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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Ein bislang vernachlassigter Bereich im Zusammenhang mit Antibiotikaresistenzen ist das hausliche Um-
feld, obwohl diesem durch den Umgang mit Lebensmitteln, die mit der medizinisch und landwirtschaftlich
bedingten Problematik der Antibiotikanutzung in Verbindung stehen, eine zentrale Rolle zukommt. Was-
serfihrende Systeme (Abflisse, Geschirrspiler, Waschmaschinen) spielen eine bislang unterschatzte,
Rolle. Die Analyse der mdglichen Transferpfade von Antibiotikaresistenzen im hauslichen Umfeld kann
helfen, die mdglichen Risiken des Transfers innerhalb des Haushalts und aus dem Haushalt in die Um-
welt abzuschéatzen. Es soll ein vertieftes Wissen lber Transferpfade erlangt werden, welches abschlie-
Rend als Projektergebnis Verbrauchern und anderen Beteiligten zugénglich gemacht werden soll.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Im ersten Teil des Projekts erfolgte die Identifizierung von Resistenzgenen in Haushaltsproben (Wasch-
maschine, Duschsiphon und Geschirrspuler). AnschlieZend wurde die DNA aus den Proben extrahiert und
mittels Real-Time PCR zum Nachweis von Resistenzgenen untersucht. Zudem wurden die Proben mit
niedrigen Antibiotikakonzentrationen kultiviert, um so resistente bakterielle Spezies zu isolieren. Die-se
Isolate wurden mittels VITEK 2 identifiziert und Resistenzprofile wurden erstellt. Die auftretenden an-
tibiotikaresistenten Bakterien und Resistenzgene wurden anschlieRend mit denen aus Umweltproben,
basierend auf Literaturdaten und bereits genommenen Proben, verglichen, um mégliche Hotspots im
Haushalt identifizieren zu kénnen. Um die potentiellen Transferpfade von Antibiotikaresistenzen bestim-
men zu kénnen, wurden neben dem Vergleich der auftretenden Resistenzgene Metagenomanalysen der
Proben aus Haushalten und Umwelt (Boden und Klaranlage) durchgefiihrt. Diese ermdglichen es, die
gesamte genetische Information aller Organismen in einer Probe zu analysieren und Ubereinstimmun-gen
zwischen den Habitaten zu ermitteln, wodurch Rickschlisse auf einen Transfer der Antibiotikaresis-
tenzen moglich sind. Im Zuge der anwendungsbezogenen Versuche in Waschmaschinen und Geschirr-
spulern wurden bereits charakterisierte, resistente Laborstdmme bzw. im Rahmen des Projekts isolierte
Bakterienstamme verwendet, um den Effekt der Bedingungen auf antibiotikaresistente Bakterien zu be-
stimmen. Basierend auf der systematischen Analyse der Ergebnisse wurden Handlungsempfehlungen zur
Vermeidung/Reduktion von antibiotikaresistenten Bakterien entwickelt.
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Ergebnisse und Diskussion

Es wurden verschiedene Umgebungen derselben geografischen Region untersucht, um potenzielle
Ubertragungswege von antibiotikaresistenten Bakterien mit besonderem Fokus auf Privathaushalte zu
untersuchen. Klaranlagen konnten als Hotspots flr Antibiotikaresistenzen bestétigt werden. Antibiotika-
resistenzgene und antibiotikaresistente Bakterien traten in Privathaushalten h&ufig auf, somit kdnnte die
hausliche Umgebung auch als Reservoir fur Antibiotikaresistenzen fungieren.

Die Resistenzgene und antibiotikaresistente Bakterienstamme im Haushalt weisen zum Teil die gleichen
Spezies und Gene auf, die auch in der Klaranlage auftreten. Der Anteil an Resistenzen im Haushalt ist im
Vergleich zu Abwasser und Klarschlamm jedoch deutlich geringer. Intrinsisch resistente Spezies sind im
Haushalt starker vertreten als im untersuchten Abwasser und Klarschlamm. Obwohl die intrinsischen
Resistenzen von Natur aus bestehen, sind auch Infektionen durch solche Mikroorganismen von Bedeu-
tung. Im Abwasser, Klarschlamm und Ablauf variieren die identifizierten bakteriellen Spezies nur gering-
fugig, wahrend die Variation in den verschiedenen Haushaltsbereichen starker ist. Der Eintrag von Mik-
roorganismen aus dem Haushalt in das Klarwerk und umgekehrt kénnte méglich sein, da die gleichen
Umweltbakterien in den jeweiligen Habitaten Uberleben. Die unterschiedlichen bakteriellen Zusammen-
setzungen und Resistome von Bdden, Klaranlagen und Haushalten zeigen jedoch, dass, obwohl eine
haufige Entwicklung mobiler Resistenzgene wahrscheinlich ist, nur wenige zwischen unterschiedlichen
bakteriellen Gemeinschaften Ubertragen werden oder sich dort etablieren. Die durchgefihrte Metage-
nomanalyse der verschiedenen Habitate zeigt, dass es charakteristische Resistome gibt und nur wenige
Uberschneidungen von Antibiotikaresistenzgenen zwischen den untersuchten Gebieten. Dies deutet da-
rauf hin, dass sich Antibiotikaresistenzen vorwiegend in den jeweiligen Umgebungen entwickeln kdnnten,
verursacht durch die unterschiedlichen Umweltbedingungen.

Die praxisnahen Versuche bei Wasch- und Spilmaschine zeigen, dass es keinen signifikanten Unter-
schied bei der Reduktion der mikrobiellen Belastung von antibiotikaresistenten Bakterien und nicht resis-
tenten Stémmen gibt. Die Versuche fir Waschmaschinen untermauern die Wichtigkeit der Anwendung von
heiRen Programmen (60 °C) und das Verwenden von bleichehaltigen Waschmitteln. Beim maschi-nellen
Geschirrspillen sind die Keimzahlreduktionen héher als bei den Waschmaschinenversuchen. Die
Ergebnisse der anwendungsbezogenen Versuche ermdglichten es fundierte Verbraucherempfehlungen fur
das Waschen und Geschirrspilen zu formulieren.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Die Daten zu Antibiotikaresistenzen wurden im November 2020 in einem Peer-Review-Journal
veroffentlicht und es wurde auf das das laufende Projekt im HN21 Journal 2019 aufmerksam gemacht. Die
Ergebnisse der Metagenomanalyse wurden im Mai 2021 ebenfalls in einem Peer-Review-Journal
veroffentlicht. Auch eine Ende 2020 verdffentlichte Dissertation enthédlt entsprechende Resultate.
Basierend auf den Ergebnissen wurden konkrete Verbrauchempfehlungen formuliert, welche in
Kooperation mit dem ,Forum Waschen* der Offentlichkeit zugénglich gemacht werden, in Form von
Internetinformationen und einem Vortrag auf der Multiplikatorentagung im Marz 2022.

Fazit

Die Studie liefert Hinweise darauf, dass die Ubertragung von Antibiotikaresistenzen und
antibiotikaresistenten Bakterien zwischen verschiedenen Umgebungen weniger wichtig sein konnte als der
Fokus auf die Umsetzung von Praventionsmaflinahmen in jeder einzelnen Umgebung. Wéhrend die
Metagenomstudie einen guten ersten Uberblick ermdglicht, sind weitere Studien mit einer groReren
Probenzahl und einer tiefgreifenden Analyse der gemeinsam genutzten Gene erforderlich. Die Ausbreitung
von Antibiotikaresistenzen kann begrenzt werden, indem die Entwicklung von Resistenzen in der
Haushaltsumgebung reduziert wird, um ein geringes, aber dennoch mdgliches Infektionsrisiko fir
Haushaltsmitglieder und eine Verbreitung innerhalb des Haushalts oder Uber hdusliches Abwasser zur
Klaranlage zu verhindern. Ein mdglicher Transfer von Antibiotikartickstanden und resistenten Bakterien
aus der Klaranlage in die Umwelt sollte vermieden werden, um die Forderung der Resistenzentwicklung zu
unterbinden. Dies kénnte durch den Einsatz fortschrittlicher Technologien bei der Abwasserbehandlung
und die Vermeidung der Verwendung von behandeltem Abwasser zur Diingung und Bewasserung erreicht
werden. Es sind umfassendere Studien erforderlich, um die Resistome verschiedener Umgebungen zu
vergleichen und um zu bestétigen, ob sich Antibiotikaresistenzen unabhéangig in jeder Umgebung
entwickeln. Basierend auf den erhobenen Daten sollten quantitative Analysen durchgefiihrt werden, um die
Bedeutung der Unterschiede zwischen den analysierten Umgebungen weiter herauszuarbeiten.
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Zusammenfassung

Im Rahmen eines Projektes der Hochschule Rhein-Waal erfolgt die Analyse von
Antibiotikaresistenzen im Haushalt im Vergleich zu Umweltkompartimenten mit dem Ziel,
Empfehlungen und praventive MalRnahmen zur Vermeidung bzw. Reduktion von
antibiotikaresistenten Bakterien im Haushalt fur Verbraucher zu entwickeln. Das Projekt wird von der

Deutschen Bundesstiftung Umwelt unter dem Aktenzeichen 34632/01 gefdrdert.

Um die Relevanz von Antibiotikaresistenzen im Haushalt zu ermitteln, erfolgt zun&chst eine Analyse
des IST-Zustands. AnschlieBend soll durch die Charakterisierung von antibiotikaresistenten
Bakterien und Resistenzgenen in der Haushaltsumgebung und den Vergleich mit
Umweltkompartimenten die Bedeutung des Haushalts bei der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen besser verstanden werden. Dabei sollen vor allem Gene, die eine Resistenz
gegenlber Beta-Laktamen und Colistin (Polymyxin E) vermitteln, betrachtet werden, da diese
Antibiotika als Reserveantibiotika gelten und eine Resistenz demnach von besonderer Bedeutung
ist. Durch das vorrangige Auftreten dieser Resistenzmechanismen bei gramnegativen Spezies wird
dabei ein besonderer Fokus auf multiresistente gramnegative Bakterien (MRGN) gesetzt. Zudem
erfolgt die Untersuchung des Einflusses der gegebenen Umweltbedingungen in Haushaltsgeraten

auf antibiotikaresistente Bakterienstamme.

Die Ergebnisse zeigen, dass Resistenzgene und resistente bakterielle Spezies auch im hauslichen
Umfeld auftreten. Obwohl deren Anteil im Vergleich zu Proben aus einem Klarwerk geringer ausfallt,
konnten die gleichen Antibiotika-Resistenzgene und Bakterienspezies nachgewiesen werden. Ein
Transfer von resistenten Spezies aus dem Haushalt in das Klarwerk und umgekehrt konnte demnach

mdglich sein, da die gleichen Umweltbakterien in den jeweiligen Habitaten tberleben.

Die durchgefiihrte Metagenomanalyse weist jedoch darauf hin, dass sich Antibiotikaresistenzen
(ABR), aufgrund der unterschiedlichen Umweltbedingungen, vorrangig unabhéngig voneinander in
den jeweiligen Umgebungen entwickeln konnten. Die Ubertragung von ABR zwischen den
verschiedenen Habitaten ist eher auf direkt verbundene Umgebungen beschrankt, etwa vom
Haushalt zur Klaranlage. Die untersuchten Bereiche zeigten unterschiedliche bakterielle
Gemeinschaften mit ausgepréagten Unterschieden zwischen den Teilumgebungen innerhalb der
Klaranlage und in den Haushalten, was die Hypothese unterstlitzt, dass Resistome vorwiegend
durch die bakterielle Phylogenie strukturiert sind. Daher liefert unsere Studie Hinweise darauf, dass
die Ubertragung von Antibiotikaresistenzgenen (ARG) und antibiotikaresistenten Bakterien zwischen
verschiedenen Umgebungen weniger wichtig sein konnte als die Konzentration auf die Umsetzung

von Praventionsmal3nhahmen in jeder einzelnen Umgebung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit ermdglichen die Formulierung von praventiven Malinahmen zur
Minimierung der Risiken fiur Mensch, Tier und Umwelt (One-Health). Basierend auf der
Ergebnisanalyse werden Onlineinformationen bereitgestellt, die Empfehlungen und préventive

Mafinahmen fir Verbraucher enthalten, mit besonderem Fokus auf zu verwendende Programme fir
Vil



Wasch- bzw. Reinigungsmittel, und die Uber Plattformen des ,Forum Waschen* oder der
Verbraucherzentrale NRW zugénglich gemacht werden sollen. Die Ergebnisse des Projekts kénnen
auRerdem dabei helfen, Ansatzpunkte fir neue Technologien und MalRBhahmen zu liefern und somit

einen direkten Beitrag zur Umweltentlastung und dem Verbraucherschutz leisten.
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1. Einleitung

Antibiotika wie Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme sind wertvolle Hilfsmittel und
unerlasslich im Kampf gegen humanpathogene Bakterien. Um ihre Wirksamkeit zu wahren und die
potenzielle Antibiotikakrise zu vermeiden?!, bedarf es einer Reduzierung der Resistenzentwicklung
bei humanpathogenen Bakterien. Durch den unsachgeméaf3en und Uberméfigen Einsatz von
Antibiotika entstehen resistente Spezies, die gegeniiber antibiotikasensitiven Bakterien
Selektionsvorteile  besitzen?®. Wahrend sich ein breites Spektrum an Studien mit
Antibiotikaresistenzen im klinischen Bereich beschéftigt hat, ist die aktuelle Datenlage Uber das
Vorkommen, die Verbreitung und Arten von Antibiotikaresistenzen in anderen Bereichen sowie die
damit verbundenen Risiken fir Mensch, Tier und Umwelt allerdings verhaltnismaRig gering und
fragmentiert*®. Zwar wurde bereits eine Vielzahl an Studien zum Auftreten von ABR im Boden, in
Klaranlagen und in Lebensmitteln durchgefiihrt*5-1¢, jedoch wurde das hausliche Umfeld in diesem

Zusammenhang bisher vernachlassigt, auf dem im Projekt der Fokus liegt.

Aus der Literatur geht hervor, dass Antibiotika-Resistenzgene (ARG) in der Umgebung und in
Bestanden der Nutztierhaltung, im Boden, in Haustieren, in Haushaltsgeraten sowie in tierischen
und pflanzlichen Lebensmitteln auftreten!*'417-24, Demnach birgt die Resistenzentwicklung nicht nur
Risiken im klinischen Bereich bei der Antibiotikatherapie, sondern kann auch direkte nachteilige
Folgen durch den Eintrag in Haushalt und Umwelt fir die Verbraucher- und Tiergesundheit haben?.
Diese Studien legen nahe, dass ARG mdglicherweise durch Lebensmittel oder auf der Haut von
Menschen in den Haushalt gelangen. Darlber hinaus ist auch die Entstehung von
Antibiotikaresistenzen im Haushalt vorstellbar, wenn Antibiotika ohne bzw. abweichend von der
arztlichen Verordnung eingenommen werden. SchlieBlich kénnten Haushaltsgerdte auch beim
Austrag von antibiotikaresistenten Bakterien und extrazellularen Resistenzgenen eine Rolle spielen,
da deren Grauwasser als wichtige Komponente des hauslichen Abwassers berlcksichtigt werden
muss. Es ist durch zahlreiche Studien belegt, dass Abwasser zum einen Antibiotikarlickstdnde und
zum anderen eine Vielzahl von ARG enthdlt, wodurch resistente Bakterienstdmme selektiert und
ARG verstarkt verbreitet werden konnen'®26-29, Obwohl Antibiotikaresistenzen (ABR) in Teilen einen
naturlichen Mechanismus in Umweltmedien (Bdden, Abwasser, Klarschlamm, Biofilmen)
darstellen®>?t, wird das Resistenzreservoir (Resistom) der Umwelt durch die vermehrte Exposition
von Bakterien mit Antibiotika stark verandert und einem Selektionsdruck ausgesetzt, der die
Entstehung von neuen Resistenzgenen beginstigt und auch in der Zunahme von Resistenzen in
klinisch relevanten Erregern resultieren kann?2. Durch den komplexen Zusammenhang von Mensch,
Tier, Umwelt und Gesundheit wird ein ganzheitlicher Ansatz benétigt, um Umwelt- und
Gesundheitsproblemen entgegenzuwirken (One-Health-Ansatz)?®. Dabei wurde das hausliche
Umfeld jedoch bislang kaum beachtet, denn trotz der hohen Abundanz von ABR in der Umwelt
erfolgte bisher keine Beriicksichtigung des Haushalts als potentieller Transferpfad zwischen Umwelt

und Haushalt. Die Erfassung der Verbreitung von ARG in Umwelt- und Haushaltsproben kénnte



jedoch helfen, die Ubertragungswege von Resistenzen und die damit verbundenen Risiken zu

ergriinden.

Die Ubertragung von Resistenzen kann zur Entstehung von multiresistenten Erregern fiihren, die
bei nosokomialen Infektionen eine besondere Herausforderung darstellen, da verschiedene
Antibiotikaklassen ihre Wirksamkeit verlieren. In diesem Zusammenhang ist insbesondere das
hausliche Umfeld relevant, da nicht nur die Ubertragung von antibiotikaresistenten Bakterien in
Krankenhausern, haufig tiber Patienten, Besucher und Mitarbeiter erfolgt, sondern im Haushalt auch
mehr und mehr gefahrdete Personengruppen zu finden sind (n.b. hausliche Pflege)®. Zudem
gewinnen resistente Umweltkeime zunehmend an Bedeutung, sodass auch deren mdgliche Quellen
besser untersucht werden mussen. In diesem Zusammenhang spielen wasserfihrende Systeme
(Abflisse, Geschirrspuler, Waschmaschinen) eine bislang unterschatzte, aber mdglicherweise
wichtige Rolle. Dies verdeutlicht auch eine Studie von Schmithausen et al. (2019), die die
Ubertragung eines Extended-Spectrum-Beta-Laktamase bildenden Klebsiella oxytoca-Stamms aus
einer Waschmaschine auf die Kleidung fur Sauglinge einer Sauglingsstation nachweisen konnten3:.
Aus Griunden der Energieeffizienz ist es auRerdem gewlinscht, die Waschtemperaturen so weit wie
mdoglich abzusenken. Die Temperatur stellt jedoch eine wichtige MalBnahme dar, um in der Wasche
vorhandene Keime*? inklusiver potentiell resistenter Spezies zu inaktivieren. Daher kann eine
Analyse der méglichen Transferpfade von ABR im hauslichen Umfeld helfen, die mdglichen Risiken
des Transfers aus dem Haushalt abzuschdtzen und auch bei umweltschonenden
Niedrigtemperaturverfahren in Waschmaschinen und Geschirrsplilern eine hygienische Sicherheit

gewabhrleisten zu kénnen.

1.1 Zielsetzung

Ziel dieses Projektes war es daher, das hausliche Umfeld und insbesondere Haushaltsgerate wie
Waschmaschinen und Geschirrspuler als mdgliche Schnittstelle beim Transfer von ABR naher zu
untersuchen und dadurch ein vertieftes Wissen Uber Transferpfade zu erlangen, das abschlieRend

als Projektergebnis Verbrauchern und anderen Beteiligten zuganglich gemacht werden soll.

Daher wurde das Auftreten von Resistenzen gegentber Reserveantibiotika (Beta-Laktame und
Caolistin) im hauslichen Umfeld (in Waschmaschinen, Geschirrspilern und Duschsiphons) analysiert.
Beispielhaft wurden dazu 54 Verbraucherhaushalte betrachtet, um gegebenenfalls Hotspots im
hauslichen Umfeld und potentielle Transferpfade von ABR zwischen Haushalt und Umwelt zu
identifizieren. Die gefundenen Resistenzgene wurden anschlieRend mit Literaturdaten bzw. bereits
vorhandenen Ergebnissen zu Resistenzen in der Umwelt verglichen. Des Weiteren wurde mittels
genetischer Analysen (Metagenomanalysen) der Haushalts- sowie von Klarwerk- und Bodenproben
die potentiellen Transferpfade analysiert und die Bedeutung des hauslichen Umfelds bei der
Verbreitung von ABR ermittelt. Dartiber hinaus wurde mithilfe anwendungsbezogener Versuche der

Effekt der gegebenen Bedingungen in Haushaltsgeraten auf antibiotikaresistente Bakterienstadmme

2



Uberprift, um so praventive MaRnahmen formulieren zu kénnen. Basierend auf den Ergebnissen
wurden konkrete Verbrauchempfehlungen entwickelt und diese werden in Kooperation mit dem
,Forum Waschen“ der Offentlichkeit zugéanglich gemacht, in Form von Internetinformationen und

einem Vortrag auf der Multiplikatorentagung im Marz 2022.

1.2 Kooperationspartner

Dr. Florian Wichern, AG Bodenkunde und Pflanzenern&dhrung, Hochschule Rhein-Waal

Die Arbeitsgruppe Hygiene und Mikrobiologie arbeitet eng mit der AG Bodenkunde und
Pflanzenerndhrung zusammen. Dr. Florian Wichern war daher direkt an dem beantragten Projekt
beteiligt und stand bei Fragen hinsichtlich raumlichen Transfers von Bodenmikroorganismen und
deren mikrobiellen Aktivitat im Boden zur Verfigung. Zudem wurden die mit einbezogenen

Bodenproben im Rahmen seiner AG genommen und analysiert.

Dr. Stefanie Wieck, Umweltbundesamt

Dr. Stefanie Wieck arbeitet am Umweltbundesamt in der Fachgruppe IV ,Biozide“. In ihrer
Dissertation hat sie sich mit der Biozidnutzung in Privathaushalten und deren Eintrag ins Abwasser

beschaftigt und war im Projekt daher beratend an der Schnittstelle Umwelt — Haushalt tatig.

Dr. Jiurgen Harlizius, Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen

Dr. Jirgen Harlizius stand als Fachtierarzt fir Schweine der Landwirtschaftskammer NRW als
Experte fur Fragen im Hinblick auf Nutztierhaltung und Veterindrmedizin zur Verfigung und deckt

somit die Schnittstelle Landwirtschaft — Haushalt ab.

Philip Heldt, Verbraucherzentrale Nordrhein-Westfalen

Philip Heldt unterstitzte als wissenschaftlicher Mitarbeiter der Verbraucherzentrale das Projekt
beratend hinsichtlich Nachhaltigkeit und Verbrauchersicherheit. Uber die Plattform der
Verbraucherzentrale kénnen Empfehlungen und préaventive MalRnahmen fir die Verbraucher

zugéanglich gemacht werden, wodurch die Schnittstelle Verbraucher — Forschung abgedeckt wird.

Dr. André Frontzek, Medizinisches Versorgungszentrum Dr. Stein + Kollegen

Dr. André Frontzek stand bei Fragen bezlglich der molekularen Diagnostik und im Bereich der

Entwicklung von PCR-basierten Testsystemen zur Verfiigung. Zudem besitzt er Expertise auf dem
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Gebiet der Antibiotikaresistenzen (insbesondere Beta-Laktamasen) hinsichtlich klinischer Relevanz,
Epidemiologie und medizinischer Diagnostik. Demnach wurde mit ihm als beratendem

Projektpartner die Schnittstelle Klinik — Haushalt abgedeckt.

2. Methodik und Vorgehensweise
2.1 Analyse des IST-Zustandes

Im ersten Teil des Projektes erfolgte zunachst eine Analyse des IST-Zustandes. Zu diesem Zweck
wurde aufbauend auf den bisherigen Erfahrungen in der Arbeitsgruppe Hygiene und Mikrobiologie
ein Real-Time PCR Test verwendet, um die in den Proben vorhandenen Resistenzgene zu
identifizieren. In einem weiteren Schritt wurden resistente bakterielle Spezies mithilfe von niedrigen

Antibiotikakonzentrationen isoliert und anschlielRend charakterisiert.

Probenaufbereitung und DNA-Extraktion

Es wurden Duschsiphons, Geschirrspiler und Waschmaschinen von 54 Haushalten aus Nordrhein-
Westfalen untersucht. Die meisten Proben wurden in Haushalten ohne hausliche
Pflegeeinrichtungen genommen, die zu Wohnhausern und auch zu Einfamilienhdausern gehdrten.
Die Proben wurden von den Innenrohren von Duschsiphons, dem Pumpensumpf von
Geschirrspulern oder der Einspulkammer und Gummitirdichtung von Waschmaschinen mittels

Tupferverfahren in dreifacher Wiederholung entnommen.

Nach der Entnahme wurden die Proben sofort bei 4 °C gelagert und innerhalb von 24 h bearbeitet.
Die entnommenen Proben wurden in 1000 pL sterilem 0,9%igem Natriumchlorid suspendiert (je drei
Abstriche wurden entnommen und gepoolt). Nach der Zentrifugation bei 4.800 U/min/8 °C/15 min
wurde der Uberstand verworfen und das resultierende Pellet in 500 pL sterilem 0,9%igem
Natriumchlorid erneut suspendiert. Zur Selektion der antibiotikaresistenten Stamme wurden die
Proben in TSB (Trypton-Soja-Bouillon) mit niedrigen Antibiotikakonzentrationen (2 pg/mL
Carbapenem, 6 pg/mL Cefotaxim und 10 pg/mL Colistin) kultiviert. Es wurden subinhibierende bzw.
niedrige Konzentrationen verwendet, da Antibiotika normalerweise nicht in letalen Konzentrationen
in der Umwelt vorkommen und auf diese Weise das Wachstum anfalliger Stamme gehemmt wird

wahrend Stamme mit nur verminderter Anfalligkeit und Resistenzen noch isoliert werden.

Fir die Aufreinigung der Gesamt-DNA wurde das Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Bio, Santa Ana,
CA, USA) gemaR der Herstellerangaben mit den folgenden Anpassungen verwendet. Statt 500 mg
festem Material wurden 250 uL der suspendierten Probe verwendet. Die Proben wurden zweimal im
Geréat FastPrep-24™ fur 60 Sekunden bei 6,0 m/s homogenisiert. Alle Proben wurden zweimal mit

der SEWS-M-L6sung des Kits gewaschen.



Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Beta-Laktam-Antibiotika zur Isolierung von resistenten bakteriellen
Spezies.

Antibiotikagruppe Antibiotika
Carbapeneme Imipenem
Meropenem
Cephalosporine Cefotaxim
Ceftazidim
Polymyxin Colistin

Nachweis von Antibiotikaresistenz-Genen

Der Nachweis der ARG erfolgte mittels quantitativer Real-Time PCR, die die Detektion der Menge
der PCR-Produkte in Echtzeit und somit eine Quantifizierung ermdglicht. Dabei wurde der Fokus auf
die in Tabelle 2 dargestellten Resistenzgene gesetzt. Bei dem verwendeten Test handelt es sich um
ein TagMan® Assay, der bereits erfolgreich in der Arbeitsgruppe Hygiene und Mikrobiologie zum
Einsatz kam?3. Bei diesem werden mit verschiedenen Farbstoffen markierte Sonden in jedem
Primer-Mix verwendet, wodurch der Subtyp der entsprechenden Gruppe der Beta-Laktamasen bzw.

das spezifische Colistin-Resistenzgen direkt bestimmt werden kann.

Tabelle 2: Ubersicht der zu betrachtenden Resistenzgene und deren hydrolytische Aktivitat.

Typen Gene Hydrolytische Aktivitat
Carbapenemasen
GES, KPC, OXA-48 Penicilline, Cephalosporine der 1. & 3.
Generation, Carbapeneme
Metallo-B-Laktamasen VIM, NDM alle Beta-Laktame aul3er Monobactame
OXA-B-Laktamasen OXA-23, OXA-58 Penicilline (Oxacilline), Cephalosporine,

teilweise Carbapeneme

Cephalosporinasen

ampC CMY-2, FOX, ACT, MIR, alle Beta-Laktame aul3er Carbapeneme
DHA

ESBL CTX-M1, CTX-M2, CTX- Penicilline, Cephalosporine der 1. & 3.
M9 Generation

mobile Colistin-Resistenz MCR-1, MCR-2 Colistin

Die PCR wurde mit einem LightCycler 480 (Roche Life Sciences, Mannheim) unter den folgenden
Bedingungen durchgefihrt: 95 °C fur 15 min, 45 Zyklen mit Denaturierung (95°C; 10s), Annealing
(60°C; 20s), Elongation (72°C; 10s) und ein letzter Zyklus bei 30°C fur 30 s. Eine Probe wurde als



positiv gewertet, wenn sie den Schwellenwert vor dem Zyklus 40 erreichte oder wenn die durch die

Standardkurve bestimmten Kopien/uL grof3er als funf Kopien/uL waren.

Identifizierung der bakteriellen Spezies und Erstellung der Resistenzprofile

Nach Wachstum in TSB wurden die Proben auf MacConkey-Agar (Selektivmedium besonders fur
gramnegative Bakterien) und Carbapenemase- bzw. ESBL-selektivem Medium fir die spéatere
Identifizierung ausplattiert. Zur Bestimmung der Bakterienspezies und der Antibiotikaresistenz
wurde das VITEK 2 Kompaktsystem (bioMérieux, Nirtingen) verwendet. Die klinische Resistenz
wurde auf der Grundlage von EUCAST-Richtlinien bewertet®*. Nach der Bestimmung der
Antibiotikaresistenzen wurde aus den identifizierten Isolaten die DNA extrahiert, um zu ermitteln ob

die resistenten Bakterienspezies Uber die entsprechenden ARG verfugten.

2.2 ABR im hauslichen Umfeld

Die im ersten Teil ermittelten Ergebnisse werden mit bereits gewonnenen Daten (Klarwerk) und
Literaturdaten verglichen, um potentielle Transferwege in den Haushalt und aus dem Haushalt
ermitteln zu kénnen. Die Daten der Haushalts- und Klarwerkproben wurden mittels GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc.) statistisch ausgewertet und mittels nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-

Tests miteinander verglichen.

Nachweis des Integron-Integrase Gens

Da viele der betrachteten Resistenzgene auf Klasse 1 Integrons zu finden sind und das Auftreten
des Integron-Integrase-Gens (intll) als Marker fir einen erhthten Selektionsdruck durch Stoffe
anthropogenen Ursprungs wie Biozide, Schwermetalle oder Antibiotika dient**, erfolgte dessen
Nachweis in den untersuchten Proben mittels Real-Time PCR. Dabei wurde die Kopienzahl/mL der
16S rDNA und des intl1-Gens jeder Probe quantifiziert und das Verhaltnis von intl1 und 16S rDNA

bestimmt, um die relative Haufigkeit des Klasse 1 Integrons (relative prevalence) zu ermitteln.

Bei dem Test handelt es sich um ein SYBR Green Assay, der bereits erfolgreich zum Einsatz kam?*.
Die PCR wurde mit einem LightCycler 480 (Roche Life Sciences, Mannheim, Deutschland) unter
den folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 95°C/10 min, 35 Zyklen (95°C/15 s Denaturierung,
68°C/15 s Annealing, 72°C/15 s Elongation), 72°C/90 s finale Elongation und einer abschlieRenden
Schmelzkurvenanalyse (60°C - 95°C bei 5 s/1°C).

Basierend auf den PCR-Ergebnissen des intl1- und des 16S rDNA-Gens, erfolgte die Berechnung

der relativen Pravalenz % (RP) mittels der folgenden Formel®*3®;



Kopien

RP = * 2.5 %100

ZOPCR o F 16S rDNA
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mL

2.3 Analyse der potentiellen Transferpfade

Die Untersuchung der potentiellen Transferpfade erfolgte mittels Metagenomanalysen, da dabei die
gesamte genetische Information aller Organismen in einer Probe analysiert werden kann. Das
Metagenom stellt die Gesamtheit der genetischen Information von Mikroorgansimen eines
Lebensraums dar. Generell kann mittels Sequenzierung die Basenabfolge der DNA ermittelt werden.
Um ein breiteres Spektrum zu erfassen, wurden Proben von den gleichen Probenahmestellen
gepoolt, also die DNA-Konzentration eingestellt und gleiche Teile jeder Probe sorgfaltig miteinander
vermischt. Die analysierten Pools setzen sich wie folgt zusammen: Duschsiphons (DS, n=5),
Waschmaschinen (WM, n=5), Geschirrspiler (GS, n=5), Waschmaschinen aus Haushalten von
pflegebedirftigen Personen (HWM, n=5), Klarwerkzulauf (KZ, n=5), Klarschlamm (KS, n=5),
Klarwerkablauf (KA, n=5), Boden mit mineralischer Dingung (B1, n=5), Boden mit Stallmistdiingung
(B2, n=5) und Boden mit Gullediingung (B3, n=5). Leider ist bei je vier Proben aus Duschsiphons,
Geschirrspulern und Waschmaschinen aus Haushalten von pflegebeddrftigen Personen sowie einer
Klarwerkzulauf- und einer Klarwerkablaufprobe die Analyse fehlgeschlagen. Daher wurde die Probe
aus Waschmaschinen aus Haushalten von pflegebedurftigen Personen den anderen WM-Proben
zugeordnet. Das Analysepaket beinhaltete sowohl die taxonomische Analyse (Haufigkeit
verschiedener mikrobieller Spezies) als auch eine funktionelle Analyse (u.a. ARG), sodass die
Haushaltsproben mit den verschiedenen Bereichen verglichen werden konnten. Die
Metagenomanalysen dienten somit zum einen zur Ermittlung der Zusammensetzung der
mikrobiellen Gemeinschaften in den einzelnen Probenpools und zum anderen zur Bestimmung von
Unterschieden bzw. Gemeinsamkeiten der Proben aus den verschiedenen Habitaten, um so die
potentiellen Transferpfade von Resistenzen und resistenten bakteriellen Spezies erdrtern zu

kdnnen.

2.4 Modell zum Einfluss der gegebenen Bedingungen in Haushaltsgeraten

Ein weiterer Aspekt stellte die Untersuchung des Einflusses der gegebenen Bedingungen in
Waschmaschinen und Geschirrspilern auf antibiotikaresistente Keime dar. Fir die Untersuchung
wurden ein antibiotikaresistenter Stamm und ein nicht-resistenter Stamm von Escherichia coli (nicht-
resistenter Stamm ATTC10536 und resistenter Stamm, isoliert aus einem Duschsiphon),
Klebsiella pneumoniae (nicht-resistenter Stamm ATCC13883 und ESBL-Stamm, isoliert aus einer
Klaranlage) und Staphylococcus aureus (nicht-resistenter Stamm ATTC6538 und MRSA-Stamm

CCUG35601) verwendet. Die Keimzahl der Keimtrager/Biomonitore wird vor (Ausgangskeimzahl)



und nach dem Waschen ermittelt, sodass anhand der Differenz die logarithmische Reduktion (LR)

ermittelt werden kann:

LR = Logio(Ausgangskeimzahl) — Logio(Keimzahl nach dem Waschen/Spilen)

Anwendungsbezogene Waschversuche

Fir die Analyse des Einflusses von Waschprozessen auf antibiotikaresistente Stdmme wurden nach
Honisch et al. (2014) Baumwoll-Teststabchen von 1 cm? artifiziell kontaminiert®. Die Testlaufe
wurden in einer Waschmaschine im Labormal3stab (Rotawash) nach der Methode von
Schages et al. (2019) durchgefiihrt®®. Alle Tests wurden in dreifacher Wiederholung durchgefiihrt
und ein Hauptwaschgang von 30 min bzw. 60 min wurde bei jeweils 30 °C und 40 °C unter
Verwendung von Waschmittel A*-Basispulver (wfk testgewebe, Briggen, Deutschland) als
bleichfreies Waschmittel getestet. Neben dem Hauptwaschgang wurde auRerdem die Wirkung des
Spulgangs mit und ohne Zusatz von quartaren Ammoniumverbindungen (QACSs) unter Verwendung

von Benzalkoniumchlorid (BAC) untersucht.

Anwendungsbezogene Geschirrspiler-Versuche

Fur die Geschirrspiler-Versuche wurden die nach Brands et al. (2020) beschriebenen kiinstlich
kontaminierten Edelstahl-Biomonitore nach DIN EN 10088-3 verwendet®’. Die Versuche wurden in
einem Geschirrspiler (GSL-2, Miele & Cie. KG, Gitersloh, Deutschland) durchgefuhrt, wobei
folgende Bedingungen getestet wurden: 5 min Hauptwaschgang bei 45 °C + Spilgang bei 50 °C
(&hnlich Kurzprogramm), 15 min Hauptwaschgang bei 60 °C + Spulgang bei 50 °C (&hnlich
Standardprogramm) und 90 min Hauptwaschgang bei 45 °C + Spiilgang bei 50 °C (&hnlich Eco-

Programm).

2.5 Formulierung von Verbraucherempfehlungen

Die systematische Analyse der Ergebnisse und eine darauf basierende Entwicklung von
Handlungsempfehlungen zur Vermeidung bzw. Reduktion von antibiotikaresistenten Bakterien soll
die Erarbeitung von Onlineinformationen mit Empfehlungen und praventiven MalRnahmen fir
Verbraucher ermoglichen, etwa im Hinblick auf zu verwendende Programme und Wasch- bzw.
Reinigungsmittel. Informationen werden auch auf der Multiplikatorentagung des Forum Waschens

im Mérz 2022 prasentiert.



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Antibiotikaresistenzen im Haushalt

Zur Bestimmung mdglicher Transferpfade von Antibiotikaresistenzen zwischen Umwelt und
Haushalt wurde zunéchst eine Analyse des Vorkommens von ARG und resistenten bakteriellen
Spezies im Haushalt durchgefuhrt, da wenige Daten im Hinblick auf Antibiotikaresistenzen im
hauslichen Umfeld vorliegen. Daher wurden 54 Privathaushalte beprobt und die Proben sowohl
mikrobiologisch als auch molekularbiologisch untersucht. In Tabelle 3 sind Eigenschaften der

beprobten Haushalte aufgefuhrt.

Tabelle 3: Uberblick iiber die Eigenschaften der beprobten Haushalte, die in der Studie analysiert wurden.
Das Alter der Kinder wurde in den Kategorien der Altersgruppen nicht beriicksichtigt.

Eigenschaften Anzahl der Haushalte
Einfamilienhaus 21
Wohnungen (Mehrfamilienhaus) 33
Haushalte mit 1-2 Personen 29
Haushalte mit > 2 Personen 25
Haushalte mit Personen zwischen 20 und 40 Jahren 32
Haushalte mit Personen zwischen 40 und 60 Jahren 13
Haushalte mit Personen zwischen 60 und 90 Jahren 9
Haushalte mit Kindern 9

3.1.1 Antibiotika-Resistenzgene im Haushalt

Der Schwerpunkt des Projektes lag auf dem Nachweis von Beta-Laktamase- und MCR-Genen in
Haushaltsproben (Duschsiphon, Waschmaschine, Geschirrspiler). Im Zuge dessen wurden
54 Privathaushalte beprobt, von denen zehn keinen Geschirrspiler besalRen. Abgesehen von der
Metallo-B-Laktamase blanom konnten 12 der 13 betrachteten Beta-Laktamase-Varianten in den
Haushaltsproben detektiert werden, zudem waren alle Proben MCR-negativ. Insgesamt wurden 207
Resistenzgene detektiert, die meisten wurden in Duschsiphons (39,1%) gefolgt von
Waschmaschinen (33,3%) nachgewiesen wahrend in 27,5% der Geschirrspiler ARG detektiert
wurden. Die absolute Haufigkeit der Beta-Laktamase-Gene beschreibt die Genkopien/mL wahrend
die relative Haufigkeit das Verhaltnis der Resistenzgene zur gesamten bakteriellen DNA darstellt
(Abb. 1). Die absolute Haufigkeit aller ARG war mit 2,74 x 10" Genkopien/mL in Waschmaschinen
am hochsten und betrug 1,53 x 107 Genkopien/mL in Duschsiphons und 2,52 x 10° Genkopien/mL
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in Geschirrspulern. Die relative Haufigkeit war in Duschsiphons, gefolgt von Geschirrspilern am
hochsten. Zudem war die relative Haufigkeit des intll-Gens sowie der Gruppen der AmpC-B-
Laktamasen (blacwy-2, blarox, blaactmir) und Carbapenemasen (blaoxa4s, blaces, blakec) in
Duschsiphons und Geschirrspllern signifikant hoéher im Vergleich zu den Proben aus

Waschmaschinen.
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Abbildung 1: Absolute (a) und relative (b) Haufigkeit der ARG in Haushaltsproben (n=152). Die Mittelwerte
von je zwei Wiederholungen sind als logarithmierte Werte dargestellt. Die Gengruppen setzen sich wie folgt
zusammen. Total OXA: blaoxa-ss und blaoxa-zs, total Carba: blaoxa-4s, blaces, blakec und blaviv, total ampC:
blacmy-2, blarox, blaactmir und blapna und total CTX-M: blactx-w1 und blactx-me. Proben ohne ARG (rel.
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Haufigkeit=0) sind in (b) als -10 dargestellt. Signifikante Unterschiede (p < 0.05) wurden mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse bestimmt.

Die Anzahl der nachgewiesenen ARG in den einzelnen Proben reichte von null bis funf, und die
Duschsiphon-Proben zeigten die hdochste Diversitat mit 24,1%, die drei oder mehr Beta-Laktamase-
Gene enthielten, wahrend in 40,9% der Geschirrspiler- und 33,3% der Waschmaschinen-Proben
kein Beta-Laktamase-Gen nachgewiesen wurde (Tabelle 4). Die meisten ARG wurden in
Duschsiphons (39,1%) nachgewiesen, gefolgt von Waschmaschinen (33,3%) und Geschirrsptilern
(27,5%).

Tabelle 4: Auftreten von Beta-Laktamase (bla) Genen in Duschsiphons (n=54), Waschmaschinen (n=54) und
Geschirrspulern (n=44).

Duschsiphons Waschmaschinen Geschirrspuler
kein bla Gen 29,6% 33,3% 40,9%
ein bla Gen 24,1% 31,5% 20,5%
zwei bla Gene 22,2% 22,2% 20,5%
2 3 bla Gene 24,1% 12,9% 18,2%

Das gleichzeitige Auftreten der Beta-Laktamase-Gene wurde mit Hilfe der Spearman-Korrelation
untersucht. Die absolute Haufigkeit der gesamten ARG, blacmy-2 und blaactwir korrelierte stark mit
dem intl1-Gen in Duschsiphon- und Geschirrspilerproben. Darlber hinaus korrelierten auch
blacmy-2 und blaactmir stark, wahrend u.a. blaoxa2z und blaoxa4s Sowie blaoxa4s Und blarox eine
positive Korrelation zeigten (Abb. 2). Die betrachteten ARG sind normalerweise Plasmid-kodiert
oder Teil von Klasse 1 Integrons (intI1-Gen) auf Ubertragbaren Plasmiden®-4°, Somit konnte die
Korrelation der ARG mit dem intl1-Gen darauf zurtickzufiihren sein, dass die ARG und intl1 auf dem
gleichen mobilen genetischen Elementen lokalisiert sind oder die ARG sogar Teil des Klasse 1
Integrons sind. Auch die Korrelation der ARG (z.B. von blacuv-2 und blaactmir) miteinander kann auf
deren gemeinsame Lokalisation auf einem mobilen genetischen Element zurtickzufiihren sein.
Dennoch kénnten diese ARG auch von verschiedenen Bakterienstammen innerhalb der gleichen
Probe stammen und nicht auf einem mobilen genetischen Element von einem spezifischen
Bakterienstamm lokalisiert sein. Obwohl die Gene blaviu, blaces, blactx-m-1 und blacrx-m-o nur schwach
mit intl1 korrelierten, wurden diese bereits mit Klasse 1 Integrons assoziiert®®. Im Gegensatz dazu
wurden blacmy-2, blaactmir 0der blaoxa-as bisher nicht als Teil von Klasse 1 Integrons nachgewiesen.
Demnach kdnnten die intl1- und Beta-Laktamase-Gene auf demselben Plasmid oder verschiedenen

Plasmiden innerhalb der mikrobiellen Gemeinschaft lokalisiert sein.
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Abbildung 2: Korrelation von Beta-Laktamase Genen in Duschsiphons (A) und Geschirrspilern (B). Rot
kennzeichnet eine starke positive Korrelation wéahrend blau eine starke negative Korrelation darstellt. Eine
Korrelation mit r = 0.3 gilt als statistisch signifikant. Die Beta-Laktamase Gene in Waschmaschinen zeigten
keine signifikanten Korrelationen.*

3.1.2 Resistente bakterielle Spezies im Haushalt

Insgesamt wurden 129 Isolate aus Duschsiphons, 83 aus Waschmaschinen und 61 aus
Geschirrspulern isoliert (Tabelle 5). In Duschsiphons und Geschirrsptilern wurde Stenotrophomonas
maltophilia am haufigsten isoliert wéahrend Pseudomonas aeruginosa etwas haufiger in
Waschmaschinen auftrat. Abgesehen davon dominierten in den Duschsiphons (21,7%) und
Geschirrspulern (21,3%) Enterobacteriaceae. Es konnten weniger Bakterien aus Geschirrspilern
isoliert werden, was mit den hoheren Temperaturen wahrend eines Reinigungslaufs

zusammenhangen kénnte.
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Tabelle 5: Bakterielle Spezies isoliert aus Duschsiphons, Waschmaschinen und Geschirrspulern mit niedrigen
Antibiotikakonzentrationen. Die Gruppe ,Sonstige” umfasst die folgenden Spezies: Achromobacter
denitrificans, Achromobacter xyloxidans, Brevundimonas diminuta, Chryseobacterium indologenes, Delftia
acidovorans, Ochrobactrum antrophi, Roseomonas gilardii, Shewanella putrefaciens, Sphingomonas
paucimobilis

Duschsiphons Waschmaschinen Geschirrspiler

Bakterielle Spezies

(n=129) (n=83) (n=61)
Enterobacteriaceae 21,7% 10,8% 21,3%
Pseudomonas aeruginosa 9,3% 19,3% 3,3%
andere Pseudomonas spp. 12,4% 15,7% 11,5%
S. maltophilia 27,9% 18,1% 37,7%
B. cepacia 7,0% 8,4% 6,6%
Acinetobacter spp. 1,6% 3,6% 1,6%
Aeromonas spp. 3,9% 1,2% 3,3%
sonstige 10,9% 18,1% 8,2%
nicht identifiziert 5,4% 4,8% 6,6%

Eine Unempfindlichkeit gegenliber Piperacillin/Tazobactam war bei den Geschirrspuler-Proben am
hochsten (67,3%), wahrend die Unempfindlichkeit gegentber einem oder beiden Carbapenemen
Imipenem und Meropenem (IPM/MEM) bei den Duschsiphon- und Waschmaschinen-Proben
dominierte (Abb. 3a). Zudem war eine Resistenz gegeniber Cephalosporinen (Cefotaxim (CTX)/
Cefotazidim (CAZ)) bei Isolaten aus Duschsiphons und Geschirrspilern hoher als bei
Waschmaschinen-Isolaten. Multiresistente Bakterienstamme (MDR=multi-drug resistant) wurden
gemaR internationalen Empfehlungen klassifiziert*?. Die meisten der identifizierten Spezies waren
opportunistisch pathogene Umweltbakterien und obwohl MDR- und ESBL (Extended-Spectrum-
Beta-Laktamase)-produzierende Bakterien aus allen Proben isoliert wurden (p < 0,05), war deren
Anteil an resistenten Bakterien in den Duschsiphon-Proben am hdchsten (8,3%). Neben der
Erstellung der Resistenzprofile erfolgte auch der PCR-Nachweis von Beta-Laktamase- und MCR-

Genen bei den Bakterienisolaten.
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil von Beta-Laktam resistenten bakteriellen Spezies (a) und Beta-Laktamase-
Genen, die in Bakterienisolaten aus Duschsiphons, Waschmaschinen und Geschirrspulern isoliert wurden (b).
die Resistenzen und ESBL-Phanotypen wurden mittels VITEK 2 System ermittelt wahrend die Klassifizierung
von MDR-Bakterien nach internationalen Empfehlungen erfolgte. Signifikante Unterschiede (p < 0.05) wurden
mittels zweifaktorieller Varianzanalyse bestimmt.

14



Eine Spearman-Korrelation der Carbapenemase-, CTX-M- und ampC-Gene mit der phanotypischen
Resistenz  gegen Carbapeneme, Ceftazidim und/oder Cefotaxim (CAZ/CTX) und
Piperacillin/Tazobactam (PIP/TAZ) wurde durchgefihrt, um die Relevanz der nachgewiesenen ARG
zu identifizieren (Abb. 4). Der hohe prozentuale Anteil Carbapenem-resistenter Stamme wurde
durch den Nachweis von Carbapenemase-Genen in mehr als 50% der Isolate und die starke positive
Korrelation (p<0,0001) von Carbapenemase-Genen und Carbapenem-Resistenz bestatigt. Die
PIP/TAZ- und CAZ/CTX-Resistenz korrelierte stark mit den ampC-Genen (p<0,0001) wahrend die
Korrelation von CTX-M-Genen mit der CAZ/CTX-Resistenz schwach war.

carbapenem resistance

CAZI/CTX resistance

carbapenemase gene

CTX-M gene

ampC gene

Abbildung 4: Spearman-Korrelation (p < 0.05) von ARG (Carbapenemase-Gene: blaoxa-ss, blaoxa-23, blaoxa-
48, blaces, blakec und blavim, ampC-Gene: blacmy-2, blarox, blaactmir und blaona and CTX-M-Gene: blactx-m-1
und blactx-m-9) mit phanotypischer Resistenz (gegen Piperacillin/Tazobactam (PIP/TAZ), Carbapeneme
(Imipenem und/oder Meropenem (IPM/MEM)) und Cephalosporine (Ceftazidim und/oder Cefotaxim
(CAZI/CTX)) der untersuchten Isolate aus Haushalten.*!

In 33 von 99 Isolaten stimmte das Resistenzprofil mit den detektierten ARG Uberein. Das bedeutet,
dass die Resistenzen dieser Bakterien auf die vorhandenen Resistenzgene zurlickzufiihren sein
konnten, da die Expression der entsprechenden Beta-Laktamase-Gene in diesen Resistenzen
resultieren kann. Diese Vermutung wird zudem durch die positive Korrelation der Carbapenemase-
und AmpC-Beta-Laktamase-Gene mit Carbapenem- bzw. Cefotaxim/Cefotazidim-Resistenz
unterstitzt. Dennoch zeigt der geringe Anteil, dass in vielen Fallen Resistenzgene von
Bakterienstammen getragen werden, ohne dass der Phénotyp eine Resistenz vorweist. Die meisten
Beta-Laktamase-Gene wurden bei Isolaten der Enterobacteriaceae gefolgt von Pseudomonadaceae
nachgewiesen. Carbapenemase-Gene wurden primar detektiert wahrend in 50% der Isolate keine

ARG nachgewiesen werden konnten. Dabei wurden, mit Ausnahme von den AmpC-Beta-
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Laktamase-Genen, der hochste Anteil an Stammen mit ARG bei Isolaten aus Duschsiphons
identifiziert (Abb. 3b). Zudem wurden alle multiresistenten Bakterienstamme mit ARG aus

Duschsiphons isoliert.

Die bakterielle Gemeinschaft in den Haushaltsproben besteht in der Regel aus Umweltbakterien,
darunter u.a. Enterobacteriaceae und Pseudomonadaceae®#3#4 die neben Stenotrophomonas
maltophilia auch in dieser Studie die vorherrschenden Spezies waren. Bakterien dieser Familien
kdnnen Beta-Laktamase-Gene besitzen*#’. AuBerdem lasst die Isolierung klinisch relevanter
Spezies wie multiresistente P. aeruginosa und ESBL-produzierende E. coli, die Carbapenemase-
Gene besitzen, vermuten, dass die hausliche Umgebung ein potenzielles Reservoir fur die
Ausbreitung der Beta-Laktam-Resistenzen sein kénnte. Interessanterweise stimmten in 21 von 54
Haushalten mindestens ein nachgewiesenes ARG in allen Proben (12 Haushalte), in Duschsiphons
und Geschirrspulern (finf Haushalte), in Duschsiphons und Waschmaschinen (vier Haushalte) oder
in Waschmaschinen und Geschirrspilern (zwei Haushalte) Uberein. Der Anschluss der
Probenahmestellen an das Wasserversorgungssystem und das Wachstum von Biofilmen auf den
Oberflachen der Innenrohre**4%, die diverse mikrobielle Gemeinschaften beherbergen, kénnten zur
Verbreitung von Resistenzgenen und antibiotikaresistenten Bakterien von/zu und in den Haushalten
beitragen. Neben dem mdglichen Eintrag antibiotikaresistenter Bakterien Uber das
Wasserversorgungssystem ist auch ein Transfer innerhalb desselben Haushalts durch
Haushaltsmitglieder oder kontaminiertes Geschirr bzw. kontaminierte Wasche wahrscheinlich1:20.50

und wurde bereits von Schmithausen et al. (2019) nachgewiesen3!.

3.2 Vergleich des Auftretens von Resistenzgenen in Haushalt und Klarwerk

Im Vergleich zu Klaranlagen, in denen h&usliches, industrielles und Kklinisches Abwasser
zusammenkommt, ist die Haufigkeit von Resistenzgenen und multiresistenten Bakterien in der
hauslichen Umgebung jedoch deutlich geringer?. Obwohl im Rahmen einer anderen Untersuchung
deutlich weniger Klarwerk-Proben (n=36) untersucht wurden, konnten in diesen Proben 244
Resistenzgene detektiert werden wahrend in den 152 Haushaltsproben lediglich 207 Gene
nachgewiesen werden konnten. Dies deckt sich mit der Literatur, in der Klarwerke als ,Hotspot® fur
Antibiotikaresistenzen beschrieben werden*®!, Sowohl im Haushalt als auch dem Klarwerk traten
die ampC-Beta-Laktamasen h&ufig auf. Bis auf blakec und blaoxa-23, die nur in Haushalten auftraten,
sowie MCR-1, welches nur im Abwasser detektiert werden konnte, konnten die gleichen ARG in

beiden Habitaten nachgewiesen werden.

Die Haufigkeit der Resistenzgene war in allen Klarwerk-Proben signifikant héher als in den
Haushaltsproben, welches ebenfalls fir ein héheres Resistenzaufkommen spricht (Abb. 5b). Der
Grolteil der Haushaltsproben wies eine sehr geringe ARG-Haufigkeit auf wahrend vor allem die
Abwasser-Proben eine hohe Abundanz zeigten. Dafir ahneln die Ergebnisse der Haushaltsproben

denen des Klarwerk-Ablaufs, welcher in die Umwelt freigesetzt wird. Die starke Standardabweichung
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der Pravalenz des Klasse 1 Integron-Integrase Gens (s. Abb. 5a) ist auf die starke Variation der
Genkopien/mL in den Proben zurtickzufiihren. Bei den Klarwerkproben lagen alle Proben in einem
ahnlichen Bereich und obwohl die Werte nicht deutlich Gber denen der Haushaltsproben liegen, ist

die relative Pravalenz von intl1 signifikant hoher.
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Abbildung 5: Vergleich der Haufigkeit des Klasse 1 Integrons (a, intl1) und der Antibiotika-Resistenzgene (b,
absolute Haufigkeit) in Haushalt- und Klarwerkproben. Die Mittelwerte sind dargestellt und signifikant héhere
Werte mit einem * markiert (p < 0.05).

17



3.3 Vergleich von Haushalten mit anderen Habitaten

Mittels Metagenomanalysen von den Haushaltsproben und Umweltproben (Boden und Klarwerk)
sollten potentielle Transferpfade identifiziert und die Bedeutung des h&uslichen Umfelds bei der
Verbreitung von ABR ermittelt werden. Die Analyse des Resistoms (Gesamtheit aller ARG)
verschiedener Habitate ist ein hilfreiches Instrument zur Bestimmung moglicher Reservoirs von
antibiotikaresistenten Bakterien und ARG. In diesem Zusammenhang ist es wichtig, neben der ARG-
Haufigkeit auch weitverbreitete Bakterien zu identifizieren, da diese Taxa den Transfer von ARG
zwischen verschiedenen Habitaten ermdglichen kdnnten. Metagenomanalysen ermoglichen die
Untersuchung des Resistoms ohne eine Beschréankung auf bestimmte Organismen. Daher wurde
eine Metagenom-Sequenzierung von Haushalts-, Boden- und Klaranlagenproben durchgefuhrt, um

potenzielle Reservoirs zu identifizieren und mogliche Ubertragungswege zu verstehen.

3.3.1 Vergleich der bakteriellen Gemeinschaft

Die Betadiversitat zeigt die Unterschiede zwischen mikrobiellen Gemeinschaften aus verschiedenen
Habitaten, wobei ein Bray-Curtis-Index von null bedeutet, dass die Proben eine identische
mikrobielle Gemeinschaft besitzen, wahrend ein Wert von eins auf keine Ubereinstimmungen
hinweist. Eine Hauptkomponentenanalyse ermdglicht eine lbersichtliche Darstellung von Daten und
je kirzer die Distanz zwischen den Symbolen, desto geringer ist der Bray-Curtis-Index (Abb. 6). Die
Betadiversitat zeigte einen hohen Grad an Variation zwischen den verschiedenen Habitaten
wahrend die Proben desselben Habitats sehr nah beieinander liegen. Demnach zeigten die
Klarwerkzulauf-Proben mehr Gemeinsamkeiten mit den Haushaltsproben wéhren sie sich stark von
dem Klarschlamm (Bray-Curtis-Index=0,70) und Klarwerkablauf (Bray-Curtis-Index=0,72)
unterschieden. Daruber hinaus zeigten die Proben aus Haushalten mit einem durchschnittlichen
Bray-Curtis-Index von 0,55 die hdchste Variation innerhalb eines Habitats. Die Bodenproben

unterschieden sich ebenfalls sehr stark von den Haushaltsproben (Bray-Curtis-Index=0,75).
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Abbildung 6: Hauptkomponentenanalyse der Betadiversitat (Bray-Curtis-Index) von Haushalts- (n=6), Boden-
(n=12) und Klaranlagenproben (n=13). Unit variance scaling und der NIPALS-Algorithmus (Nonlinear Iterative
Partial Least Squares) wurde benutzt um die Hauptkomponenten zu berechnen. Die X- und Y-Achse zeigen
Hauptkomponente 1 und 2, die 47,7% bzw. 27,0% der Gesamtvarianz erklaren.5?

In den untersuchten Habitaten beeinflussen verschiedene Umweltfaktoren die bakterielle
Gemeinschaft, was zu einer Selektion bestimmter Spezies und damit zu den beobachteten

unterschiedlichen Zusammensetzungen der Mikrobiome flihren kénnte®3.

In Haushalten werden Bakterien von Menschen, Haustieren oder Lebensmitteln eingetragen, wo sie
haufig Desinfektions-, Reinigungs- und Pflegeprodukten ausgesetzt sind?*°*%, Zudem kodnnen
extreme Bedingungen durch hohe Temperaturen oder pH-Werte sowie der haufige Wechsel der
Bedingungen (z.B. eine langere Zeit ohne Gebrauch, gefolgt von einem Reinigungszyklus bei WM
und GS) zu einer Selektion gut angepasster bakterieller Spezies und resistenter Bakterien flihren®®.
In Klaranlagen herrscht ein fir Bakterien ginstiges Milieu, durch hohen N&hrstoffgehalt und eine
konstante Temperatur, wahrend Substanzen wie Antibiotikariickstande, Biozide oder
Schwermetalle®>’~%° antibiotikaresistente Bakterien selektieren. Dies bestatigen frihere Studien, die
eine einzigartige bakterielle Gemeinschaft®®®? zeigen, in der Bakterien aus der Kanalisation
dominieren®, Im Gegensatz dazu ist das vielfaltige Mikrobiom des Bodens vergleichsweise seltener
Antibiotikarlckstdnden und industriellen Schadstoffen oder Reinigungs- und Pflegeprodukten
ausgesetzt. Trotz der spezifischen Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft zeigten die
Haushaltsproben mehr Ubereinstimmungen mit dem Klarwerkzulauf als anderen Habitaten, da

hausliches Abwasser einen wesentlichen Bestandteil des Abwassers darstellt. Auferdem entstehen
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sowohl in Waschmaschinen, Geschirrspilern sowie Duschsiphons als auch auf den Innenflachen
von Kanalrohen Biofilme*3446364 die ebenfalls dazu fihren, dass @hnliche Spezies in den Proben

auftreten.

3.3.2 Vergleich der Antibiotikaresistenzen

Im Rahmen der Metagenom-Sequenzierung wurden die Virulenzfaktoren bestimmt, zu denen u.a.
die Antibiotikaresistenzfaktoren zahlen (Abb. 7). Der Anteil an Antibiotikaresistenzfaktoren in
Bodenproben war deutlich geringer. Wéahrend in Haushalts- und Klarwerkproben die mobilen
genetischen Elemente Uberwogen, war der relative Anteil an Effluxpumpen in Bodenproben hoher.
Mobile genetische Elemente sind Plasmide, Transposons oder Integrons, die die Ubertragung von
genetischen Eigenschaften (z.B. ARG) zwischen Bakterien ermdoglichen® und so auch wesentlich

zur Verbreitung von Antibiotikaresistenzen beitragen®®.
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Abbildung 7: Relative Zusammensetzung der Antibiotikaresistenzfaktoren in Boden- (B1 (n=4), B2 (n=4), B3
(n=4)) (a), Klarwerk- (KZ (n=4), KS (n=5), KA (n=4)) und Haushaltsproben (DS (n=1), GS (n=1), WM (n=4)).
Die DNA-Sequenzen wurden mit der mikrobiellen Virulenzdatenbank (MvirDB) abgeglichen.5?

Die Anzahl an ARG und mobilen genetischen Elementen (MGE) im Verhaltnis zur Anzahl der
bakteriellen Spezies waren in den Proben des Klarwerkzulaufs signifikant hoher, wahrend die
Haushaltsproben ahnliche Werte wie die Proben des Klarwerkablaufs aufwiesen (Abb. 8). In den

Bodenproben wurden fast keine ARG sowie MGE nachgewiesen. Daraus geht hervor, dass zwar im
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Klarwerk das Reservoir an antibiotikaresistenten Bakterien hoher zu sein scheint, aber die
Haushaltsproben dennoch einen signifikant héheren Anteil an ARG und MGE im Vergleich zu

Bodenproben zeigen.
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Abbildung 8: Verhéltnis von ARG (a) und MGE (b) pro bakterieller Spezies in verschiedener Boden (B1, B2,
B3, jeweils n=4), Klarwerkzulauf (KZ, n=4), Klarschlamm (KS, n=5), Klarwerkablauf (KA, n=4) und
Haushaltsproben (HH, n=6). Verschiedene Buchstaben weisen auf signifikante Unterschiede hin, die mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test berechnet wurden (p<0.05).52
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Abbildung 9: Hauptkomponentenanalyse auf der Grundlage der Spearman-Korrelation der
Antibiotikaresistenzfaktoren. Unit variance scaling und der NIPALS-Algorithmus (Nonlinear Iterative Partial
Least Squares) wurde benutzt um die Hauptkomponenten zu berechnen. Die X- und Y-Achse zeigen

Hauptkomponente 1 und 2, die 57,2% bzw. 21% der Gesamtvarianz erklaren.52

Die Hauptkomponentenanalyse der Antibiotikaresistenzfaktoren zeigt, dass die Proben des gleichen
Habitats stark korrelieren (Abb. 9) wahrend die Haushaltsproben nur schwach mit Boden-
(Spearman Korrelation=0,02) und Klarwerkproben (Spearman Korrelation=0,01) korrelieren. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Resistome der verschiedenen Habitate sehr unterschiedlich
zusammengesetzt sind. Dennoch wurden zum Teil die gleichen Resistenzgene und mobilen
genetischen Elemente detektiert (Abb. 10). Wéhrend nur wenige Gene in allen drei Habitaten
auftraten, wiesen die Klarwerk- und Haushaltsproben viele Ubereinstimmungen auf. Insbesondere
traten alle MGE im Klarwerk auf, die auch im Haushalt und Boden nachgewiesen wurden. Dies l&sst
sich aber vermutlich darauf zuriickfihren, dass die Klarwerkproben generell den grof3ten Anteil an
ARG und MGE aufwiesen.
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(a) ARGs (b) MGEs

Kldranlage (44) Haushalt (20) Kldrantage (54) Haushalt (46)
13 40
28 3 7 0
2 6
1 2 1 0
6 0
Boden (11) Boden (7)

Abbildung 10: Venn-Diagramm von Antibiotikaresistenzgenen (ARGs) (a) und mobilen genetischen
Elementen (MGEs) (b) in Klaranlagen-, Boden- und Haushaltsproben. Die Zahl in der Klammer gibt die

Gesamtzahl der fiir jeden Probentyp annotierten Gene an.52

Studien haben gezeigt, dass das Resistom besonders durch die bakterielle Zusammensetzung des
Habitats beeinflusst wird®”-%°. Zudem fiihren Ahnlichkeiten der mikrobiellen Gemeinschaft zu
Ubereinstimmungen des ARG- und MGE-Vorkommens™ und auch die vorliegenden Ergebnisse

zeigen eine spezifische Zusammensetzung des Resistoms in jedem Habitat.

Klaranlagen gelten als Hotspots fiir ABR'*"2 und auch unsere Daten zeigen signifikant hohere Werte
fur Antibiotikaresistenzfaktoren, ARG und MGE. Die Uberschneidung der identifizierten ARG und
MGE in Haushalts- und Klarwerkzulaufproben zeigen, dass hausliche Abwéasser eine wichtige
Komponente des Abwassers darstellen. Zwar kann die Ubertragung von Bodenbakterien durch
physikalische Krafte wie Wasser oder Wind gefordert werden’®, dennoch ist eine Verbreitung von
antibiotikaresistenten Bakterien von Haushalten Uber hausliche Abwésser zur Klaranlage

wahrscheinlicher, da diese Habitate unmittelbar miteinander verbunden sind.

Fur den Transfer von ARG zwischen Bakterien miissen viele Faktoren, wie nahe Verwandtschaft
der Spezies, zeitgleiche Prasenz im gleichen Habitat und Selektionsdruck, erfillt werden™.
Demnach ist ein Transfer zwischen Bakterien aus verschiedenen Habitaten weniger wahrscheinlich

wahrend innerhalb eines Habitats diese Bedingungen haufiger gegeben sind. Obwohl Bakterien
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zwischen miteinander verbundenen Habitaten, wie Haushalt und Klarwerk, Ubertragen werden
konnen, erfordert dies dennoch das Uberleben dieser Bakterien unter den neuen
Umweltbedingungen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Antibiotikaresistenzen primar
innerhalb eines Habitats entstehen zu scheinen und vermutlich von den spezifischen

Umweltbedingungen beeinflusst und geformt werden.

3.4 Einfluss von Waschprozessen auf antibiotikaresistente Bakterien

Einen weiteren Aspekt stellt der Einfluss der gegebenen Umweltbedingungen in Waschmaschinen
und Geschirrspulern auf antibiotikaresistente  Bakterienstdamme dar. Im Zuge der
anwendungsbezogenen Waschversuche wurden bereits charakterisierte, resistente Laborstamme
bzw. aus Umweltproben isolierte Bakterienstamme verwendet, um den Effekt der
Waschbedingungen auf antibiotikaresistente Bakterien zu bestimmen. Wahrend die Geschirrspliler-
Versuche in einem haushaltstiblichen Gerat durchgefiihrt wurden erfolgte die Untersuchung des
Waschprozesses in einer Waschmaschine im LabormalRstab (Rotawash), die sich in der
Arbeitsgruppe Hygiene und Mikrobiologie bereits zur Simulation von haushaltsnahen

Waschprozessen als geeignet erwiesen hat®.

3.4.1 Einfluss der Bedingungen in Waschmaschinen

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Waschversuche mit Waschmittel ohne Bleiche sowie des
Spulgangs mit und ohne Benzalkoniumchlorid dargestellt. Obwohl die Unterschiede marginal
ausfallen (nicht signifikant), wurden in allen Fallen minimal hdhere logarithmische Reduktionen (LR)
bei den resistenten Stammen erreicht. Lediglich bei dem Spllgang sind die Reduktionen bei dem
sensitiven E. coli-Stamm im Vergleich zu dem resistenten Stamm signifikant héher und auch die
anderen resistenten Stamme zeigen etwas geringere oder dhnliche Reduktionen verglichen mit den

nicht-resistenten Stammen.
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Abbildung 11: Einfluss des Hauptwaschgangs (a) und des Spulgangs (b) des Waschprozesses simuliert in
der Rotawash auf nicht-resistente und resistente Stamme von E. coli, K .pneumoniae und S. aureus. Die
Mittelwerte mit Standardfehler (n=3) sind dargestellt (p < 0.05).

Der antimikrobielle Effekt des Waschens basiert auf der Kombination von mechanischer Entfernung
und Inaktivierung von Mikroorganismen durch Temperatur und Waschmittel”. Die Ergebnisse
zeigen, dass unabhangig von der bakteriellen Spezies oder Resistenzen bei 40 °C hdhere

Reduktionen erreicht wurden als bei 30 °C. AuRerdem waren die LR der S. aureus-Stamme etwas
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geringer, was vermutlich auf eine schlechtere Haftung an den Textilien oder aber auf eine héhere

Sensitivitat gegentber dem Waschmittel der gram-negativen Stamme zurtickzufiihren sein konnte®2,

7-
6
s
T Ea
X B —
331 %
2121011 H -
= 7 7
7 Z
i
% é
oL 1z | .
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Abbildung 12: Kreuzkontamination aller Waschgénge in KbE/mL (Kolonienbildende Einheiten/mL). Wahrend
die Kreuzkontamination unabhangig von der Spezies ermittelt wurde, wurden mittels Selektivmedien
zusatzlich die Kreuzkontamination mit ESBL K. pneumoniae und CPE E. coli ermittelt.

In Abbildung 12 ist aul3erdem die Kreuzkontamination dargestellt. Diese wurde gemessen, indem
bei jedem Versuch sterile Baumwolllappchen mitgewaschen wurden und diese anschlieRend genau
wie die zuvor artifiziell kontaminierten Baumwolllappchen behandelt wurden. Daraus geht hervor,
dass bei allen Waschlaufen Kreuzkontaminationen auftraten, die der logarithmischen Reduktion der
untersuchten Bakterienstdmme &hneln. Zusatzlich wurde mithilfe von Selektivmedien die
Kreuzkontamination auf ESBL K. pneumoniae und CPE E. coli Uberprift. Lediglich bei den
Waschlaufen ohne Waschmittel wurden hohe Kreuzkontaminationen dieser resistenten Stamme
ermittelt, welches den grof3en Einfluss des Waschmittels verdeutlicht. Eine Vermutung fur die
hoheren Reduktionen der resistenten Bakterienstamme konnte auf der verminderten Fitness
beruhen, die durch die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen bzw. die Aufnahme von

Resistenzgenen beobachtet wird’® 77,
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Generell wurde bei den Waschversuchen ohne bleichehaltiges Waschmittel keine vollstandige
Reduktion (mit Waschmittel: ca. 45%, ohne Waschmittel: ca. 30%) der resistenten und nicht-
resistenten Stamme erzielt. Aus der Literatur geht hervor, dass Vollwaschmittel mit aktivierter
Sauerstoffbleiche eine deutlich bessere Inaktivierung auch bei Temperaturen von 30 - 40 °C
ermoglichen®2787° sodass unter Verwendung eines Vollwaschmittels bei niedrigeren Temperauren
ebenfalls eine ausreichende hygienische Qualitat der Wasche gewahrleistet wird, besonders wenn
Infektionen im Haushalt vorliegen®. AuRerdem wird deutlich, dass der Zusatz von BAC ebenfalls zu
einer geringflgigen Reduktion fihrt. Bei der Verwendung von Hygienespilern sollte jedoch
bertcksichtigt werden, dass dadurch die Entstehung von Resistenzen gegeniiber Bioziden und

sogar Kreuz-Resistenzen gegeniber Antibiotika begunstigt werden kann8:-23,

3.4.2 Einfluss der Bedingungen in Geschirrspulern

Bei den Geschirrspller-Versuchen wurden die gleichen Stamme verwendet und moglichst
haushaltsnahe Bedingungen getestet. Daher wurden die Programme so ausgewé&hlt, dass sie
jeweils einem Kurzprogramm (45°C/5 min Hauptwaschgang), einem Eco-Programm (45°C/90 min
Hauptwaschgang) und einem Standardprogramm (60°C/15 min Hauptwaschgang) ahneln. Aus
Abbildung 13 geht hervor, dass bei den Versuchen mit Geschirrspulmittel bei 60 °C eine vollstandige
Reduktion erfolgte. Auch bei dem Kurzprogramm wurde bei allen Stammen ausgenommen von
S. aureus die maximale Reduktion erreicht. Lediglich bei dem Eco-Programm wurde nur der
sensitive K. pneumoniae-Stamm vollsténdig inaktiviert. Obwohl keine signifikanten Unterschiede
festgestellt wurden, fielen bei den Geschirrspiilversuchen die Reduktionen aller resistenten Stamme
im Vergleich zu den sensitiven Stammen etwas geringer aus. Bei den Versuchen ohne
Geschirrspulmittel wurde nur bei 60 °C die maximale LR erreicht wahrend bei den anderen beiden
Programmen die Stamme schlechter inaktiviert wurden als unter Verwendung von

Geschirrspulmittel.

Aus den Daten der Anwendungsversuche geht demnach hervor, dass unter normalen Bedingungen
im Haushalt eine ausreichende Reduktion von sowohl nicht-resistenten als auch resistenten
Bakterienstammen stattfindet. Auch wenn mit dem Eco-Programm keine vollstdndigen Reduktionen
erreicht wurden, lagen diese minimal unter der maximalen Inaktivierung und demnach kénnen auch
diese umweltfreundlichen Programme problemlos verwendet werden, sofern keine Infektionen im

Haushalt vorliegen.
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Abbildung 13: Einfluss eines Geschirrspllers auf nicht-resistente und resistente Stamme von E. coli,
K .pneumoniae und S. aureus mit (a) und ohne (b) Geschirrspulmittel. Die Mittelwerte mit Standardfehler (n=6)
sind dargestellt. Nicht-parametrischer Mann-Whitney Test zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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3.5 Verbraucherempfehlungen

Basierend auf den gewonnenen Daten, insbesondere der Untersuchung des Einflusses von
Waschprozessen auf antibiotikaresistente Bakterien, kdnnen konkrete Verbraucherempfehlungen
verfasst werden. Die Anwendungsversuche zeigen, dass resistente Bakterien nicht oder nur
geringfugig widerstandsfahiger gegeniiber den Bedingungen in den Haushaltsgeraten sind als nicht
resistente Stamme Demnach ist das zusatzliche Risiko im Zusammenhang mit antibiotikaresistenten
Bakterien auf Geschirr oder Wasche nach der Reinigung gering. Nichtdestotrotz erfolgte eine
Kreuzkontamination bei den Waschversuchen, sodass es mdglich ist, dass die Bakterienstdmme
dort lediglich abgel6st aber nicht inaktiviert werden und so auf andere Textilien Gbertragen werden
konnten. Bei der Geschirrspilmaschine kann das Fehlen von Reiniger und das Verwenden von
Programmen mit niedrigen Temperaturen ebenfalls zu geringeren Keimreduktionen fiihren, wobei

der Einfluss dieser Parameter auf die hygienische Leistung kleiner ist als bei der Waschmaschine.

3.5.1 Empfehlungen fir die Dusche

Antibiotikaresistente Keime konnen unter anderem auch auf der Haut oder im Darm von Menschen
vorkommen. Beim Duschen kommt es zu einer Keimzahlreduktion auf der Haut und somit zum
Transfer von Keimen in den Duschablauf, wo sich diese Bakterien gemeinsam mit Umweltkeimen
ansiedeln und Biofilme bilden kénnen. Diese Biofilme kénnen lange Zeitraume tberdauern und dabei
immer mehr Arten und somit genetische Vielfalt akkumulieren. In Duschsiphons angesiedelte
Bakterien miissen zuvor bereits im Haushalt bzw. an und in den Haushaltsmitgliedern vorhanden
gewesen sein. Aus diesem Grund ist es plausibel, dass eine hohe Zahl von Resistenzgenen in
Duschsiphons detektiert wurden. Da dort aber im Normalfall einstrémendes Wasser ablauft, ist die
Gefahr einer Rilckkontamination eher gering, aber nicht vollkommen auszuschlielen. Eine

Reinigung der Duschsiphons in regelmafigen Absténden ist demnach als sinnvoll anzusehen.

3.5.2 Empfehlungen fiir die Textilreinigung

Es konnte gezeigt werden, dass alle antibiotikaresistenten Teststdmme beim Waschen und
Geschirrspulen signifikant reduziert wurden und da Bakterien auf Textilien in der Regel aus dem
menschlichen Mikrobiom oder der Umwelt stammen, sollte das Infektionsrisiko eher gering sein.
Allerdings wurden nach dem Waschen bei 40 °C fur 60 min mit einem bleichmittelfreien Waschmittel
keine vollstdndigen mikrobiellen Reduktionen erreicht, und wenn ein ausreichendes Hygieneniveau
gewahrleistet sein muss, konnten hohere Temperaturen oder die Verwendung eines
bleichmittelhaltigen Waschmittels notwendig sein’. Bei Wasche, die weder Hitze noch Bleiche
vertragt, oder in Haushalten mit kranken oder geféahrdeten Personen, kann im Einzelfall auch der
Einsatz von Hygienespulern Sinn ergeben. Die haufige Nutzung von Hygienespiilern auf Basis
qguartarer Ammoniumverbindungen kann aber die Resistenzbildung begiinstigen, weshalb eher
darauf verzichtet werden sollte®?8, Neben den genannten MaRnahmen ist auch das schnelle
Austrocknen und das regelméRige Reinigen von Einspilkammer und Gummidichtung sinnvoll, da

sich vor allem dort Bakterien ansiedeln konnen.
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¢ RegelmaRig heiRe Programme benutzen (60 °C).

¢ Bleichehaltige Waschmittel verwenden.

o Hygienespliler nur bei Haushalten mit gefahrdeten Personen und keine regelmafige
Anwendung.

¢ RegelmaRige Reinigung von Einspilkammer und Gummidichtung.

3.5.3 Empfehlungen fiir das Geschirrspilen

Nahezu alle Maschinengeschirrspilmittel enthalten Bleiche. Diese hat neben der Entfarbung von
Farbflecken, wie sie durch verschiedene Lebensmittel entstehen kénnen, einen grofR3en Einfluss auf
die mikrobielle Reduktion. Maschinelles Geschirrsplilen ohne Reiniger fuhrt zu einer geringeren
Keimreduktion, wobei der Reinigereinfluss offenbar geringer ist als bei der Waschmaschine. Auch
Okoprogramme erreichen (mit Reiniger) im Schnitt sehr hohe Keimreduktionen und koénnen
problemlos Anwendung finden. Auf langere Zeitrdume ist es allerdings empfehlenswert nach einigen
Okolaufen ein heiBeres Intensivprogramm mit ca. 70 °C zu verwenden. Insbesondere bei
Spulmaschinenlaufen, die tagsiber stattfinden, sind Programme kirzerer Dauer beliebter als
Programme die mehrere Stunden dauern®. Auch diese Schnellprogramme erzielen (bei
schlechterer Energieeffizienz) eine sehr hohe Reduktion der Keimbelastung, allerdings gilt auch hier,
dass nach einigen Durchgangen ein Intensivprogramm gestartet werden sollte, und allgemein
missen sowohl die individuelle Beladung der Spilmaschine als auch der gesundheitliche Zustand
der Haushaltsmitglieder beriicksichtigt werden. Bei starker Anschmutzung des Geschirrs oder
hygienisch kritischem Geschirr, wie Schneidebrettern, auf denen Gefliigel geschnitten wurde, sollten
heil3ere Programme verwendet werden. Nach dem Reinigen von stark verschmutztem Geschirr kann

es erforderlich sein, die Filtereinheit und ggfls. die Spriiharme zu reinigen.

e Geschirrspllmittel verwenden.

e Nach langeren Zeitraumen bei ausschlieRlicher Verwendung von Okoprogrammen oder
Kurzprogrammen heil3ere Intensivprogramme verwenden.

e Bericksichtigung der individuellen Beladung (bei starken Verschmutzungen/ mikrobiell
kritisches Geschirr Programme mit hoherer Temperatur wahlen).

¢ Anwendung von Intensivprogrammen bei gefédhrdeten Personen im Haushalt.

e Siebe und Spriiharme gelegentlich reinigen.
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4. Offentlichkeitsarbeit/Veroffentlichungen/Vortrage

Die Daten zu Antibiotikaresistenzen wurden bereits im November 2020 in einem Peer-Review-
Journal veroffentlicht*. AuRerdem wurde auf das das laufende Projekt im HN21 Journal 2019
aufmerksam gemacht®. Eine umfangreiche Publikation der Ergebnisse der Metagenomanalyse
wurde im Mai 2021 ebenfalls in einem Peer-Review-Journal veroffentlicht®®. Da das Projekt im
Rahmen einer Promotionsarbeit bearbeitet wurde, enthalt auch eine Ende 2020 veréffentlichte

Dissertation®? die entsprechenden Resultate und Zukunftsperspektiven.

5. Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurden verschiedene Umgebungen derselben geografischen Region analysiert, um
mogliche Ubertragungswege von antibiotikaresistenten Bakterien mit besonderem Fokus auf
Privathaushalte zu untersuchen. Wahrend die Rolle von Klaranlagen als Hotspots fiir ABR bestatigt
wurde, traten ARGs und antibiotikaresistente Bakterien haufig in Privathaushalten auf, was darauf

hinweist, dass die hausliche Umgebung auch als Reservoir fir ABR fungieren kdnnte.

Die Ergebnisse belegen, dass Resistenzgene und antibiotikaresistente Bakterienstamme auch im
Haushalt zu finden sind. Dabei werden teilweise die gleichen Spezies und Gene gefunden, die auch
in der Umwelt (hier: Klaranlage) auftreten, allerdings ist der Anteil an Resistenzen im Haushalt im
Vergleich zu Abwasser und Klarschlamm deutlich geringer. Vergleicht man jedoch die bakteriellen
Spezies zeigt sich, dass im Haushalt eine hdhere Speziesvielfalt und mehr intrinsisch resistente
Spezies vertreten sind. Obwohl die intrinsischen Resistenzen von Natur aus bestehen, sind auch
Infektionen durch diese Mikroorganismen von Relevanz®'#, Wahrend in Abwasser, Klarschlamm
und Ablauf die identifizierten bakteriellen Spezies nur geringfiigig voneinander abweichen, variieren
die verschiedenen Bereiche im Haushalt starker. Ein Eintrag von Mikroorganismen aus dem
Haushalt in das Klarwerk und umgekehrt kénnte moglich sein, da die gleichen Umweltbakterien in
den jeweiligen Habitaten Uberleben. Die unterschiedlichen bakteriellen Zusammensetzungen und
Resistome von Bdden, Klaranlagen und Haushalten belegen jedoch, dass, obwohl eine haufige
Entwicklung mobiler Resistenzgene wahrscheinlich ist’#, nur wenige dieser Determinanten zwischen
unterschiedlichen bakteriellen Gemeinschaften Ubertragen werden oder sich dort etablieren
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Mégliche Transferpfade von Antibiotikaresistenzen zwischen verschiedenen Umgebungen.
Rote Pfeile stellen die untersuchten Routen dar und gestrichelte Linien markieren die begrenzte
Ubertragung.52

Die durchgefiihrte Metagenomanalyse der verschiedenen Habitate zeigt, dass es charakteristische
Resistome gibt und nur wenige Uberschneidungen von ARG zwischen den untersuchten Habitaten.
Dies deutet darauf hin, dass sich ABRs vorwiegend in den jeweiligen Umgebungen entwickeln
konnten, verursacht durch die unterschiedlichen Umweltbedingungen. Eine Ubertragung von ABR
zwischen den verschiedenen Umgebungen ist eher auf direkt verbundene Umgebungen beschrankt,
beispielsweise vom Haushalt zur Klaranlage. Die untersuchten Umgebungen zeigten
unterschiedliche bakterielle Gemeinschaften mit ausgepréagten Unterschieden zwischen den
Teilumgebungen innerhalb der Klaranlage und in den Haushalten®, was die Hypothese unterstuitzt,
dass Resistome vorwiegend durch die bakterielle Phylogenie strukturiert sind. Daher liefert die
durchgefiihrte Studie Hinweise darauf, dass die Ubertragung von ARG und antibiotikaresistenten
Bakterien zwischen verschiedenen Umgebungen weniger wichtig sein konnte als die Konzentration
auf die Umsetzung von PraventionsmafRnahmen in jeder einzelnen Umgebung. Wahrend die
durchgefiihrte Metagenomstudie® einen guten ersten Uberblick gibt, sind weitere Studien mit mehr
Proben und einer tiefgreifenden Analyse der gemeinsam genutzten Gene erforderlich. Die
Ausbreitung von ABR kann begrenzt werden, indem die Entwicklung von Resistenzen in der
Haushaltsumgebung reduziert wird, um ein geringes, aber dennoch mdgliches Infektionsrisiko fur

Haushaltsmitglieder und eine Verbreitung innerhalb des Haushalts oder Giber hausliches Abwasser
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zur Klaranlage zu verhindern. Dariber hinaus sollte ein mdglicher Transfer von
Antibiotikarlckstdnden und resistenten Bakterien aus der Klaranlage in die terrestrische und
aguatische Umwelt vermieden werden, um die Forderung der Resistenzentwicklung zu verhindern.
Dies konnte durch den Einsatz fortschrittlicher Technologien bei der Abwasserbehandlung und die
Vermeidung der Verwendung von behandeltem Abwasser zur Diingung und Bewésserung erreicht
werden. Es sind jedoch umfassendere Studien erforderlich, um die Resistome verschiedener
Umgebungen zu vergleichen und um zu bestétigen, ob sich ABR unabhéngig in jeder Umgebung
entwickeln. Basierend auf den erhobenen Daten sollten quantitative Analysen durchgefihrt werden,
um die Bedeutung der Unterschiede zwischen den analysierten Umgebungen weiter
herauszuarbeiten. Wesentliche Ergebnisse dieses Projekts werden online zur Verfugung gestellt.
Die Onlineprasenz wird auf https://foodsystems.institute/ der Hochschule Rhein-Waal erfolgen und

aktuell gehalten.
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