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|dentifikation von kritischen
Kontrollpunkten fiir Antibiotika-
resistenzen im kommunalen
Abwasserkanalsystem

Ein kommunales Abwasserkanalsystem wird derzeit an 20 Stellen systematisch auf die
Haufigkeit des Vorkommens von Antibiotikaresistenzgenen, fakultativ pathogenen Bakterien
und Multiresistenzen untersucht. So kénnen Belastungs-Hotspots aufgezeigt werden.

Die Relevanz der lokalen und nationalen  ventionsstrategien ist schon seit ldngerer sieren hauptsachlich auf klinische Bereiche.
Uberwachung von Antibiotikaresistenzen  Zeit erkannt. Internationale Uberwachungs-  Eine umfassendere Uberwachung von Ver-
zur Einfdhrung von Regularien und Inter-  strategien fir Antibiotikaresistenzen fokus-  breitungswegen wird jedoch bereits u. a.

Bild 1 Systematische Untersuchung eines komn
auf die Haufigkeit des Vorkommens von Antibiotikaresistenzgenen
Quelle: escli/Adobe Stock
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von der WHO gefordert. Etliche Studien
befassten sich dazu mit der Bewertung
von Kldranlagen und zeigten die Verbrei-
tung von Antibiotikaresistenzen in der
Umwelt. Kldranlagen sind jedoch nur als
Sammelbecken unterschiedlicher Abwas-
serbereiche zu werten. So sind bei hoher
Belastung mit Antibiotikaresistenzen zent-
rale MaBnahmen vor Ort zu fordern, ge-
rade wenn nachfolgend SchutzgUter der
offentlichen Gesundheit betroffen sind. Es
sollte jedoch gelingen, frihzeitig wichtige
Eintragsquellen zu identifizieren, um dann
gezielt dezentrale MaBnahmen am Ort
der Einleitung und Entsorgung zu ergrei-
fen. Konkret wird zurzeit ein kommunales
Abwasserkanalsystem systematisch auf die
Haufigkeit des Vorkommens von Antibio-
tikaresistenzgenen, fakultativ pathogenen
Bakterien und Multiresistenzen an insge-
samt 20 unterschiedlichen Stellen unter-
sucht. Jede Beprobungsstelle reprasentiert
dabei definierte Bereiche der stadtischen
Kommune, so dass bereits Belastungs-Hot-
spots aufgezeigt werden konnten, die das
Konzept einer Friherkennung von mikrobi-
ellen Belastungen bereits in Kanalsystemen
unterstitzen.

Einfiihrung eines Fritherkennungs-
systems

Das Management im Umgang mit klinisch
bedeutsamen Infektionen sollte zukunftig
nicht nur die Behandlung von Patienten be-
treffen, sondern eben auch die MaBnah-
men berdcksichtigen, die einer Verbreitung

Klinik

Kanalsystem

von Antibiotika-resistenten Mikroorganis-
men aus z. B. Kliniken und Pflegeheimen
entgegenwirken. Die Uberwachung eines
maoglichen Transfers von Organismen in der
Bevolkerung, bei Patienten und der Umwelt
ist wichtig und sollte immer mitbertcksich-
tigt werden /1/. Verschiedene kulturbasierte
und andere (meta-)genomische Verfahren
sind mittlerweile verftigbar, um die mikro-
bielle Diversitat im Hinblick auf Antibiotik-
aresistenzen und multiple Resistenzen auch
in der Umwelt zu Uberwachen /2, 3/. Ge-
rade die Anwendung von molekularbiolo-
gischen Technologien eréffnen heutzutage
neue Moglichkeiten im Umwelt-Monitoring
und der Friherkennung von biologischen
Risiken bezlglich Antibiotikaresistenz und
Multiresistenzen. Ein Monitoring von Re-
sistenzdeterminanten ist eine bisher noch
ungewohnliche und nur teilweise akzeptier-
te Praxis. DarUber hinaus fehlt bei diesen
Uberwachungsanstrengungen oftmals der
direkte Bezug zur 6ffentlichen Gesundheit.
Wir wissen zwar, dass der Gebrauch von
Antibiotika z. B. in der Human- und Vete-
rindrmedizin erfolgreich eingesetzt wird,
dass aber der Missbrauch dieser Wirkstoffe
zu einer Selektion und einer Evolution von
Resistenzen in Bakterien beitragt, die in
naher Zukunft ein Einsatz von Antibiotika
unwirksam machen, wird gerne verdrangt.
Eine Unterbindung solcher selektierender
Prozesse durch geeignete Strategien der
Vermeidung kann dazu beitragen, die Re-
sistenzevolution zu stoppen. Dazu zahlt
eben auch die Implementierung eines
Friherkennungssystems von Hotspots der

Antibiotikaresistenzen

Bild 2 Schematische
Darstellung eines
stédtischen Abwasserkanal-
systems mit unterschied-
lichen Eintragsquellen.
Quelle: KIT-IfG

Bewertung von
Kontrollpunkten

o || zentrale Klaranlage

Emission von Antibiotikaresistenzen und
Multiresistenzen im Abwasserbereich von
Kommunen.

Das Untersuchungsprogramm

In diesem Untersuchungsprogramm wer-
den verschiedene genomische und kultur-
basierte Verfahren genutzt, um Hotspots
der mikrobiellen Kontaminationen mit
klinisch-relevanten Antibiotikaresistenzge-
nen und Multiresistenzen im Abwasserka-
nalnetz einer Stadt (ca. 20.000 Einwohner)
zu identifizieren. Diese Art der Friiherken-
nung von Hotspots erfolgt somit schon vor
der zentralen Kldranlage, die ein Sammel-
becken aller Abwassereintrage darstellt,
und ermdglicht dadurch den Nachweis von
Hauptemittenten und folglich eine Verursa-
cheridentifizierung.

Eine schematische Darstellung eines sol-
chen Abwasserkanalsystems ist in Bild 2
darstellt. Es zeigt mdgliche kritische Be-
reiche des Eintrags an Antibiotikaresisten-
zen und Multiresistenzen, wie Kliniken,
Schlachthéfe und Industrie, aber eben auch
hausliche Bereiche des Kanalsystems, die im
Gesamtvolumen einen GroBteil des Abwas-
sers produzieren.

Identifikation von kritischen Kontroll-
punkten in einem stidtischen Abwasser-
kanalsystem

Antibiotikaresistente Bakterien und deren
Resistenzgene werden oft in Abwasser-
systemen beobachtet und gelangen Uber
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Tab. 1: Einteilung der klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen nach ihren Haufigkeiten
und klinischen Bedeutungen als ausgewahlte genetische Untersuchungsindikatoren zur
Identifizierung von Hotspots. Zusétzlich sind die gewahlten Parameter zur Erkennung von
multiresistenten Gram-negativen Bakterien nach KRINKO benannt.

Klassifizierung der Antibiotikaresistenzgene nach ihrer klinischen Relevanz

Resistenzgen Art und Funktion

blaCMY2
Intermediar ~ blaCTX-M15
el blaCTX-M32
mend

blaOXA48

mecA

blaNDM-1

blaKPC-3
Kritisch blaVIM2
bewertet

vanA

mcr-1

B-Laktamasen; enzymatischer Abbau des
Antibiotikums

Carbapenemase; enzymatischer Abbau des
Antibiotikums

Methicillinresistenz in Staphylokokken; veran-
derte Zielstruktur so dass B-Laktam-Antibiotika
nicht mehr wirken kénnen

Carbapenemasen; enzymatischer Abbau des
Antibiotikums

Vancomycinresistenz; Strukturanderung im
Zielmolekl sodass das Antibiotikum nicht
mehr wirken kann

Ubertragbare Colistinresistenz, sorgt fir eine

Strukturanderung im Zielmolekl sodass Colis-
tin nicht mehr wirken kann

Klassifizierung multiresistenter Gram-negativer Bakterien
Antibiotikagruppe Leitsubstanz

Acylureidopenicilline

EUCAST 3./4. Generation Cephalosporine

System Carbapeneme

Fluorchinolone

diese auch in die Umwelt /2, 3, 4/. Die Be-
lastungen von unbehandeltem Abwasser
und Klaranlagenablaufen oder Schlamm
von Kldranlagen werden u. a. als ursachlich
fur die Verbreitung von Resistenzen in die
aquatische Umwelt angesehen und haben
damit eine Signifikanz fur die Gefahrdung
der offentlichen Gesundheit. Vielfach sind
Antibiotika-Resistenzgene und damit auch
die bakteriellen Tragerorganismen bereits in
weiten Bereichen der aquatischen Umwelt
prasent, so dass bei dieser Gruppe der hau-
fig auftretenden Antibiotikaresistenzgene
MaBnahmen an der Quelle eine Verbrei-
tung nicht mehr aufhalten oder vermeiden
kann /2/. Viele dieser Resistenzgene sind
zudem genetisch transferierbar und kénnen
Uber einen horizontalen Gentransfer tber
eine Bakterienspezies hinaus in der Natur
ausgetauscht werden.
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Piparacillin
Cefotaxim und/oder Ceftazidin
Imipenem und/oder Meropenem

Ciprofloxacin

Indikatoren fiir eine Friiherkennung von
Hotspots

Zur ldentifizierung von kritischen Kontroll-
punkten ist daher der Blick auf besonders
hygienisch relevante Antibiotikaresistenz-
gene gelegt worden, die gegen Reser-
veantibiotika gerichtet sind und noch in
geringeren bzw. geringen Haufigkeiten
in Abwassersystemen mittels genetischen
Verfahren gemessen wurden /3, 5/. Dazu
zéhlen die intermediar vorkommenden
Carbapenem-Resistenzgene Gram-nega-
tiver fakultativ-pathogener Erreger (z. B.
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Entero-
bacter spp., Pseudomonas aerugino-
sa) mit den Markergenen b/aCTX-M32,
blaCTX-M15, blaOXA-48 und blaCMY-2.
Zu den besonders kritischen und noch re-
lativ selten vorkommenden Resistenzen

gehoren das Methicillin-Resistenzgen aus
Staphylokokken (mecA), das Colistin-Re-
sistenzgen  Gram-negativer  Bakterien
(mcr-1), das Vancomycin-Resistenzgen aus
Enterokokken (vanA) sowie die besonders
kritisch zu bewertenden mobilen Carba-
penem-Resistenzgene aus Gram-negativen
Erregern (b/laNDM-1 und blaKPC3). Zu-
satzlich wurden Gber Kulturverfahren und
Auswertungen nach KRINKO-Empfehlung
des Robert-Koch-Instituts Multiresistenzen
fur Gram-negative und ESBL-produzieren-
de Bakterien (ESBL: Extended Spectrum
Beta-Lactamases) untersucht. Hier wurde
speziell auf Multiresistenz gegen 3 und 4
Wirkstoffklassen (3/4 MRGN) untersucht
(Tab. 1).

Belastungssituationen iiber genetische
Marker

Die Belastung aller untersuchten Abwasser-
systeme und Teilbereiche des kommunalen
Kanalsystems mit den bereits intermediar
vorkommenden Antibiotikaresistenzgenen
(blau) zeigt Bild 3 deutlich. Hier betrug
der Medianwert aus allen Untersuchun-
gen der 4 Messkampagnen 2,47x107 Gen-
kopien/100 ml Abwasser. Verschiedenste
Messungen aus spezifischen Bereichen des
Kanalsystems lagen bereits Uber diesem
Median. Dazu zéhlten sowohl hdusliche Be-
reiche als auch Bereiche mit Kliniken oder
Altenpflegeheimen. Ein Verursacherprinzip
flr Belastungen mit Antibiotikaresistenzen
kann man aus dieser Gruppe an interme-
diar vorkommenden Antibiotikaresistenz-
genen nicht mehr ableiten, da sie bereits
zu haufig in der spezifischen Konzentra-
tion im Abwasser unterschiedlicher Berei-
che vorkommen.

Ein deutlich differenzierteres Bild zeigen die
Untersuchungen zu den als besonders kri-
tisch bewerteten Antibiotikaresistenzgenen
gegen die Reserveantibiotika Carbapene-
me, Methicillin, Vancomycin und Colistin.
Hier ist das durchschnittliche Vorkommen
deutlich geringer mit einem Medianwert
in allen Untersuchungen von 5,86x10*
Genkopien/100 ml. Das entspricht ca. 3
Log,,-Stufen weniger als die Gruppe der
intermediar vorkommenden Resistenzgene.
Dennoch zeigen die quantitativen genomi-
schen Messungen signifikante Hotspots im
Auftreten dieser besonders kritischen Pa-
rameter an. Diese Hotspots beziehen sich
deutlich weniger auf rein hausliche Abwas-

ser, sondern lassen den signifikanten Ein-
fluss von Kliniken und vor allem Altenpfle-
geeinrichtungen sichtbar werden. An einer
Pflegeeinrichtung lag die Abundanz der als
besonders kritisch bewertete Parameter
sogar Uber den intermedidr vorkommen-
den Antibiotikaresistenzen. Demzufolge
sind nicht nur Kliniken, sondern eben auch
Pflegeheime ein Hotspot fur den Eintrag
von hygienisch relevanten Antibiotikaresis-
tenzen in das kommunale Abwassersystem.
Diese Belastung mit Antibiotikaresistenzen
wirkt sich auf das Abwasser in den nachfol-
genden Abschnitten des Kanalsystems bis
hin zur zentralen Kldranlage aus, die dann an
zentraler Stelle aus dem Abwasser entfernt
werden missten, um die aquatische Umwelt
und damit auch den Menschen zu schitzen.
Als besonderer Hotspot hat sich das Alten-
zentrum des , Girlitz-Boulevards” gezeigt.
Hier waren Haufigkeiten als deutlich erhéht
far intermediar vorkommende und beson-
ders kritisch zu wertende Resistenzen in
den 4 Messkampagnen gemessen worden,
so dass man hier dezentral eine Hygienisie-
rung des Abwassers fordern sollte.

Oftmals werden generell Kliniken als , pri-
marer Hotspot” fur die Entstehung und
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und
entsprechende Genpools Uber Klinik-asso-
ziierte Routen angesehen /6, 7/. Weltweit
erkranken 7 % bis 12 % der Patienten im
Krankenhaus an Infektionen, das sind Uber
1,4 Mio. Personen. Hier kbnnen entspre-
chende HygienemaBnahmen greifen. Eine
Studie des International Nosocomial Infec-
tion Control Consortiums beobachtete,
dass ca. 46 % der erworbenen Infektionen
in Kliniken durch Enterobacteriaceae und
27 % auf P aeruginosa zurickzufthren sind,
gefolgt von 6 % Acinetobacter spp. und
3 % Staphylococcus aureus /1/. Unter den
Enterobacteriaceae ist die stark zunehmen-
de Resistenz gegen die Carbapeneme mit
den Resistenzgenen b/laNDM-1, blaOXA-23
und blaKPC als Besorgnis erregend zu be-
nennen /1/. Gene, die teilweise auch in den
vorliegenden  Abwasseruntersuchungen
bereits gefunden wurden. Dennoch zeigen
sich Altenpflegeheime, die bisher weniger
haufig als Hotspot benannt sind, als bedeu-
tende Eintragsquelle gerade was die kritisch

Antibiotikaresistenzen

benannten Antibiotikaresistenzen gegen
Reserveantibiotika angeht.

Multiresistenz als weiterer Indikator der
Friiherkennung

Weiterfihrende Untersuchungen konzen-
trierten sich auf den Nachweis von Multi-
resistenzen in Gram-negativen Enterobac-
teriaceae gegen 3 bzw. 4 Wirkstoffklassen
an klinisch relevanten Antibiotika. Nach
kulturbasierter Vorselektion auf ESBL-pro-
duzierende Enterobacteriaceae auf einen
Selektivagar (ChromAGAR ESBL) wurden je
10 Isolate pro Probenahmestelle im Antibio-
grammtest auf Multiresistenz nach KRIN-
KO/RKI Uberpruft. Die qualitativen (nicht
quantitativen) Ergebnisse sind in Tab. 2 fur
die jeweiligen Probennahestellen im kom-
munalen Abwasserkanalsystem aufgefuhrt.
Das Auftreten von 3 aber auch 4 MRGN
Isolaten macht einen Zusammenhang mit
Abwassern aus Kliniken und Pflegeheimen
deutlich sichtbar. Bei diesen Untersuchun-
gen ist jedoch nicht abschatzbar, inwieweit
diese multiresistenten Erreger im Kanalsys-
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Die StraBennamen sind anonymisiert, lediglich die speziellen Einflussgréen sind benannt. Gezeigt werden neben den Mittelwerten (Balken) auch die
Maximalwerte fiir intermedidre vorkommende (blau) und kritische Antibiotikaresistenzgene (orange). Die durchschnittlichen Medianwerte der beiden
Gruppen an Antibiotikaresistenzgenen sind entsprechend angegeben.

Der *Messwert zeigte in 1 von 4 Messkampagnen eine deutlich erhdhte ARG (Antibiotikaresistenzgene) Konzentration an.

Fur diese Darstellung wurde der Wert nicht gewichtet.

Bild 3 Darstellung der gemessenen Konzentrationen an Antibiotikaresistenzgenen in 100 ml Abwasserprobe

hiad. Proh h 1l
versc Prc

des stadtischen Kanalsystems aus 4 zeitversetzten Messkampagnen.

Quelle: KIT-IfG
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Tab. 2: Vorkommen von ESBL-produzieren-
den Enterobacteriaceae mit phanotypischer
3 bzw. 4-facher Resistenz gegen unter-
schiedliche Wirkstoffklassen nach KRINKO-
Empfehlung.

Messstellen ‘ 3MRGN ‘ 4MRGN
Buntspecht-Weg (Klinik)
Elster-Damm (Psychatrie)

Feldsperling-Trasse
(Seniorenzentrum)

Dompfaff-StraBe
(Seniorenheim)

Grunfink-Allee (Hospitz)

Girlitz-Boulevard
(Altenzentrum)

Spatzen-Gasse
(Altenpflege)

Kleiber-Weg
(Schwerbehindertenpflege)

Kohlmeisen-Damm
(hauslich)

Mauersegler-Trasse
(hauslich)

Schwalben-Gasse
(hauslich)
Tauben-Gasse (hauslich) - -

Raben-StraBe (hauslich) - -

Rotkehlchen-Allee
(industriell)

Drossel-Weg (hauslich) - -

Staren-Pfad (hauslich) - -

tem verbreitet werden, so dass auch wie im
Falle der ,, Schwalbengasse” 3 und 4 MRGN

in ursprdnglich hauslichen Abwassern auf-
treten und nachweisbar waren. Alternativ
kénnen auch Ausscheider dieser multire-
sistenten Bakterien Uber die Exkremente
das entsprechende Abwasser belasten. Es
muss bei diesen Untersuchungen immer
darauf verwiesen werden, dass es sich bei
diesen Kultur-basierten Messungen nicht
um quantitative Werte handelt. Es ist daher
denkbar, dass die gezeigte Tabelle lediglich
Schwerpunkte der Belastung mit Multire-
sistenzen darstellt, zumal bei den geneti-
schen Untersuchungen gezielt auf Carba-
penem-Resistenzgene fokussiert wurde, die
als Indikatoren fir eine Multiresistenz bei
Enterobakterien gewertet werden kénnen
/8/. Einige dieser Carbapenem-Resistenz-
gene wurden schon im Uberwiegenden Teil
der Probennahmestellen und damit auch in
hauslichen Bereichen gefunden.

Fazit der Untersuchungen

Es konnte gezeigt werden, dass es durch die
Auswahl geeigneter Parameter moglich ist,
Hotspots der Einleitung von Antibiotikaresis-
tenzen in das kommunale Kanalsystem auf-
zuzeigen. Dies konnte dann als Monitoring
einer routinemaBig durchgefiihrten Uberwa-
chungsstrategie genutzt werden, um dem
Verursacherprinzip zu entsprechen, wenn es
um die Forderung nach dezentralen Gegen-
maBnahmen zur Einleitung und Verbreitung
von Antibiotikaresistenzen geht.

Es sind sowohl die quantitative Erfassung
von genetischen Determinanten besonders
kritischer Antibiotikaresistenzgene als auch
die kultur- und Antibiogramm-basierte

Bestimmung von multiresistenten Entero-

bacteriaceae geeignet, Hotspots in kom-

munalen Kanalsystemen zu identifizieren.

Letztlich geht es darum, dem Verursacher-

prinzip entsprechend vor Ort MaBnahmen

zu initialisieren, um zentrale Klaranlagen zu

entlasten und damit einer Verbreitung in

der aquatischen Umwelt entgegenwirken

zu koénnen. Dies spielt gerade dann eine

groBe Rolle, wenn Schutzgiter wie Was-

serreservoirs, Badegewasser, Gewasser

der Freizeitnutzung und Wasser, die in der

Landwirtschaft z. B. zur Beregnung genutzt
werden, betroffen sind.
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