren zu einer Verbesserung von Monitoring und
Gesundheitsmanagement?

. Wie kann der Tiergesundheitsstatus auf landwirtschaftlichen Betrieben noch weiter
verbessert werden?

. Wie kodnnte eine Aktualisierung von bestehenden privatwirtschaftlichen Antibiotika-
Monitorings in Verbindung mit Resistenz-Monitorings gestaltet werden?

MalRnahmen zur Risikominimierung der Eintrage von Antibiotikartickstanden und Antibiotika-
resistenten Bakterien in die Umwelt und den Wasserkreislauf:

. Welche Relevanz haben Rinder- und Milchviehbetriebe bei der Ausbreitung von
antibiotikaresistenten Erregern und Antibiotikariickstanden tber Gille und
Prozessabwasser in die aquatische Umwelt?

. Wie ist die Relevanz von antibiotikaresistenten Erregern der Gattungen
Campylobacter spp. und Salmonella spp. in der fleischerzeugenden Kette zu
bewerten?

. Welche Relevanz haben die Abwéasser aus Rinder- und Putenschlachthofen?

. Was beeinflusst die Persistenz ausgewahlter Erreger der ESKAPE-Gruppe in der

(aquatischen) Umwelt und im Biotop Tierstall?

. Kann durch risikoorientierte Organisation des Schlachtprozesses hinsichtlich der
belasteten Betriebe eine Minimierung der Verbreitung erreicht werden?

3.2 Veroffentlichungen im Teilprojekt: Landwirtschaftliche
Nutztierhaltung und Abwasser aus Gefligel- und
Schweineschlachthofen
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4.1 Teilbereich: Flugzeugabwasser als Quelle von Resistenzgenen
und resistenten Bakterien

In zahlreichen Landern werden Antibiotika in gréerem Umfang eingesetzt, als in Deutschland.
Zudem unterscheidet sich der relative Anteil der eingesetzten Substanzklassen von Land zu
Land. Es liegt also nahe, dass sanitare Einrichtungen, die von einem internationalen Publikum
frequentiert werden, eine hdhere Belastung mit Antibiotikaresistenzen aufweisen. Diese
kénnte sich potentiell in einer erhéhten Abundanz als auch in einer erhdhten Diversitat von
Resistenzen widerspiegeln.

Die 0. g. Hypothese wurde am Beispiel von sanitaren Einrichtungen in Flugzeugen untersucht.
Zu diesem Zweck wurde Flugzeugabwasser an insgesamt 5 Standorten in ganz Deutschland
zu mehreren Zeitpunkten gewonnen. Fir Referenzzwecke wurden Zuldufe kommunaler
Klaranlagen beprobt. Darunter sind Anlagen mit und ohne Anschluss an einen nahe gelegenen
Flughafen. Die relative Abundanz ausgewahlte Resistenzgene wurden mittels qPCR
guantifiziert. Ausgewahlte Proben wurden zudem mittels Metagenomics analysiert, um das
gesamte Spektrum bekannter Resistenzgene zu erfassen. Zusatzlich wurde die Haufigkeit
phanotypischer Resistenzen am Modellorganismus E. coli bestimmt.

4.1.1 Ergebnisse zum Teilbereich Flugzeugabwasser als Quelle von
Resistenzgenen und resistenten Bakterien

Als wesentliche Ergebnisse der Untersuchungen sind zu nennen (Hel3 et al., 2019):

. Die relative Abundanz von Resistenzgenen war im Flugzeugabwasser signifikant
hoher als im gewohnlichem kommunalen Rohabwasser. Dies betrifft insbesondere
Gene, die Resistenzen gegen Antibiotika aus den Gruppen der Phenicole,
Sulphonamide oder Tetracycline vermitteln. Dagegen wurden genotypische
Resistenzen gegen R-Lactame im Flugzeugabwasser ahnlich haufig wie im
kommunalen Abwasser gefunden.

. Im Flugzeugabwasser wurden mehr unterschiedliche Resistenzgene bezogen auf
eine Einheit bakterieller DNA gefunden, was die 0. g. Hypothese bzgl. der
Gendiversitat unterstutzt.

. Multiresistente Isolate von E. coli wurden im Flugzeugabwasser signifikant haufiger
als im kommunalen Abwasser gefunden. Etwa 60% der Flugzeugisolate sind
resistent gegen Antibiotika aus drei oder mehr Klassen.

. Proben aus Zuldufen kommunaler Klaranlagen mit und ohne Anschluss an
Flughafen zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. der relativen
Abundanz von Resistenzgenen.

Die genannten Ergebnisse legen nahe, dass Abwésser aus Flugzeugtanks eine
auRergewohnliche Quelle von Resistenzgenen und resistenten Bakterien darstellen. Im Zuge
der Vermischung von Flugzeugabwasser mit sonstigem kommunalen Abwasser kommt es
jedoch zu einem erheblichen Verdinnungseffekt. Die spezielle Problematik des hoch
belasteten Flugzeugabwassers besteht demnach primar im Eintrag ,exotischer®
Resistenzgene, welche das Abwasser-Resistom des Ziellandes “bereichern”. Inwieweit die
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speziellen Umweltbedingungen in Flugzeugtanks die Selektion resistenter Bakterien fordern,
ist durch weitergehende Untersuchungen zu klaren.

Auf methodischer Ebene erwies sich der Einsatz der Metagenomics als besonders wertvoll,
da hiermit - im Gegensatz zur gPCR - das gesamte Spektrum vorhandener Resistenzgene
erfasst wird. NaturgemaR bestehen Limitationen bzgl. der Erfassung sehr geringer
Abundanzen. Fur haufigere Gene zeigte sich jedoch eine gute Ubereinstimmung der mittels
Metagenomics bzw. gPCR gewonnenen quantitativen Ergebnisse.

4.2 Teilbereich: Kanalisationstuberlaufe als Quelle von
Resistenzgenen und resistenten Bakterien

Ein groRer Anteil des deutschen Kanalnetzes ist als Mischwassersystem konzipiert.
Starkniederschlage fiihrend regelmaRig zu einer Uberschreitung der Speicherfahigkeit des
Kanalnetzes bzw. zur Uberauslastung der Reinigungskapazitat der Klaranlagen, so dass ein
Teil des kommunalen Abwassers ungereinigt in die Gewasser geleitet werden muss. Der damit
verbundene Eintrag von Antibiotikaresistenzgenen bzw. resistenten Bakterien wurde bisher
kaum quantitativ erfasst.

Durch das Institut fir Hydrobiologie wurden Kanalisationstberlaufe an 3 Standorten in
Sachsen untersucht. Die Beprobung erfolgte jeweils zu Zeitpunkten eines tatsachlichen
Uberlaufes (insgesamt 12 Proben). Analysiert wurden die Abundanz ausgewahlter
Resistenzgene (sull, tetM, mcrl, blaTEM, blaKPC-3, blaOXA-48, blaOXA-58, blaCTXM-15,
blaCTXM-32) sowie der relative Anteil phanotypisch resistenter E. coli Isolate (24 getestete
Antibiotika).

4.2.1 Ergebnisse zum Teilbereich Kanalisationsiiberlaufe als Quelle von
Resistenzgenen und resistenten Bakterien

Als wichtigste Resultate sind zu nennen:

. Die Belastungssituation der Kanalisationstiberlaufe mit Resistenzgenen war an den
3 untersuchten Standorten grundsatzlich &hnlich. Tendenziell wurden mit
zunehmender GroRe des Einzugsgebiets der Klaranlage etwas hdhere
Abundanzen beobachtet.

. Die Abundanz von Resistenzgenen im Kanalisationstberlauf war in keinem Fall
signifikant hoher, als die Abundanz im Standardablauf der jeweiligen Klaranlage
(gereinigtes Abwasser). In zahlreichen Fallen war sie sogar signifikant geringer.

. Hinweise auf einen signifikant erhohten Anteil resistenter E. coli Isolate im
Kanalisationsiberlauf wurden nicht gefunden.

Die Ergebnisse deuten an, dass die Uberlaufe der Kanalisation in Bezug auf die Konzentration
von Resistenzgenen bzw. resistenten Bakterien nicht starker belastet sind, als die Ablaufe von
Klaranlagen, welche gereinigtes Wasser abgeben. Dies ist mutmallich auf die erhebliche
Verdinnung mit groBen Mengen Niederschlagswasser zurlckzufihren. Davon unberihrt
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konnen Kanalisationsuberlaufe in Bezug auf die Gen- bzw. Bakterienfracht einen erheblichen
Anteil an der Belastung des Einleitgewassers haben.

4.3 Teilbereich: Auftreten von Colistin-Resistenzgenen im
kommunalen Abwasser

Bakterielle Resistenzen gegen Reserveantibiotika fir humanmedizinische Anwendungen
stellen ein besonderes Risiko dar. Vor diesem Hintergrund wurde das Auftreten von mcr-
Genen im kommunalen Rohabwasser untersucht. Letztere vermitteln Resistenz gegen das als
Colistin bekannte Reserveantibiotikum Polymyxin-E. Im Unterschied zu bisherigen Studien
wurde die Abundanz von mcr-Genen mittels Metagenomics quantifiziert. Die geringere
Sensitivitat dieser Methode im Vergleich zur gPCR stellt einen Nachteil dar. Der wesentliche
Vorteil besteht aber darin, dass das gesamte Spektrum von mcr-Genen detektiert wird und
nicht nur jene, die vom eingesetzten spezifischen Primer erfasst werden.

4.3.1 Ergebnisse zum Teilbereich: Auftreten von Colistin-Resistenzgenen im
kommunalen Abwasser

Untersuchungen an 9 deutschen Probenahmestellen (14 Proben insgesamt) ergaben
folgendes Bild (Kneis et al., 2019):

. Das haufig untersuchte Colistin-Resistenzgen mcr-1 konnte lediglich in einer
einzigen Probe in geringer relativer Abundanz nachgewiesen werden.

. Andere Genvarianten (mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-7), die bisher nur selten
guantifiziert wurden, waren in samtlichen untersuchten Proben nachweisbar und
zwar in deutlich h6heren relativen Abundanzen als mcr-1. Das betrifft insbesondere
die Genvariante mcr-3.

Die Ergebnisse legen nahe, dass durch eine Fokussierung auf das mcr-1 Gen die tatsachliche
Abundanz genotypischer Colistin-Resistenzen deutlich unterschatzt wird. Zum Zwecke einer
zuverlassigen Quantifizierung sollte folglich auf genomische Methoden bzw. ein gré3eres Set
von PCR-Primern zuruckgegriffen werden. Weitere Untersuchungen zur méglichen Herkunft
und Verbreitung der gefunden mcr-Gene werden aktuell durchgefiihrt.

4.4 Teilbereich: Resistente Bakterien und Resistenzgene im
Gewasser

Durch die Einleitung gereinigten Abwassers werden erhebliche Mengen von
Antibiotikaresistenzgenen und resistenten Bakterien in die Oberflachengewéasser entlassen.
Wahrend theoretische Verdiinnungseffekte leicht berechnet werden konnen, bestehen
hinsichtlich der Elimination bzw. Persistenz von Resistenzgenen und resistenten Bakterien in
den Einleitgewassern groRe Wissenslicken. Aufgrund erhohter Biomassen und
Stoffumsatzraten an der Gewdassersohle ist anzunehmen, dass das hyporheische Interstitial
fur den horizontalen und vertikalen Transfer von Resistenzgenen eine besondere Bedeutung
besitzt.
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Die am Institut fir Hydrobiologie durchgefihrten Arbeiten sollten am Beispiel eines mit
Abwasser Dbelasteten Nebenflusses der Elbe (Lockwitzbach) klaren, inwieweit die
Sohlsedimente tatsachlich einen ,hot-spot' der Antibiotikaresistenz darstellen und welche
Effekte im Zuge einer Remobilisierung des Sediments zu erwarten sind. Zu diesem Zweck
wurden Wassersaule und Sedimente zu 8 Zeitpunkten an mehreren Orten beprobt und
hinsichtlich phanotypischer Resistenzen (E. coli, 24 Antibiotika) sowie bezlglich der relativen
Abundanz von Resistenzgenen (sull, tetC, blaOXA-58, blaKPC-3, mecA) charakterisiert.

4.4.1 Ergebnisse zum Teilbereich: Resistente Bakterien und Resistenzgene im
Gewasser

Die gewonnenen Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen (Hel} et al., 2018):

. Erwartungsgemal wurden im Gewassersediment hohere Bakteriendichten als im
Freiwasser gefunden (Anreicherung um ca. Faktor 10 bezogen auf ein
Einheitsvolumen).

. Eine generelle, statistische signifikante Anreicherung phéanotypischer Resistenzen
im Gewassersediment konnte flur den Modellorganismus E. coli nicht
nachgewiesen werden. Vielmehr wurden im Wasserkérper signifikant haufiger
Penicillin-Resistenzen registriert.

. Laut gPCR-Analysen ist die relative Abundanz von Resistenzgenen in Sediment
verglichen mit den Freiwasser im Mittel lediglich leicht erhoht. Starkere
Anreicherungen im Sediment (bis ca. Faktor 100) wurden nur in einzelnen Proben
beobachtet.

. Es st lediglich mit einer moderaten Erhdhung der Konzentration
antibiotikaresistenter Bakterien zu rechnen, wenn Sohlsedimente in Folge erhdhter
Abflisse remobilisiert werden.

Obwohl der Lockwitzbach als typisches Beispiel eines kleinen, mit kommunalem Abwasser
belasteten Mittelgebirgsflusses gilt, sind die 0. g. Erkenntnisse als gewdasserspezifisch zu
betrachten. In Fllissen mit starker organisch gepragten Sedimenten und gréf3eren Einleitungen
von Abwasser muss mit starkeren Remobilisierungseffekten gerechnet werden.

Ubergreifendes Fazit

Die am Institut fiir Hydrobiologie durchgefiihrten Untersuchungen belegen in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der Projektpartner, dass uber den Pfad des kommunalen Abwassers
erhebliche Mengen von antibiotikaresistenten Bakterien bzw. Resistenzgenen in die Gewasser
eingetragen werden. Die Untersuchungen an Flugzeugtanks zeigen, dass neben bekannten
,hot-spots’ (wie z.B. Krankenhdusern) weitere auflerordentliche Quellen hochgradig
multiresistenter Bakterien existieren. Die Studie am Lockwitzbach machte weiterhin deutlich,
dass resistente Bakterien bzw. Resistenzgene nicht allein tber Punktquellen in die Gewasser
gelangen, sondern - wie im Fall anderer Belastungen - Eintrage diffuser Natur zu
berticksichtigen sind. Die Studie zur Verbreitung von mcr-Genen zeigte auf, dass die
tatsachliche Pravalenz genotypischer Resistenzen leicht unterschatzt werden kann, wenn
lediglich die Abundanz eines spezifischen Gens bestimmt wird.
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5 Teilprojekt: Oberflachengewdasser, Grund- und Rohwasser

5.1 Teilbereich: Kommunale Abwéasser und Oberflachenwasser
ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung

Die Relevanz von kommunalen Abwéassern ohne Klinik-Einfluss als Quelle von ARB, ihr
Beitrag zum Verbreitungspotential in der Umwelt bzw. aufnehmenden Flie3gewéasser und das
Gesundheitsrisiko fiir verschiedene Gewasser-Nutzer wurden unter Federfihrung des
GeoHealth Centres des IHPH am UKB und des Erftverbands in Zusammenarbeit mit der
Wasserchemie/l[HPH/UKB, dem IMMIP/UKB und dem TZW untersucht. Teilziele im Rahmen
des Fallbeispiels Swist waren dabei:

. Identifizierung und Quantifizierung resistenter klinisch-relevanter planktonischer
Bakterien Uber den Eintragspfad kommunale Abwasser sowie deren Verbreitung in
der aquatischen Umwelt.

. Erkenntnisgewinn hinsichtlich des Gesundheitsrisikos fur den Menschen durch
resistente Bakterien infolge von anthropogenen Gewéassernutzungen (z.B. Baden,
Bewasserung) mit dem Ziel einer umfassenden Risikobetrachtung fir die
Bevdlkerung im Sinne der ,Microbial Dissemination®.

Hierfir wurden von GeoHealth Centre/IHPH/UKB und Erftverband lber zwei Jahre hinweg
insgesamt 227 Proben von Abwasser und Gewassern im Einzugsgebiet des Swistbachs als
24h-Mischproben oder qualifizierte Stichproben genommen, dazu 37 Ereignisproben
verschiedener niederschlagsbedingter Abflisse, sowie insgesamt 189 Proben aus Biofilmen
(quartalsweise) und Muscheln beprobt. Eine Charakterisierung des Einzugsgebiets erfolgte
mittels Begehungen, Kartierungen und GIS-Analysen sowie Experten-Interviews.

Die Analyse der Wasserproben erfolgte auf mehrere Ebenen entsprechend der erarbeiteten
SOPs (s. Teilprojekt Klinikabwéasser): Die Bestimmung von physiko-chemischen und
organoleptischen Vor-Ort-Parametern bei der Probennahme sowie kulturelle Analytik von ARB
(MRSA, VRE, ESBL) und Begleitparametern einschlie3lich Differenzierung verdachtiger
Isolate anhand morphologischer und physiologischer Merkmale oblag dem GeoHealth Centre
des IHPH/UKB; Art-ldentifikation per MALDI-TOF, MHK-Testung, gPCR mit Isolaten und
Typisierung wurden am IMMIP/UKB durchgefuhrt; gPCR in Wasserproben am TZW.
Umfangreiche chemische Analytik lief beim Erftverband (insgesamt 200 Parameter, u.a.
Nahrstoffe, Schwermetalle, Mikroschadstoffe, Antibiotika) und zusatzliche Antibiotika-Analytik
in der Wasserchemie am IHPH/UKB.

Beprobt wurden kommunale Abwasser jeweils an den Zulaufen (Rohabwasser) und Ablaufen
(behandeltes Abwasser) der vier kommunalen in die Swist einleitenden Klaranlagen im als
kontinuierlich schittende Punktquellen, dazu im Falle von Starkregenereignissen direkt aus
der Kanalisation unbehandelt eingeleitetes Abwasser (Mischwasser am Zu- und Ablauf eines
Retentionsbodenfilters) sowie Uber Trennkanalisation abgeleitetes Niederschlagswasser
(Regenbeckenauslass).

Im Gewasser-Verlauf des Swist-Baches wurden acht Stellen mit unterschiedlich hohem
Abwassereinfluss bepraobt: ein Abwasser-unbeeinflusster, zufihrender Bach im Wald ohne
Siedlungseinfluss (Oberlauf), diverse Stellen an FlieRgewassern mit verschiedenem
Siedlungseinfluss (Klaranlagen-Einleitungen, Oberflachenabfluss versiegelter Flachen,
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Mischwasserabschlage, Trennkanaleinleitungen) bis hin zu der Midndung in den
aufnehmenden Fluss (Erft).

Diffuse Eintrage unversiegelter Flachen aus dem Landschaftswasserhaushalt wurden
exemplarisch an zwei Stellen mit landwirtschaftlicher Nutzung als Grunland (Rack) und Acker
(Drainage) beprobt.

Zudem wurden Persistenzversuche durchgefihrt, um zu untersuchen, wie sich resistente
Umweltisolate der Zielspezies in der Umwelt verhalten. In Wasserproben der Swist mit
unterschiedlichem Abwasser-Einfluss wurde die Persistenz verschiedener zudotierter ARB in
Reinkultur unter standardisierten Laborbedingungen untersucht.

Im Rahmen der Risikobeurteilungen einer Rickibertragung der ARB aus der Umwelt zum
Menschen wurden zum einen an mehreren Stellen im Rhein Muscheln der Gattungen
Corbicula spp. und Dreissena spp. gesammelt und das Muschelfleisch, sowie
korrespondierende Wasserproben, auf ARB untersucht, zum anderen erfolgten umfangreiche
Literaturrecherchen zu Dosis-Wirkungsbeziehungen und zu QMRA (quantitative microbial risk
assessment). Statistische Verfahren und Analysen wurden zur Untersuchung des
Zusammenhangs im Vorkommen von AB, ARB und ARG genutzt.

51.1 Ergebnisse zum Teilbereich: Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser
ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung

. Im Vergleich zu anderen, z.T. ubiquitar vorkommenden, resistenten Erregern
(ESBL, VRE) sind MRSA im kommunalen Abwasser ohne Klinik-Einfluss und in den
Gewassern relativ selten nachweisbar. Es lieBen sich aus kommunalem bzw.
hauslichem Abwasser deutlich weniger von der WHO hochpriorisierte
multiresistente Gram-negative Erreger (sogenannte 4MRGN), MRSA und VRE
isolieren, als aus dem klinischem Abwasser (Miiller et al 2018, Schreiber et al
2019).

. Einige ARG sind nahezu ubiquitér in Abwasser und Gewassern nachweisbar.
Andere wie z.B. mcr-1 (Ubertragbare Colistinresistenz) sind selten und wurden im
Rohabwasser, aber im Gewasser nicht gefunden. Eine Verbreitung in der Umwelt
durch Weitergabe zwischen verschiedenen Bakterien ist flr viele Resistenzgene
generell moglich (Schreiber et al. 2019).

. Kommunale Klaranlagen an der Swist kébnnen ARB im Abwasser analog zu
"normalen" Bakterien um im Mittel rund 3 log-Stufen (99,9%) reduzieren. Eine
vollstéandige Elimination ist fur die ARB und die Antibiotikartickstande nicht zu
erwarten. Es wurde nachgewiesen, dass noch resistente Erreger mit dem
behandelten Abwasser Uber Klaranlageneinleitungen in die Gewéasser gelangen
(Mdiller et al., 2018, Schreiber et al., 2019).

. Die Eliminierung von Antibiotikartickstanden féllt in den Klaranlagen stoffspezifisch
sehr unterschiedlich aus. Einige Wirkstoffe werden praktisch vollstdndig
zuriickgehalten. Insbesondere die Wirkstoffe Sulfamethoxazol, Trimethoprim und
Clarithromycin  konnten noch regelméaRig in den Klaranlagen-Ablaufen
nachgewiesen werden (Voigt et al 2020). In den Gewassern war nur
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Sulfamethoxazol noch regelméafig nachweisbar (erst unterhalb der ersten KA-
Einleitstelle).

Im Gewasserverlauf ist generell ein Anstieg der Bakterienkonzentrationen mit
zunehmendem Siedlungseinfluss zu erkennen. Dieser gilt sowohl fir resistente
Erreger, als auch fur andere Krankheitserreger (Muller et al. 2018, Schreiber et al.
2019). Ein Zusammenhang zwischen Siedlungsbeeinflussung bzw. Abwasseranteil
mit dem Vorkommen von pathogenen Bakterien (u.a. P. aeruginosa) im Wasser
wurde in anderen Studien bereits statistisch belegt (s.a. Schreiber 2019).

Ursache fir die Konzentrations-Anstiege von Erregern sind  bei
Trockenwetterbedingungen v.a. Klaranlagen-Einleitungen. Uber
Mischwasserentlastungen bei Starkregen gelangen MRE direkt und ohne
Behandlung des Abwassers aus dem Kanalnetz in die Gewasser. Die
Konzentration resistenter Bakterien Uibersteigt die von Klaranlagenabléaufen dabei
im Schnitt um das 100-1000fache (entsprechend der Konzentration im
Rohabwasser, mit Regen verdinnt). Auf Grundlage des Aufkommens von
Antibiotikartickstanden im unbehandelten Abwasser ist ebenso von einer
Antibiotika-Emission tGiber Mischwasserabschlage auszugehen.

Das eingeleitete (Niederschlags-)Wasser aus Trennkanalisationen ist nicht frei von
ARB und anderen Krankheitserregern. Ursache hierfur sind u.a. Fehlanschliisse
und Abschwemmungen von den versiegelten Flachen (Schreiber et al 2019).
Neben Klaranlagen existieren damit weitere bedeutende relevante Eintragspfade
fur ARB im Falle von Niederschlagen in einem Einzugsgebiet.

Eine Reduktion der ARB und AR in Mischwasser Uber Retentionsbodenfilter vor
Einleitung ins Gewasser konnte nachgewiesen werden. Eine RBF-Passage
reduziert ARB und die mikrobiellen Belastungen um 1 bis2 log-Stufen (Zacharias
et al., submitted a), also &hnlich gut wie Klaranlagen.

Es liel3en sich in Muscheln vereinzelt ARBs der Spezies Pseudomonas spp. und A.
baumannii nachweisen. Darunter befanden sich keine multiresistenten Erreger. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Muscheln die ARBs aus den Habitaten
aufnehmen, aber auch durch lhren Stoffwechsel abbauen und nicht akkumulieren
(Zacharias et al, submitted b). Muscheln scheinen demnach kein wesentliches
Reservoir fir ARBs darzustellen, und damit wenig zur Resistenzverbreitung in der
Umwelt sowie bei Verzehr zurtick auf den Menschen beitragen.

In FlieBgewadssern mit hohem Abwasseranteil sind MRE in Konzentrationen
nachweisbar, die eine Gesundheitsgefahrdung nicht ausschlieen lassen. Eine
Modellierung des Risikos im Sinne einer quantitativen Risikoabschétzung mit der
Ermittlung von Infektionswahrscheinlichkeiten ist mit der aktuellen Datengrundlage
derzeit nicht moglich.
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5.2 Schlussfolgerung fir das Teilprojekt Kommunale Abwasser und
Oberflachenwasser ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung

Die Bedeutung einzelner Schwerpunkt-Emittenten muss fir jedes Gewasser-Einzugsgebiet
gesondert bewertet werden. Jedes Einzugsgebiet ist unterschiedlich charakterisiert z.B. bzgl.
Flachennutzungen, Bevoélkerungsdichte, Kanalnetzsituation oder Landschaftsausstattung.
Daher kénnen unterschiedliche Belastungsquellen in den Vordergrund riicken. Zur Quellen-
Bewertung ist eine Fracht-Bilanzierung fur das Einzugsgebiet notwendig.

Fur ausgewiesene und genehmigte Wassernutzungen (z.B. Badegewasser,
Beregnungswasser) sind bereits Vorgaben hinsichtlich der Bakterienbelastung einzuhalten.
Diese Qualitatsziele sind so hoch, dass bei Einhaltung der jeweils zulassigen Wasserqualitat
eine Gesundheitsgefahrdung durch MRE nicht zu besorgen ist (Exner et al., 2018).

Anders als bei Badeseen sind im Falle von Badestellen an FlieRgewassern temporar nach
Regenereignissen erhdhte Bakterienkonzentrationen nachweisbar. Ein zeitweiliges
Gesundheitsrisiko durch Krankheitserreger und auch ARB beim Baden ist dann nicht
auszuschlieen. Die Identifikation potentieller stromaufwarts gelegener Emittenten, ein
engmaschiges Monitoring und noétigenfalls zeitweiliges Schliel3en solcher Badegewasser wird
daher empfohlen.

Die Wasserqualitat inoffizieller Badestellen wird nicht Uberwacht und ist - v.a. an
FlieRgewassern - bzgl. hygienischer Belastungen héaufig schlechter als jene offizieller
Uberwachter Badestellen. Aufklarung der Bevoélkerung und Appell an Eigenverantwortung ist
hier angebracht (s.a. DWA M-624).

Die Verbreitung und das Infektionsrisiko von MRSA Uber Gewasser spielen wegen der hier
relativ seltenen und geringen Nachweise eher eine untergeordnete Rolle.

Die Resistenzsituation im Ist-Zustand (insb. unbehandeltes Abwasser) gibt Anlass zur
Besorgnis. Weitergehende Beobachtungen (Trend-Analysen) sind nétig, mittelfristig sind ggf.
standortspezifische Mal3nahmen zu ergreifen (z.B. an Punktquellen Bau von RBF, MBR, etc.).
Es sollte hier ein Kriterienkatalog und Bewertungsrahmen fir die Identifizierung geeigneter
Mafnahmen erarbeitet werden, der auch eine Priorisierung von Malinahmen ermdglicht. Das
Gewasser-Monitoring sollte um ARB, ARG und AR erganzt werden, um kinftig
Resistenzveranderung in der Umwelt bewerten zu kénnen.

Eine Reduktion von hygienisch-relevanten Mikroorganismen im Abwasser generell, und damit
auch ARB, erfolgt bereits bei der Abwasser-Behandlung in den Klaranlagen. Die Elimination
kann hier bei Ertichtigung um weitere Ausbaustufen verbessert werden, aber wird den Eintrag
in die Umwelt nicht vollstandig verhindern. Als Uberwachungs-Parameter zur Beurteilung der
Reduktionsleistung oder des generellen Kontaminationsgrades (regelméafiges Monitoring)
bietet sich ESBL E. coli als einfacher, haufiger und resistenter Fakalindikator an. Es fehlt an
gesetzlichen Vorgaben fur die Einleitung von Abwasser hinsichtlich AB und ARB, bzw.
Krankheitserregern generell. Hier ist zu klaren, auf welcher fachlichen und regulatorischen
Grundlage ggf. Grenzwerte fur Einleitungen erhoben werden sollen/kénnen.

Ein hoher, kurzfristiger Handlungsbedarf wird in Gebieten mit Mischkanalisation gesehen, ein
mittelfristiger Handlungsbedarf in Gebieten mit Trennkanalisation. Es ist hierfur ein
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Kriterienkatalog und Bewertungsrahmen fiir die Identifizierung von MaZnahmen auf Ebene der
Mischwassereinleitungen (Bau von RBF, intelligente Kanalnetzsteuerung, Erweiterung des
Retentionsvolumens etc.) zu schaffen, die den direkten Eintrag Gber unbehandeltes Abwasser
bei Starkregen verringern. Dieser Bewertungsrahmen muss auch eine Priorisierung von
Malnahmen ermdglichen. Die systematische Suche und Behebung bzw. gezielte Vermeidung
von Fehlanschlissen in der Trennkanalisation wird als zielfuhrend (aber langwieriger als
nachgeschaltete Malinahmen) angesehen und sollte daher vorgeschrieben werden. Dariiber
hinaus ist die weitergehende Behandlung von Niederschlagseinleitungen aus
Trennkanalisation zu empfehlen. Um Trennkanalisation in Neubaugebieten zu realisieren,
sollten diese ggf. gefordert oder verbindlich gefordert werden.

Der Einsatz von Retentionsbodenfiltern zur weitergehenden Behandlung der Einleitungen aus
Punktguellen (Misch- und Trennkanalisation) scheint gut geeignet, wo Platzbedarf realisierbar
ist.
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6 Teilprojekt: Bewertung der urbanen Gewassereintrdge und Maglichkeiten der
Eintragsminderung

6.1 Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner Eintragspfade von
Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt

In Abbildung 1 sind die verschiedenen potentiell relevanten urbanen Abwasserstrome fur den
Eintrag von Antibiotikaresistenzen dargestellt, welche auch im HyReKA-Projekt beprobt
wurden. Unter dem Sammelbegriff Antibiotikaresistenzen sind antibiotikaresistente Bakterien
(ARB), Antibiotikaresistenzgene (ARG) und Antibiotikartckstande (AB) zusammengefasst.
Unterschieden werden kann dabei in die Eintrage ins Kanalnetz (Haushalte und
Indirekteinleiter) und in die Eintrdge ins Gewasser uUber die verschiedenen
siedlungswasserwirtschaftlichen Bauwerke im Misch- und Trennsystem. Bei den Eintragen ins
Kanalnetz stehen neben den Eintragen aus Siedlungsgebieten vor allem die
Abwasseremissionen aus Krankenh&usern und Schlachtbetrieben im Fokus. Fir die
Hauptgewdéssereintrage sind in  erster Linie die Klaranlagenablaufe sowie die
Mischwasserentlastungen verantwortlich. Jedoch sollten ebenfalls die
Regenwassereinleitungen aus Trennsystemen nicht unberiicksichtigt bleiben. Zwar sollte der
Oberflachenabfluss weniger mit Antibiotikaresistenzen belastet sein, jedoch fihrt in manchen
Einzugsgebieten eine hohe Fehlanschlussquote zu einem relevanten Eintrag von
Antibiotikaresistenzen, da dieser Abwasserstrom dann unbehandelt bzw. nur mechanisch
behandelt ins Gewasser eingeleitet wird. Bei den Direkteinleitern stehen im Wesentlichen
Schlachtbetriebe im Fokus, da es in Deutschland keine direkteinleitenden Krankenhauser gibt.

Mischsystem Misch- und Trennsystem Trennsystem

Pharma-

111 111

Haushalte Indirekteinleiter Oberflachenabfluss

| | 1

Entlastungsbauwerke — Kanalnetz - Entlastungsbauwerke

1 1 | 1 1

Regen- StraRen-
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Abbildung 1: Urbane Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in Oberflachengewasser

Mit Hilfe der Messdaten von Antibiotikaresistenzen im Verbundprojekt, wurden
Frachtmodellierungen verschiedener realer und fiktiver Einzugsgebiete mit unterschiedlichen
Randbedingungen durchgefihrt.
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6.1.1  Ergebnisse zum Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner
Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt

Aus den Frachtmodellierungen kénnen beztiglich der Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen
sowohl in Kanalnetze als auch in Oberflachengewéasser folgende Schlussfolgerungen gezogen
werden:

. Krankenhausabwasser ist insgesamt hoher mit Antibiotikaresistenzen (AB, ARB,
ARG) belastet als kommunales Abwasser aus Siedlungsgebieten;

. Durch die deutlich h6heren Abwassermengen im Vergleich zu Krankenh&usern,
tragen Siedlungsgebiete in der Regel dennoch hohere Gesamtfrachten ins
Kanalnetz ein;

. Krankenhausabwasser emittieren jedoch vor allem kritischere
Antibiotikaresistenzen (z.B. blaNDM, vanA) in hoéheren Frachten als
Siedlungsgebiete;

. Einzugsgebietsspezifisch kbnnen auch Schlachtbetriebe als Indirekteinleiter oder

Direkteinleiter fir einen Haupteintrag von einzelnen Resistenzgenen bzw.
resistenten Bakterien ins Kanalnetz verantwortlich sein;

. Fiar Antibiotikartickstdnde sind Klaranlagen sowohl im Misch- als auch im
Trennsystem die maRgebenden Eintragsquellen ins Oberflachengewasser;

. Fur Resistenzgene und resistente Bakterien iberwiegen in reinen Mischsystemen
die Mischwasserentlastungen als Eintragsquellen gegeniiber Klaranlagenablaufen;

. In Trennsystemen ist die Klaranlage auch flr Resistenzgene und resistente
Bakterien der Haupteintragspfad, jedoch kénnen bei hohen Fehlanschlussquoten
im Trennsystem (> 2 %) auch die Regenwassereinleitungen einen hohen
Frachtanteil in die Gewasser emittieren;

. Der relevante Gewassereintragspfad (Mischwasserentlastung,
Regenwassereinleitung oder Klaranlagenablaufe) fur die verschiedenen Parameter
hangt stark von der Reinigungsleistung der jeweiligen Klaranlage ab;

. Insgesamt ist das Trennsystem gegeniber dem Mischsystem vorteilhaft, da
insgesamt deutlich geringere Frachten von Antibiotikaresistenzen in die Gewasser
gelangen.

6.2 Teilbereich: Technische MalRnahmen zur Emissionsminderung
von Antibiotikaresistenzen

Zur Reduzierung des Eintrags von Antibiotikaresistenzen in Oberflichengewésser stehen
verschiedene technische Maflinahmen zur Verfiigung, welche sich in 3 Gruppen einteilen
lassen:

. Weitergehende Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen

. Behandlung dezentraler besonders belasteter Abwasserstrome
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. Mafinahmen zur Eintragsminderung aus Mischwasserentlastungen

6.2.1 Weitergehende Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen

Im Verbundprojekt konnte gezeigt werden, dass konventionelle Klaranlagen einen Beitrag zum
Ruckhalt von Antibiotikaresistenzen leisten, jedoch nicht auf den weitgehenden Rickhalt
ausgelegt sind. Die Elimination von Antibiotikartickstanden ist dabei sehr stoffspezifisch und
reicht von negativen Eliminationen bis zu einem Ruckhalt > 95 %. Resistente Bakterien und
Resistenzgene werden im Mittel um 2 — 3 Log-Stufen (99 — 99,9 %) reduziert. Dennoch
enthalten Klaranlagenablaufe noch hohe Konzentrationen von AB, ARB und ARG.

Um einen weitgehenden Rulckhalt zu gewahrleisten, muissen weitergehende
Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen implementiert werden. Da sich die
betrachteten Parameter (Antibiotikariickstande im Vergleich zu Resistenzgenen und
resistenten Bakterien) jedoch deutlich in ihren Eigenschaften und somit auch in ihrer
Moglichkeit, sie zu eliminieren voneinander unterscheiden, mussen auch weitergehende
Verfahrenstechniken auf ihre Eliminationsleistung hinsichtlich der betrachteten Stoffe bewertet
werden. In Deutschland sind bereits einige Klaranlagen mit einer weitergehenden
Verfahrensstufe ausgertstet. So sind einige Anlagen fir eine Spurenstoffelimination mit einer
Ozonung oder einer Aktivkohleadsorptionsstufe ausgeriistet, andere verfiigen Uber eine
weitergehende Stufe mit dem Ziel der Abwasserdesinfektion mittels einer Membranfiltration
(Mikro- und Ultrafiltration) oder einer UV-Bestrahlung. In Tabelle 1 ist eine Abschéatzung des
Potentials zur Elimination von Antibiotikaresistenzen der verfigbaren weitergehenden
Verfahrenstechniken dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Verfahren entweder flr die geldsten
Antibiotikariickstdnde (Ozonung/Aktivkohle) besonders geeignet sind oder fir den Rickhalt
von nicht gelosten Bakterien/Genen (Membranfiltration).

Um somit Antibiotikaresistenzen in ausreichendem MalRe zu eliminieren, mussen
Kombinationsverfahren herangezogen werden. Vor allem Verfahrenskombinationen mit einer
Membranfiltration stellen sich als sehr vorteilhaft heraus. Beispielsweise ist eine Dosierung
von Pulveraktivkohle in den Membranbioreaktor eine gute Moglichkeit, um sowohl
Antibiotikarlickstande als auch Antibiotikaresistenzgene und Bakterien zu eliminieren.

Tabelle 1: Weitergehende Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen und deren Potential zur
Elimination von Antibiotikaresistenzen. 0 kein Ruckhalt zu erwarten  + méaRiger Rickhalt zu erwarten
++ weitgehender Ruckhalt zu erwarten

Antibiotikarlickstande | Antibiotikaresistenzgene Antlblggllztaer?i(seﬁtente
Ozon ++ + +
PAK ++ 0 0
GAK ++ 0 0
Membranfiltration 0 +++ ++
UV-Bestrahlung 0/+ 0/+ +
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6.2.2 Behandlung dezentraler Abwasserstréome (Krankenhausabwasser)

Neben den weitergehenden Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen kénnen je
nach Einzugsgebiet auch MalBhahmen zur dezentralen Behandlung von besonders belasteten
Abwasserstromen sinnvoll sein. Als besonders belastete Abwasserstréme haben sich im
Verbundprojekt hinsichtlich Antibiotikaresistenzen Krankenhausabwasser herausgestellt. Je
nach Einzugsgebiet kann daher eine dezentrale Krankenhausabwasserbehandlung sinnvoll
sein. Dies ist vor allem bei Klaranlageneinzugsgebieten mit hohem klinischen Abwasseranteil
und einer Entwésserung im Mischsystem der Fall, da hier zum einen ein hoher Frachtanteil
von Antibiotikaresistenzen im Klaranlagenzulauf aus Krankenhausern stammt und eine hohe
Fracht von Antibiotikaresistenzen aus Krankenhausabwasser tber Mischwasserentlastungen
in die Gewasser gelangt und somit eine zentrale Behandlung des Klaranlagenablaufs weniger
zielfuhrend ware. Geeignete dezentrale Verfahren zur Behandlung von KH-Abwasser missen
immer eine biologische Vorreinigung des Abwassers beinhalten. Daher ist ein
Membranbioreaktor besonders geeignet, da er das Abwasser sowohl biologisch reinigt,
ARB/ARG physikalisch zuriickhalt und sehr platzsparend ist. Als zuséatzliche Stufe eignet sich
eine Dosierung von Pulveraktivkohle (PAK), eine nachgeschalte Ozonung oder eine
nachgeschaltete Filtration mittels granulierter Aktivkohle.

Die dezentrale Behandlung von KH-Abwasser ist spezifisch zwar deutlich kostenintensiver als
die zentrale weitergehende Behandlung auf einer kommunalen Klaranlage, jedoch durch die
geringeren Abwassermengen insgesamt glnstiger bezogen auf die Gesamtkosten, ebenso
ergibt sich eine hdhere Kosteneffizienz bezogen auf die Frachtreduktion von ARG/ARB/AB (€
pro reduzierte Fracht). Eine Teilstrombehandlung kann sinnvoll sein um Kosten zu reduzieren
(Abwésser aus Versorgungsgebauden z.B. Kiiche/Wascherei nicht mitbehandeln)

6.2.3 MalRnahmen zur Eintragsminderung aus Mischwasserentlastungen

Die Evaluation von MaRBnahmen zur Eintragsminderung von Antibiotikaresistenzen aus
Mischwasserentlastungen ist in jedem Fall ratsam, weil ein relevanter Eintrag von
Antibiotikaresistenzen im Mischsystem Uber diese in die Gewasser gelangen. Als technisch
wirksame MalRhahmen haben sich dabei die folgenden Verfahren herausgestellt:

Weitergehende Behandlung von Mischwasserentlastungen

. Retentionsbodenfilter

. (Sonstige weitergehende Verfahren)

. Reduzierung der Entlastungswassermengen

. Integrale Abflusssteuerung

. VergrolRerung der Retentionsraume im Kanalnetz

. Erh6hung des Mischwasserzuflusses Qwm zur Klaranlage

Far Mischwasserentlastungen besteht somit zum einen die Moglichkeit einer Reduzierung der
Entlastungsmenge, um somit eine gréRere Fracht in der Klaranlage zu behandeln oder den
Uberlauf von Regeniberlaufbecken weitergehend zu reinigen. Zur weitergehenden
Behandlung von Mischwasserentlastungen haben sich Retentionsbodenfilter (RBF) bewéhrt.
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Diese erreichen fur (antibiotikaresistente) Bakterien einen Rickhalt von bis zu 3 log-Stufen
und kénnen auch Antibiotikariickstdnde zum Teil eliminieren. Weitergehende technische
Maflnahmen (UV-Bestrahlung, Ozonung, Membranen...) sind flir Mischwasserentlastungen
auf Grund der diskontinuierlich sehr hohen Abwassermengen und des Verschmutzungsgrad
des Mischwassers derzeit nicht umsetzbar.

Zur Reduzierung der Entlastungswassermengen kann zum Beispiel eine integrale
Abflusssteuerung oder eine Schaffung von weiteren Retentionsrdumen in der Kanalisation
eine effektive und kostenginstige Malinahme zur Reduktion der Gesamtfracht in die
Oberflachengewésser darstellen. Dies ist besonders wirksam fiir die Parameter, welche in der
konventionellen Klaranlage bereits weitgehend zurtckgehalten werden und fir KA-
Einzugsgebiete, wo bereits eine weitergehende Verfahrenstechnik auf der Klaranlage
implementiert ist, da somit eine groRtmaogliche Fracht in der Klaranlage weitgehend behandelt
und zuriickgehalten werden kann.

Eine Umstellung von Mischsystem zum Trennsystem ware zwar eine sehr wirksame
MalRnahme zur Frachtreduktion, lasst sich jedoch in bestehenden Systemen nur schwer
umsetzen. Bei Neubaumaflnahmen ist  jedoch zur Reduzierung der
Antibiotikaresistenzeintrage in jedem Fall ein Trennsystem vorzuziehen, wobei hier auf eine
madglichst geringe Fehlanschlussquote geachtet werden muss.

6.2.4 Wirksamkeit der betrachteten Mal3nahmen fir die Frachtreduktion von
Antibiotikaresistenzen in verschiedenen Einzugsgebieten

In Tabelle 2 ist qualitativ die Wirksamkeit verschiedener technischer MaRnhahmen beziglich
der Gesamtfrachtreduktion und der dazugehdrigen Gesamtkosten dargestellt. Zu beachten ist,
dass sich je nach Klaranlagen-Einzugsgebiet unterschiedliche Wirksamkeiten und
Gesamtkosten ergeben konnen und daher hier keine allgemeingtiltige Aussage mdglich ist.

Tabelle 2: Wirksamkeit der Gesamtfrachtreduktion und Kosten verschiedener technischer Maflnahmen.
0 geringe Wirksamkeit, + maRige Wirksamkeit, ++ hohe Wirksamkeit, € geringe Kosten, €€ maRige
Kosten, €€€ hohe Kosten

Wirksamkeit fur
Wirksamkeit flir antibiotikaresistente Gesamtkosten
Antibiotikariickstande Bakterien und
Resistenzgene
Weitergehende Verfahrenstechnik auf
++ + €€€
kommunaler KA
Dezentrale Behandlung von KH-
g ¥ ¥ €lee
Abwasser
Mischwasserbehandlung im 0 . ce/eee
Retentionsbodenfilter
Kanalnetzsteuerung 0 + €
VergréRerung der Retentionsraume im
0 o/+ €/€E€
Kanalnetz

Generell ist zu erkennen, dass fur eine Reduktion von Antibiotikarickstanden generell
weitergehende Verfahrenstechniken auf kommunalen Klaranlagen eine wirksame Maflinahme
darstellen. Dagegen ist eine Frachtreduktion von Resistenzgenen und resistenten Bakterien

51



6 Teilprojekt: Bewertung der urbanen Gewassereintrage und Mdglichkeiten der
Eintragsminderung

im  Klaranlagenablauf nicht alleine zielfihrend, da im Mischsystem vor allem
Mischwasserentlastungen tber Regeniberlaufbecken einen grof3en Frachteintrag bringen.
Daher sind hier vor allem nachgeschaltete Retentionsbodenfilter eine wirksame Maflihahme,
jedoch ist diese Malnahme sowohl kosten- als auch flachenintensiv und daher nicht
flachendeckend umsetzbar.

Dezentrale MaRRnhahmen an Hot-Spots oder Malinahmen im Kanalnetz konnen ebenfalls einen
Beitrag leisten fir die Gesamtfrachtreduktion. Hier wird zwar nur eine geringere Gesamtfracht
reduziert, jedoch sind auch die Gesamtkosten fur solche Maflinahmen deutlich geringer.

6.3 Schlussfolgerung und Handlungsoptionen fir das Teilprojekt:
Bewertung der urbanen Gewassereintrage und Moglichkeiten der
Eintragsminderung

Die urbanen Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt sind vielfaltig
und die Relevanz der unterschiedlichen Eintragspfade stark vom jeweiligen Einzugsgebiet
abhangig. Insgesamt hat sich jedoch besonders gezeigt, dass Krankenh&auser als
Indirekteinleiter ein Hot-Spot fiir den Eintrag darstellen und in Mischsystem eine besonders
hohe Fracht von Antibiotikaresistenzen aus Mischwasserentlastungen ins Gewasser
eingeleitet wird.

Um eine mdglichst groRe Reduzierung von AR-Frachten zu erreichen, sollten verschiedene
technische Malnahmen (berprift und kombiniert werden. So ist beispielsweise eine
Erweiterung der Klaranlage im MS nur dann sinnvoll, wenn auch gleichzeitig Malinahmen zur
Eintragsminderung im Kanalnetz umgesetzt werden. Zum Beispiel die Kopplung einer
Abflusssteuerung mit einer weitergehenden Verfahrensstufe auf der Klaranlage (méglichst viel
Abwasser gelangt zur Klaranlage, welches dann wirksam auf der KA behandelt werden kann).
Hierbei miussen fur alle Klaranlageneinzugsgebiete die wesentlichen Eintragspfade identifiziert
werden und anschlie3end geeignete MalRnahmen zur Reduzierung evaluiert werden.
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7 Teilprojekt: Antibiotikaresistenzgene, Antibiotika-resistente Erreger und
Antibiotikariickstande in Gulle aus der Schweinetiermast und in Drainagewassern

7.1 Hintergrundinformationen

Die Lebensmittel-produzierenden Sektoren haben eine direkte oder indirekte Bedeutung
bei der Verbreitung Antibiotika-resistenter Bakterien und von Antibiotika-Resistenzgenen
in humanen Bereichen, Tier-bezogenen Bereichen und in der Umwelt. Diese
Antibiotikaresistenzen (in Bakterien und als freie Gene) werden auch Uber Tier-basierte
fakale Abwasser aus der Lebensmittelproduktionen (hier Tiermast) Uber
Dingemalnahmen in die Umwelt eingetragen (Bodenflachen, Abschwemmungen in
Oberflachenwasser, Versickerungen, etc.). Es zeigt sich, dass fakal belastete Abwéasser
als eine Quelle bei der Transmission von ARB und ARG in die Umwelt angesehen werden
mussen (Marti et al., 2013; 2014). Dungemittel fakalen Ursprungs (wie Gulle) sind als ein
Weg des Eintrags von ARB/ARGs in die Umwelt bereits identifiziert und von der WHO
benannt (WHO, 2020).

Unter den Antibiotika-resistenten Bakterien (ARB) mit hdchster Prioritét fur die 6ffentliche
Gesundheit sind Carbapenem- oder Extended Spektrum Cephalosporin- und/oder
Fluorchinolon-resistente Enterobacterales, Fluorchinolon-resistente Campylobacter spp.,
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus und Glycopeptid-resistente Enterococcus
faecium und E. faecalis zu nennen. Unter den Antibiotikaresistenzgenen (ARGs) mit
hochster Prioritat sind die Gene blactx-v, blaviv, blanom, blaoxa-ss-ike, blaoxazs, mcr, armA,
vanA, cfr und optrA genannt (Koutsoumanis et al., EPSA Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ), EPSA Journal 2021). Die Autoren haben diese Bakterien und Gene mit
hochster gesundheitlicher Prioritat aus unterschiedlichen Sektoren der Tierproduktion und
der daraus resultierenden Giille fur die Bodendiingung ausgewahlt. Speziell im Falle der
Schweinemast werden in diesem Review als Quelle bzw. Transmissionsvehikel der
Ubertragenen Antibiotika-resistenten Bakterien Salmonella enterica, Enterococcus
faecium, E. faecalis, E. coli, MRSA Futterstoffe, Staub, Wasser, Luft, technische
Einrichtungen, direkte Umgebungen, Bdden bei extensiver Mast und Menschen zitiert
(Koutsoumanis et al., EPSA Panel, 2021). Dies bestatigen auch andere Untersuchungen,
die sich mit Antibiotika und Antibiotikaresistenzgenen in Glille aus der Tiermast und deren
Anwendungen in der Landwirtschaft beschéftigen (Zalewska et al., 2021). Teilweise wird
auf unterschiedliche Aufbereitungsprozesse der Gille und der Reduktion der
Resistenzbelastungen bereits eingegangen (Tien et al., 2017).

Der Gebrauch von antimikrobiellen Wirkstoffen in der Landwirtschaft wird als wichtigster
Faktor fur die Selektion von Antibiotikaresistenzen in der Gille angesehen (EMA und
EFSA, 2017, Javaro et al., 2019), wenngleich der Verkauf von antimikrobiellen Wirkstoffen
um 34,6% in der EU gesunken ist (2001-2018) (EMA, 2020; More 2020). Trotzdem scheint
dieser Ruckgang nicht ausreichend zu sein, um die Antibiotikaresistenzbelastungen
aufgrund der Umwelt-Persistenz und Verbreitung in die Umwelt von ARB und ARG zu
kontrollieren. Der Umsatz von Antibiotika korreliert nur dann direkt mit
Antibiotikaresistenzbelastungen in humanen Populationen, wenn ein hoher Standard an
sanitarer Infrastruktur und Hygiene - Praktiken eingehalten wird, so dass Umweltfaktoren
fur eine Transmission auf Mensch und Tier nicht zur Geltung kommen (Collignon et.,
2018). Ein relevanter Umweltfaktor, der fiur die Persistenz und die Verbreitung von
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Antibiotikaresistenzen in die Umwelt eine Rolle spielt, ist die mit dem Klimawandel
einhergehende Erhéhung der Durchschnittstemperaturen. Allein dieser Faktor kann bei
der Kolonisierung mit fakultativ pathogenen Bakterien oder auch fir den erhdhten
Gentransfer eine Rolle spielen (Kaba et al., 2020; Ischiro, 2010)). Erhéhte Temperaturen
konnen auch als Stresssituation fur bestimmte Mikroorganismen und Tiere gewertet
werden, die sich beim Tier durch ein erhdhtes Infektionsgeschehen ausdriicken kann und
folglich den Gebrauch von Antibiotika mit einhergehender Selektion von Resistenzen
intensiviert.

Diese genannten Ausgangssituationen bertcksichtigend hat die WHO einen Multi-
Sektoren betreffenden Aktionsplan u.a. fur ein verbessertes Abwasser-Management zur
Pravention von Infektionen und zur Reduktion der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen
auf den Weg gebracht (WHO, 2020). Hier wird besonders auf die Verbreitung von
Resistenzen durch Wasser, Abwasser und Giille eingegangen, wobei der Gille beim
Austrag von antimikrobiellen Wirkstoffen eine besondere Relevanz zukommt. Hierbei
sollen antimikrobielle Wirkstoffe wie Amoxicillin, Ciprofloxacin Sulfamethoxazol und
Trimethoprim in der sogenannten Watch List (WL) bertcksichtigt werden.

7.2 Zielsetzungen

Wesentliche Ziele der Untersuchungen des Teilbereichs 7 sind eine qualitative
Abschatzung des Vorkommens an Antibiotikarliickstanden, Antibiotika-resistenten
Erregern und Resistenzgenen in tierischer Gille (Schwein) sowie die mdglichen Eintrage
Uber den Glullepfad in die Umwelt und explizit iber den Boden in den Wasserkreislauf. Die
Ergebnisse sollen in die Handlungsleitfaden des Gesamtprojektes einflieRen und mit den
bisher vorhandenen HyReKA-Daten abgeglichen werden. Denn bisher wurde im Rahmen
des HyReKA-Projektes der Eintrag von Antibiotikartiickstdnden, Antibiotika-resistenten
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen Uber die Eintragspfade kommunaler Abwasser
und Oberflachengewéasser ohne Klinik-, Industrie-, oder landwirtschaftliche Beeinflussung
bestimmt und deren Verbleib im Fliegewasser untersucht.

Das Ausbringen in die Umwelt von  Antibiotika-resistenten  Erregern,
Antibiotikaresistenzgenen oder Antibiotika-Rickstanden ist in jedem Fall unerwiinscht,
stellt aber per se zunéchst per definitionem bei fakultativ-pathogenen Bakterien noch keine
akute Gesundheitsgefahrdung dar (Exner et al., 2020), beinhaltet aber dennoch ein
Risikopotential, wenn kolonisierte Menschen erkranken oder ins Krankenhaus
aufgenommen werden.

Der Teilbereich 7 des HyReKA-Projekts mit dem Titel ,Antibiotikaresistenzen und
Antibiotikartickstande in Gille aus der Schweinetiermast und in Drainagewassern* gliedert
sich in die Sektoren:

. Kulturbasierter Nachweis und Charakterisierung von Antibiotika-resistenten
Bakterien (Partner Universitatsklinikum Bonn (UKB) und Food Net Center
Universitat Bonn (FNC))
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. Genetischer, gPCR-basierte Nachweise von Antibiotikaresistenzgenen und
taxonomischen Markergenen fur fakultativ-pathogene Bakterien (Partner
Karlsruher Institut fir Technologie (KIT))

. Chemisch-analytischer Nachweis von Antibiotikarickstanden (UKB)

Abkurzungsverzeichnis:

Antibiotika: AMP, Ampicillin; AMOX, Amoxicillin; CAMP, Chloramphenicol; CEF,
Cefquinom; CefAv, Ceftazidim + Avibactam; CEFO, Cefotaxim; CEFT, Ceftazidim;
CefTaz, Ceftolozan + Tazobactam; CFX, Cefoxitin; CTC, Chlortetracyclin; CIP,
Ciprofloxacin; COL, Colistin; DOC, Doxycyclin; ENR, Enrofloxacin; FLOR, Florfenicol,
FOSF, Fosfomycin; GA, Gamithromycin; GENT, Gentamicin; LEV, Levofloxacin; LINC,
Lincomycin; SPEC Spectinomycin; MOX, Moxifloxacin; MAR, Marbofloxacin; NEO,
Neomycin; OTC, Oxytetracyclin; PEN, Penicillin; PIP, Piperacillin; SYN, Synercid; STREP,
Streptomycin; TEM, Temocillin; TC, Tetracyclin; TIA, Tiamulin; TriSul, Trimethoprim +
Sulfamethoxazol; TUL, Tulathromycin; TYL, Tylosin

Andere: ARB, Antibiotika-resistente Bakterien; ARG, Antibiotikaresistenzgene; FNC,
Food Net Center Bonn; KIT Karlsruher Institut fir Technologie; TM, Trockenmasse; UKB,
Universitatsklinikum Bonn;

7.3 Kulturbasierter Nachweis und Charakterisierung von
antibiotikaresistenten Bakterien

Dieses Kapitel beschreibt das Vorgehen bei der Auswahl der Betriebe und die Ergebnisse
der kulturellen mikrobiologischen Untersuchung. Weiterhin wurden die frischen Proben
molekularbiologisch von der AG Schwartz analysiert (siehe Kapitel 7.4) und von der AG
Farber (siehe Kapitel 7.5) auf Rickstdnde an antibiotischen Wirkstoffen mittels LC-MS
untersucht. Die Proben auf den Hofen wurden in zwei verschiedenen Kampagnen unter
Berticksichtigung zwei verschiedener Fragestellungen gezogen: 1. Das FNC untersuchte,
ob sich eine haufige Antibiotikagabe in der Zusammensetzung der Gille (ARB, ARG,
Ruckstande) widerspiegelt. 2. Das UKB testete, ob nach einer Gillung von Ackerflachen
ARB und ARG sowie Riickstande in den Drainagewassern nachgewiesen werden kénnen.

7.3.1 Methodisches Vorgehen

Betriebskennzahlen und Managementdaten der teilnehmenden schweinehaltenden
Betriebe

Haltungsformen und Antibiotikagabe

Auf den Mastbetrieben liegt die durchschnittliche Mastdauer zwischen 90 bis 126 Tagen
und bis zum einem Mastendgewicht zwischen 110 und 125 kg. Die Haltung der Schweine
erfolgt auf Vollspalten- oder Teilspaltenbtden in Innenklimastéllen.
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Von den 34 teilnehmenden Betrieben der Gesamtuntersuchung arbeiten 18 als reine
Mastbetriebe, 9 Betriebe als Ferkelerzeuger und 7 Betriebe wirtschaften als Kombi-
Betriebe, bei denen Ferkelerzeugung, Aufzucht und Mast am gleichen Standort
durchgefuhrt werden.

Gulleproben aus Betrieben mit kiirzlich behandelten Tieren

Fir die Probenahmen aus der Giille durch die Arbeitsgruppe Petersen (FNC) im Jahre
2019 wurden nach Telefoninterviews mit 75 kontaktierten Betrieben 18 Betriebe (Tabelle
1) ausgewdhlt, die in den letzten drei Monaten bei ihren Tieren antibiotische
Behandlungen ausgefiuihrt hatten und besonders hohe Konzentrationen bzw. diverse
Antibiotika eingesetzt hatten. Die FNC-Daten sind daher reprasentativ fir Betriebe mit
Gesundheitsproblemen innerhalb der letzten drei Monaten vor der Probennahme. Zwei
der Betriebe hatten in den letzten drei Monaten keine Antibiotika eingesetzt und wurden
als Kontrollen eingeplant. Schwerpunktmafig waren Penicilline (Penicillin G, Amoxicillin)
und Tetracycline eingesetzt worden.

Vor Ort oder per Telefon erfolgte zundchst mit den Betriebsleitern ein umfassendes
checklistenbasiertes Interview. Dabei wurden Informationen zu den Betriebskennzahlen,
Hygienemanagement, Gesundheitsstatus und antibiotischen Therapien der Tiere und
Produktionsablaufe erfasst. Unter den Betrieben waren Mast- als auch Aufzucht- und
kombiniert arbeitende Betriebe, bei denen Ferkelerzeugung, Aufzucht und Mast am
gleichen Standort durchgefihrt werden. Die Grof3e der beprobten Betriebe lag zwischen
520 bis 5.200 Mastplatzen, 800 bis 7.500 Aufzuchtplatzen und 150 bis 1.400
Sauenplatzen. In 16 der 18 Betriebe wurden in den letzten 3 Monaten vor der Probenahme
die Schweine zu therapeutischen Zwecken mit Antibiotika behandelt. Die Behandlung
erfolgte bei 13 von 16 Betrieben als Einzeltierbehandlung. In 12 Fallen wurden 2
verschiedene antibiotische Wirkstoffe in Abh&ngigkeit vom Behandlungsbild eingesetzt.
Auf 3 Betrieben kam nur ein Wirkstoff (Amoxicillin) zum Einsatz und auf einem Betrieb
wurden 3 verschiedenen Wirkstoffe eingesetzt.

Am haufigsten wurde auf den Betrieben das Aminopenicillin Antibiotikum Amoxicillin
eingesetzt (11 x), gefolgt von Penicillin als Penicillin G (4 x), Tetracyclinen (2 x Tetracyclin,
1 x Chlortetracyclin, 1 x Doxycyclin) und Fluorchinolonen (2 x Enrofloxacin, 2 X
Marbofloxacin). Jeweils auf 2 Betrieben wurde das Pleuromutilin Tiamulin, das Makrolid
Tulathromycin und Florfenicol angewendet. Nur auf einem Betrieb wurde das Lincosamid-
AB Lincomycin und das 4. Gen. Cephalosporin Cefquinom verwendet. Keiner der
besuchten Betriebe verwendete Colistin in den letzten 3 Monaten vor Betriebsbesuch zur
Behandlung der Schweine.

Einer der besuchten Betriebe wirtschaftete nach eigenen Prinzipien tierwohlorientiert,
ohne an einem speziellen Standard teilzunehmen. Dort werden die Schweine tber 225
Tage bis zu einem Mastendgewicht von 140 kg gemastet. Zudem werden die Schweine in
Auf3enklimastéllen auf Stroh gehalten. Auf diesem Betrieb wurden, wie auf einem anderen
Betrieb keine Antibiotika in den letzten 3 Monaten vor der Beprobung appliziert

57



7 Teilprojekt: Antibiotikaresistenzgene, Antibiotika-resistente Erreger und Antibiotikarlickstande in Gulle aus der Schweinetiermast und in
Drainagewéassern

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Betriebe und den Antibiotikaeinsatz, die bei der Probennahme des Food Net Centers Bonn im Oktober bis Dezember des Jahres
2019 teilgenommen haben, sowie die Lagerungsdauer der Gulle vor dem Ausbringen.

Gulleausbringung: September

AusbaugroRRe
des Betriebs Haufig optionale
Ld. Nr. (2019) (Flache in ha Betriebsart eingesetzte Alter der Gulle bzw. Lagerungszeit zuséatzliche Hinweise ZEsatzinformationen
oder Anzahl Antibiotika
Tiere)
Lagerdauer im Flussigmistlager: 3/4  Jahr;|In Na-Thiosulfat Flasche; Gillle aus dem Hochbehlter
1 190 ha Mast AMOX, TUL Gilleausbringung grof3tenteils im Fruhjahr; Letzte | Vermischung mit Reinigungs- und
o . h h . genommen
Gulleausbringung Anfang August Desinfektionsmittel
Lagerdauer im  Flussigmistlager: 6  Monate;
] Gulleausbringung: 95% von Mérz bis Mai und 5% im | bei Ankunft bei RT; Vermischung | Giulle aus dem Hochbehélter
2 4000 Mast PEN-G, LINC Herbst  (August); Letzte Gulleausbringung am | mit Reinigungswasser genommen
16.08.2019
. o . .| Keine Vermischung mit
ngerdauer im _Fluss_.lgmlstlager. ca. 9 _Monate, Fremdwasser; Glille besteht aus | Gulle im Stall unter dem
3 455 Mast AMOX, TIA, Gillleausbringung im Frihjahr (Februar bis Juni); Letzte | .. .
o . Giille der Sauen sowie der Sauen | Spaltenboden entnommen
Giilleausbringung Ende August/Anfang September
und Saugferkel
. i . . Keine Vermischung mit | ~.. u
4 1400 Abferkelung PEN-G, ENR I(_;a[ljgl’liradlfsulfrzn”:n Filrl;silugnTlstlager. 10 Monate; Letzte Fremdwasser: > eGnutIrL%marﬁzndem Hochbehélter
gung Probenahmestellen
5 - Aufzucht AMOX, TC - - -
. L . . Keine Vermischung mit | ~..
6 1400 Abferkelung AMOX, TC ngerdauer im F_Iu53|gm|stlager. 10 Monate; Letzte Fremdwasser: > Gulle aus der Vorgrube
Gilleausbringung im Juni entnommen
Probenahmestellen
7 - Abferkelung TC, TUL - - -
Lagerung im Flussigmistlager: 6 Monate; Gille aus der Vorarube
8 2200 Mast TC, TUL Gulleausbringung: Februar bis Juni und im August; | Vermischung mit Fremdwasser 9
" ; ) entnommen
Letzte Gulleausbringung im August
9 - Mast AMOX - - -
Lagerung im Flissigmistlager: 4 bis 6 Monate; . . . N
10 1300 Mast AMOX Gilleausbringung im Friihjahr; Letzte Gilleausbringung \Rl’gir:lriusucnhusr:/s’asser mit G;J]Igm?nuesn dem Hochbehalter
Mitte Juni in den stehenden Maisbestand gung 9
Lagerung im Flissigmistlager: ca. 9 Monate;
) Gulleausbringung: von Februar bis Mai und etwas im . . Gulle aus dem Hochbehélter
1 3560 Mast August zur Grundingung; Letzte Gilleausbringung im Vermischung mit Fremdwasser genommen
August
Lagerdauer im Flussigmistlager: bis zu 10 Monaten;
Gilleausbringung: Marz und April zu Getreide/April zu . N
12 FSeL:EeIS;JL:‘(zaEth Abferkelung AMOX, CEF Mais/Marz  bis August auf Grunland; Letzte | Vermischung mit Fremdwasser G;rlmlc?m?nu:n dem Hochbehalter
Gulleausbringung: im August direkt aus dem Stall/ im 9
April aus dem Hochbehalter
Lagerdauer im  Flussigmistlager: 6  Monate; . .
13 50 ha Abferkelung AMOX Gulleausbringung erfolgt im Friihjahr und Herbst; Letzte | Vermischung mit Fremdwasser Gulle aus 3 verschiedenen

Vorgruben genommen
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Fruhjahr

Reinigungswasser

AusbaugroRRe
des Betriebs Haufig obtionale
Ld. Nr. (2019) (Flache in ha Betriebsart eingesetzte Alter der Gulle bzw. Lagerungszeit zuséatzliche Hinweise ZEsatzinformationen
oder Anzahl Antibiotika
Tiere)
Lagerdauer im  Flussigmistlager: 9  Monate;
Giilleausbringung im Friuhjahr bis Vegetationsende und . . . . N
14 100 ha Abferkelung AMOX zu den Zwischenfriichten bis Mitte August; Ein Teil der Keine Vermischung mit | Gulle aus ‘dem Hochbehalter
" - ) . Fremdwasser genommen
Gille wird an andere Betriebe abgegeben; Letzte
Gulleausbringung: Mitte August
Lagerdauer im  Flussigmistiager: 8 Monate; gglljlgn lIJSIIte emFeer;eelm(ﬁZh SrL:S Gllle aus dem Hochbehalter
15 1220 Mix* AMOX Gilleausbringung im Friihjahr; Letzte Ausbringung im h g .’.” . 9 .
August (Zwischenfrucht) Schweinegulle; Keine | genommen
Vermischung mit Fremdwasser
Lagerdauer im Flussigmistlager: 1 Jahr; . . .
. - . A . ) S Vermischung mit | Giille aus der Vorgrube neben
16 125 ha Mix AMOX, MAR Gglleausbr!ngung _ab Marz bis Mai zum Getreide; Letzte Reinigungswasser dem Maststall entnommen
Gulleausbringung im August zum Raps
2 Probenahmestellen, die sich auf
einem Betriebsgelande befinden; .
17 185 ha Mast PEN-G,  FLOR, Probe ist ein Gemisch aus Probe aus der Blogasanlage
TIA i L (Hochbehaélter) geschopft
Garresten, Schweinegille und
Rindergiille
PENG, FLOR, | Lgerdater im Flussigmistager: bis zu 9 Monaten; | 2 EE B SRR ESELA | o i aststall aus
18 185 ha Biogasanlage ' ' | Gllleausbringung: von Februar bis Mai und im . 9 . - ’
TIA, . " . ; Schweinemastgiille; Vermischung | Vorgrube entnommen
September; Letzte Gulleausbringung im September :
mit Fremdwasser
Durchschnittliche Lagerdauer im Flissigmistlager: 3 | Vermischung mit Fremdwasser; 2 | ~.. .
19 117 ha Mast PEN-G, CTC Monate; Kontinuierliches Ablassen der Gille in die | Probenahmestellen, die sich auf \?gllerubgzmnor?w/ﬁsetrslta" aus
Biogasanlage; Letzte Giilleausbringung im Oktober einem Betriebsgelénde befinden 9
Durchschnittliche Lagerdauer im Flissigmistlager: 3 . Fermenter ist der Biogasanlage
. - = = o= | 2 Probenahmestellen, die sich auf | vorgelagert. Aus dem
20 117 ha Biogasanlage PEN-G, CTC Monate; Kontinuierliche Austragung der Giille in die cinem Betriebsgelinde befinden | Fermenterbehalter wurde eine
Biogasanlage; Letzte Giilleausbringung im Oktober 9 Probe abgelassen
Lagerdauer im Flussigmistlager: 8 Monate; Ausbringung | Vermischung mit Fremdwasser; 1 Gille beim Maststall aus
21 250 ha Mast - von Januar bis August; Letzte Gilleausbringung im | Probenahmestelle, die ca. 2 km
h . Vorgrube entnommen
August vom Betrieb entfernt liegt
Lagerdauer im  Flussigmistlager: 8  Monate; . . . .
22 520 Mast FLOR, MAR Ausbringung: ein Teil im Spatsommer und der Rest im Vermischung mit  Gdlle  beim ~ Maststall  aus

Vorgrube entnommen

* Mix: Ferkelerzeugung + Ferkelaufzucht + Schweinemast
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Gulleproben und assoziierte Drainagewasser

Im Rahmen des UKB-Projektteils hatten sich 16 schweinehaltende Betriebe (Tabelle 2)
bereit erklart, am HyReKA-Projekt teilzunehmen und Giulle und Drainagewasser
einzuschicken. Der Antibiotikaeinsatz innerhalb der letzten Monate war in diesem
Projektteil kein Einschlusskriterium. Entscheidend fur den Einschluss war die
Zuganglichkeit zu Drainagen und Ableitungen von den zu begillenden Feldern sowie eine
hohe Motivation und Einsatz der involvierten Landwirte. Denn nicht nur die
Gllleprobenentnahmen in Assoziation zur Ausbringung, sondern auch die damit
verbundene Entnahme von Drainagewasser in Abhangigkeit vom Niederschlag waren
extrem aufwéndig und konnten daher in gréf3ten Teilen nur vom Landwirt selbst vor Ort
durchgefuhrt werden. Die teilnehmenden Betriebe schickten vor Beginn der Dingung
Boden- und Gilleproben ein. Sobald die Drainagen nach der Dingung mit Gulle Wasser
forderten, schickten die Betriebe Proben des Drainagewassers ein, um die Dissemination
von Antibiotika-resistenten Bakterien, Resistenzgenen und von Antibiotika zu
untersuchen.

Hier wurden Proben in den Jahren 2020 und 2021 entnommen. Wéahrend der Interviews
bzw. auf den Fragebdgen wurden fur den UKB-Teil zusatzlich die Angaben zur
Regenmenge, Datum der Begillung, Probennahmen aus der Drainage etc. erhoben. In
dem sehr trockenen Sommer 2020 hat es von April bis Ende September kaum geregnet.
Daher konnten die meisten Landwirte der Schweineerzeugung auch kaum ihre Gille
ausbringen bzw. es fielen keine Drainagewéasser an. Die Probennahmen wurden deshalb
verlangert und bis Mai 2021 innerhalb der jeweiligen Giulle-Ausbringungsperioden
(Februar bis Mai jeden Jahres) durchgefiihrt. Das Probennahmeprotokoll fir die
Drainagewasser sah als zusatzliche Parameter die Abschatzung der Regenmengen und
die Protokollierung des zeitlichen Abstandes zwischen Begullung und Probenahme aus
der Drainage vor.

Sechs dieser Betriebe waren reine Mastbetriebe mit 1650 bis 5700 Mastplatzen, ein
Betrieb ein Ferkelerzeuger und Aufzuchtbetrieb, ein Betrieb wirtschaftete als Aufzucht und
Mastbetrieb und der Rest kombinierte Ferkelerzeugung, Aufzucht und Mast. Hier hatte nur
50 % der Betriebe in den letzten Monaten Antibiotika eingesetzt. Das Spektrum der
eingesetzten Antibiotika hatte ebenfalls einen Schwerpunkt bei den leicht abbaubaren
Betalaktamen, die auf fast jedem Hof eingesetzt wurden, gefolgt von den Tetracyclinen
und Lincosaminen. In zwei Fallen wurde Colistin eingesetzt und in drei Fallen Chinolone.
Vier Betriebe gaben an, lediglich Einzeltierbehandlungen einzusetzen, drei weitere, dass
Gruppenbehandlungen selten durchgefuhrt wurden.
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Tabelle 2: Teilnehmende Betriebe in der Untersuchung des UKB im Jahr 2020 und 2021 mit Angabe der eingesetzten Antibiotika. Im Jahr 2020 konnten die
Drainagewasser erst nach erneuten Regenfallen gewonnen werden, was die z. T. langen Zeitspannen bzw. fehlenden Einsendungen erklart.

Antibiotika, die an
Betriebs | Haufig s gegeben T 1. Probenahme- Bemerkung bei der 1. Probennahme | 2. Probennahme | 2. Probennahme
Lfd. Nr. . . . deren Giille untersucht . . . .
(2020/21) Betriebsart groBe | verabreichte wurde e in datum Boden und Einsendung des Drainagewasser Giille Drainagewasser
(Tiere) | Antibiotika . X Giille Drainagewassers 2020 2020 2021 2021
Begiillungszeitraum
eingesetzt)
1 1650 ?ll]/ILOX LINC DOC AMOX LINC DOC TUL 24.03.2020 - - 05.03.2021 05.03.2021
2 Mix** 3220 AMOX 06.06.2020 - - 15.03.2021 15.03.2021
3 Schweinemast 2600 AMOXTIA 15.04.2020 28 d nach Diingung 04.05.2020 22.03.2021 22.03.2021
4 Ferkelerzeugung, | 5,0 | AMOX ENRO PEN 02.04.2020 34 d nach Diingung 06.05.2020 29.03.2021 07.04.2021
Ferkelaufzucht
X PEN TC GA Tri-Sul
5 Mix 3400 AMOX COL - - - 06.04.2021 28.05.2021
Schweinemast 4000 PEN LINCTYL PEN LINCTYL 25.03.2020 - - 23.03.2021 07.04.2021
Mix 2260 AMOX 16.04.2020 - - 22.04.2021 22.04.2021*
8 Schweinemast 5700 LINC-SPEC PEN AMOX PEN LINC-SPEC 25.03.2020 14 d nach Dingung 08.04.2020 21.04.2021 27.05.2021
9 Ferkelaufzucht, | g1 | 1y coLGA DOC 24.03.2020 19 d nach Dingung, aus| ;46,050
Schweinemast Drainageschacht genommen
10 Schweinemast 2400 | TC TC 23.03.2020 41 d nach Diingung 03.05.2020
11 Schweinemast 1250 | AMOX 18.04.2020 20 d nach Diingung 15.05.2020
12 Mix 2220 AMOX MAR 06.04.2020 13 d nach Dingung 19.04.2020
13 Schweinemast 1890 DOC DOC 21.04.2020 - -
14 Mix 6260 AMOX " LINC-SPEC AMOX LINC ENRO 21.04.2020 - -
ENRO
15 | Schweinemast 1998 | TIA AMOX 04.05.2020 2 d nach Dungung, aus Tumpel | ¢ o 550
in die die Drainage miindet
16 Mix 4670 PEN STREP TC PEN TC DOC 26.03.2020 81 d nach Diingung 15.06.2020

* Diese Wasserprobe stand nicht mit einem Begullungsereignis in Zusammenhang ** Mix: Ferkelerzeugung + Ferkelaufzucht + Schweinemast
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Probenentnahmen und Aufbereitung der Proben

Auf den Betrieben des FNC-Teils wurden im Herbst und Winter 2019 insgesamt 22 Proben
von Wirtschaftsdinger entnommen. Davon waren 11 Proben Gllle aus der
Schweinemast, 6 Proben Giille aus der Abferkelung, 1 Probe Glille aus dem Flatdeck, 2
Proben gemischte Gillle aus der Abferkelung und der Mast und 2 Proben
Wirtschaftsdiinger aus Biogasanlagen. Es wurden jeweils 10 L Probenmaterial mittels
steriler Metallschopfkelle nach dem Umrihren ca. 50 cm unterhalb der Schwimmschicht
entnommen und abgefiillt.

Auf den Betrieben des UKB-Teils wurden in den Dingeperioden 2020 und 2021 gut
durchmischte Proben von Gille gezogen. D.h. zundchst wurde die Gille aus den
Schweinestéllen in das Glllefass gepumpt und somit gut durchmischt. Kurz vor
Ausbringung auf (bevorzugt drainierte) Ackerflachen wurde die Probe direkt aus Gillefass
entnommen. Das Volumen der Probenflasche betrug 1 L, die Beflllung erfolgte mit nicht
mehr als 750 mL.

Von den Gillleproben wurden unmittelbar vor Ort der pH-Wert und die Temperatur
gemessen. Der pH-Wert der Proben lag zwischen 6,0 und 8,3 und die Temperatur
zwischen 6,2° und 21,0°C.

Innerhalb von 24 h nach Abnahme wurden 22 (FNC) bzw. 23 (UKB), somit insgesamt 45,
Gllleproben untersucht. Es erfolgte, fur alle Proben mit der gleichen, abgestimmten
Methodik, die Kultivierung folgender fakultativ-pathogener Zielorganismen mit
Antibiotikaresistenzen:  Methicillin-resistente  Staphylococcus  aureus  (MRSA),
Vancomycin-resistente Enterococcus spp. und Extended Spectrum Beta-Lactamase
Bildner (ESBL), respektive Erreger der Spezies E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa und Enterobacter spp. mit Resistenz gegen Cephalosporine der 3.
Generation. Neben den resistenten Erregern wurden die Proben generell auf S. aureus
und Pseudomonas spp. untersucht, um Aussagen uber die Auftretenswahrscheinlichkeit
dieser Spezies in der Gllle treffen zu kénnen. Die Giille wurde vor dem Auftragen auf die
Platten 1:10 und 1:100 verdinnt und in diesen Verdiinnungsstufen als auch unverdiinnt
auf die ESBL-, MRSA- und VRE-Platten aufgetragen.

Nach dem Wachstum auf den Selektivplatten, wurden die verdachtigen Kolonien isoliert.
Die Spezies- und Resistenzbestimmung erfolgte fur alle Isolate im UKB. Die
Artbestimmung wurde mittels MALDI-TOF MS durchgefiihrt. Die Kolonien der Zielspezies
wurden danach im UKB mittels Mikrodilutionsverfahren (Merlin-Mikrotiterplatten)
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber humanrelevanten Antibiotika untersucht und
mit klinischen Cut-Off-Werten nach EUCAST ausgewertet. MRSA wurden spa-typisiert.
Wenn in der Untersuchung des UKBs mehrere E. coli aus einem Betrieb oder Betrieb und
Drainagewasser isoliert wurden, wurden die E. coli-Stimme ebenfalls typisiert.
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Lagerungsversuche

Die originalen Gulleproben des FNCs lagerten danach unter Aulentemperaturen
luftabgeschlossen, um die Lagerung im Gdllesilo zu imitieren. Nach einem
Lagerungszeitraum von 11-15 Wochen und 30-34 Wochen wurde die kulturelle
Untersuchung wiederholt. Zusatzlich wurden Aliquots der Proben jeweils selektiv fir
Enterobacteriaceae (Mossel-Bouillon, ohne zugesetzte Antibiotika) und MRSA (Muller-
Hinton-Bouillon mit 6,5% NaCl zur Anreicherung von S. aureus und anschlieRender
Inkubation in TSB mit Aztreonam und Cefoxitin fir MRSA) in Flissigmedien bebritet, um
sichere Aussagen uber mdgliche verbliebene antibiotikaresistente Bakterien treffen zu
kénnen. Im Anschluss an die Lagerversuche erfolgte die Bestimmung der Trockenmasse
der Proben gemafl3 DIN EN 15934:2012-11.

Drainagewasser

Fur die Bestimmungen wurden jeweils 100 ml Drainagewasser filtriert und der Filter, die
native Probe und 1:2 und 1:4 Verdinnungen auf die selektiven Agarplatten mit Antibiotika
aufgetragen.

Der Erftverband schickte ebenfalls Proben von Drainagewdassern aus Probenahmestellen
im Einzugsbereich des Swistbachs ein (Miel, Buschhoven, Meckenheim), die genauso
behandelt wurden.

7.3.2 Belastung der Gilleproben und Drainagewasser mit resistenten
Bakterien

Aus den Gulleproben wurden insgesamt 281 Isolate im UKB charakterisiert, davon
stammten 153 Isolate aus den Proben des FNCs.

Gulleproben aus Betrieben mit kiirzlich behandelten Tieren

Resistente Bakterien waren in 12 der 22 Proben des FNCs (8 Proben nur mit E. coli, 2 x
nur S. aureus, 1 x E. coli/ S. aureus, und einmal A. baumannii) nachweisbar (Tabelle 3).
Insgesamt wuchsen 49 gramnegative Isolate auf dem Selektivagar. In zwei Proben von
zwei Hofen befanden sich insgesamt 12 multiresistente 3MRGN E. coli-Stdmme (resistent
gegen Piperacillin (aber nicht Piperacillin/Tazobactam), Drittgenerations-Cephalosporine
und Ciprofloxacin). 4AMRGN mit Resistenz gegen Carbapeneme oder 3MRGN mit
Resistenz gegen Piperacillin-Tazobactam oder VRE wurden nicht isoliert.

Insgesamt wurden aus den untersuchten Proben 71 Isolate ndher charakterisiert (22
MRSA, 47 E. coli, 2 A. baumannii). Von den 22 untersuchten MRSA Isolaten waren 13
Isolate aus 2 verschiedenen Proben Moxifloxacin resistent. Alle getesteten MRSA Isolate
waren sensibel gegeniiber Tigecyclin, Fosfomycin, Teicoplanin, Fusidinséaure, Linezolid,
Clindamycin, Daptomycin, Erythromycin, Ceftarolin, Vancomycin, Rifampicin und
Mupirocin. Zur naheren Beschreibung wurden die Isolate spa-typisiert bzw. durch MALDI-
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TOF MS und anschlieRender exemplarischer Bestéatigung mittels MLST-Typisierung. Die
resultierenden Typen sind alle ausschliel3lich solche Typen, die mit der Nutztierhaltung
assoziiert sind, wie ST398 (Probe 4), t034 (Probe 16), t1451 und t011 (beide Probe 14).
Alle getesteten E. coli und A. baumannii Isolate waren sensibel gegeniber
Piperacillin/Tazobactam, Imipenem, Meropenem, Amikacin und Tigecyclin. Ein E. coli
Isolat zeigte eine Resistenz gegenuber Fosfomycin. Von den 49 gramnegativen Isolaten,
zeigten acht Isolate aus drei verschiedenen Proben eine Resistenz gegen Colistin, wobei
dies nach Angabe der Landwirte in den letzten 3 Monaten vor den Betriebsbesuchen nicht
eingesetzt wurde. Bei zwei dieser Proben handelt es sich um Gille aus der
Ferkelproduktion. Colistin wird haufig zur Behandlung von an Mastitis erkrankten Sauen
eingesetzt. Hier ist es vorstellbar, dass die Landwirte entweder bei der Erfassung nur die
bei den Ferkeln verwendeten Antibiosen im Sinn hatten oder, dass die Colistin-Resistenz,
durch zuvor behandelte Sauen uUber einen langeren Zeitraum im Stall persistiert. Ein
einzelnes Isolat mit Colistinresistenz wurde in einer Probe aus der Mast des als negative
Kontrolle gedachten Betriebes isoliert. Auf diesem Betrieb wurde insgesamt nur eine
einzige Kolonie eines E. coli auf ESBL-Agar detektiert. Dieses Isolat zeigte eine Resistenz
gegen Cefotaxim, Ceftolozan/Tazobactam, Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Fosfomycin
und Colistin. Trotz mehrfacher Untersuchung der Probe konnten kulturell keine weiteren
E. coli auf dem Selektivmedium angeziichtet werden, was nahelegt, dass es sich hierbei
eventuell um eine zu vernachlassigende Verunreinigung handelte.

Gulleproben und assoziierte Drainagewasser

In den Untersuchungen des UKB wurden in den Gilleproben 10 ESBL-E. coli gefunden
(Tabelle 4). Nur einer dieser Stamme zeigte eine Resistenz gegen Ciprofloxacin, war aber
gegen Piperacillin empfindlich. Damit konnte keiner dieser Stamme als MRGN
eingeordnet werden. Alle Stamme waren empfindlich gegen Temocillin,
Piperacillin/Tazobactam, Carbapeneme, Amikacin, Tigecyclin, Fosfomycin und Colistin.
Lediglich gegen Chloramphenicol und Trimethoprim/Sulfamethoxazol war ein Teil der
Isolate resistent. Die positiven E. coli-Proben stammten aus neun verschiedenen
Betrieben. MRSA wurden haufig in den Tierkontrollabstrichen (nasal und anal)
nachgewiesen (Resistenz gegen Erythromycin in 70 % aller Isolate), aber nur einmal in
der Gille; auch dieser Stamm war gegen Erythromycin resistent. Ein ESBL E. coli konnte
ebenfalls aus einem Tierabstrich isoliert werden. Eine Typisierung zweier E. coli-Stamme
aus demselben Betrieb ergab unterschiedliche Sequenztypen (ST2692 und eine bisher
unbekannte Allelkombination).

Bei dem Vergleich der kirzlich eingesetzten Antibiotika mit den Antibiotikartickstanden
zeigte sich, dass nicht die haufig gegebenen, leicht abbaubaren Betalaktame nachweisbar
waren, sondern nur die sehr schwer abbaubaren Tetracycline und Chinolone, die wahrend
der Lagerung der Gille sehr lange Uberdauern. Da die Giillebehélter ja nie vollig leer
werden, kann es sein, dass die Antibiotikariickstande der schwer abbaubaren Substanzen
dort schon langer vorlagen (fuir weitere Erlauterungen siehe auch Abschnitt 7.6.2).
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Tabelle 3: Kulturergebnisse der Proben aus der Untersuchung der Giille behandelter Tiere mit eingesetzten Antibiotika und Antibiotikartickstanden.

X . . " Anzahl X Alle phédnotypischen Resistenzen dieser Art (*Alle Isolate waren resistent)
Probe/Betrieb Eingesetzte AB Nachgewiesene AB-Riickst. Spezies - —
Isolate MRSA** E. coli A. baumannii
1 AMOX, TUL CIP, ENR, TC - - - - -
2 PEN-G, LINC DOC - - - - -
3 AMOX, TIA, - 1 S. aureus AMP*, PEN-G*, GENT*, CFX* - -
4 PEN-G, ENR CIP, DOC, ENR, TC, TIA, TYL, | 7 S. aureus AMP*, PEN-G*, GENT*, CFX* - -
5 AMOX, TC DOC, ENR - - - - -
TEM, PIP*, CEFO*, CEFT, CefAvi,
6 AMOX, TC DOC, OTC 12 E. coli - CefTaz, CIP, LEV, CAMP, TriSul, | -
coL
7 TC, TUL DOC, TC, TIA, TYL, 5 E. coli - PIP*, CEFO*, CEFT, CAMP*, TriSul | -
TC, TUL DOC, OTC, TC 2 E. coli - PIP*, CEFO*, CefTaz, CAMP, TriSul | -
AMOX DOC, OTC, TC, TIA - - - - -
10 AMOX oTC 6 E. coli - PIP*, CEFO*, CEFT, CAMP -
11 - CTC, DOC, ENR, OTC, TC, - - - - -
12 AMOX, CEF DOC, ENR, OTC - - - - -
. TEM, PIP*, CEFO*, CefTaz, TriSul,
13 AMOX DOC 10 E. coli - -
coL
1 E. coli,
14 AMOX CIP, DOC, ENR, OTC AMP#*, PEN-G*, MOX, CFX* PIP, CEFO -
5 S. aureus
15 AMOX CIP, DOC, ENR 1 E. coli - PIP, CEFO, CAMP, TriSul -
4 E. coli, TriSul, AMP*, PEN-G*, MOX*, | PIP*, CEFO*, CefTaz, CIP, LEV,
16 AMOX, MAR - ) -
10 S. aureus CFX*, SYN CAMP, TriSul
17 PEN-G, FLOR, TIA, - 2 E. coli - PIP*, CEFO*, TriSul -
18 PEN-G, FLOR, TIA, TIA - - - - -
TEM, CEFO, CAMP,
19 PEN-G, CTC CIP, ENR, OTC 1 A. baumannii - -
FOSF
20 PEN-G, CTC - - - - - -
. CEFO*, CefTaz*, CIP*, CAMP*,
21 - - 1 E. coli - -
FOSF*, COL*
22 FLOR, MAR TYL - - - - -

** MRSA sind charakteristischerweise gegen alle dlteren Betalaktame resistent.
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Untersuchung des Effektes der Langzeitlagerung der Gille

Nach der ersten Lagerperiode von 15 Wochen wurden in Probe 6 und Probe 13 noch
resistente E. coli nachgewiesen. Auf Basis der erhobenen Daten entspricht dies einer
Reduktion um 85%. Weder S. aureus, hoch MRSA waren zu diesem Zeitpunkt kulturell
nachweisbar. Nach der zweiten Lagerperiode von 34 Wochen lieBen sich trotz
Voranreicherung in keiner der untersuchten Proben resistente Keime anziehen.

Untersuchungen der Drainagewasser

In den von den Landwirten eingesendeten Drainagewassern wurde insgesamt ein ESBL-
E. coli nachgewiesen, der gegen Ciprofloxacin empfindlich war und damit nicht als MRGN
eingeordnet werden kann. Der Stamm zeigte Resistenz gegen Chloramphenicol und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol und gehoérte zum Sequenztyp ST865, der schon einmal
von Huhnern (Dissanayake et al., 2014) und Kihen (Shafig et al., 2021) beschrieben
wurde. In einer Gulleprobe desselben Betriebs wurde auch ein E. coli-Stamm gefunden,
der aber nach einer Typisierung den Sequenztyp ST58 angehorte, so dass kein
Zusammenhang zwischen der Begillung und dem E. coli in der Wasserprobe bewiesen
werden konnte. Dieser Sequenztyp ist weit verbreitet und wurde bereits Schweinen
nachgewiesen (Reid et al., 2022). Die anderen Isolate waren Vertreter der Gattungen
Acinetobacter, Bacillus, Paenibacillus und Lysinobacillus. MRSA wurden nicht gefunden.

Aus den 16 Proben der Drainagewasser des Erftverbandes konnte nur ein 3 MRGN
(resistent gegen Piperacillin) angezichtet werden, ansonsten wurden keine resistenten
Isolate der Zielspezies gefunden. Dieses Isolat stammte aus derselben Probe, die auch
mit Antibiotikariickstdnden belastet war (siehe auch 7.6.2) und wahrscheinlich als
Verunreinigung aus einer privaten Kleinklaranlage in die Drainagewasser eingebracht
wurde. In dieser Probe wurden auch empfindliche E. coli-Stamme nachgewiesen (45
Kolonie-bildende Einheiten auf 100 mL).
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Drainagewéassern

Tabelle 4: Kulturergebnisse flr resistente Bakterien aus Gulle (Zielspezies HyReKA) und assoziierten Drainagewassern, als auch Antibiotikanachweise in der
Gllle. *nd: keine Daten

. g . e i . Probenahme- | Antibiotikariickstinde in der Alle phanotypischen Resistenzen dieser
Probe | Haufig verabreichte | Antibiotika in den datum Boden | Giille, keine Nachweise in Anzahl Spezies/ Herkunft Art
/ Betrieb | Antibiotika letzten 3 Monaten . g .. Isolate p (* alle Kolonien sind resistent)
und Giille Drainagewadssern -
E. coli [ MRSA

2020

1 AMOX, LINC, DOC, TUL _?ll]/ILOX LINC DOC 24.03.2020 TET, DOC, CTC 0

2 AMOX 06.06.2020 ENRO, TIA, DOC, OTC 0

3 AMOX, TIA 15.04.2020 ENRO, TIA, TUL, TC, DOC 1 E. coli / Gulle CEFO, PIP

4 AMOX, ENRO, PEN 02.04.2020 CIP, ENRO, TIA, TC, DOC, CTC 1 E. coli / Giille CEFO, PIP

PEN, TC, GA, Tri-Sul, . . .

5 AMOX, COL - ENRO, TC, DOC, CTC 1 E. coli / Gulle CEFO, PIP, TriSul

6 PEN, LINC, TYL PEN LINCTYL 25.03.2020 TC, DOC, OTC, CTC 1 E. coli / Gulle CEFO, PIP

7 AMOX 16.04.2020 - 0

8 LINC-SPEC, PEN ?x(c)x PEN LINC- 25.03.2020 TC 0

E. col{/ Gu!le ST58 CEFO, PIP, CEFT, TriSul AMP, OX, CLIN,
9 TUL, COL, GA, DOC 24.03.2020 TC, DOC, CTC 3 E. coli /Drainage ST865 ERY. FOX
S. aureus/ Gille CEFO, PIP, CAMP, TriSul !

10 TC TC 23.03.2020 TYL, TIA, TC, DOC, OTC 0

11 AMOX 18.04.2020 TIA 0

12 AMOX, MAR 06.04.2020 TIA, TC, DOC 0

13 DOC DOC 21.04.2020 ENRO, CTC 1 E. coli / Gulle CEFO, PIP, CAMP, TriSul

14 :,'\\,AR%X' LINC-SPEC, | AMOX LINCENRO | 21.042020 | ENRO, TIA 1 E. coli /Gllle CEFO, PIP, Trisul,

15 TIA, AMOX 04.05.2020 ENRO, TIA, DOC 1 E. coli /Gille CEFO, PIP, CAMP, TriSul

16 PEN, STREP, TC PEN TC DOC 26.03.2020 TIA, TC 0
2021

1 AMOX, LINC, DOC, TUL | AMOX LINC 15.03.2021 nd* 0

2 AMOX 15.03.2021 DOC, OTC 0

3 AMOX, TIA 22.03.2021 OoTC 0

4 AMOX, ENRO, PEN AMOX, ENRO 29.03.2021 ENRO 0

PEN, TC, GA, Tri-Sul, 06.04.2021 2 E. coliaus Gille %

5 AMOX, COL DOC, OTC 2 (ST2692 / neuer ST) CEFO*, CEFT, PIP, CIP

6 PEN LINCTYL PEN 23.03.2021 - 0

7 AMOX 22.04.2021 ENRO 0

8 LINC,-SPEC, PEN PEN 27.05.2021 - 0
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7.3.3 Zusammenfihrung und Interpretation der Untersuchungsergebnisse

Zusammenfassend war die Anzahl der mittels Kulturverfahren nachweisbaren Antibiotika-
resistenten Bakterien in beiden Arbeitsgruppen gering, wobei die Anzahl an resistenten
Bakterien bei der Gruppe der Hofe, die unter Berticksichtigung des Antibiotika-Einsatzes
ausgewahlt worden waren, hoher war. Auffallig war, dass die Platten tGberwiegend mit
Umweltbakterien bewachsen waren, z. B. Achromobacter xylosoxidans, Pseudomonas
spp., Ochrobactrum spp., Alcaligenes, Bordetella trematum und diversen Bacillus-Arten
aus den Bodenproben. Ein Teil dieser Bakterien besitzt natiirliche Resistenzen gegen die
eingesetzten Antibiotika der Selektivplatten (z. B. Achromobacter species (AXC),
Pseudomonas otitidis (POM), P. citronellolis (Ambler Klasse A [B-Laktamase), und
Ochrobactrum intermedium (AmpC)), d. h. intrinsische B-Laktamasen; B. licheniformis ist
intrinsisch resistent gegen Oxacillin und Pediococcus pentasoceus ist natirlich resistent
gegen Vancomycin (Allam et al., 2017; Alonso et al., 2017; Gupta et al., 2019; Hu et al.,
2015; Remus-Emsermann et al., 2016; Thaller et al., 2011; Wass et al., 2019). Ein Teil der
Bakterienisolate war in der medizinischen Datenbank, die der Identifizierung per MALDI-
TOF MS zugrunde liegt, nicht enthalten und konnte daher nicht bestimmt werden
(Abbildung 1). Die Tatsache, dass es bei der Lagerung von Dlinger zu einer Abnahme der
lebensfahigen ESBL-E. coli kommen kann, wurde bereits beschrieben (Siller et al., 2020)
und diese Art wurde wegen ihres kurzen Uberlebens in der Umwelt ja auch als
Indikatorspezies fur fakale Verschmutzung eingesetzt.

Anzahl Isolate nach Arten/Gattungen in der
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Abbildung 1: Anzahl der Isolate nach Arten und Gattungen geordnet (UKB) aus Giille, Erd- und
Wasserproben. Rot: Zielspezies von HyReKA, lila: Acinetobacter (verschiedene Arten, teilweise
relevant), blau: Umwelt bzw. Tierassoziierte Arten.
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7.3.4 Gegenuberstellung der Belastungssituation der Gulle mit der
Belastungssituation von Abwassern aus dem Klinikum

Im Vergleich mit den Proben aus dem Krankenhausabwasser dominierten in der Glle
lediglich BMRGN, d. h. Isolate mit Resistenz gegen Cephalosporine der dritten Generation,
Chinolone und Piperacillin, aber nicht gegen Piperacillin-Tazobactam. 4AMRGN wurden
nicht isoliert (Abbildung 2). Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen aus den
Schlachthofabwassern tberein. Auch hier waren — aus zeitnah verarbeiteten Proben -
sogar nach Anreicherungskulturen keine Carbapenemasebildner isoliert worden. Die
multi-resistenten Bakterien aus den Krankenhausabwassern, bei denen die schwer
behandelbaren 4AMRGN Uberwogen (Sib et al., 2020), sind aus medizinischer Sicht als
wesentlich kritischer zu bewerten, zumal hier auch noch Stdmme auftraten, die zusatzlich
Colistin-resistent waren, ohne das mcr-1 Resistenzgen zu besitzen (durch
Genomsequenzierung konnte die Resistenz hier auf eine Mutation in MgrB (C28S MgrB)
zurickgefiuhrt werden) (Kehl et al., 2022). Im Krankenhausabwasser konnte zudem kaum
Umweltflora detektiert werden (5 %).

Prozentzahlen multi- und Colistin-resistenter Isolate
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EmZIM/X  ®Klinik gesamt Abwasser Schweine-Schlachthof ~ B Gille FNC  m Gille UKB

Abbildung 2: Multiresistente Erreger mit medizinischer Relevanz in Krankenhaus und Glilleproben
im Vergleich (3MRGN Pip: resistent gegen Dritt-Gen. Cephalosporine; 3MRGN: resistent gegen Dritt-
Gen. Cephalosporine+ Piperacillin + Chinolone; 4MRGN: resistent gegen Carbapeneme+Dritt-
Generations-Cephalosporine + Piperacillin/ Tazobactam + Chinolone; ColR: resistent gegen
Colistin). ZIM/X bezeichnet die Abwasser der hamatologisch-onkologischen Klink und des nérdlichen
Teils des Klinikums. Wenn als Wert 0,00 Prozent angegeben wird, dann konnten aus der
unverdiinnten Giille auf den Selektivplatten keine Bakterien mit dem entsprechenden
Resistenzphanotyp angezogen werden.
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Schlussfolgerungen zur Kultur-basierten Analyse der Gulleproben und
Drainagewasser

70

Aus der Giulle behandelter Tiere konnte eine geringe Anzahl gramnegativer
Bakterien mit Resistenz gegen Cephalosporine der dritten Generation (ESBL)
und MRSA isoliert werden.

Einige aus Gllle isolierte Bakterien wurden in Bezug auf ihre Multiresistenz als
3MRGN-Pip eingeordnet, sie sind aber hygienisch wesentlich weniger
bedeutsam als die 4MRGN und 3MRGN die im Krankenhausabwasser zu
grofRen Anteilen vorliegen. Die Menge an Colistin-resistenten Isolaten lag noch
unter der in den Krankenhausabwassern.

Die Versuche zur Isolierung von Antibiotika-resistenten Bakterien waren
erfolgreicher, wenn die Tierbestdnde vorher antibiotisch behandelt worden
waren. Ein Zusammenhang zwischen Antibiotikagabe, Antibiotikarlickstanden
und Antibiotikaresistenzen der Isolate liel3 sich nicht eindeutig beweisen.

Nach 30-34 Wochen Lagerung konnten keine resistenten Enterobacteriaceae
oder MRSA aus Giille isoliert werden, auch Anreicherungskulturen waren nicht
erfolgreich. Es ist unklar, ob die Bakterien inaktiviert waren, oder im VBNC-
Status vorlagen.

Aus Drainagewassern konnten — mit zwei Ausnahmen, wobei bei in einem Fall
eine starke Verunreinigung vorlag — keine resistenten Bakterien isoliert werden.
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7.4 Molekularbiologische Nachweise von Antibiotikaresistenz-
Genen

7.4.1 Genetische, gPCR-basierte Nachweise von Antibiotikaresistenzgenen
und taxonomischen Markergenen fur fakultativ-pathogene Bakterien in
Gulle aus Schweinehaltung

Die erzielten Ergebnisse beziehen sich alle auf die Anzahl von Genkopien bzw.
Zellaquivalenten in 100 mL Probenvolumen und entsprechen somit einer absoluten
Quantifizierung. Kalibiergerade mit definierten Zellzahlen an Referenzbakterien, die
Trager der Resistenzgene sind, und mehrere Log-Stufen der Detektion beinhalten, wurden
fur jedes Detektionssystem erstellt. Alle molekular-biologischen Parameter wurden als
technische Triplikate gemessen. Die Spezifitdt jeder Nachweisreaktion erfolgte tUber das
Erstellen von Schmelzpunktbestimmungen der Amplicons nach jeder Analysenreaktion.
Damit sind die qualifizierten Rahmenbedingungen fir die Quantifikationen der Genspezies
in den Abwasser-/Glille-Proben definiert (siehe auch Methodenkompendium des
HyReKA-Verbunds). Unspezifische Reaktionen  wurde in nachfolgenden
Ergebnisdarstellungen nicht berticksichtigt.

Nachweissysteme fir fakultativ-pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene, die als
prioritdr angesehen werden (Scientific Opinion, EPSA Journal, 2021; siehe oben), wurden
im HyReKA-Projekt bereits identifiziert und verwendet (nachfolgend fett geschrieben).
Darlber hinaus wurden Nachweissysteme etabliert, um allgemeine Belastungssituationen
mit  spezifischen Bakterien oder Resistenzgenen zu quantifizieren. Die
molekularbiologischen Untersuchungen weisen somit Resistenzpotentiale bzw.
Risikopotentiale fiir das Auftreten von ausgewahlten Resistenzgenen und taxonomischen
Markergenen fakultativ-pathogener Bakterien in einer Gesamtpopulation nach, um
Belastungen und damit auch mégliche Transferereignisse mit zu erfassen. Anders als in
der klinischen Diagnostik, ist das Resistenzpotential in einer Population relevant.

Nachfolgend sind die verwendeten molekularbiologischen Untersuchungsparameter aus
HyReKA mit zusatzlich Veterinar-relevanten Erganzungen zur Charakterisierung von
Gllle und Drainage-Wassern aus Tiermastbetrieben aufgefiihrt (Hembach et al.,2019;
Alexander et al., 2020; HyReKA Methodenkompendium):

. B-Laktamresistenzen (blarem, blacmy-2, blactx-m, blactx-ms2, pbp)
. Carbapenemresistenzen (blaoxass, blanow-1, blavivz, blakec-s)
. Erythromycinresistenz (ermB)

. Tetracyclinresistenz (tetM)

. Sulfonamidresistenz (sull)

. Vancomycinresistenz (vanA)

. Colistinresistenz (mcr-1)

. Chinolonresistenz (qnrS)
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. Gentamicinresistenz (aac-al-aph)

Die Taxon-relevanten Parameter der fakultativ-pathogenen Bakterien aus der ESKAPE-
Gruppe (WHO) wurden um Salmonella enterica (humanpathogen) und Streptococcus suis
(tierpathogen, Hinweis auf behandlungsbedirftige Erkrankung) erweitert:

. E. coli (yccT)

. Methicillin resistente Staphylokokken (mecA)
. K. pneumoniae (gltA)

. A. baumannii (secE)

. P. aeruginosa (ecfX)

. Intestinale Enterokokken (23S)

. Salmonella enterica (invA)

. Streptococcus suis (cps2J)

Gllleproben aus Schweinemastbetrieben mit unterschiedlichem Tierbestand und
HektargroRen wurden analysiert. Nachfolgend sind die molekularbiologischen
Auswertungen nach Tierbestand geordnet gezeigt.

Tabelle 5: Quantitativer qPCR-basierter Nachweis von fakultativ-pathogenen Bakterien (ber
taxonomische Markergene pro 100 mL, die fiir die jeweilige Spezies spezifisch sind. LOD: Limit Of
Detection.

Anzahl Tiere | Enterokokken | E.faecalis | P. aeruginosa | K. pneumoniae | A. baumannii E. coli

4000 3,72E+05 <LOD 1,80E+04 1,97E+04 7,85E+04 1,07E+05
3560 7,63E+07 <LOD 6,60E+03 <LOD <LOD 1,47E+06
2220 6,00E+07 1,36E+04 3,06E+03 6,29E+06 3,31E+05 1,53E+07
2200 1,80E+08 2,26E+03 9,563E+02 1,00E+05 1,94E+04 1,20E+06
1400 5,38E+05 <LOD 9,15E+04 3,85E+05 7,08E+05 1,01E+07
1300 3,01E+05 <LOD 2,43E+03 <LOD <LOD 1,41E+05

540 5,41E+06 <LOD 1,78E+03 <LOD 2,21E+03 1,51E+05

520 3,18E+07 <LOD 1,19E+04 <LOD 8,27E+04 1,30E+06

455 2,36E+07 <LOD 7,61E+03 3,72E+03 1,56E+05 3,34E+06

Vor allem Vertreter aus der Gruppe der Enterokokken, P. aeruginosa und E. coli konnten
in nahezu allen Proben unabhéngig vom Tierbestand in teilweise hohen Abundanzen via
gPCR nachgewiesen werden, wobei P. aeruginosa noch weniger haufig in Vergleich zu E.
coli und Enterokokken nachgewiesen wurde, dieses ist auch zu erwarten, da es sich bei
den letzteren Arten um Vertreter der Darmflora handelt. Die DNA-Marker fur
K. pneumoniae und A. baumannii dagegen konnten in 5 von 9 bzw. 7 von 9
Probenwassern mit deutlichen Belastungen in der Gesamtpopulation der Gilleproben
detektiert werden. Dies war in Betrieben mit hohem und niedrigen Tierbestand erfolgreich.
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Lediglich der spezifische Nachweis von E. faecalis erfolgte nur in 2 Betrieben. Hier
scheinen andere Enterokokken-Spezies zu dominieren.

Tabelle 6: A und B: Antibiotikaresistenzgene pro 100 mL Gulle mit besonderer klinischer Relevanz.
LOD: Limit Of Detection.

A)
2. Cephalosporin Gen. Carbapenemase 2. Cephalosporin G.
Anzahl Tiere
(blacTx-m-32) (blaoxa-as) (blacwmy-2)
4000 1,04E+07 <LOD 5,36E+05
3560 <LOD 2,94E+06 3,92E+04
2220 3,24E+05 <LOD <LOD
2200 3,64E+05 <LOD <LOD
1400 <LOD <LOD <LOD
1300 2,19E+06 <LOD <LOD
540 3,88E+07 <LOD 1,94E+06
520 1,35E+07 6,45E+04 3,81E+05
455 1,69E+07 <LOD <LOD
B)
Carbapenem | Vancomycin | Colistin | Carbapenem | Methicillin
Anzahl Tiere

(blanpm-1) (vanA) (mcr-1) (blakpc-3) (mecA)

4000 2,75E+06 1,48E+03 | 4,70E+04 2,01E+06 1,74E+04

3560 4,90E+03 4,19E+02 1,26E+04 2,61E+05 4,66E+03

2220 <LOD <LOD 3,72E+07 3,56E+04 1,20E+05

2200 6,57E+03 9,59E+04 <LOD 4,31E+04 1,43E+05

1400 1,43E+07 5,54E+03 1,17E+04 1,05E+05 3,28E+06

1300 <LOD 1,83E+04 <LOD 4,93E+05 1,39E+04
540 <LOD 157E+04 | 4,37E+04 7,01E+03 1,10E+04
520 <LOD 3,40E+04 <LOD <LOD 3,98E+04

455 4,92E+06 5,14E+03 7,97E+02 1,34E+04 7,03E+05

Die Carbapenem-Resistenzgene blaoxa-ss, blanom-1, sowie Cephalosporin Resistenz der 2.
Generation blacwy-2 wurden nur vereinzelt und unabhangig des Tierbestands
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde blactx-m-32 (Cephalosporin der 2. Generation),
die Vancomycin-Resistenz vanA, die Colistin-Resistenz mcr-1 und die Carbapenem-
Resistenz blakecz deutlich haufiger in den Giulleproben nachgewiesen. Hier ist der
Nachweis der Colistin-, Vancomycin- und Carbapenem (blakec-3)-Resistenz als besonders
kritisch zu werten, da es sich hier um Resistenzgene gegen Kklinisch bedeutsame
Reserveantibiotika handelt, die in der Tiermast eigentlich nicht oder nur bedingt eingesetzt
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werden sollten. Im Falle des blakecs Resistenzgens lagen die Abundanzen héher als der
taxonomische Nachweis flr K. pneumoniae. Dies kann der Tatsache geschuldet sein,
dass der taxonomische Genmarker sehr Spezies spezifisch fir K. pneumoniae ist,
wahrend der Resistenzgenmarker fir die blakec-3 (Szczepanowski et al., 2009) in weiteren
Klebsiellen und anderen Bakterien vorliegen kann, die das blakpc.z Plasmid tragen (z.B.
Phytobacter ursingii oder Streptomyces polyasparticus). Auch die Methicillin Resistenz
mecA wurde in deutlich hohen Abundanzen detektiert und dies unabhé&ngig vom
Tierbestand. Dieses Resistenzgen kann gleichzeitig ein taxonomischer Marker fir
tierassoziierte Koagulase-negative Staphylokokken (Hautflora) sein. Es bleibt zu
untersuchen, welche Bakterienspezies dieses Resistenzgen mecA tragt, bzw. wenn es
sich um MRSA handeln sollte, wie lange diese Tier-assoziierte Bakterienspezies in der
Gllleprobe persistieren kann.
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Tabelle 7: Antibiotikaresistenzgene, die in Abwassern und Oberflachenwassern bereits haufig
nachgewiesen sind. LOD: Limit Of Detection,

Erythromycin Ampicillin Sulfonamid | Tetracyclin
Anzahl Tiere (ermB) (blaTewm) (sul1) (tetM)

4000 2,70E+10 5,98E+07 2,32E+10 7,89E+10

3560 4,32E+09 9,21E+07 2,08E+10 3,31E+11

2220 1,96E+09 6,89E+08 7,47TE+09 7,66E+10

2200 8,64E+09 4,04E+08 9,05E+10 1,21E+11

1400 3,26E+09 4,16E+09 6,21E+10 2,44E+10

1300 1,59E+10 <LOD 3,91E+10 6,13E+10

540 1,87E+09 3,45E+07 3,19E+10 1,75E+11

520 1,58E+10 6,46E+07 1,11E+10 1,79E+11

455 2,34E+10 1,73E+08 2,98E+10 3,79E+10

Die Ergebnisse aus Tabelle 7 belegen die hohen Abundanzen der Resistenzgene gegen
Tetracyclin (tetM), Sulfonamide (sull) und Erythromycin (ermB). Die Ampicillin-Resistenz,
die Uber das Gen blatem vermittelt wird, wurde in einer geringeren Belastung
nachgewiesen, zeigt aber immer noch eine deutlich hohe Abundanz. Fur die
Kalibriergerade und als Positivkontrolle fur das Erythromycin-Resistenzgen ermB wurde
Streptococcus hyointestinalis genutzt. Dieses Bakterium stammte auch urspriinglich auch
aus dem Darm von Schweinen. Die Primersequenzen, die fir dieses Resistenzgen
gewahlt wurden, erfassen auch die Bakterien aus der Gruppe der Enterokokken,
Streptokokken und Clostridien. Der Nachweis der Tetrazyklin-Resistenz Uber das tetM-
Gen wurde zundchst so ausgewahlt, dass sie nicht auf eine spezifische Spezies
ausgerichtet ist. Tatsachlich zeigt ein BLAST Alignments der Forward und Reverse Primer
eine 100% Ubereinstimmung mit tetM Genen aus Enterococcus, Aerococcus,
Staphylococcus spp. und auch Streptococcus. Zudem sind viele der untersuchten
Resistenzgene, die im Rahmen von HyReKA untersucht wurden, als mobil beschrieben
oder direkt mit Mobilen Genetischen Elementen (MGE) assoziiert, wie im Falle der
Sulfonamid-Resistenz sull und dem MGE Integron Class 1. Ein horizontaler Gentransfer
in Gulle ist daher anzunehmen, da Phosphate, Partikelfrachten, metabolische Shifts und
Nahrstoffsituationen (Stress) den horizontalen Gentransfer fordern und von daher auch
diese hohen Abundanzen bedingen kénnen.

75



7 Teilprojekt: Antibiotikaresistenzgene, Antibiotika-resistente Erreger und
Antibiotikariickstande in Gulle aus der Schweinetiermast und in Drainagewéassern

Tabelle 8: Weitere Antibiotikaresistenzgene und zusatzlich Veterinar-assoziierte fakultativ-
pathogene Bakterien. LOD: Limit Of Detection.

Gentamicin Amoxicillin
S. enterica | S. suis
Anzahl Tiere | (aac(6’)le-aph(2”)-la) (pbp)

4000 1,07E+07 1,92E+04 | 7,95E+04 | 2,45E+04
3560 4,51E+06 1,60E+04 <LOD <LOD
2220 6,70E+08 1,36E+06 | 7,52E+04 <LOD
2200 2,60E+07 3,22E+05 <LOD <LOD
1400 5,07E+06 5,34E+05 <LOD <LOD
1300 2,68E+07 1,51E+04 | 9,45E+04 | 4,96E+04
540 1,53E+07 1,33E+04 | 1,85E+06 <LOD
520 4,85E+06 3,70E+04 | 2,34E+05 | 1,74E+05
455 5,62E+07 3,43E+04 | 1,36E+05 | 4,92E+04

Die Gentamicin-Resistenz wurde in hoher Abundanz mit Genkopien/100 mL groRer 10°
bis zu >107 deutlich in allen untersuchten Betrieben unabhéangig von dem Tierbestand
nachgewiesen. In geringerer Abundanz mit Genkopien von 10* bis zu 10° wurde die
Amoxicillin Resistenz in Gulleproben aller Betrieben erfasst.

Die beiden taxonomischen Parameter fir Salmonella enterica und Streptococcus suis
wurden in 6 bzw. 4 Betrieben mit Abundanzen bis zu 10° Zellen/100 mL nachgewiesen.
Auch hier konnte keine Korrelation zur GréRe des Tierbestands festgestellt werden.

Schlussfolgerungen zu den Gullleproben

Generell zeigen sich die Abwasser/Gllle-Proben bezlglich der Haufigkeit von
Antibiotikaresistenzgenen und DNA-Markergenen von fakultativ pathogenen Bakterien als
deutlich belastet.

Antibiotikaresistenzen gegen Reserveantibiotika (Carbapeneme, Glykopeptide, Colistin,
Chinolone), die vor allem durch die Gene mcr-1, blanom1, vanA, gnrS und blakpcs
nachgewiesen werden, konnten in nahezu alle Proben detektiert werden. Das Methicillin-
Resistenzgen mecA wurde ebenfalls nachgewiesen, wenngleich Staphylococcus aureus
als Trager des mecA Gens nicht isoliert werden konnte und die Hautflora der Haustiere
als der natirliche Ursprung dieses Gens gilt (Staphylococcus sciuri-Gruppe) (Rolo et al.,
2017).

Es konnten keine Korrelationen zwischen Tierbestand bzw. BetriebsgréfRen (hier nicht
gezeigt) und Belastungssituationen mit fakultativ-pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen unterschiedlicher Kategorien nachgewiesen werden.

Aufgrund der hier untersuchten Probenanzahl aus den jeweiligen Tiermastbetrieben fur
Schweine sind Angaben zu bestimmten Prozess-Schritten im Umgang mit Gulle zur
Minimierung von Belastungen nicht maoglich.
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7.4.2 Quantitative molekularbiologische Untersuchungen (QPCR basiert) zur
Erfassung von Belastungssituationen mit fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Gulle- und Drainagewassern

In einer zweiten Messkampagne wurden insgesamt 8 Gulle- und 6 Drainagewasser aus 8
weiteren Mastbetriebe flr Schweine untersucht. Die Proben wurden vom Projektpartner
Uniklinikum Bonn, nach Erhalt vom Mastbetrieb, gekihlt an das KIT versendet. Die
Aufarbeitung der Proben erfolgte am gleichen Tag der Anlieferung. Die Aufarbeitung der
Gllleproben erfolgten gemar der ersten Kampagne; grof3ere Probenvolumen von bis zu
200 mL wurde fur die DNA-Extraktion aus anliegenden Drainagewassern genutzt. Nach
Rucksprache mit den Projektpartnern erfolgte die Probenahme der Drainagewasser nach
der Ausbringung der Gille auf die Felder.

Die Untersuchungsparameter sind analog zu der ersten Untersuchungskampagne
(Abschnitt 7.4.1). Die in der gPCR gemessenen Parameter-konzentrationen wurden zum
besseren Vergleich der Belastungssituationen von Gille und Drainagewasser auf 100 mL
normiert. Nachfolgend sind die Konzentrationen der untersuchten Antibiotikaresistenzen
und fakultativ pathogenen Bakterien nach Mastbetrieb getrennt aufgefihrt.
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Abbildung 3: Molekularbiologischer Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen und fakultativ-
pathogenen Bakterien in Gllleproben und Drainagewédssern von 8 unterschiedlichen
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Schweinemastbetrieben. Gen-Namen fiir Antibiotikaresistenzen und Bakterien sind im Abschnitt
7.4.1 erklart.

Im Durchschnitt (Mittelwert aus 8 Betrieben) wurden mit Aushnahme der Carbapenemase
blaoxass alle Antibiotikaresistenzgene in den Gllle-Proben (Abbildung 3, orange)
nachgewiesen. Individuelle  Unterschiede im  quantitativen  Auftreten  der
Untersuchungsparameter wurden vor allem fir B-Laktamasen (blacwy-2, blacrx-msz),
Carbapenemasen (blanow-1, blakec-3), das Vancomycin-Resistenzgen (vanA) und fir das
Colistin-Resistenzgen  (mcr-1)  festgestellt. Die  Abundanz aller anderen
Antibiotikaresistenzen war ahnlich fir alle untersuchten Gilleproben.

DNA der fakultativ pathogenen Bakterien der intestinalen Enterokokken, Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli und Salmonella enterica wurde in allen Giulleproben
nachgewiesen. Individuelle Unterschiede gab es fir Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae und Streptococcus suis. In keiner Glille-Probe wurden alle untersuchten
fakultativ pathogenen Bakterien nachgewiesen.

In den Drainagewdassern (Abbildung 3, blau) wurden vor allem Abundanzen fiur die
Erythromycinresistenz (ermB), Sulfonamidresistenz (sull), Tetracyclinresistenz (tetM) und
die Beta-laktamase blatem nachgewiesen. Diese Resistenzdeterminanten wurden auch
anderen Untersuchungen von Abwassern und Oberflachenwassern als bereits haufig
vorkommend beschrieben (siehe auch Abschnitt 7.4.1). Im Gegensatz zur gleichen
betrieblich-assoziierten Gilleprobe lagen diese Abundanzen aber bis zu 6
Zehnerpotenzen niedriger. Die hochste Antibiotikaresistenzgendiversitat wurde im
Drainagewasser des Betriebs 4 festgestellt. Dort wurden 8 von maximal 15
Antibiotikaresistenz-Parametern gemessen. Die Parameter fur bestimmte Beta-
Laktamasen und Carbapenemasen (blacuy2, blanomi, blakrc-s) sowie die Colistinresistenz
mcr-1 konnten in keinem Drainagewasser nachgewiesen werden. Das Drainagewasser
von der Probestelle 1 war deutlich am geringsten belastet und deutet eher darauf hin, dass
es sich nicht um ein Drainagewasser gehandelt hat, da alle weiteren untersuchten
Drainagewdasser ahnliche hohe Abundanzen aufwiesen.

Die Konzentrationen DNA-Marker der nachgewiesenen fakultativ-pathogenen Bakterien
in den Drainagewassern war sowohl qualitativ, als auch quantitativ deutlich geringer als in
den Giilleproben. Hier wurden meist nur einzelne bakterielle Untersuchungsparameter
gemessen. Eine Ausnahme bildet wiederum der Betrieb 4. In diesem Drainagewasser
wurden 4 von 7 fakultativ-pathogenen Bakterien nachgewiesen (intestinale Enterokokken,
P. aeruginosa, K. pneumoniae und A. baumannii).

Schlussfolgerungen aus den Untersuchungen der Gulleproben und
Drainagewasser

Gulleproben zeigen sich als deutlich mit Antibiotikaresistenzgenen auch gegen
Reserveantibiotika belastet. Auch DNA-Marker fakultativ-pathogener Bakterien sind in
signifikanten Abundanzen nachweisbar.

Es zeigen sich unterschiedliche Risikopotentiale bei den untersuchten Mastbetrieben,
gerade bei der Erfassung von Resistenzgenen gegen die Reserveantibiotika. Es zeigt
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sich, dass sich die molekularbiologischen Quantifizierungen von Resistenzgenen oder
Bakterien als Toolbox fur die grundsatzliche Erfassung des Vorkommens von
Antibiotikaresistenzgenen gegen Reserveantibiotika eignen.

Drainagewasser zeigen sich in dieser weiteren Messkampagne als signifikant weniger
belastetet. Dies zeigt sich bei der Detektion von Resistenzgenen als auch beim Nachweis
von Bakterien. Diese geringen Abundanzen kdnnen aber auch moglicherweise auf die
geringen Regenereignisse wahrend der Kampagne zuruckgefuhrt werden, die ein geringe
Versickerung des Oberflachenwassers nach Gilleausbringung verursacht hatte.

7.4.3 Gegenuberstellung der Belastungssituationen der Gulle mit Abwassern
aus dem Universitatsklinikum Bonn

Die dargestellten Daten basieren auf dem Gesamtabwasserstrom des Klinikums Bonn
(n=9) und Gilleproben aus 29 unterschiedlichen Schweine-Mast- und Zuchtbetrieben
(n=29). Es konnen keine Angaben zu den Gilleproben beziglich Alter, Lagerung oder
Behandlung gemacht werden.

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurde wiederum das Spektrum an Primer-
Systemen verwendet, wie sie bereits in den vorangegangenen Teilbereichen fir klinische
Abwasser und kommunale Abwasser fir die gPCR-basierten Analysen eingesetzt wurden
(Sib et al., 2020; Hembach et al, 2017; 2019; Alexander et al.,, 2020;
Methodenkompendium HyReKA). Fir die Untersuchungen der Gille wurden dartber
hinaus auch fiir den Veterinarbereich relevante Zielgene integriert (Streptococcus suis,
Salmonella enterica, Amoxicillin-Resistenzgen, Gentamicin-Resistenzgen, Chinolon-
Resistenzgen).

Es zeigte sich, dass die Abundanzen der fakultativ-pathogenen Bakterien in den
Gllleproben im Vergleich zum Klinikabwasser mit ahnlich hohen Belastungen
nachgewiesen wurden. Teilweise zeigten spezifische Nachweise fiir Enterokokken-
Spezies in Klinikabwasser héhere Abundanzen als in den Gllleproben (E. faecalis). Daftr
scheinen andere Enterokokken-Spezies haufiger in Gille vorzukommen (siehe
.Enterokokken®). Zusatzlich wurden auch die Bakterienspezies S. suis und S. enterica in
den Gilleproben mittels gPCR quantifiziert (in Klinikabwéssern nicht untersucht).

Von besonderer Bedeutung ist das Auftreten von Antibiotikaresistenzgenen gegen
Reserveantibiotika. So wurden Resistenzgene gegen Colistin mit mcr-1, Chinolone mit
gnrS, Glykopeptide mit vanA, Carbapeneme mit blaoxass kontinuierlich in Gulle- und
Klinikabwasserproben nachgewiesen. Die Resistenzgene gegen Carbapeneme blanom-1
und blakec-s, die als genetisch mobil beschrieben sind, wurden bereits in den meisten
Schweinemastbetrieben nachgewiesen (siehe Abschnitt 7.4.1 und 7.4.2). Beide Gene
wurden auch im Klinikabwasser nachgewiesen (in Abbildung 4 jedoch nicht aufgeftihrt).
Weitere Resistenzgene gegen Ampicillin und Gentamicin wurden dagegen in allen
Gllleproben nachgewiesen, in den Klinikabwassern jedoch nicht untersucht.

Antibiotikaresistenzgene, die schon haufig und in hohen Abundanzen in Abwassern
gemessen wurden (z.B. blarem, ermB, sull, tetM) werden sowohl in Klinikabwéssern als
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auch in den Gulleproben in vergleichbar hohen Abundanzen nachgewiesen, die die
Belastungen mit Genen gegen Reserveantibiotika deutlich Uberschreiten. Durchgehend
sind die Gulleproben mit den genetischen Determinanten dieser haufig vorkommenden
Resistenzgene (z.B. blatem, ermB, sull, tetM) sogar hoher belastet (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Vergleich der Abundanzen von Genmarkern flir fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Abwasser des Uniklinikums
Bonn-Gesamt/UG (n=9) und Gulleproben aus der Schweinemast (n=29).
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Schlussfolgerung zu den vergleichenden Abundanzen in Klinikabwasser- und
Gulleproben aus Schweinemastbetrieben

Nicht nur in den Klinikabwassern, sondern auch in den Gulleproben treten die besonders
klinisch relevanten Antibiotikaresistenzgene gegen Reserveantibiotika wie Colistin,
Carbapeneme, Glycopeptide und Chinolone auf.

Eine Persistenz in Infektionserregern oder auch Gentransfer auf fakultativ-pathogene
Bakterien in der Gille und im Klinikabwasser ist anzunehmen, da auch diese kritischen
Bakterienspezies mit molekularbiologischen Analysen in deutlich hohen Abundanzen
nachgewiesen wurden.

Die DNA-Marker fur fakultativ- pathogene Bakterien kommen bis zu 2-Log Stufen haufiger
im Klinikabwasser vor (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, E. faecalis) vor. Auch Carbapenemresistenzen (blaoxass, blavimz) sind deutlich
haufiger im Krankenhausabwasser nachgewiesen worden. Jedoch wurde oftmals das
kritisch zu bewertende Colistin-Resistenzgen (mcr-1) in der Giille in hdheren Abundanzen
gemessen als im Klinikabwasser. Dartber hinaus wurden auch die Carbapenem-
Resistenzgene blanpm1 und blakecs in einigen Gulleproben, wobei blanow: auch im
Klinikabwasser nachgewiesen wurde (blakpcs nicht getestet). Auf der anderen Seite ist die
Gllle deutlich starker mit den weniger hygienisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen
(ermB, sull, tetM und blarewv) belastet.

Die Konzentration der untersuchten Antibiotikaresistenzgene und fakultativ-pathogenen
Bakterien in den Giulleproben lagen im Vergleich zu den bisher im HyReKA-Projekt
untersuchten kommunalen Abwéssern aus Klaranlagenauslaufen (n=24) um 2-3 Log-
Stufen héher (Daten hier nicht gezeigt), gelangen jedoch auch direkt in die Umwelt.

7.5 Vergleichende Bewertung der Kulturergebnisse und
molekularbiologischen Ergebnisse

Im Vergleich mit den Ergebnissen der Molekularbiologie wurden wenig Stamme isoliert
und vor allem im Vergleich mit Krankenhausabwasser schienen weniger Kolonien der
Zielspezies auf den Selektivplatten zu wachsen, obwohl die PCR-Signale in zumindest
einigen Proben in gleicher H6he vorhanden waren. Um abzuschéatzen, ob aus den
Gulleproben weniger Bakterien auf den Kulturplatten angewachsen sind als im
Krankenhausabwasser, wurden die dort erreichten PCR-Werte und die Kulturergebnisse
verglichen. Der Vergleich der PCR-Ergebnisse und Kulturergebnisse zeigte;

1. ,dass im Krankenhausabwasser viele der HyReKA-Zielspecies, wie
Pseudomonas, Klebsiella und Acinetobacter, die auch in der Umwelt gut tiberleben
oder sich sogar vermehren in hoheren Konzentrationen vorlagen als in der Gille
(Abbildung 4). Im Krankenhausabwasser machten diese Arten den Grol3teil der
isolierten multi-resistenten Stamme aus. In der Giulle (und auch in den
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Schlachthofabwéssern) lagen dagegen im Vergleich mehr E. coli vor, deren
Umweltresistenz geringer ist.

2. ,dass in der Gulle wesentlich héhere Werte fir die 16S RNA als Schatzparameter
fur die allgemeine bakterielle Belastung erreicht wurden. Damit lag in der Gille
insgesamt eine hthere Bakterienkonzentration vor als im Krankenhausabwasser,
dabei handelte es sich vermutlich um Bakterien, die erst sekundar wahrend der
Lagerung die urspringlichen Keime Uberwachsen hatten. In der Kultur spiegelte
sich dieses wie berichtet durch das Wachstum von zahlreichen intrinsisch
resistenten Arten auf den Agarplatten wider, die nicht zu den Zielspezies von
HyReKA gehorten, aber ahnliche Koloniemorphologien und intrinsische
Antibiotikaresistenzen besalRen und zu einem grofR3en Teil noch nicht einmal in der
Datenbasis des Massenspektrometers hinterlegt waren. Weiter konnte aufgrund
der Beschaffenheit der Gulle nur geringe Probenvolumina auf den Platten
ausgespatelt werden, ohne die Platten zu lberlasten und eine Filtration war nicht
moglich, so dass die Ausbeute an isolierten E. coli-Stammen geringer war als im
Klinikabwasser. Ein weiterer Aspekt ist auch, dass die im Vergleich zum humanen
frischen Abwasser verénderte Zusammensetzung des Artenspektrums der Gille
eine direkte Abschatzung von resistenten Kolonien nicht ermdéglicht. Die
Kultivierung kann hier lediglich Aufschluss Uber die Multiresistenz der Organismen
geben.

3. ,dass nach nochmaliger Lagerung der Gille war auch kein Wachstum in
Antibiotika-freier Mossel-Bouillon festzustellen war. Dieses Medium ist selektiv ftr
Enterobacterales und dass keine Zellen gewachsen sind, weist stark auf eine
Inaktivierung der Bakterien oder das Vorliegen des VBNC- (viable but not
culturable) Zustandes durch die Lagerung der Giille hin. Auch dies fihrt zu einer
Verminderung der Ausbeute.

Zusammenfassend bedeutet die hohe Abundanz von Resistenzgenen in der Giille ein
Risikopotential, eine Manifestation eines akuten Risikos fir Mensch und Tier wiirde aber
nur gesehen, wenn ein Nachweis vermehrungsfahiger Bakterien durch die Kulturverfahren
erfolgt ware.

7.6 Chemisch-analytischer Nachweis von Antibiotikartiickstanden

Im Rahmen des Giille-Teilprojektes wurden insgesamt 45 Glilleproben und 12 Proben von
Drainagewdassern auf Antibiotikariickstande untersucht. Insgesamt gab es in den
untersuchten  Gllleproben  insgesamt 106  quantitative  Nachweise  von
Antibiotikartickstadnden, wobei in vielen Fallen die PNEC-Werte fiur die Entstehung von
Resistenzen (= Predicted No Effect Concentrations for selection of resistance), oder sogar
die ,lowest MIC“Werte (= Minimal Inhibitory Concentrations) Uberschritten wurden
(Bengtsson-Palme und Larsson 2016). In den Proben der Drainagewasser konnten jeweils
keine Antibiotikarickstande nachgewiesen werden.
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7.6.1 Untersuchungen der Gulleproben

Die Gulleproben wurden entweder durch eine Probenehmerin des FNC (2019), oder durch
die Landwirte (2020 & 2021) genommen. Die Probenahme fand nach einer Giille-
Homogenisierung in den Tanks im Vorfeld der Ausbringung der Giulle auf
landwirtschaftlichen Flachen statt. Die Proben wurden in sterile Gefal3e gefillt und gekunhlt
transportiert. Nach Probeneingang im Labor wurden diese entweder am gleichen Tag
analysiert bzw. bis zur Analyse bei -40°C gelagert. Teilproben gingen jeweils zeitnah an
die AG Schmithausen sowie im gekihlten Transport an die AG Schwartz.

Die Proben wurden homogenisiert, mit einer Extraktionslésung (Wasser:Acetonitril 8:2 +
10 g/l EDTA) verdunnt und zentrifugiert, bevor der Uberstand zur Messung in ein Vial
Uberfuhrt wurde. Anschlie3end erfolgte die Quantifizierung der Analyten (s. Tab. 9) mittels
LC-MS/MS mit Hilfe isotopenmarkierter interner Standards analog zur Methode von Voigt
et. al. (Voigt et al. 2019).

Tabelle 9: Liste der Antibiotikarlckstande, die im Rahmen des HyReKA-Projektes in Schweinegulle
untersucht wurden.

Untersuchungsspektrum der chemischen Gilleuntersuchungen

Piperacillin Metronidazol Sulfathiazol
Cefotaxim Linezolid Sulfamerazin
Ceftazidim Benzylpenicillin  Sulfadimidin
Ciprofloxacin (Cipro)  Ampicillin Sulfamethoxypyridazin
Enrofloxacin (Enro) Penicillin V Sulfachloropyridazin
Moxifloxacin Amoxicillin Sulfaethoxypyridazin
Ofloxacin Methicillin gjl_fifnegrl]_oxazol
Marbofloxacin Oxacillin Sulfadoxin
Clindamycin Nafcillin Sulfadimethoxin
Dehydrato- - . .
Erythromycin Flucloxacillin Trimetoprim
Erythromycin Mezlocillin Tetracyclin (Tetra)
Clarithromycin Chloramphenicol Doxycyclin (Doxy)
Azithromycin Florfenicol Oxytetracyclin (Oxytetra)
Roxithromycin Tiamulin (Tia) Chiortetracyclin
(Chlortetra)
Spiramycin Sulfadiazin
Tylosin Sulfamethoxazol
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In der Mehrzahl der untersuchten Proben konnten Substanzen aus der Stoffgruppe der
Tetracycline, das Pleuromutilin Tiamulin, sowie die Fluorchinolone Enrofloxacin und
Ciprofloxacin nachgewiesen werden (s. Tabelle 10). Die héchste nachgewiesene
Konzentration betrug 4100 pg/kg Doxycyclin in der Probe eines Betriebes, der Anfang
2020 beprobt wurde. Insgesamt hatte Doxycyclin mit 56 % die grof3te Nachweishaufigkeit.
Die nachgewiesenen Konzentrationen des Doxycyclins lagen immer oberhalb des PNEC
und in 80 % der Falle auch oberhalb des lowest MIC. Die nachgewiesenen
Konzentrationen liegen in einem Konzentrationsbereich, in dem in der Vergangenheit
bereits Rluckstande von Tetracyclinen nachgewiesen werden konnten (van den Meersche
et al. 2016). In 84 % der Félle, in welchen Doxycyclin hachgewiesen werden konnte,
konnte zusatzlich mindestens ein weiteres Tetracyclin nachgewiesen werden.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der chemischen Giilleuntersuchungen

Cipro Enro Tyl Tia Tetra Doxy Oxytetra  Chlortetra

pos. Nachweise (n) 6 17 5 13 16 25 14 8
Nachweishaufigkeit

[%0] 13 38 11 29 36 56 31 18
Konz. > MIC (n) 6 15 0 1 15 20 4 -
Konz. >PNEC (n) 0 2 5 12 1 5 10 -
Maximalwert [pg/kg] 82 420 830 2200 540 4100 420 150

Bei Tiamulin handelt es sich um einen antibiotischen Wirkstoff, der in Deutschland nur
zum Einsatz in der Veterinarmedizin zugelassen ist und bei der Behandlung von
Schweinen und Gefliigel eingesetzt wird. Die nachgewiesenen Konzentrationen
Uberschritten auch hier in allen Positivproben den jeweiligen PNEC, aber nur in einem Fall
die geringste festgestellte minimale Hemmkonzentration (lowest MIC) (Tabelle 10).

Enrofloxacin wurde in 38 % der untersuchten Gilleproben nachgewiesen, ebenfalls immer
mit Konzentrationen oberhalb des PNEC, wobei in 88 % der Falle auch der lowest MIC
Uberschritten wurde. Ciprofloxacin, das zweite nachweisbare Fluorchinolon, ist ein aktiver
Metabolit des Enrofloxacin und ebenfalls ein von der WHO als HPCIA eingestuftes
Antibiotikum.

Ciprofloxacin selbst ist nicht fir den Einsatz in der Veterindrmedizin zugelassen, wird aber
im Organismus durch Abspaltung einer Ethylgruppe am Piperazin-Ring des Enrofloxacin
aus diesem gebildet. Im Rahmen des HyReKA-Projektes wurde bereits das Abwasser von
Schlachthéfen untersucht, wobei auch hier Ciprofloxacin in Konzentrationen zwischen
0,16 pg/l und 4,20 pg/l im Zulauf der Klaranlagen nachgewiesen werden konnte (Savin et
al. 2020).

Sowohl Tetracycline als auch Fluorchinolone neigen stark zu Bindungen an
Feststoffoberflachen, weswegen sie bei der kommunalen Abwasseraufbereitung in den
Klaranlagen Uber den Klarschlamm weitgehend von der flissigen Phase abgetrennt
werden. Im Falle der Gulle werden die festen Bestandteile nicht abgetrennt, weswegen
die Antibiotikartickstadnde hier Uber den Einsatz der Gille als Wirtschaftsdiinger auf die
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landwirtschaftlichen Flachen und damit in die Umwelt gelangen. Die Stoffe gelangen so in
tiefere Bodenschichten, wo sie als sogenannte ,gebundene Riickstande® langerfristig
persistieren. Sie kdnnen Uber lange Zeitrdume hinweg nachgewiesen werden, da sie im
Boden nur im verringerten Mal3e fir Abbauprozesse zuganglich sind und, in Abhangigkeit
von Parametern wie etwa pH-Wert des Bodens, organischem Bodenanteil,
lonenaustauschkapazitat oder Bodenzusammensetzung auch wieder desorbiert werden
konnen (Pollard und Morra 2018; Riaz et al. 2018; Hamscher et al. 2002)

Schlussfolgerung zur chemischen Analyse der Gulleproben

Schweinegiille ist haufig mit Antibiotikartickstanden in erhéhten Konzentrationen belastet.
Die nachgewiesenen Konzentrationen tberschreiten oft den jeweiligen, stoffspezifischen
PNEC (fur resistenzselektive Prozesse) oder gar den analytspezifischen MIC-Wert (s.
Tabelle 10). Vor allem langlebige Ruckstande von Tetracyclinen und Fluorchinolonen
gelangen Uber die Gilleausbringung in die Umwelt. Als antibiotisch wirksames
Abbauprodukt des Veterinarantibiotikums Enrofloxacin gelangen Rickstande des
humanen Reserveantibiotikums Ciprofloxacin in die Umwelt, weswegen der Einsatz von
Enrofloxacin im Veterinarbereich kritisch zu sehen ist.

7.6.2 Untersuchungen von Drainagewasser
Drainagewasserproben der landwirtschaftlichen Betriebe des UKB-Teils

Nach Ausbringung der Giille auf drainierte Ackerflachen wurden sowohl vom UKB (AG
Schmithausen) als auch vom Erftverband, Proben von Drainagewasser aus diesen
Flachen genommen. Diese Drainagen fordern nach stérkeren Niederschlagsereignissen
Wasser aus den oberen Bodenschichten in an die Ackerflachen angrenzende Graben oder
Oberflachengewasser. Wahrend des Projektes konnte nur eine relativ niedrige Anzahl von
Drainagewasserproben untersucht werden. Ursachlich dafiir waren ungewohnliche
Trockenphasen wahrend der Zeit der Gilleausbringung, in deren Folge die Béden so stark
ausgetrocknet waren, dass sie selbst nach starkeren Regenfallen kein Wasser an die
Drainagen abgaben.

Die Proben der Drainagewasser wurden am Tag ihres Eintreffens im Labor analysiert.
Dazu wurde die, im Rahmen des HyReKA-Projektes entwickelte, Methode zur
Quantifizierung von 54-Antibiotikariickstanden in wassrigen Matrices verwendet. In keiner
der untersuchten Proben konnten Antibiotikariickstande bestimmt werden.

In den untersuchten Gilleproben konnten hauptsachlich Tetracycline und Fluorchinolone
nachgewiesen werden. Bei Stoffgruppen sind in Bodenmatrices wenig bzw. nicht mobil,
da sie in bevorzugt an Kompartimente der Bodenmatrix (s.0.) binden und nicht zu
wasserassoziierten Transportmechanismen neigen (Aga et al. 2005; Christl et al. 2016;
Du et al. 2021; Leal et al. 2012; Nowara et al. 1997).

Drainagewasserproben des Erftverbandes

Von den 20 Drainagewasserproben des Erftverbandes wurden durch das UKB insgesamt
19 auf Antibiotikariickstande untersucht. Nur in einer einzelnen Probe vom
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Drainagestandort 2 konnten antibiotische Wirkstoffe oberhalb der Bestimmungsgrenze
nachgewiesen werden: Oxytetracyclin (1,0 pg/l), Sulfamerazin (11,0 ug/l) sowie
Trimethoprim (3,7 pg/l). Als wahrscheinliche Ursache dieser Einzelbefunde wird ein
Fremdwassereinfluss aus einer privaten Kleinklaranlage angesehen. Hier lagen auch
Bakterien vor (siehe auch 7.3.2).

Schlussfolgerungen aus der Analyse der Drainagewasser

In den hier untersuchten Drainagewassern von beglullten Feldern konnten keine
Antibiotikarickstadnde nachgewiesen werden. Dies liegt vermutlich an der entsprechenden
Bodenpassage, bei der die Stoffe wie o0.a. im Boden eher immobilisiert werden. Auf Grund
der geringen Probenzahl in Folge der ungewohnlichen Dirreperiode kdnnen allerdings
keine generellen Aussagen uber den Einfluss von Drainagewéassern auf den Eintrag von
Antibiotikariickstanden in die aquatische Umwelt getroffen werden.

Es ware jedoch zu beachten bzw. gegebenenfalls zukiinftig zu untersuchen, wie grol3 der
Einfluss von direkten Gille-Abschwemmungen (ohne Bodenpassage) in Graben und
Gewasser nach starken Niederschlagen ist.

7.7 Weiterer Forschungsbedarf

. Die Klarung einer verbesserten angewandten Prozessfiihrung von Gllle, die
unter Realbedingungen zu einer Reduktion der Antibiotikaresistenz (Bakterien,
Genen) und Antibiotika-Ruckstanden fuhren. Ziel ist die Verminderung der
Verbreitung durch das Ausbringen der Gille in die Umwelt.

. Erfassen von Risikopotentialen durch Abschwemmungen bakterieller
Kontaminanten und chemischen Wirkstoffen bei Regenereignissen aus der
Landwirtschaftsflache in Oberflachenwasser.

. Uberprufung der physiologischen Stadien von antibiotikaresistenten
Bakteriengruppen in Gilleproben nach unterschiedlicher Behandlung
(Lagerungszeit, anaerobes Milieu, Fermentation, Kompostierung).

. Einfluss von Reinigungswasser/Fremdwasser in Gille auf die mikrobielle
Zusammensetzung.
. Einfluss der Gllleausbringung auf Grundwasseraquifere in Abhangigkeit von

der Bodenmatrix.

. Einfluss der Lagerung von Glille auf das Vorkommen von Resistenzgenen,
antibiotikaresistente Bakterien und Antibiotikartickstande

. Vorkommen resistenter Bakterien in Stuhlproben von Weidevieh und
Landwirten, die gegeniber der Gille exponiert sind, zur Abklarung der
Kolonisation in Abhangigkeit von der Einnahme von Antibiotika.

. Abklarung der Frage, in wieweit die Bakterien in der Gille nach langerer
Lagerung noch lebensféahig sind.
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8.1 Ausgangspunkt: Derzeitige regulatorische MalRnahmen

Von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) wird die
antimikrobielle Resistenzentwicklung in Anbetracht der damit verbundenen schweren
Krankheitsverlaufe und der eingeschrankten therapeutischen Mdglichkeiten derzeit als eine
der groRten Herausforderungen fur die globale o6ffentliche Gesundheit angesehen
(https:/www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance). Es gibt daher
weltweit Programme und Strategien zur Einddmmung antimikrobieller Resistenzen (Abb. 1).
Global zahlen dazu z. B. der "Global action plan on antimicrobial resistance" der WHO, die
darauf basierenden MalRnahmenpakete der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation der
Vereinten Nationen (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) und der
Weltorganisation fur Tiergesundheit (World Organisation for Animal Health, OIE) sowie die
Politische Erklarung der Vereinten Nationen zur antimikrobiellen Resistenz.

WHO (2015)
FAO (2016-2020) e e e G OIE (2016)

FAO Action Plan on antimicrobial resistance OIE strategy on antimicrobial
antimicrobial resistance resistance and the prudent use
(Resolution 4/2015 on AMR) of antimicrobials

UN (2016)

United Nations General Assembly
Political Declaration of the High-
Level Meeting on Antimicrobial
Resistance

EU, USA, Norwegen, Kanada
(2009) MaR-
Transatlantic Task Force on nahmen-

Antimicrobial Resistance (TATFAR) paket

Nationale Antibiotika-
European Centre for Disease Resistenzstrategien
Prevention and Control EU (2017) z.B. BRD (2015): Deutsche
European Antimicrobial One Health Action Plan Antibiotika-Resistenzstrategie
Resistance Surveillance against antimicrobial DART 2020; AT, BE, CH, CY,
Network (EARS-Net) resistance DK, ES, FI, FR, IE, IT, LT, LU,
NL, NO, PL, RO, SE, UK

Abbildung 1: Auswahl an weltweiten Strategien zur Einddmmung von Antibiotikaresistenzen

Auf EU-Ebene wurde 2017 basierend auf dem vorherigen Aktionsplan von 2011 der neue "EU
One Health Action Plan against Antimicrobial Resistance"” verabschiedet mit dem
Ubergeordneten Ziel eine wirksame Behandlung von Infektionen aufrechtzuerhalten
(https://ec.europa.eu/health/amr/antimicrobial-resistance_en). Dabei steht der Begriff "One
Health" fur eine ganzheitliche Betrachtung der Beziehungen zwischen Mensch, Tier und
Umwelt unter Einbeziehung aller Akteure. In dessen Folge wurden die ,EU-Leitlinien fir die
umsichtige Verwendung antimikrobieller Mittel in der Humanmedizin“ (Amtsblatt der
Européischen Union (ABI.) C 212 vom 1.7.2017, S. 1-12), die ,Leitlinien fur die umsichtige
Verwendung von antimikrobiellen Mitteln in der Veterinarmedizin“ (ABI. C 299 vom 11.9.2015,
S. 7-26) und die ,Verordnung (EU) 2019/6 des Europaischen Parlaments und des Rates vom
11. Dezember 2018 Uber Tierarzneimittel und zur Aufhebung der Richtlinie 2001/82/EG* (ABI.
L 4 vom 7.1.2019, S. 43-167; ABI. L 163 vom 20.6.2019, S. 112; L 326 vom 8.10.2020, S. 15;
L 241 vom 8.7.2021, S. 17) sowie die ,Verordnung (EU) 2019/4 des Europaischen Parlaments
und des Rates vom 11. Dezember 2018 uber die Herstellung, das Inverkehrbringen und die
Verwendung von Arzneifuttermitteln, zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 183/2005 des
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Europaischen Parlaments und des Rates sowie zur Aufhebung der Richtlinie 90/167/EWG des
Rates“ (ABI. L 4 vom 7.1.2019, S. 1-23) verabschiedet. Die ,Verordnung (EU) 2016/429 des
Europaischen Parlaments und des Rates vom 9. Marz 2016 zu Tierseuchen und zur Anderung
und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit (,Tiergesundheitsrecht®)*
(ABI. L 84 vom 31.3.2016, S. 1-208) und der ,Beschluss Nr. 1082/2013/EU des Europaischen
Parlaments und des Rates vom 22. Oktober 2013 2zu schwerwiegenden
grenzuberschreitenden Gesundheitsgefahren und zur Aufhebung der Entscheidung Nr.
2119/98/EG* (ABI. L 293 vom 5.11.2013, S. 1-15) finden fir Antibiotikaresistenzen
Anwendung. Die Uberwachung und Meldung antimikrobieller Resistenzen wird durch den
,2Durchfuhrungsbeschluss (EU) 2020/1729 der Kommission vom 17. November 2020 zur
Uberwachung und Meldung von antimikrobieller Resistenz bei zoonotischen und
kommensalen Bakterien und zur Aufhebung des Durchfiihrungsbeschlusses 2013/652/EU*
(ABI. L 387 vom 19.11.2020, S. 8-21) geregelt.

Durch das Projekt European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption (ESVAC,
Projektstart: 2009) erfolgt die jahrliche Berichterstattung zur Antibiotikaverwendung in der
Tiermedizin derzeit in 31 européaischen Landern (EMA 2020).

Mit der Strategie ,Vom Hof auf den Tisch®, welche 2020 von der Européaischen Kommission
angenommen wurde, soll bis zum Jahr 2030 eine 50 %-ige Reduktion der Gesamtverkaufe an
antimikrobiellen Mitteln fur Nutztiere und in der Aquakultur erreicht werden (Européische
Kommission 2020).

GemanR Artikel 12 Absatz 1 der Richtlinie 91/271/EWG?, wonach ,[...] gereinigtes Abwasser
[...] nach Méglichkeit wiederverwendet werden [soll]“ und dabei ,[...] Belastungen der Umwelt
auf ein Minimum zu begrenzen [sind], werden fur die Verwendung von behandeltem
kommunalem Abwasser fir die landwirtschaftliche Bewasserung in der ,Verordnung (EU)
2020/741 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 25. Mai 2020 Uber
Mindestanforderungen an die Wasserwiederverwendung® (ABI. L177 vom 5.6.2020, S. 32-55)
Antibiotikaresistenzen unter Anhang Il B. ,Bedingungen fur die zuséatzlichen Anforderungen®
adressiert.

Auf nationaler Ebene wurde zur Minimierung von Antibiotikaresistenzen von den
Bundesministerien fur Gesundheit; flir Erndhrung und Landwirtschaft sowie fiir Bildung und
Forschung die Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie ,DART 2020 erstellt, die im Jahr 2015
verabschiedet wurde (Beschluss des Bundeskabinetts vom 13. Mai 2015;
https://www.bundesgesundheitsministerium.de/themen/praevention/antibiotika-
resistenzen/antibiotika-resistenzstrategie.html). Im Zuge der Umsetzung von ,DART 2020*
wurden die ,Zweite Verordnung zur Anderung der Verordnung Uber tierarztliche
Hausapotheken vom 21. Februar 2018 (Bundesgesetzblatt (BGBI.) | S. 213-216; Inkrafttreten
01.03.2018) sowie das ,16. Gesetz zur Anderung des Arzneimittelgesetzes vom 10. Oktober
2013 (BGBI. | S. 3813-3819; Inkrafttreten: 1. April 2014) erlassen.

Hierbei besteht fir Tierdrzte u.a. ein Umwidmungsverbot fur bestimmte Antibiotika
(Cephalosporine der dritten oder vierten Generation; Fluorchinolone), die Erstellungspflicht

1 Richtlinie des Rates vom 21. Mai 1991 Uber die Behandlung von kommunalem Abwasser
(91/271/EWG), geandert durch die Verordnung (EG) Nr. 1137/2008 des Europaischen Parlaments und
des Rates vom 22. Oktober 2008.
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eines Antibiogramms und allgemeine Nachweispflichten vor dem Tierarzneimitteleinsatz. Auch
die Methodik der Probennahme, die Isolierung bakterieller Erreger und die
Empfindlichkeitsbestimmung werden geregelt.

Die verpflichtende Meldung der Therapiehaufigkeiten durch Mastbetriebe bei Mastferkeln,
Mastschweinen, Mastputen, Masthihnern, Mastkéalbern und Mastrindern wurde durch die 16.
AMG-Novelle eingefiihrt. Durch das Antibiotikamonitoring inklusive der daraus abgeleiteten
moglichen Konsequenzen (z. B. MaRnahmenplan bei Uberschreitung der bundesweit
ermittelten Kennzahlen (Benchmarking-System)) wird die Antibiotikaminimierung als Aufgabe
des Tierhalters herausgestellt. Die systematische Uberprifung des Antibiotikaeinsatzes
ermoglicht zunehmend, Ursachen zu identifizieren und erweitert dafir die Befugnisse der
TierarzneimittelUberwachung
(https:/www.bmel.de/DE/Tier/Tiergesundheit/Tierarzneimittel/_texte/Antibiotika-
Dossier.html?docld=2661834).

Aufgrund der Resultate aus der Evaluierung des Antibiotikaminimierungskonzeptes der
16. AMG-Novelle (Bundesministerium fur Ernahrung und Landwirtschaft (BMEL) 2019)
wurden im ,Siebzehnten Gesetz zur Anderung des Arzneimittelgesetzes* vom 10.08.2021
(BGBI. | 2021 S. 3519; Inkraftreten: 01.11.2021) u. a. die Mitteilungsverpflichtungen der
Nutztierhalter um die Meldung der Nichtanwendung antibakteriell wirksamer Arzneimittel
erganzt und die dem Bundesinstitut fir Risikobewertung zu Ubermittelten Daten fur eine
Risikobewertung bezlglich der Antibiotikaresistenz sowie der hierzu jahrlich zu erstellende
Bericht geregelt (Deutscher Bundestag 2021).

Zur Durchfiihrung der ,Verordnung (EU) 2019/6 des Europaischen Parlaments und des Rates
vom 11. Dezember 2018 Uber Tierarzneimittel und zur Aufthebung der Richtlinie 2001/82/EG*
(ABl. L 4 vom 7.1.2019, S. 43; L 163 vom 20.6.2019, S. 112; L 326 vom 8.10.2020, S. 15;
L 241 vom 8.7.2021, S. 17) wurde das ,Gesetz Uber den Verkehr mit Tierarzneimitteln und zur
Durchfiihrung unionsrechtlicher Vorschriften betreffend Tierarzneimittel
(Tierarzneimittelgesetz — TAMG)“ beschlossen und hierfur das ,Gesetz zum Erlass eines
Tierarzneimittelgesetzes und zur Anpassung arzneimittelrechtlicher und anderer Vorschriften
vom 27. September 2021“ verabschiedet, welches am 28.01.2022 in Kraft getreten ist.

8.2 Zielstellung

Der "EU One Health Action Plan against Antimicrobial Resistance"
(https://ec.europa.eu/health/amr/antimicrobial-resistance_en) sieht eine starkere
Bertcksichtigung der Rolle der Umwelt vor sowie die Entwicklung von
Risikobewertungsmethoden beziglich der humanen und tierischen Gesundheit. Bisher
standen einer fundierten Entscheidungsfindung Wissenslicken, u. a. hinsichtlich des
Eintrages und der Ausbreitung von Resistenzen Uber das Abwasser und der damit
verbundenen Auswirkungen auf das Rohwasser, entgegen. Anhand der im
Forschungsprojekt HyReKA gewonnenen Datenbasis zur Antibiotikaresistenz-Dynamik und
dem damit verbundenen Erkenntnisgewinn ist es nun mdglich, Risikopotenziale zu erkennen
und hieraus entsprechende Konsequenzen fir einen umweltbezogenen Gesundheitsschutz
der Bevélkerung abzuleiten.
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8.3 Risikoregulatorische Konsequenzen

Die Ergebnisse des Forschungsprojektes belegen die Notwendigkeit einer Strategie zur
Minimierung und Vorbeugung des Eintrages von fakultativ-pathogenen Bakterien und deren
Antibiotikaresistenzgenen, multiresistenten Bakterien und Antibiotikartickstanden in die
Umwelt. Dabei umfasst eine Risikoregulierung (Abb. 2) nach der von der Risikokommission
(2003) vorgeschlagenen Verfahrensweise die folgenden Schritte:

. Das Vorverfahren, d.h. eine Problemeingrenzung zur Klarung der
Rahmenbedingungen, welche u. a. die Friherkennung von Risiken und eine
Prioritdtensetzung beinhaltet;

. die Risikoabschatzung zur Identifizierung der Gefahrdungspotenziale und zur
guantitativen Erfassung des Risikos,

. die Risikobewertung als Schnittstelle zwischen Risikoabschatzung und
Risikomanagement sowie

. das Risikomanagement, im Zuge dessen Maflinahmeoptionen identifiziert und
bewertet werden.

"' Vorverfahren
| ‘ (Problemeingrenzung;
Rahmenbedingungen)

Umsetzung |

Betroffene/ ™
Fachoffentlichkeit/
| gesellschaftliche
I g Gruppen

MaRnahmenbewertung |

‘ Risikobewertung

Offentlicher Diskurs Risikoabschatzung

Risikomanagement

Abbildung 2: Prozess der Risikoregulierung (Risikokommission 2003).

8.3.1 Risikoabschatzung und Risikobewertung im Verbundprojekt HyReKA

Die ldentifizierung von Gefahrdungspotenzialen im Zuge der Risikoabschatzung erfolgte in
HyReKA Uber die Detektion der Bakterienspezies, die Bestimmung der molekularen
Resistenzmechanismen und die chemisch-analytische quantitative Bestimmung von
Antibiotikartickstanden. Dabei wurden zur Bestimmung der Resistenzen
Kultivierungsverfahren sowie kulturunabhangige, molekularbiologische Nachweise verwendet.
Das dabei in HyReKA entwickelte Methodenkompendium sollte nach Validierung der
Methoden fir zukinftige Untersuchungen und anstehende Monitoringprogramme eine
Grundlage darstellen, um Gefahrdungspotenziale zu erkennen.
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Eine quantitative Risikobewertung ist anhand der Projektergebnisse nicht méglich, sondern
eine Risikoabschatzung mit dem Ziel einer Risikominimierung entsprechend dem
sogenannten ALARA-Prinzip (As Low As Reasonably Achievable).

An dieser Stelle sind vor allem praventive Manahmen, wie z. B. Aufklarung und Information
bezlglich des sachgerechten Antibiotikaeinsatzes in der Human- und Veterinarmedizin, als
auch der korrekten Entsorgung von Antibiotikaresten, und die Qualifizierung von Tierhaltern
und Tierhalterinnen sowie Tierarzten und Tierarztinnen zur Gesunderhaltung von
Nutztierbestdnden wichtig, damit dort der Einsatz von Antibiotika und die Ausbreitung
resistenter Mikroorganismen wirkungsvoll reduziert wird (Vidaurre et al. 2016).

Die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse zu den Hotspots und der Abundanz von
antibiotikaresistenten Bakterien, deren Resistenzgenen und dem Vorhandensein von
Antibiotikarlckstanden lassen eine Prioritatensetzung fur die Risikoregulierung zu. Hierbei
wurden als Eintragspfade fur Antibiotikariickstande und multiresistente Keime bzw. deren
Resistenzgene in das Kanalnetz:

. Klinikabwasser (Muller et al. 2018, Schreiber et al. 2019, Voigt et al. 2020)

. Schlachthofabwésser (Savin et al. 2020a, Savin et al. 2020b)

. kommunale Abwasser aus Siedlungsgebieten (hausliche Abwasser; Miller et al.
2018) sowie

. Flugzeugabwasser (Hel3 et al. 2019) ermittelt,

als direkte Eintragspfade in Oberflachengewasser:

. Klaranlagenablaufe (v. a. Uber konventionell behandeltes Abwasser (Alexander et
al. 2019 und 2020, Hembach et al. 2017 und 2019, Miiller et al. 2018)) (siehe hierzu
auch ,Teilprojekt: Kommunale Klaranlagen, Eliminationsverfahren®)

. Mischwasserentlastungen (Uber unbehandeltes Rohabwasser infolge von
Starkregenereignissen (siehe hierzu die Berichtsabschnitte ,Teilbereich:
Kanalisationslberlaufe als Quelle von Resistenzgenen und resistenten Bakterien®,
.1eilbereich: Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser ohne Klinik- und
Industrie-Beeinflussung“ und ,Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner
Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt* sowie unter
Punkt ,MaRnahmen zur Eintragsminderung aus Mischwasserentlastungen“ des
vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes)) und

. Niederschlagseinleitungen der Trennkanalisation (Regenbeckenauslass (infolge
von Fehlanschlissen und Abschwemmungen versiegelter Flachen); siehe
»Teilbereich: Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser ohne Klinik- und
Industrie-Beeinflussung®, Schreiber et al. 2019)).

Weiterhin  wurden Tiermastbetriebe (Schweine und Gefligel) als Reservoir fir
Antibiotikaresistenzen aufgezeigt (23 % der untersuchten Proben waren kulturell aufféllig, aber
es wurden keine 4MRGN festgestellt (siehe hierzu den Berichtsabschnitt ,Landwirtschaftliche
Nutztierhaltung und Abwasser aus Gefligel- und Schweineschlachthéfen des vorliegenden
Synthese- und Abschlussberichtes)).
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Als kritisch anzusehen ist sowohl die Verwendung des von der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) fur die Humanmedizin als Reserveantibiotika gelisteten Polymyxins Colistin (WHO
2019) zur Bestandsbehandlung als auch der Einsatz des Fluorchinolons Enrofloxacin, da die
Auswirkungen einer Resistenz gegen als besonders wichtig fur die Humanmedizin
klassifizierte Wirkstoffklassen besonders schwer wiegen (z. B. Polymyxine zur Behandlung
besonders schwerer Infektionen mit multiresistenten gramnegativen Keimen, WHO 2019).
Colistin wurde in drei der 40 Betrieben drei Monate vor der Probenahme verwendet (siehe
hierzu den Berichtsabschnitt ,Landwirtschaftliche Nutztierhaltung und Abwasser aus Gefllgel-
und Schweineschlachthéfen® des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes) und ein
Anteil an colistinresistenten Isolaten von 16,3 % wurde in den Gilleproben des FNC detektiert
(siehe hierzu den Berichtsabschnitt ,Antibiotikaresistenzgene, antibiotikaresistente Erreger
und Antibiotikarlickstdnde in Gille aus der Schweinetiermast und in Drainagewassern®).
Enrofloxacin, ein Antibiotikum der Veterindrmedizin mit breitem antibakteriellem
Wirkspektrum, kam drei Monate vor der Probenahme in einem der 40 Betrieben zum Einsatz
(siehe hierzu den Berichtsabschnitt ,Landwirtschaftliche Nutztierhaltung und Abwasser aus
Geflugel- und Schweineschlachthéfen des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes)
und wurde in 38 % der Schweinegtlleproben nachgewiesen - in Konzentrationen oberhalb der
nach Bengtsson-Palme und Larsson (2016) dargestellten minimalen selektiven Konzentration
(Predicted No Effect Concentrations for resistance selection (PNECiesistance selection)), Grof3teils
auch oberhalb der minimalen Hemm-Konzentration (Minimal Inhibitory Concentrations (lowest
MIC); Bengtsson-Palme wund Larsson 2016; siehe hierzu den Berichtsabschnitt
LJAntibiotikaresistenzgene, antibiotikaresistente Erreger und Antibiotikarlickstande in Gllle aus
der Schweinetiermast und in Drainagewassern®). Enrofloxacin wird in mehreren Tierspezies
zu Ciprofloxacin metabolisiert (L6pez-Cadenas et al. 2013), welches, wie auch Enrofloxacin
selbst, bereits in niedrigen Dosen aktiv ist. Nach Bengtsson-Palme und Larsson (2016) liegen
die PNEC esistance selection flr Enrofloxacin bei 1,0 pg/l bzw. fiir Ciprofloxacin bei 0,064 ug/l,
sodass schon geringe Rickstande die Selektion resistenter Bakterien fordern. So wurde bei
Voigt et al. (2020) eine positive Assoziation zwischen der Ciprofloxacinkonzentration und dem
Vorhandensein von multiresistenten Erregern in Abwassern ermittelt.

Aufgrund der im Verbundvorhaben ermittelten Ergebnisse lasst sich feststellen, dass

. insbesondere Klinikabwasser (Teilstrome, Stationen mit hohem
Antibiotikaverbrauch; starkster Hotspot fir 3MRGN und 4MRGN; Emission
kritischer Antibiotikaresistenzen (z. B. gegen Carbapenem (blaNDM-1) oder
Vancomycin (vanA)) sowie die hdchsten Antibiotikariickstandskonzentrationen mit
deutlicher Erhdhung des Selektionsdruckes fur Antibiotikaresistenzen (Voigt et al.
2019) in hoheren Frachten als Siedlungsgebiete; hohe Erreger-Dichte; starke
Korrelation zwischen fakultativ-pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzen
gegen Reserveantibiotika; Nachweis von Colistin-resistenten Isolaten (siehe Muller
et al. 2018, Schreiber 2019, Alexander et al. 2019 und 2020, Sib et al. 2019 und
2020, Voigt et al. 2020, Berichtsabschnitt ,Antibiotikaresistenzgene,
antibiotikaresistente Erreger und Antibiotikariickstande in Gdulle aus der
Schweinetiermast und in Drainagewassern“ des vorliegenden Synthese- und
Abschlussberichtes)) und auch
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. Schlachthofabwésser (ubiquitares Vorkommen der ESKAPE-Bakterien mit
Resistenzen gegen ,Highest Priority Critically Important Antimicrobials“ und der
ESBL-produzierenden E. coli; Betriebe der Geflligelverarbeitung als stérkster
Hotspot fiir Colistinresistenz (mcr-1) (siehe Savin et al. 2020a, Savin et al. 2020b))

Schwerpunktemittenten darstellen, die zu einer erhéhten Belastung in der nachgeschalteten
Kanalisation und den Klaranlagen fuihren. Dies ist insbhesondere von Bedeutung im Hinblick
auf die teils unzureichende Eliminierung von Bakterien, Resistenzgenen und
Antibiotikartickstanden in Klaranlagen mit konventioneller Abwasserbehandlung und
hinsichtlich des unmittelbaren Eintrages unbehandelten Rohabwassers in Gewasser infolge
der Mischwasserentlastungen. Beispielsweise zeigte sich, dass in Abwassern flr einige
untersuchte Antibiotika die detektierten Hochstkonzentrationen tber den minimalen selektiven
Konzentrationen lagen (Piperacillin, Meropenem) oder diese erreichten (Chinolone; Schuster
et al., submitted), Resistenzgene und fakultativ-pathogene Bakterien in signifikanten
Konzentrationen sowie multiresistente Bakterien in den Klaranlagenablaufen nachweisbar
waren (Mdller et al. 2018, Hembach et al. 2019, Schreiber et al. 2019). Zudem lag eine erhéhte
Abundanz an Resistenzen gegen Reserveantibiotika in gereinigtem Abwasser v. a. bei
Klinikbeeinflussung, aber auch bei Schlachthofbeeinflussung vor (Hembach et al. 2017;
Alexander et al. 2019 und 2020). Weiterhin waren fakultativ-pathogene Bakterien im
aufnehmenden Oberflachengewasser langfristig nachweisbar (siehe Punkt ,Nachweis von
fakultativ-pathogenen Bakterien im Vorfluter des vorliegenden Synthese- und
Abschlussberichtes). Klaranlagen mit konventioneller Abwasserbehandlung stellen demnach
direkte Emittenten fur Antibiotikaresistenzen und Antibiotikartickstande in die Umwelt dar.

Mischwasserentlastungen konnen ebenfalls fir einen bedeutenden Eintrag von
Resistenzen, fakultativ-pathogenen Bakterien und Antibiotikariickstanden in die Umwelt
verantwortlich sein (siehe hierzu die Berichtsabschnitte ,Teilbereich: Kanalisationstiberlaufe
als Quelle von Resistenzgenen und resistenten Bakterien®, ,Teilbereich: Kommunale
Abwasser und Oberflachenwasser ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung“ und , Teilbereich:
Relevanz verschiedener urbaner Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische
Umwelt®). Dies zeigen vor allem Modellierungen im Rahmen des HyReKA-Projektes.

Weiterhin wurden im Gewasserverlauf mit zunehmendem Siedlungseinfluss hohere
Konzentrationen an resistenten Bakterien wie auch anderen Krankheitserregern detektiert
(Mdaller et al. 2018, Schreiber et al. 2019).

In kommunalen Abwéssern aus Siedlungsgebieten (hausliche Abwasser) waren die
detektierten Werte fir 4AMRGN, MRSA und VRE deutlich geringer als in klinischen Abwéssern
(Muller et al 2018, Schreiber et al 2019). Jedoch sind die Gesamtfrachten in das Kanalnetz
aufgrund der im Vergleich gréReren Abwassermengen hoher (siehe hierzu ,Teilbereich:
Relevanz verschiedener urbaner Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische
Umwelt“ des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes).

Auch wenn im Fall der Flugzeugabwasser ein starker Verdiinnungseffekt zu verzeichnen ist,
sodass statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen Proben kommunaler
Klaranlagenzulaufe mit und ohne Flugzeugabwasserbeeinflussung festgestellt wurden, sind
diese aufgrund ihrer groRRen Vielfalt an Resistenzgenen als kritisch anzusehen, da hierdurch
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zusatzliche Resistenzgene in das bereits vorhandene Abwasser-Resistom eingetragen
werden (Hel3 et al. 2019).

In Giulle waren mittels Kulturverfahren zwar eher wenig antibiotikaresistente Bakterien
nachweisbar (hinsichtlich multiresistenter Erreger insbesondere 3MRGN-Pip; aber keine
4AMRGN; Berichtsabschnitt ,Antibiotikaresistenzgene, antibiotikaresistente Erreger und
Antibiotikarlickstande in Gulle aus der Schweinetiermast und in Drainagewéassern®), jedoch
wurden mittels molekularbiologischer Methoden das Vorhandensein von fakultativ-
pathogenen Bakterien, u. a. intestinale Enterokokken, P. aeruginosa und E. coli, sowie das
Vorliegen einer Vielzahl an Resistenzgenen detektiert (z. B. klinisch relevante Resistenzgene
mit haufigem Nachweis: blactx.w32 (Cephalosporin-Resistenz der 2. Generation), vanA
(Vancomycin-Resistenz), mcr-1 (Colistin-Resistenz), blakpc-3 (Carbapenem-Resistenz), mecA
(Methicillin-Resistenz), qgnrS (Chinolon-Resistenz); weitere in hohen Abundanzen
nachgewiesene Resistenzgene: tetM (Tetracyclin-Resistenz), sull (Sulfonamid-Resistenz),
ermB  (Erythromycin-Resistenz), blatem  (Ampicillin-Resistenz,  aac(6’)le-aph(2”)-la
(Gentamicin-Resistenz); siehe hierzu den Berichtsabschnitt ,Antibiotikaresistenzgene,
antibiotikaresistente Erreger und Antibiotikartickstande in Giille aus der Schweinetiermast und
in Drainagewassern®). Zudem wiesen die Giulleproben Antibiotikartickstande auf
(insbesondere Doxycyclin, Enrofloxacin und Tetracyclin); teils in Konzentrationen oberhalb der
jeweiligen nach Bengtsson-Palme und Larsson (2016) aufgefihrten minimalen selektiven
Konzentrationen (PNECiesistance selection) 0der minimalen Hemm-Konzentrationen (Minimal
Inhibitory  Concentrations  (lowest MIC); siehe hierzu den Berichtsabschnitt
LAntibiotikaresistenzgene, antibiotikaresistente Erreger und Antibiotikariickstande in Giille aus
der Schweinetiermast und in Drainagewassern®).

Somit handelt es sich bei Gulle, welche als Wirtschaftsdiinger ausgebracht wird, um eine
Quelle des direkten Eintrages von Antibiotikartickstdnden und Resistenzgenen in die Umwelt.
Durch Abschwemmungen ist es moglich, dass diese auch in die aquatische Umwelt verbreitet
werden (Barrios et al. 2020). In der Gesamtbetrachtung liegt ein Risikopotenzial vor.

Die untersuchten Drainagewasserproben wiesen ebenfalls Resistenzgene (u. a. ermB, sull,
tetM, blarem) und laut molekularbiologischem Nachweis fakultativ-pathogene Bakterien auf,
jedoch in deutlich geringerer Abundanz als in den jeweiligen Gllleproben.
Antibiotikarlickstdnde wurden in den untersuchten Drainagewasserproben nicht detektiert.
Aufgrund der geringen Probenanzahl an Drainagewédssern in Folge der geringen
Niederschlagsereignisse kdonnen keine allgemeingultigen Aussagen zu der Belastung von
Drainagewassern und deren Einfluss auf die Antibiotikaresistenzverbreitung getroffen werden.

Aus dieser Sachlage heraus (Kenntnisse zu den Hotspots und der Abundanz von
antibiotikaresistenten Bakterien, deren Resistenzgenen und dem Vorhandensein von
Antibiotikariickstdnden) ergeben sich regulierungsbedurftige Parameter, mit der Konsequenz
entsprechende MafRnahmen abzuleiten.
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8.3.2 Risikomanagement: Mal3nahmeoptionen, einschlie3lich der Ansatze zur
madglichen rechtlichen Umsetzung

préventive MaRnahmen

Reduktion des Einsatzes von Antibiotika bei Nutztieren:

In Tiermastbetrieben wurden resistente Bakterien sehr selten isoliert, wenn in den drei
Monaten vor der Probennahme kein Antibiotikaeinsatz erfolgte. Zudem beeinflussten die
Haltungsform, das Betriebsmanagement und die Kenntnisse zur Gesunderhaltung / zu
Hygienemal3nahmen die Antibiotikaverwendung (siehe hierzu Punkt ,Landwirtschaftliche
Nutztierhaltung und Abwasser aus Gefligel- und Schweineschlachthéfen® des vorliegenden
Synthese- und Abschlussberichtes). Somit ist ein umsichtiger, sachgerechter,
verantwortungsbewusster und somit restriktiver Einsatz von Antibiotika, wie auch eine
artgerechte, krankheitsvermeidende Tierhaltung und ein geeignetes
Gesundheitsmanagement notwendig, um der Entstehung und Verbreitung von Resistenzen
vorzubeugen. Dies ist auch im Hinblick des Vorhandenseins von Antibiotikariickstanden in der
Gulle und des damit Uber die Giulleausbringung verbundenen direkten Eintrages von
Antibiotikartickstanden und Resistenzgenen in die Umwelt von Bedeutung.

Hierflr ist eine adressatengerechte Aufklarung, Information und Kommunikation notwendig
(siehe in diesem Zusammenhang z.B. Vidaurre et al. 2016 und unter
www.uba.deltierarzneimittel).

Praventive Mal3nahmen in Flugzeugen:

In Flugzeugen sind MaRnahmen angeraten, die zu einer Verbesserung der hygienischen
Situation auf den Flugzeugtoiletten fihren (GroRe des Toilettenraumes, Vorhandensein von
Toilettendeckel, Waschbeckenausstattung neben Seifenlésung auch Desinfektionslésung zur
Handedesinfektion).

MalRnahmen zur Reduktion des Risikopotenzials von Giille

Die restriktive, gezielte und verantwortungsvolle Anwendung von antibiotischen Wirkstoffen in
der Nutztierhaltung und eine bedarfsgerechte Dingung sowie eine Hygienisierung der Giille
durften zu einer Verringerung des Eintrages von Antibiotikartickstanden, Resistenzgenen und
antibiotikaresistenten Bakterien in die Umwelt beitragen.

Gezielte dezentrale Abwasserbehandlung

Fur Abwasser von Schwerpunktemittenten (hochbelastete Abwasserteilstrome von Kliniken
[z. B. bestimmte Klinikstationen mit hohem Antibiotikaverbrauch], Schlachthofabwasser) und
fur hochbelastetes Flugzeugabwasser sollte, gerade bei Vorliegen des Mischsystems, eine
effektive dezentrale Abwasserbehandlungen vor der Einleitung in das Kanalnetz erfolgen, um
den Eintrag und die Verbreitung von Resistenzen in Klaranlagen und in Gewassern (direkte
Einleitung durch Mischwasserentlastungen) moglichst zu unterbinden bzw. gering zu halten.
Es konnte beispielsweise in Abwéassern mit Klinikbeeinflussung eine positive Assoziation
zwischen den vorhandenen Konzentrationen an Ciprofloxacin, Meropenem bzw. Ceftazidim
und der Nachweiswahrscheinlichkeit von antibiotikaresistenten Bakterien (P. aeruginosa
3GCR) festgestellt werden (Voigt et al. 2020). Schlachtbetriebsinterne Klaranlagen fihrten
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mitunter zu keiner ausreichenden Abwasserbehandlung, sodass hier zusatzliche bzw.
alternative Verfahren notwendig sind (Savin et al. 2020a). Erfolgte z. B. fur das Abwasser von
Geflugelschlachthoéfen eine Ultrafiltration und Ozonung, dann sank die Gesamtkeimbelastung
um 4-6 log-Stufen (siehe Punkt ,Landwirtschaftliche Nutztierhaltung und Abwésser aus
Geflugel- und Schweineschlachthéfen® des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes).

Die geringeren zu behandelnden Abwasservolumina im Vergleich zu einer zentralen
Weiterbehandlung sind vorteilhaft, da hier Kostenersparnisse bezogen auf die Gesamtkosten
erzielt werden konnen (siehe Punkt ,Behandlung dezentraler Abwasserstrome
(Krankenhausabwasser)“ des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes).

Fur eine regulative Umsetzung mussten hierfr Screening-Indikatoren und entsprechende
Grenzwerte flur Antibiotikarlickstande, antibiotikaresistente Bakterien bzw. Resistenzgene
bezlglich der Einleitung des dezentral gereinigten Abwassers in das offentliche Kanalnetz
konsentiert werden.

Als Screening-Indikatoren fir Antibiotikarlickstdnde eignen sich nach den Ergebnissen aus
HyReKA z. B.

. fur klinische Abwasser Carbapeneme (insbesondere Meropenem), Fluorchinolone
(insbesondere Ciprofloxacin), Tetracycline, Tylosin, Sulfonamide, Piperacillin,
Ceftazidim und Vancomycin (Voigt et al. 2019, Voigt et al. 2020),

. fur Schlachthofabwésser z. B. Tetracycline;

fir Resistenzen E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae und E.faecium sowie die
Antibiotikaresistenzgene gegen Carbapeneme (blaNDM-1, blaKPC, blaVIM, blaOXA48),
Colistin (mcr-1 bzw. mcr-1 bis 9 fur den veterindren Bereich) und Vancomycin (vanA/B).

Laut den HyReKA-Untersuchungen eignen sich fir ein regelmaRiges Monitoring ESBL-
produzierende E. coli aufgrund ihres haufigen Vorkommens. Die Aufnahme entsprechender
Bestimmungen ware dabei in der ,Verordnung Uber Anforderungen an das Einleiten von
Abwasser in Gewasser (Abwasserverordnung — AbwV)“? zu beriicksichtigen. Vorschlage zu
geeigneten dezentralen Verfahren sind dem Synthesebericht unter dem Punkt ,Behandlung
dezentraler Abwasserstrome (Krankenhausabwasser)“ zu entnehmen (Membranbioreaktor,
Dosierung von Pulveraktivkohle (PAK), nachgeschalte Ozonung oder eine nachgeschaltete
Filtration mittels granulierter Aktivkohle) wie auch unter ,Kliniken und andere medizinische
Einrichtungen® (z. B. thermische Siphons).

Zentrale Abwasserbehandlung — Klaranlagen

Aufgrund der im Projekt ermittelten teils unzureichenden Eliminierung von Keimen,
Resistenzgenen und Antibiotikarickstanden in  Klaranlagen mit konventioneller
Abwasserbehandlung sind MalRRnahmen angezeigt, die zu einer Minimierung der
entsprechenden Last fihren; gemalR § 41 des IfSG, wonach ,[d]ie
Abwasserbeseitigungspflichtigen [...] darauf hinzuwirken [haben], dass Abwasser so beseitigt

2 Verordnung Uber Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewasser (Abwasserverordnung
— AbwV)“ (vom 17. Juni 2004, BGBI. | S. 1108-1184, zuletzt gedndert am 6. Marz 2020, BGBI. | S. 485-
486).
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wird, dass Gefahren fir die menschliche Gesundheit durch Krankheitserreger nicht entstehen®.
MaRnahmen waren in den folgenden, priorisierten Fallen zutreffen:

. Die Abwasser werden durch Schwerpunktemittenten (wenn keine entsprechende,
effektive dezentrale Abwasserbehandlung vorliegt) signifikant beeinflusst:

1) Klinikabwasser (Teilstrome; Kliniken mit hoher Bettenzahl; Universitatskliniken)
2) Schlachthofabwasser
3) Flugzeugabwasser,

. Der Vorfluter stellt ein sensibles Gewasser dar, gerade wenn Schutzgiter wie
Badegewasser, Freizeitaktivitdten,  Trinkwassergewinnung, Landwirtschaft
(Bewésserung) betroffen sind.

. Es liegt eine sehr gro3e Klaranlage vor, da auch hausliche Abwasser aufgrund des
hohen Volumenstroms zur Belastung mit antibiotikaresistenten Bakterien bzw.
Antibiotikarlckstanden beitragen (auch fur Klaranlagen ohne Beeinflussung durch
Klinikabwésser oder Abwasser lebensmittelverarbeitender Betriebe wurde ein
Zusammenhang zwischen  Klaranlagenausbau und der Fracht an
Antibiotikaresistenzen und Bakterien festgestellt (hdchste Emission an fakultativ-
pathogenen Bakterien bei Klaranlage mit dem grof3ten Ablaufvolumen (Alexander
et al. 2019 und 2020))

. oder es zeigen sich Klaranlagen mit hohen Belastungen an fakultativ-pathogenen
Bakterien, Multiresistenzen und Resistenzen gegen Reserveantibiotika im Auslauf
(Hembach et al. 2017, Alexander et al. 2020). Handlungsbedarf besteht
insbesondere, bei Vorliegen von Resistenzen gegen Carbapeneme, Colistin und
Vancomycin in Bakterien der ESKAPE-Gruppe sowie bei Multiresistenz (4AMRGN).

Als Handlungsoption fur eine verbesserte Reduktion der Last an Resistenzen und
Antibiotikariickstdnden ist eine technische Aufriistung solcher, priorisierter Klaranlagen
anzuraten, wobei insbesondere MaflRnahmen zu empfehlen sind, die zugleich zu einer
Reduktion von Spurenstoffen/Mikroplastik fuhren. Anhand der Projektergebnisse sind dies
Kombinationen aus Membranverfahren (Ultrafiltration), Ozonbehandlung und adsorptive
Verfahren (z. B. Kombination aus Ozonung mit Aktivkohlefiltration und anschlielBender
Membranfiltration (Jager et al. 2018, Hembach et al. 2019, Hiller et al. 2019) (wobei zu
beachten ist, dass das Retentat eine erhthte Belastung an Antibiotikaresistenzen und
fakultativ-pathogenen Bakterien aufweist (Hembach et al. 2019, Hiller et al. 2019)).

Hierzu wére eine Verankerung entsprechender Maf3gaben zu Antibiotikaresistenzen und
Antibiotikartickstanden auf EU-Ebene in der ,Richtlinie 91/271/EWG Uber die Behandlung von
kommunalem Abwasser*® und national in der ,Verordnung Uber Anforderungen an das

8 ,Richtlinie 91/271/EWG des Rates vom 21. Mai 1991 Uber die Behandlung von kommunalem
Abwasser” (ABI. L 135 vom 30.5.1991, S. 40-52).
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Einleiten von Abwasser in Gewasser (Abwasserverordnung — AbwV)“4 ratsam, sodass deren
Emission zukuinftig in den abwasserrechtlichen Vorschriften geregelt sind.

Hierfir mussten entsprechende Grenzwerte fir antibiotikaresistente Bakterien und
Antibiotikarlickstdnde sowie Indikatoren festgesetzt werden. Im Hinblick auf das
Vorhandensein von Antibiotikarlickstdnden eignen sich anhand der Projektergebnisse
Nachweise der folgenden Antibiotika im Abwasser: Carbapeneme (im klinischen Abwasser
insbesondere Meropenem), Fluorchinolone (im klinischen Abwasser insbesondere
Ciprofloxacin), Tetracycline und Tylosin, optional Sulfonamide. Die HyReKA-Resultate zeigen,
dass im klinischen Abwasser weiterhin Piperacillin, Ceftazidim und Vancomycin von
Bedeutung sind (Voigt et al. 2019, Voigt et al. 2020).

Zur regelmafligen Beurteilung der Reinigungsleistung und der Ablaufqualitat
kommunaler Klaranlagen sind nach den Ergebnissen aus HyReKA ESBL-produzierende E.
coli aufgrund ihres haufigen Vorkommens geeignet. Als weitere Uberwachungsparameter fiir
eine detailliertere Untersuchung bieten sich laut den Resultaten aus HyReKA fir
Antibiotikaresistenzen die Mikroorganismen E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae und
E. faecium (kultureller Nachweis) sowie die Antibiotikaresistenzgene gegen Carbapeneme
(blaNDM-1, blaKPC, blaVIM, blaOXA48), Colistin (mcr-1; wenn Beeinflussung durch
veterindren Bereich: mcr-1 bis 9) und Vancomycin (vanA/B; molekularbiologische Screening-
Indikatoren) an.

Weiterhin sind die HyReKA-Ergebnisse bezliglich des gereinigten kommunalen Abwassers im
Hinblick auf dessen Verwendung fur die landwirtschaftliche Bewasserung von Bedeutung.
Gemall der ,Verordnung (EU) 2020/741 uber Mindestanforderungen an die
Wasserwiederverwendung“ unter Anhang I, B.6.f° sollten dementsprechend zusatzliche
Anforderungen an die Wasserqualitdt des gereinigten kommunalen Abwassers fir die
landwirtschaftliche Bewasserung und an die entsprechende Uberwachung formuliert werden.

Technische Aufristung/Verbesserungen der Mischkanalisation

Nach den Ergebnissen von HyReKA sind bei Vorliegen einer Mischkanalisation technische
Maflnahmen angezeigt, die zu einer Verringerung des Eintrages an Antibiotikaresistenzen,
Bakterien und Antibiotikartickstanden in die Umwelt infolge des direkten Eintrages von
unbehandelten Rohabwassern in Gewasser fiihren. Im reinen Mischsystem liegt infolge
dessen ein hoherer Eintrag fir Resistenzgene und resistente Bakterien vor als infolge von
Klaranlagenablaufen (siehe ,Teilbereich: Kommunale Abwéasser und Oberflachenwésser ohne
Klinik- und Industrie-Beeinflussung“ und ,Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner
Eintragspfade von Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt® des vorliegenden
Synthese- und Abschlussberichtes). Die Ausstattung mit Retentionsbodenfiltern ist als
technische MalRRnahme geeignet, um eine Frachtreduktion (Bakterien inklusive
antibiotikaresistente Bakterien) um ein bis zwei log-Stufen zu erreichen (Zacharias et al. 2020).
Als weitere mdgliche MalBhahmen sind z. B. eine integrale Abflusssteuerung, Vergré3erung

4 Verordnung uber Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewasser (Abwasserverordnung
— AbwV)“ (vom 17. Juni 2004, BGBI. | S. 1108-1184, zuletzt gedndert am 6. Marz 2020, BGBI. | S. 485-
486).

5 Verordnung (EU) 2020/741 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 25. Mai 2020 Uber
Mindestanforderungen an die Wasserwiederverwendung® (ABI. L177 vom 5.6.2020, S. 32-55).
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des Retentionsvolumens und Verringerung der Entlastungswassermengen zu nennen, damit
maoglichst viel Rohabwasser in der anschlieRenden Klaranlage behandelt wird (siehe
,Teilbereich: Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser ohne Klinik- und Industrie-
Beeinflussung“ sowie ,Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner Eintragspfade von
Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt® des vorliegenden Synthese- und
Abschlussberichtes). Fur eine rechtliche Umsetzung missten entsprechende Vorschriften
formuliert und in der Abwasserverordnung aufgenommen werden.

Trennkanalisationen

Insgesamt ist in jedem Fall eine Trennkanalisation einer Mischkanalisation vorzuziehen,
sodass diese in Neubaugebieten umgesetzt werden sollte. Es konnte generell gezeigt werden,
dass bei Vorliegen einer Trennkanalisation weniger Krankheitserreger und
antibiotikaresistente Bakterien in Gewasser eingetragen werden. Der ermittelte Eintrag
resultierte insbesondere aus dem Vorliegen von Fehlanschliissen und aus Abschwemmungen
von versiegelten Flachen (siehe ,Teilbereich: Kommunale Abwasser und Oberflachenwasser
ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung®, Schreiber et al. 2019). Da bei einer
Fehlanschlussrate Uber 2 % von einer hohen Frachtemission ausgegangen werden muss
(siehe hierzu ,Teilbereich: Relevanz verschiedener urbaner Eintragspfade von
Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt® des vorliegenden Synthese- und
Abschlussberichtes), sollten im Trennsystem ebenfalls MaRnahmen zur Eintragsminderung
forciert werden (siehe dazu ,.Teilprojekt: Kommunale Abwasser und Oberflichenwésser ohne
Klinik- und Industrie-Beeinflussung*“ des vorliegenden Synthese- und Abschlussberichtes).

Monitoringprogramme

Sobald eine Validierung der Methoden erfolgt ist, konnen die entsprechenden
Uberwachungsbehorden der Bundeslander anhand des im Projekt entwickelten
Methodenkompendiums Monitoringleitfaden entwickeln, indem diese auf der vorhandenen
Methodenbasis aufbauen, d.h. diese weiterentwickeln und verifizieren, sodass eine
systematische und harmonisierte Uberwachung des Vorkommens (Menge und Art) von
antibiotikaresistenten Bakterien, deren Resistenzgenen und Antibiotikawirkstoffen in
priorisierten Abwassern (z. B. Klinikabwésser, Schlachthofabwasser und die in HyReKA nicht
untersuchten Abwasser von Antibiotikaproduktionsstandorten), im Ablauf priorisierter
Klaranlagen und in bestimmten Gewdassern (z. B. Nutzung als Badegewasser, zur
Trinkwassergewinnung oder landwirtschaftlichen Bewésserung) erfolgen kann. Hierdurch
kénnen Gefahrdungspotenziale aufgedeckt, weiterer Handlungsbedarf abgleitet sowie die
Effektivitdat ergriffener MalBRnahmen und die Einhaltung der umzusetzenden Mal3gaben
Uberwacht werden.

Nach den Ergebnissen aus HyReKA wéaren geeignete Screeningindikatoren hierfir:

. priorisierten Antibiotikawirkstoffe (Carbapeneme, Fluorchinolone, Tetracycline,
Tylosin, gegebenenfalls Sulfonamide; im klinischen Abwasser als Fluorchinolone
insbesondere Ciprofloxacin und als Carbapeneme insbesondere Meropenem,
weiterhin Piperacillin, Ceftazidim und Vancomycin) und

. Antibiotikaresistenzen (Indikatororganismen (mit humanmedizinischer Relevanz):
E. coli, P.aeruginosa, K.pneumoniae und E.faecium (kultureller Nachweis);
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Antibiotikaresistenzgene gegen Carbapeneme (blaNDM-1, blaKPC, blaVIM,
blaOXA48), Colistin (mcr-1, wenn Beeinflussung durch veterindren Bereich: mcr-1
bis 9) und Vancomycin (vanA/B)). Das in HyReKA vorgeschlagene Ampelprinzip
zur Beurteilung der bestehenden Antibiotikaresistenzlage wird hierfir als sinnvoll
erachtet, d.h. bei Vorliegen eines positiven Ergebnisses in den
molekulargenetischen Untersuchungen bei gleichzeitigem kulturellem Nachweis ist
dringender Handlungsbedarf angezeigt, da hier unter Umstanden eine
Gesundheitsgefahrdung nicht ausgeschlossen werden kann. Erfolgt ein Nachweis
von Resistenzgenen (molekulargenetischer Nachweis), aber kein kultureller
Befund, dann muss eine Verifikation und erneute Uberprifung stattfinden. Liegt
weder ein molekulargenetischer noch ein kultureller Nachweis vor, dann besteht
kein Handlungsbedarf.

Dabei ist eine Bertlicksichtigung von Antibiotikawirkstoffen und Antibiotikaresistenzen in der
Wasserrahmenrichtlinie® als sinnvoll anzusehen.

Zurzeit werden unter den Antibiotikawirkstoffen die Antibiotika Amoxicillin und Ciprofloxacin
sowie das Sulfonamid-Antibiotikum Sulfamethoxazol und das Diaminopyrimidin-Antibiotikum
Trimethoprim auf der ,Beobachtungsliste von Stoffen fiur eine unionsweite
Uberwachung“’ gefiihrt. Die Makrolid-Antibiotika Azithromycin, Clarithromycin und
Erythromycin standen seit 2015 auf der Beobachtungsliste, sodass fur diese nun die
Uberwachungsverpflichtung, die maximal fiir vier Jahre besteht, auslief.

Die hygienische Qualitat von Badegewassern wird durch die EG-Badegewasserrichtlinie®
geregelt. Derzeit enthélt diese als Qualitatsindikatoren E. coli und intestinale Enterokokken.
Dabei wird je nach Menge an koloniebildenden Einheiten pro 100 ml die Qualitat des
Badegewassers als ,ausgezeichnet®, ,gut‘, ,ausreichend oder ,mangelhaft® eingestuft.
Antibiotikaresistenzen und Antibiotikawirkstoffe werden nicht adressiert. In diesem
Zusammenhang stellte z. B. Dohla et al. (2020) zwar fest, dass Badegewasser, die den
Anforderungen der EG-Badegewasserrichtlinie entsprachen, keine hohe Belastung mit
Antibiotikaresistenzen und Antibiotikariickstanden aufwiesen. Durch ein systematisches
Monitoring kdnnten jedoch weitere Daten zum Vorhandensein von Antibiotikaresistenzen und
Antibiotikarticksténden sowie zu den Konzentrationen an E. coli und intestinalen Enterokokken
und der jeweiligen Korrelation erhoben werden, gerade im Hinblick auf Flussbadegewasser,
deren Qualitat starkere Schwankungen aufweist als stehende Gewasser (z. B. infolge von
Starkregenereignissen). Hieraus lie3e sich ableiten, ob und inwieweit z. B. eine Erganzung

6 ,Richtlinie 2000/60/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 23. Oktober 2000 zur
Schaffung eines Ordnungsrahmens fir Mallnahmen der Gemeinschaft im Bereich der Wasserpolitik®;
sRichtlinie 2013/39/EU des Europaischen Parlaments und des Rates vom 12. August 2013 zur
Anderung der Richtlinien 2000/60/EG und 2008/105/EG in Bezug auf prioritare Stoffe im Bereich der
Wasserpolitik®.

7 ,Durchfiihrungsbeschluss (EU) 2020/1161 der Kommission vom 4. August 2020 zur Erstellung einer
Beobachtungsliste von Stoffen fiir eine unionsweite Uberwachung im Bereich der Wasserpolitik geman
der Richtlinie 2008/105/EG des Europaischen Parlaments und des Rates“ (Bekannt gegeben unter
Aktenzeichen C(2020) 5205; Abl. L 257 vom 6.8.2020, S.32-35.

8 ,Richtlinie 2006/7/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 15. Februar 2006 Uber die
Qualitat der Badegewasser und deren Bewirtschaftung und zur Aufhebung der Richtlinie 76/160/EWG*
(ABI. L 64 vom 4.3.2006, S. 37-51.
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der EG-Badegewasserrichtlinie hinsichtlich der Antibiotikaresistenzen und
Antibiotikawirkstoffen vorzunehmen wére.

Bei Vorliegen entsprechender Verdachtsmomente (z. B. Beeinflussung durch Einleitung
gereinigten Abwassers; Starkregenereignisse) wird ein engmaschiges Monitoring flr
Badegewasser sowie eine Quellensuche (source tracking) als sinnvoll erachtet.

Trinkwasser

Im Trinkwasser waren zwar einzelne Resistenzgene, aber keine kultivierbaren resistenten
Bakterien nachweisbar (siehe Ergebnisse TZW). Von Seiten des Umweltbundesamtes wird
nach derzeitiger Datenlage diesbeziiglich kein regulatorischer Handlungsbedarf gesehen. Es
wird hierzu auf die ,Mitteilung des UBA nach Anhdrung der TWK: Bedeutung von
antibiotikaresistenten Bakterien und Resistenzgenen im Trinkwasser vom 25.04.2018
verwiesen (Umweltbundesamt 2018).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl national als auch international
Aktivitaten erfolgen, um die Entwicklung und Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen zu
minimieren. National ist hier beispielsweise die Dbereits unter dem Berichtsabschnitt
»+Ausgangspunkt: Derzeitige regulatorische MaRnahmen® genannte ,Zweite Verordnung zur
Anderung der Verordnung Uber tierarztliche Hausapotheken vom 21. Februar 2018¢
(Bundesgesetzblatt (BGBI.) | S. 213-216; Inkrafttreten 01.03.2018) aufzuflhren, deren
Bestimmungen auf einen verantwortungsvollen und restriktiven Einsatz von Antibiotika in der
Tiermedizin hinwirken. Mit dem ,16. Gesetz zur Anderung des Arzneimittelgesetzes vom
10. Oktober 2013 wurde das Antibiotikaminimierungskonzept eingefihrt. Der
Evaluierungsberichnt zum Antibiotikaminimierungskonzept zeigt eine Reduktion der
Gesamtverbrauchsmenge antibiotischer Wirkstoffe in der Tiermast um 31,6 % im Zeitraum
vom 2. Halbjahr 2014 bis zum 2. Halbjahr 2017 (BMEL 2019). Im Zeitraum 2011 bis 2020 ist
eine Reduktion der an Tierarzte abgegebenen Antibiotika um 59 % zu verzeichnen
(Bundesamt fuir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) 2021). Jedoch hat sich
im Zeitraum von 2019 zu 2020 die Gesamtabgabemenge (um 4,6 %) und die Abgabemenge
der Fluorchinolone (um 6,7 %) leicht erhoht (BVL 2021).

Seit Januar 2022 ist die Verordnung (EU) 2019/6 lber Tierarzneimittel anzuwenden. Diese
sieht u.a. die Moglichkeit vor, bestimmte antibiotische Wirkstoffe der Humanmedizin
vorzubehalten. Weiterhin beinhaltet sie Beschréankungen beziglich der prophylaktischen und
metaphylaktischen Antibiotikaanwendung bei Tieren.

Zum Schutz der Gesundheit sollten aufgrund der in HyReKA ermittelten Daten weitere
MaflRnahmen ergriffen werden, um die Last an Antibiotikaresistenzen und Antibiotikawirkstoffen
in der Umwelt zu minimieren und die Entstehung und Verbreitung resistenter Mikroorganismen
und deren Gene einzuddmmen. Dabei spielen neben regulativen Mal3nahmeoptionen auch
nicht-regulative (z. B. Information; Kommunikation) eine Rolle (Zusammenfassung der
vorgeschlagenen MalRnahmen siehe Abb. 3). Derartige MaRhahmen lassen sich nicht von
einzelnen Interessenvertretern alleine umsetzen, viel mehr ist ein konstruktives Miteinander
aller Betroffenen anzustreben und nattrlich sind in den zu treffenden Entscheidungen auch
die Ergebnisse anderer Forschungsprojekte einzubeziehen.
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Abbildung 3: Ubersicht zu den empfohlenen MaRnahmeoptionen mit Angabe der Rechtsgrundlagen, tiber
welche die vorgeschlagenen Mainahmen in den regulativen Bereich umgesetzt werden konnten.
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9.1 Uberblick und Zusammenfassung aller Kernbotschaften aus den
Teilprojekten

Interdisziplindare Forschungspartner haben sich im vom BMBF geférderten Verbundvorhaben
zum Ziel gemacht, die ,Biologische bzw. hygienisch-medizinische Relevanz und Kontrolle
Antibiotika-resistenter Krankheitserreger in klinischen, landwirtschaftlichen und kommunalen
Abwassern und deren Bedeutung in Rohwassern® (HyReKA) zu untersuchen und damit
Eintragspfade von Antibiotika-resistenten Bakterien, Antibiotika-Resistenzgenen und
Antibiotika-Rickstdnden von Mensch oder Tier in die Umwelt qualitativ und quantitativ zu
charakterisieren (Source Dissemination), um so die Ausbreitung in die Umwelt mit geeigneten
technischen Verfahren zu unterbrechen. Ebenso wurde die Riickkopplung zurick zum
Menschen durch Kontakt mit Wasser (Microbial Dissemination) einbezogen. Schlie3lich wurde
die Ruckverfolgbarkeit von Antibiotika-resistenten Erregern und Resistenzgenen aus
Abwassern auf deren Ursprungsorte im Sinne des Microbial Source Tracking gepruft.

Die Ergebnisse zeigen einen Zusammenhang zwischen Antibiotika-Wirkstoffkonzentrationen
und der Abundanz resistenter fakultativ pathogener Bakterien im Abwasser aus verschiedenen
Quellen (Schreiber & Kistemann 2013; Hembach et al. 2017; Muller et al. 2018). Auch in den
Ablaufen von Klaranlagen wurden resistente Bakterien und Resistenzgene nachgewiesen
(Schwartz et al. 2018; Parnanen et al. 2019). Dabei gilt es jedoch, die Klaranlagenabléaufe aus
einem landlich-urbanen Kontext von denen aus einem rein urbanen Kontext mit Einfluss von
Klinikabwasser zu unterscheiden, denn der Anteil an 4MRGN (von der WHO priorisierte multi-
resistente Erreger, die gegen die vier wichtigsten klinischen Antibiotikaklassen resistent sind)
war im Klinikabwasser wesentlich héher als im landlichen Abwasser (Schreiber & Kistemann
2013; Hembach et al. 2017; Muller et al. 2018), wahrend diese Bakterien im Abwasser von
Geflugel-Schlachthéfen gar nicht nachgewiesen wurden (Savin et al., 2020). In den Ablaufen
kommunaler Klaranlagen mit und ohne Einfluss von Klinikabwasser wurden jeweils
unterschiedliche antibiotische Wirkstoffspektren nachgewiesen (Voigt et al., 2019; Sib et al.
2019). Klaranlagen-Zu- und Ablaufe mit Klinikeinfluss wiesen zudem im Vergleich komplexere
und kritischere Resistenzmuster auf (hdhere Haufigkeit von Bakterien mit Resistenz gegen
Carbapeneme, Colistin und weitere Reserveantibiotika) (Alexander et al., 2020; Parnanen et
al. 2019; Mdller et al., 2018). In Abwéssern aus der Gefliigelverarbeitung wurden zudem
haufiger Resistenzgene (mcr-1) gegen Colistin (Reserveantibiotikum) nachgewiesen (Savin et
al. 2020).

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse gewinnen die im Infektionsschutz-gesetz definierten
regulatorischen Anforderungen an die Abwasserentsorgung eine neue Bedeutung. In 8 41 des
IfSG - Abwasser - heil3t es:

.Die Abwasserbeseitigungspflichtigen haben darauf hinzuwirken, dass Abwasser so beseitigt
wird, dass Gefahren fir die menschliche Gesundheit durch Krankheitserreger nicht entstehen.”

Im Folgenden werden aus Teilbereichen des Verbundvorhabens Kernbotschaften dargestellt,
zu denen bereits Verdffentlichungen vorliegen. Beziglich der detaillierten Ergebnisse wird auf
den zukunftigen Synthesebericht zu dem Verbundvorhaben verwiesen.

Es wurden folgende Teilbereiche untersucht:
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. Ein Krankenhaus der Maximalversorgung: Ausgehend von einer Station, in der ein
besonders hoher Antibiotikaverbrauch vorlag, wurden die Abwésser durch die Stadt
Uber die Klaranalage bis in den Vorfluter verfolgt und mit der Belastung anderer
Zuflusse in die Klaranlage verglichen und Antibiotikarlickstdnde gemessen.

. Kommunale Abwasser: Ein landliches Flusssystem ohne Viehzucht mit vier kleinen
Orten ohne Krankenhauser und die angeschlossenen Klaranlagen sowie dem
Vorfluter und Gewasser. In diesem Bereich wurde auch die Wirkung von
Retentionsbodenfiltern getestet.

. Weitere 24 Klaranlagen unterschiedlichster GroRen, Einzugsgebiete und
Ausbaustufen wurden untersucht und miteinander bzgl. Resistenzverbreitung
verglichen. Ein Grof3teil der Klaranlagen (11 Stick) behandelte vor allem
kommunales Abwasser, 7 Klaranlagen hatten Krankenhauser im Einzugsgebiet
und 6 Klaranlagen behandelten gréZere Mengen an Abwassern aus Lebensmittel-
verarbeitenden Betrieben.

. Gezielt wurden an einer Grol3klaranlage erweiterte Verfahrenstechniken und
Kombinationen zur Reduktion fakultativ-pathogener Bakterien und von
Antibiotikaresistenzgenen untersucht (Adsorptive Filtration, Ozonung, UV und
Membranfiltration.

. Landwirtschaft: Die Abwasser und Prozesswaésser aus mehreren Gefligel- und
Schweineschlachthéfen sowie den angeschlossenen hauseigenen und
kommunalen Klaranlagen

. Flugzeuge und ihre Toiletten als Hotspots flr den Eintrag von Resistenzgenen
. Rohwésser und Trinkwasser wurden ebenfalls untersucht.
. Die Ergebnisse des HyReKA-Projekts wurden dann aus Sicht des

Umweltbundesamtes (UBA) und der Siedlungswasserwirtschaft bewertet.

Kernbotschaft 1: Krankenh&user stellen die starkste Quelle fir
multiresistente Bakterien und Antibiotikartickstande dar

In Proben aus der Sanitarinstallation der Patientenzimmer konnten hohe und z.T.
persistierende Kontaminationen mit Antibiotika-resistenten Erregern und Antibiotika-
Ruckstanden nachgewiesen werden. Diese zum Teil sehr hohen Konzentrationen, vor allem
in den Waschbecken, - Dusch- und Toilettensiphons begiinstigen die Selektion und
Vermehrung von entsprechend resistenten Mikroorganismen und bedingen aufgrund der
unmittelbaren Nahe zum Patienten und zu Materialien zur Patientenpflege ein erhebliches
nosokomiales Infektionsrisiko (Voigt et al, 2019). Die Bertcksichtigung der bis dahin
vorliegenden Ergebnisse aus dem HyReKA Verbundvorhaben fihrten daher auch zu der 2020
veroffentlichten ~ Empfehlung der Kommission  fur  Krankenhaushygiene  und
Infektionspravention (KRINKO): Anforderung der Hygiene an die Abwasserentsorgung in
medizinischen Einrichtungen.

Dennoch wird weiterhin erheblicher Forschungsbedarf gesehen, die im direkten Umfeld des
Patienten  festgestellten Reservoire  fur  Antibiotika-resistente  Erreger  und
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Antibiotikarickstdnde mit erheblichem Infektionsrisikopotential durch geeignete baulich-
funktionelle und betrieblich- organisatorische Mafinahmen und Strategien besser unter
Kontrolle zu bringen, was allein durch Reduktion des Einsatzes von Antibiotika bzw, Antibiotic
Stewardship Strategien nicht gelingt.

Rohabwasser aus Klinikbereichen mit hohem Antibiotikaverbrauch erschien hochbelastet mit
AMRGN, teilweise waren diese Bakterien nur noch gegen eine oder zwei Substanzen
empfindlich und sind damit als hochkritisch zu bewerten (Sib et al. 2019, Muller et al. 2018).
Fir einzelne Stamme war ein Nachweis Uber die gesamte Laufzeit moglich, so dass von einer
konstanten Besiedlung der klinischen Abwassersysteme ausgegangen werden sollte. Diese
hohe und z.T. persistierende Kontamination des Abwassers lief3 sich tber die angeschlossene
Kanalisation bis zum Klaranlageneinfluss nachweisen (Muller et al. 2018, Schreiber et al.
2019, Voigt et al. 2020). In der untersuchten nachgeschalteten Klaranlage wurden ARB wie
auch andere hygienisch-relevante Mikroorganismen zwar um im Median 3 log-Stufen
(Spannweite: 2-4 log-Stufen) reduziert, aber es wurden dennoch multiresistente Isolate im
Klaranlagen-Ablauf nachgewiesen (Miller et al. 2018, Schreiber et al. 2019). ESBL-
(extended spectrum B-lactamases) produzierende Bakterien sind im Gewasser bereits
regelmaRig vorzufinden, sind jedoch seltener gegen 3 oder 4 klinisch bedeutsame
Wirkstoffgruppen multi-resistent. Im Vergleich zu anderen resistenten Erregern (ESBL,
VRE) sind MRSA in Abwasser und Gewassern relativ selten nachweisbar (Schreiber et al.
2019).

Kernbotschaft 2: Kommunale Klaranlagen kénnen nur
unzureichend Antibiotikaresistenzen und Antibiotikartickstande
reduzieren. Dazu sind zuséatzliche kombinatorische Verfahren
bereits einsetzbar. Indikatoren zur biologischen Uberwachung
werden zum Schutz von empfindlichen aquatischen Bereichen
vorgeschlagen.

Es lieRen sich aus kommunalem bzw. hauslichem Abwasser deutlich weniger 4 MRGN, MRSA
und VRE isolieren, als aus klinischem Abwasser (Miller et al. 2018, Schreiber et al. 2019).
Einige Antibiotika-Resistenzgene (ARG) waren nahezu ubiquitar in Abwasser und Gewassern
nachweisbar. Andere seltenere Gene, wie z.B. mcr-1 (Ubertragbare Colistinresistenz), oder
vanA (Resistenz gegen Vancomycin, Reserveantibiotikum), sowie Resistenzen gegen
Carbapeneme (blaOXA48, blaNDM-1, blaKPC, blaVIM) wurden jedoch im Rohabwasser, als
auch im konventionell behandelten Klaranlagenablauf nachgewiesen (Hembach et al., 2017,
Hembach et al., 2019; Alexander et al., 2020). Im Oberflachengewasser wurden diese
Resistenzgene bisher nur vereinzelt gefunden. Der Einfluss von Klaranlagenauslaufen war
aber immer sichtbar. Kommunale Kléaranlagen konnten resistente Bakterien im Abwasser
analog zu "normalen” Bakterien um im Mittel rund 3 log-Stufen (99,9%) reduzieren, in den
Klaranlagenauslaufen waren multiresistente Bakterien aber nachweisbar (Miller et al., 2018,
Schreiber et al., 2019). Dies ist jedoch unter Berlicksichtigung der taglichen Emission von 10*?
bis 10® ARGs im gereinigten Klaranlagenablauf nicht ausreichend (Hembach et al., 2017;
Alexander et al.,, 2020). Zum Schutz der Trinkwassergewinnung, Badegewasser und
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Bewasserung in der Landwirtschaft missen an als belastet eingestuften Klaranlagen
MalRnahmen zur Gesundheitsvorsorge getroffen werden.

Favorisiert werden technische MalRhahmen an Klaranlagen, bei denen die Verfahren zur
Bakterienreduktion Synergieeffekte mit der Spurenstoff-/Mikroplastikreduktion besitzen. Dies
wird durch Verfahrenskombinationen aus Membranverfahren (Ultrafiltration, MBR, Fokus:
Bakterien) und Ozonung und/oder adsorptive Verfahren (Fokus: Spurenstoffe und
Mikroplastik) ermoglicht (Jager et al., 2018, Hembach et al., 2019).

Weiterer Forschungsbedarf besteht dartber hinaus aufgrund der bakteriellen
Belastungssituation im Retentat einer Membrananlage, das durch den erzeugten Riickhalt an
der Membran selbst entsteht, sowie dessen weitere Behandlung.

Eine Reduktion der Bakterien und Antibiotika-Rickstande in Mischwasser Uber
Retentionsbodenfilter vor Einleitung ins Gewasser um 1 bis 2 log-Stufen konnte nachgewiesen
werden (Zacharias et al., submitted). In FlieBgewadssern mit hohem Abwasseranteil waren
trotzdem Antibiotika-resistente Bakterien in Konzentrationen nachweisbar, die eine
Gesundheitsgefahrdung, z. B. durch Aufnahme beim Baden in Freibadegewdassern, nicht
ausschlie3en lassen.

Die Bedeutung einzelner Schwerpunkt-Emittenten muss fir jedes Gewasser-Einzugsgebiet
gesondert bewertet werden. Fur ausgewiesene und genehmigte Wassernutzungen (z.B.
Badegewasser, Beregnungswasser) sind  bereits = Vorgaben hinsichtlich  der
Bakterienbelastung einzuhalten. Ein weiterer sensibler Bereich sind Oberflachenwasser, die
zur Trinkwasseraufbereitung genutzt werden. Fir Badewédsser und damit auch
Beregnungswasser sind bereits Qualitatsziele definiert (Exner et al., 2018).

Regularien und Grenzwerte flr sensible Bereiche zum Nachweis bzw. zur Reduktion von
Antibiotika-resistenten Bakterien sind notwendig: Als Screening-Indikator wird seitens des
HyReKA-Verbundes der kulturelle Nachweis von E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae und
E. faecium empfohlen. Optional ist der Nachweis von Acinetobacter baumannii. Als
molekularbiologische  Screening-Indikatoren werden  Antibiotikaresistenzgene gegen
Carbapeneme (blaNDM-1, blaKPC, blaVIM, blaOXA48), Colistin (mcr-1) und Vancomycin
(vanA/B) empfohlen. Fur die genannten Indikatoren wurde ein Ampelsystem zur Beurteilung
entwickelt und wurde bereits flir Badegewasser dargestellt (Dohla et al., 2019).

Bei der Eliminierung von Antibiotikariickstanden werden viele Wirkstoffe praktisch vollstandig
zurlickgehalten oder abgebaut, jedoch konnten Sulfamethoxazol, Trimethoprim und
Clarithromycin noch regelmaRig in den Klaranlagen-Ablaufen nachgewiesen werden (Voigt et
al 2020). In den Gewassern war i. d. R. neben Makroliden nur noch Sulfamethoxazol
regelmafig nachweisbar (erst unterhalb der ersten KA-Einleitstelle).

Kernbotschaft 3: Die Prozessabwasser auf den Schlachthofen
enthielten Antibiotika-resistente Bakterien (ESBL-Bildner), die aber
die geringste Multi-Resistenz aufwiesen. Antibiotika-Ruckstande
sind hier sehr gering.
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In den untersuchten Gefliigel- und Schweineschlachthéfen konnte ein ubiquitares Vorkommen
von den Erregern der ESKAPE-Gruppe sowie ESBL-produzierenden E. coli in Abwéssern, die
in Anlieferungsbereichen und in unreinen (schwarzen) Produktionsbereichen der untersuchten
Schlachthtéfe anfallen festgestellt werden sowie in den Vorflutern der kommunalen
Klaranlagen. Alle Isolate waren Carbapenem-sensibel, d.h. 4MRGN konnten in den
Schlachthéfen nicht nachgewiesen werden (Savin et al. 2020).

In Geflugelschlachthofen konnten auch Ciprofloxacin- und Colistin-resistente Gram-negative
Bakterien und gerade hier das mobile mcr-Resistenzgen nachgewiesen werden (Savin et al.
2020). Die Partner des Verbundprojektes sind der Auffassung, dass wie in Australien
Fluorchinolone und entsprechend der Empfehlung der WHO Colistin in der Tierzucht nicht
mehr eingesetzt werden sollten.

Insbesondere betriebseigene Klaranlagen von den Gefligelschlachthdfen, die das Abwasser
mittels Ultrafiltration und Ozon aufbereiten, reduzierten die Gesamtkeimbelastung um 4-6 log-
Stufen, sodass die ausgewahlten Erreger in nahezu allen Ablauf-Proben nicht mehr
nachweisbar waren (Savin et al., 2020).

Kernbotschaft 4: Flugzeugabwasser enthielten die grofte Vielfalt
von Resistenzgenen

Die relative Abundanz von Resistenzgenen war im Flugzeugabwasser signifikant héher als im
gewdhnlichem kommunalen Rohabwasser. Dies betrifft insbesondere Gene, die Resistenzen
gegen Antibiotika aus den Gruppen der Phenicole, Sulphonamide oder Tetracycline vermitteln.
Dagegen wurden genotypische Resistenzen gegen B-Lactame im Flugzeugabwasser &hnlich
haufig wie im kommunalen Abwasser gefunden (Hel3 et al., 2019).

Im Flugzeugabwasser wurden im Durchschnitt mehr unterschiedliche Resistenzgene pro
bakterieller DNA gefunden, was die 0. g. Hypothese bzgl. der Gendiversitat unterstutzt.

Multiresistente Isolate von E. coli wurden im Flugzeugabwasser signifikant haufiger als im
kommunalen Abwasser gefunden. Proben aus Zulaufen kommunaler Klaranlagen mit und
ohne Anschluss an Flughafen zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. der
relativen Abundanz von Resistenzgenen (Hel3 et al., 2019).

Die genannten Ergebnisse legen nahe, dass Abwasser aus Flugzeugtanks eine
aulRergewohnliche Quelle von Resistenzgenen und resistenten Bakterien darstellen. Fazit:
Hygienische Maflinahmen im Flugzeug (Desinfektion auf Toiletten) und am Gate sind
angeraten, um eine Ver-/Einschleppung von kritischen Antibiotikaresistenzen und fakultativ
pathogenen Erregern zu vermeiden.

Kernbotschaft 5: Die zu ergreifenden MalRnahmen fiur dezentrale
und zentrale Klaranlagen missen anhand von einheitlichen
Kriterien priorisiert werden:

Die Siedlungswasserwirtschaft der RWTH Aachen sieht z.B. bei knapp 2000 Krankenhausern
eine flachendeckende Behandlung von Krankenhausabwdassern als unrealistisch an. Bei
knapp 100 Millionen m® Abwasser/Jahr wiirden hiermit Kosten von ca. 200 Millionen € pro Jahr
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anfallen. Aus diesem Grunde ist eine Priorisierung notwendig. Hierzu kénnten nachfolgende
Kriterien z&hlen:

. Der Vorfluter der Klaranlage hat eine besondere Schutzbedirftigkeit, z. B.
Verwendung als Badegewasser, Rohwasser zur Trinkwasseraufbereitung

. Besonders groRRe Klaranlagen (>500.000 Einwohner)

. Abwasseranteil der Klaranlagen im Abstrom, der gréer als 50 % des
Gesamtabflusses des Vorfluters ist.

. Klaranlagen mit hohem Klinikeinfluss und/oder mit hohem Antibiotikaeinsatz (oder
ggf. Schlachtbetrieben), wenn keine dezentrale Behandlung vorhanden ist bzw. in
Frage kommt. Ein Schwellenwert muss noch definiert werden.

Wenn Mafinahmen zur 4. Reinigungsstufe (Spurenstoffelimination) geplant sind, sollten auch
Antibiotikaresistenzen in der Planung mitbertcksichtigt werden, um Synergieeffekte zu nutzen.
Zusatzlich sind weitere MalRnahmen im Klaranlageneinzugsgebiet - insbesondere bei
Vorhandensein von Krankenhdusern mit hohem Antibiotikaeinsatz erforderlich, wie
Behandlung dezentraler Abwasserstréme und Malnahmen zur Eintragsminderung aus
Mischwasser-Entlastungen. Dabei ist die Identifikation besonders belasteter Indirekteinleiter
z. B. Krankenhdauser, (ggfls. Schlachtbetriebe) von Bedeutung.

Kernbotschaft 6: Im Falle eines Befundes von coliformen Bakterien
sollte das Trinkwasser auch auf Resistenzgene getestet werden.

Auch im Rahmen von HyReKA konnten vom Projektpartner TZW bereits einzelne
Resistenzgene im Trinkwasser nachgewiesen werden, ohne dass resistente Bakterien im Roh-
und aufbereiteten Trinkwasser kultiviert werden konnten. Aus Grinden des vorsorgenden
Gesundheitsschutzes sollte unter Berticksichtigung der Bedeutung von Trinkwasser fir den
offentlichen Gesundheitschutz bei systemischen Auftreten von Coliformen im Trinkwasser eine
Antibiotikaresistenzbestimmung durchgefiihrt werden.

Kernbotschaft 7: Gulle ist mit Antibiotikaresistenzgenen deutlich
belastet. Diese molekularbiologischen Ergebnisse sind
vergleichbar mit Belastungen aus Klinikabwasser. Kulturelle
Nachweise waren nur vereinzelt méglich.

Gllleproben zeigen sich als deutlich mit Antibiotikaresistenzgenen auch gegen
Reserveantibiotika belastet. Auch DNA-Marker fakultativ-pathogener Bakterien waren in
signifikanten Abundanzen nachweisbar. Die Lagerdauer der Gille betrug betriebsabhéngig 3-
7 Monate. Teilweise waren die Gulleproben molekularbiologisch sogar hoher belastet als das
Abwasser aus klinischen Bereichen (Publikation in Bearbeitung) und sind somit als kritisch fur
Belastung der Umwelt (Oberflachen-, Grundwasser, Bodenmikrobiologie) zu bewerten.

» Es konnten keine Korrelationen zwischen Tierbestand bzw. BetriebsgréfZen und
Belastungssituationen mit  Genen  fakultativ-pathogener Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen unterschiedlicher Kategorien nachgewiesen werden.

+ Es zeigen sich unterschiedliche Risikopotentiale bei den untersuchten Mastbetrieben,
gerade bei der Erfassung von Resistenzgenen gegen die Reserveantibiotika.
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Ruckstande von Tetracyclinen und Fluorchinolonen (Ciprofloxacin) waren in einigen
Proben chemisch-analytisch nachweisbar, wobei die PNEC-Werte fast immer
Uberschritten wurden.

* Die molekularbiologischen Ergebnisse konnten bislang nur sehr vereinzelt durch
Anzucht von Antibiotika-resistenten Erregern verifiziert werden. Die isolierten Stamme
zeigten eine geringere Multiresistenz als jene aus dem klinischen Abwasser.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass aus Risiko-regulatorischer Sicht weitere
Untersuchungen notwendig sind, bevor weitergehende Konsequenzen aus den Ergebnissen
gezogen werden konnen. Ein besonderer Fokus sollte auf den EinfluR auf die
Bodenmikrobiologie, Auswirkungen von Run-off Ereignissen auf Oberflachenwasser und
Sickerwasser, sowie eine Optimierung der Gullebehandlungen bei erhéhten Antibiotika- und
Resistenzgen-Belastungen gelegt werden, um Risikopotentiale zu reduzieren.

9.2 Konsequenzen aus den Kernbotschaften des HyReKA-
Forschungsprojekts

Es konnten Indikatoren flr besonders kritisch zu wertende mikrobiologische Parameter
festgelegt werden, bei deren Nachweis MalRnahmen zur Reduktion der Belastungen
veranlasst werden sollten. Zentrale und/oder dezentrale Mal3nahmen sind vor allem dann
notwendig, wenn nachfolgend Schutzgiiter (Badegewésser, Trinkwasserentnahmestellen,
Entnahmestellen fir landwirtschaftliche Bewésserung) betroffen sind.

. Als Screening-Indikatoren wird der kulturelle Nachweis von E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae und E. faecium festgelegt. Optional ist der Nachweis von
Acinetobacter baumannii.

. Fiar den Nachweis von Multiresistenten Erregern wird eine Vorselektion auf ,ESBL-
Agarplatten” festgelegt. Positive Befunde werden anschlieRend auf ihre Resistenz
gegen die Praparatkombinationen Piperacilin + Tazobactam, Cefotaxim,
Ceftazidim, Ciprofloxacin und Kombination aus Imipenem + Meropenem, unter
Berlicksichtigung  Erreger-spezifischer  intrinsischer  Antibiotikaresistenzen
Uberpruft.

. Als molekularbiologische Screening-Indikatoren werden Antibiotikaresistenzgene
gegen Carbapeneme (blaNDM-1, blaKPC, blaVIM, blaOXA48), Colistin (mcr-1 bzw.
mcr-1 bis 9 fiir den veterindren Bereich) und Vancomycin (vanA/B) festgelegt.
Zusatzlich wurden gPCR-Nachweise flr ausgewahlte fakultativ-pathogene
Bakterien durchgefuhrt: E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und
Enterococcus faecium flr ein Monitoring Verfahren festgelegt.

. Das Spektrum an Antibiotikartickstdnden sollte sich matrixabhéngig (Abwasser
oder Gille) auf den Nachweis von Carbapenemen, Fluorchinolone, Tetracyclinen
und Tylosin fokussieren. Optional ist der Nachweis von Sulfonamiden. Fir den
Nachweis von Antibiotikartickstanden sind im Kklinischen Abwasser zusétzlich
Piperacillin, Meropenem und Vancomycin in das Untersuchungsspektrum
aufzunehmen. Wegen der Bedeutung der Metabolisierung von Enrofloxacin zu
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Ciprofloxacin bei Zuchttieren wird der Nachweis von Fluorchinolonen in Abwéssern
aus der Tierzucht oder von Schlachtbetrieben empfohlen.

9.3 Das Ampelprinzip zur Bewertung von Antibiotikaresistenzlagen
ausgehend von den genannten Indikatoren

Ein positiver molekularbiologischer Befund zu den genannten Resistenzgenen muss durch
Kulturverfahren bestatigt werden, um einen Handlungsbedarf anzuzeigen. Hier wird ein
Ampelprinzip vorgeschlagen mit Rot: Molekularbiologie + Kultur positiv; Gelb: Nur
Molekularbiologie positiv: Verifikation und erneute Uberprifung; Griin: kein positiver Befund in
Kultur und Molekularbiologie, d.h. kein Handlungsbedarf.

Rot: Molekularbiologie und Kultur positiv:
Handlungsbedarf

Gelb: Nur Molekularbiologie positiv:
Verifikation und Uberpriifung

Grin: kein positiver Befund in Kultur und Molekularbiologie:
Kein Handlungsbedarf
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