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5.1 Einleitung

Die Antibiotikaresistenz zahlt zu den gréf3ten Bedrohungen fiir die globale Ge-
sundheit (WHO 2019). Weltweit ist eine Zunahme von Infektionen mit antibioti-
karesistenten Bakterien zu verzeichnen. Die gesellschaftliche und wirtschaftliche
Belastung durch Antibiotikaresistenzen ist noch nicht absehbar, aber einige Pro-
gnosen gehen davon aus, dass resistente bakterielle Infektionen bis zum Jahr
2050 weltweit die haufigste Todesursache sein werden (O’Neill 2014). Globale
und nationale Aktionsplane basieren im Allgemeinen auf einem One-Health-An-
satz (Mensch-Tier-Umwelt) fur die Bekdmpfung von Antibiotikaresistenzen (EC
2017; Hernando-Amado et al. 2019); es wird jedoch zunehmend anerkannt, dass
den Umweltaspekten mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte (Liguori et
al. 2022). Die Notwendigkeit, die Rolle der Umwelt bei der Ausbreitung von an-
tibiotikaresistenten Bakterien (ARB) und Antibiotikaresistenzgenen (ARG) inner-
halb und zwischen Menschen, Pflanzen und Tieren besser zu verstehen, wurde
auch im deutschen Aktionsplan zur Bekampfung antibiotikaresistenter Bakterien
hervorgehoben (BMG 2023). Die Umwelt wird inzwischen nicht nur als wichtiger
Weg fiir die Ubertragung von Antibiotikaresistenzen anerkannt, sondern auch als
Reservoir fir ARG und damit als Ort fur die mégliche Aufnahme von ARG durch
Pathogene (Berglund et al. 2020; Forsberg et al. 2012, Larsson et al. 2022; Vas-
sallo et al. 2021). Eine grolRe Herausforderung besteht darin, dass ARG Uber
mobile genetische Elemente zwischen Bakterien ausgetauscht werden kénnen.
Daher ist es notwendig, diesen Gentransfer in der Umwelt zu beriicksichtigen.

Das TZW hat sich in der Vergangenheit im Rahmen mehrerer Projekte bereits
intensiv mit dem globalen Auftreten von antibiotikaresistenten Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen in der aquatischen Umwelt und der Trinkwasserauf-
bereitung beschaftigt (Stange et al. 2019; Stange und Tiehm 2020; Stelmaszyk
2023; Stieber et al. 2006; Stoll et al. 2009 und 2012). Die durchgefiihrten Studien
verdeutlichten die weite Verbreitung von Resistenzen in der aquatischen Umwelt
in Deutschland. Fiir die Uberwachung von Antibiotikaresistenzen in der Umwelt
stehen u. A. Kultur- und PCR-basierte Methoden zur Verfligung. Die kulturellen
Verfahren fokussieren sich bislang auf den Nachweis von antibiotikaresistenten
Pathogenen oder Fakalindikatorbakterien. Verfahren fiir den Nachweis von oligo-
trophen Bakterien, die in der Umwelt von hoher Relevanz sind und zur Verbrei-
tung der Bakterien beitragen kénnen, waren bislang noch nicht verfugbar.
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5.2 Methoden

Zum Nachweis von Resistenzen in der aquatischen Umwelt existieren unter-
schiedliche methodische Anséatze, wie in Bild 6.1 dargestellt.
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Bild 5.1:  Vergleich von Kultur-basierten und PCR-basierten Verfahren zum Nachweis
von Resistenzen aus Umweltproben.

Ein Kultur-basierter Nachweis von Resistenzen erméglicht die Erfassung von ver-
mehrungsfahigen Bakterien. Diese kénnen sowohl fur die menschliche Gesund-
heit relevant, als auch fir die Verbreitung in der Umwelt wichtige Trager sein. Sie
beruhen auf chromogenen, mit B-Laktam Antibiotika versetzten nahrstoffreichen
Medien (z.B. CHROM ESBL). Um die Pathogenen oder Fakalindikatorbakterien
zu selektieren, werden die zu untersuchenden Proben auf diesen Medien fur 24 h
bei 41 °C inkubiert (Schreiber et al. 2021). Dieser Kultur-basierte Nachweis wur-
de um die Erfassung von antibiotikaresistenten Umweltbakterien erweitert. Dabei
wurde nahrstoffarmes R2A-Medium (=oligotrophe Bedingungen) mit B-Laktam-
Antibiotika (Cephalosporine (BL1) nach Rupp und Fey (2003) und Carbapeneme
(BL2) nach Diab et al. (2018)) versetzt und die Inkubationsbedingungen ange-
passt (21°C, 2 Tage, siehe Bild 6.2). Zur Auswertung der resistenten Bakteri-
en wurden die Koloniezahlen pro Volumen einer Wasserprobe bestimmt (KBE/
100 mL) und die Identitat von Isolaten stichprobenartig ermittelt (MALDI-TOF MS).
Die gewonnenen Resistenz-Daten wurden mit den Ergebnissen aus den gPCR-
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Analysen abgeglichen. Eine stichprobenartige Bestétigung der B-Laktamasen
(B-Laktam hydrolysierende Enzyme der resistenten Bakterien) wurde mit einem
fur Umweltbakterien angepassten Mikrodilutionstest (Micronaut-S, Merlin, Bru-
ker) durchgefuhrt. Die Identifizierung erfolgt bei diesem Test durch das Wachstum
eines Isolats in Gegenwart eines Antibiotikums und das ausbleibende Wachstum
in Gegenwart von Antibiotikum und B-Laktamase Inhibitor.

1 mg/L Cefotaxim "
4 mg/LC

1 mg/L Ceftazidim l { > Reserv
2 L M

4 mg/L Cefpodoxim mg/L Meropenem

Rupp und Fey 2003 Diab et al. 2018

Cephalosporine, 3. ion Cephalosporin, 3. Generation & Carbapenem

Bild 5.2:  Angepasste Kulturverfahren zum Nachweis von B-Laktam-resistenten Umwelt-
bakterien.

Auf molekularer Ebene lassen sich die Resistenzgene in Wasserproben mittels
qualitativer oder quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachweisen. Die
PCR ist eine Untersuchungsmethode, die DNA-Fragmente fir die Analyse ex-
ponentiell amplifiziert. Der Prozess ist hochspezifisch und ermdglicht selbst mit
winzigen Probenmengen das Auffinden spezifischer Genomsequenzen. Hierbei
handelt es sich um eine Methodik, die weltweit zum Nachweis von Resistenzen
in Umweltproben Anwendung findet. Auch die ARG nicht-kultivierbarer Bakterien
kdénnen dadurch erfasst werden.

5.3 Ergebnisse

Aus vier verschiedenen Oberflachengewassern (Rhein bei Karlsruhe; Ruhr &
Stever bei Milheim und Donau bei Langenau) wurden an mehreren Probenah-
meterminen insgesamt 28 Proben gewonnen, um die entwickelten R2A-basierten
Kultivierungsmethoden fiir die Untersuchung von (-Laktamase-produzierenden
oligotrophen Bakterien zu testen. Die koloniebildenden Einheiten (KBE) pro mL
Wasserprobe sind in Abb. 3 gezeigt. Oligotrophe Mikroorganismen mit Resisten-
zen gegen bereits seit langerer Zeit im Einsatz befindlichen Cephalosporinen der
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3. Generation kommen in deutlich héherer Zahl vor (1,7 x 10* KBE/100 mL) als
Bakterien mit Resistenzen gegen die Reserveantibiotika-Gruppe der Carbapene-
me (4,0 x10® KBE/100 mL). Damit kommen 3-Laktam resistente Umweltbakterien
100-1000 haufiger in Oberflachengewassern vor als die mit dem CHROM ESBL
Medium isolierten ARB (4,1 x 10" KBE/100 mL). Carbapeneme sind als Reser-
veantibiotika eingestuft und werden deshalb als antibiotische Wirkstoffe nur fur
schwer therapierbare bakterielle Infektionen eingesetzt. Dass trotz des geringe-
ren Einsatzes von Carbapenemen in Deutschland in allen untersuchten Ober-
flaichenwassern resistente und vor allem Carbapenemase-bildende Organismen
gefunden werden konnten, ist alarmierend. MALDI-TOF MS-basierte Identifizie-
rungen exemplarischer Isolate von den Medien BL1 und BL2 zeigten, dass die
angepassten Verfahren ausschlieBlich Umwelt-relevante Bakteriengattungen,
darunter am haufigsten Pseudomonas, Falvobacterium und Janthinobacterium,
selektieren.
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Mittelwert [KBE/100 mL]: 4,9x 10 5,6 x 10°* 2,7x10*
Median [KBE/100 mL]: 4,1x10" 1,7 x 10* 4,0 x 10°
rel. Abundanz* [%)]: 48,3 (+26,1) 22,5 (+23,0)

*relativ zu KBE auf Antibiotika-freien Medien

Bild 5.3:  Koloniebildende Einheiten (KBE) pro 100 mL Wasser auf Standard Medien
fur die Isolation ESBL bildender Pathogene und Fékalindikatoren (CHROM
ESBL) und R2A-basierten Medien (21 °C, 48 h Inkubation) BL1 (Cephalospo-
rin-resistente Umweltbakterien) und BL2 (Carbapenem-resistente Umweltbak-
terien). Insgesamt wurden 28 Oberflachenwasserproben untersucht.
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Einige Isolate wurden auf’erdem auf die Expression einer 3-Laktamase unter-
sucht, um auszuschlieRen, dass es sich bei der phanotypisch feststellbaren Re-
sistenz um unspezifische Mechanismen, wie z. B. Schutz durch die Ausbildung
einer extrazelluldren Matrix, o. A. handelt. Mit dem Micronaut-S B-Laktamasen
Mikrodilutionstest konnte fur die Mehrzahl der 37 untersuchten Isolate eine Bil-
dung von B-Laktamasen bestatigt werden. 19 % waren dabei resistent gegen
Carbapeneme, wobei die Resistenz durch EDTA oder Avibactam-Zugabe inhi-
bierbar war. Keine Hemmung durch diese Substanzen wurde bei den restlichen
81% Carbapenem-resistenter Bakterien nachgewiesen, was auf die Produktion
von D-Carbapenemasen hindeutet. Bei 70% der Isolate konnte zudem gleichzei-
tig eine Resistenz gegen Cephalosporine festgestellt werden, die durch Clavulan-
saure hemmbar war.

Die Erkenntnisse aus den Kulturverfahren zeigen, dass die Umwelt und speziell
die dort vorherrschenden oligotrophen Bakterien ein Reservoir fur diese Resis-
tenzen darstellen.

Der Vergleich von Kulturverfahren und PCR-basierten Methoden bestétigt die
Erkenntnisse (siehe Abb. 4). Analog zum Kultur-Nachweis konnten in der PCR
Cephalosporin-Resistenzgene deutlich haufiger detektiert werden als die Car-
bapenem-Resistenzgene, die eine Resistenz gegen die Reserve-Antibiotika der
Carbapenem-Gruppe vermitteln.
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Bild 5.4: Konzentration von Antibiotikaresistenzgenen pro 100 mL. Die Gene sind nach
ihrer Auspragung von Cephalosporin-Resistenz, Carbapenem-Resistenz
gruppiert (Einordnung It. CARD-Datenbank: https://card.mcmaster.ca/). Die
Mittelwerte wurden aus den Analysen der selben 28 Oberflachenwasser-
proben gebildet, die auch fiir die Nachweise im Kulturverfahren verwendet
wurden. Die Bestimmungsgrenze der qPCR ist iegt bei 2 Genkopien/mL.

5.4 Schlussbemerkungen

Am TZW konnte erfolgreich ein kultur-basiertes Verfahren zum Nachweis von an-
tibiotikaresistenten Umweltbakterien etabliert werden. Insgesamt belegen die Er-
gebnisse der gPCR- und Kultur-basierten Untersuchungen die weite Verbreitung
von antibiotikaresistenten Umweltbakterien und ARG in Oberflachengewéssern.
Die Umwelt als Reservoir flr Antibiotikaresistenzen sollte deshalb zuklinftig inten-
siver untersucht werden, um die Rolle der oligotrophen Bakterien als Promotoren
fur die Verbreitung der Resistenzen besser zu verstehen und zeitliche Entwick-
lungen erfassen zu kénnen. Daher empfehlen wir ein regelmafRiges Monitoring
auf ARG und resistente Umweltbakterien. Darliber hinaus ist die Kontrolle von
Antibiotikaresistenzen in Klaranlagenabldufen und eine weitergehende Abwas-
serreinigung sinnvoll, um die Eintrége in die Umwelt reduzieren.
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