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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neben dem seit Jahrzehnten bekannten Auftreten von human- und tiermedizinisch relevanten
antibiotikaresistenten bzw. multiresistenten Bakterien im Rahmen der Anwendung von Antibi-
otika im klinischen Bereich, bei der ambulanten Behandlung von Patienten und in der landwirt-
schaftlichen Nutztierhaltung wird zunehmend auch die aquatische Umwelt als Reservoir fur
antibiotikaresistente Bakterien (ARB) und Antibiotikaresistenzgene (ARG) betrachtet. Unter
diesem Aspekt hat das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (LANUV)
das Projekt ,Bestandsaufnahme zum Vorkommen abwasserburtiger antibiotikaresistenter
Bakterien in Abwasser und in Gewassern in NRW sowie Aufklarung relevanter Quellen und
Eintragspfade in die Umwelt“ (ARB-Projekt) tber eine Laufzeit von drei Jahren (2019 bis 2022)
durchgefuhrt. Ziel war die stichprobenartige Erfassung der Verbreitung klinisch-relevanter
ARB und ARG in Abwassern aus Krankenhausern, in kommunalem Abwasser mit und ohne
Krankenhausabwasseranteil, im Zu- und Ablauf von Klaranlagen sowie in durch Klaranlagen-
einleitungen beeinflussten Oberflachengewassern in Nordrhein-Westfalen. Die Quantifizie-
rung, ldentifizierung und Bestimmung von Resistenzeigenschaften der ARB und der qualitative
Nachweis von ARG in Abwasser- und Oberflachenwasserproben erfolgte basierend auf kultu-
rellen, molekularbiologischen und chemischen Verfahren.

Der Schwerpunkt lag auf antibiotikaresistenten bzw. multiresistenten prioritaren Krankheitser-
regern von aktueller klinischer Relevanz. Es handelte sich um fakultativ-pathogene gramne-
gative Bakterien der Enterobacterales mit der Art Escherichia coli (E. coli) sowie Vertretern der
Gattungen Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-Gruppe), Pseudomonas aeruginosa
und die Acinetobacter baumannii-Gruppe sowie grampositive Bakterien der Vancomycin-re-
sistenten Enterokokken (VRE).

Generell wurde das Vorkommen der genannten klinisch-relevanten ARB, mit Ausnahme der
A. baumannii-Gruppe, in Abwassern aller Krankenhauser, Klaranlagen und FlieRgewasser
oberhalb und unterhalb der Einleitung von Klaranlagen sowie in Abwasserbehandlungsanla-
gen von Betrieben der Fleischwirtschaft in Nordrhein-Westfalen festgestellit.

Im Unterschied zu den ubiquitar vorhandenen 3GC-resistenten (Resistenz gegenliber Cepha-
losporinen der 3. Generation) E. coli und Bakterien der Gattungen Klebsiella, Enterobacter und
Citrobacter (KEC-Gruppe) war das Vorkommen Carbapenemase-bildender E. coliund KEC (=
4MRGN) — auf Basis der durchgangig angewendeten Analytik mittels CHROMagar ESBL (Fa.
Mast) als primarem Selektivnahrmedium — auf Abwasser aus einigen Krankenhausern und auf
Rohabwasser (Zulaufe der Klaranlagen) mit Krankenhausern im Einzugsgebiet beschrankt.
Die stichprobenartige Verwendung des bzgl. 4MRGN selektiveren und dementsprechend sen-
sitiverem Primaragarnahrmedium CHROMagar mSuperCARBA zeigte allerdings auch den
Nachweis von 4MRGN in Proben ohne Krankenhausabwasseranteil. Insgesamt zeigte der
Vergleich der Abwasser aus den Krankenhausern und von kommunalen Rohabwassern mit
Krankenhausabwasseranteil mit kommunalem Abwasser ohne solchen Anteil, dass Carba-
penemase-bildende E. coli und Vertreter der Gattungen Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter
sowie multiresistente P. aeruginosa Uberwiegend aus Krankenhausabwassern stammen,
wahrend kein deutlicher Unterschied in der Belastung von Krankenhausabwasser und kom-
munalem Abwasser mit 3GC-resistenten E. coli und KEC sowie VRE vorhanden war. In den
Abwassern der Krankenhauser waren multiresistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe,
die gegen 3 bzw. 4 Antibiotikagruppen (3MRGN bzw. 4MRGN) resistent waren, vorhanden.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Zusammenfassung

Im Abwasser eines Krankenhauses wurden zudem 4MRGN-Isolate von P. aeruginosa mit un-
terschiedlichen Carbapenemasen gefunden. Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE), bei
denen es sich ausschlie3lich um Enterococcus faecium handelte, wurden ebenfalls im Abwas-
ser aller Krankenhauser, in den Rohabwassern mit Krankenhausabwasseranteil im Zulauf zu
den Klaranlagen, aber auch in kommunalen Rohabwassern ohne Krankenhausabwasseranteil
im ahnlichen Konzentrationsbereich nachgewiesen.

Insgesamt zeigen die Befunde, dass Krankenhausabwasser eine bedeutende Quelle fir den
Eintrag von antibiotikaresistenten bzw. multiresistenten (z. B. 4AMRGN) fakultativ-pathogenen
Bakterien darstellen kdnnen. Im ARB-Projekt handelte es sich dabei um E. coli und Vertreter
der Gattungen Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-Gruppe) sowie P. aeruginosa
und VRE. Diese gelangen dann entlang des Abwasserpfads in das kommunale Abwassersys-
tem, werden wahrend der Abwasserbehandlung ggf. nicht vollstandig entfernt und dann durch
die Einleitung aus der Klaranlage in das FlieRgewasser eingetragen.

Die dezentrale Behandlung des Abwassers von Krankenhdusern mittels Membranfiltration
(Ultrafiltration) in Membranbioreaktoren (MBR) und nachgeschalteter Ozonung bewirkte eine
Abnahme von 3GC-E. coli und KEC, multiresistenten P. aeruginosa und VRE um mehrere
Log-Stufen, sodass die Zielorganismen im behandelten Abwasser nicht mehr oder nur in sehr
geringer Konzentration nachgewiesen wurden. Eine dezentrale Abwasserbehandlung direkt
an der Quelle in Krankenhdusern kénnte somit die Belastung von kommunalem Abwasser mit
multiresistenten Bakterien deutlich verringern.

Bezuglich der Reduktionsleistung von Klaranlagen bewirkten Klaranlagen mit konventioneller
mechanisch-biologischer Abwasserbehandlung eine Abnahme von 3GC-resistenten E. coli
und KEC, multiresistenten P. aeruginosa und VRE im Bereich von etwa 2 bis 4 Log-Stufen. Im
Ablauf der Klaranlagen waren die Zielorganismen teilweise noch in niedrigen Konzentrationen
nachweisbar. Im Fall von zwei der drei Klaranlagen mit Krankenhdusern im Einzugsgebiet
wurden im Ablauf der Klaranlagen und unterhalb der Einleitung, jedoch nicht oberhalb, Carba-
penemase-bildende E. coli und KEC in niedrigen Konzentrationen nachgewiesen. Insgesamt
war die Nachweishaufigkeit bzw. Konzentration multiresistenter Bakterien im FlieRgewasser
unterhalb der Einleitung der untersuchten Klaranlagen hoher als im Gewasser oberhalb der
Einleitungsstellen, was auf die mdgliche Rolle von Klaranlagenablaufen als Punktquellen von
ARB hinweist. Weitergehende Abwasserbehandlungen mit unterschiedlichen Verfahrensstu-
fen zeigten bezuglich der Reduktionsleistungen der ARB bei Ozonung keinen ausgepragten
Effekt, bei UV-Bestrahlung und weitergehender Abwasserbehandlung mittels eines Retenti-
onsbodenfilters um etwa 2 Log-Stufen niedrigere Konzentrationen bis hin zu keinem Nachweis
und einen vollstandigen Ruckhalt durch Membranfiltration (Ultrafiltration).

Abwasser aus Schlachthéfen gelten ebenfalls als Quellen von antibiotikaresistenten, fakulta-
tiv-pathogenen Bakterien. In vier Betrieben der Fleischwirtschaft (Gefligelverarbeitung, Gefli-
gelschlachtung, Schweineschlachtung) wurden 3GC-resistente E. coli und KEC sowie
P. aeruginosa, jedoch nicht VRE, in Rohabwasserproben nachgewiesen, die betriebseigene
Abwasserbehandlung flhrte zur Reduktion der ARB um mehrere Log-Stufen. 3GC-resistente
E. coli waren im behandelten Abwasser in geringen Konzentrationen noch enthalten oder wa-
ren wie P. aeruginosa nicht mehr nachweisbar. Eine dezentrale Behandlung von Schlachtho-
fabwasser in Betrieben bei Indirekteinleitern kann somit zur Minderung der Belastung durch
ARB in Klaranlagen bzw. bei Direkteinleitern in Oberflachengewassern (Vorfluter) dienen.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Zusammenfassung

Im Rahmen des Messprogramms wurden neue Erkenntnisse zur Methodik des Nachweises
von 4MRGN-Isolaten in Abwasserproben gewonnen. Ein Vergleich der Analytik mittels des im
ARB-Projekt durchgehend verwendeten CHROMagar ESBL versus CHROMagar mSuper-
CARBA zeigte, dass die alleinige Verwendung von CHROMagar ESBL zu Minderbefunden
oder sogar zu falsch-negativen Ergebnissen bzgl. Carbapenemase-bildender Zielorganismen
(4MRGN) fihren kann. CHROMagar mSuperCARBA war sensitiver und ergab eine bis zu 3,6
Log-Stufen héhere Wiederfindung von Carbapenemase-bildenden Zielorganismen im Ver-
gleich zu CHROMagar ESBL. Daher ist die zusatzliche Verwendung dieses Nahrmediums auf-
grund der Brisanz des Auftretens von 4MRGN zu empfehlen.

Bezlglich der ARG lag der Fokus auf dem qualitativen Nachweis von insgesamt zehn Antibi-
otikaresistenz vermittelnden Genen: ESBL-(blatem, blastv und blactx-m) und Carbapenemase-
Genen (blaoxa-as, blanowm, blakec, blayim und blawe), die haufig in klinisch-relevanten, fakultativ-
pathogenen gramnegativen Bakterien wie E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe vorkommen,
und Vancomycin-Resistenz-Genen (vanA und vanB) von VRE. ESBL- und Carbapenemase-
Gene sowie Vancomycin-Resistenz-Gene wurden mit erhohter Haufigkeit in Abwasser aus
Krankenhausern sowie in Rohabwasser (Zulauf) aus kommunalen Klaranlagen mit Kranken-
hausern im Einzugsgebiet im Vergleich zu Rohabwasser aus kommunalen Klaranlagen ohne
Krankenhauser im Einzugsgebiet nachgewiesen. Das vanB-Gen stellte eine Ausnahme dar,
da es mit gleicher Haufigkeit im Rohabwasser aus Klaranlagen mit und ohne Krankenhausern
im Einzugsgebiet auftrat. Diese Befunde weisen darauf hin, dass Krankenhausabwasser auch
eine bedeutsame Quelle fur ARG darstellen kdnnen. Die Abwasserbehandlung in kommuna-
len Klaranlagen wies keine einheitliche Entfernung der ARG auf, sondern in Abhangigkeit der
jeweiligen Resistenzgene kam es nicht nur zur Abnahme der Nachweishaufigkeit, sondern es
gab keine Veranderung oder auch eine Zunahme der Nachweishaufigkeit. Somit scheinen be-
zuglich der ARG-Elimination unterschiedliche Prozesse in den Klaranlagen eine Rolle zu spie-
len und auller einer Entfernung kann madglicherweise auch eine Persistenz sowie sogar eine
Zunahme der ARG stattfinden.

Uber die Ergebnisse des Messprogramms hinaus wurde mit dem ARB-Projekt die Etablierung
und Weiterentwicklung der Methodik zum Nachweis von klinisch-relevanten antibiotikaresis-
tenten Bakterien in Abwassern und Oberflachenwéassern erreicht. Hier lag insbesondere der
Fokus auf Methodenfortentwicklung zur Erzielung valider und statistisch sicherer quantitativer
Ergebnisse. Ein LANUV-Arbeitsblatt mit Empfehlungen zur Nachweismethodik fur ARB in Um-
weltproben befindet sich derzeit in Erarbeitung.

Insgesamt gibt das Messprogramm einen ersten Uberblick tiber das Vorkommen von klinisch-
relevanten antibiotikaresistenten Bakterien in Abwassern und Gewassern in Nordrhein-West-
falen. Dieses Thema ist jedoch inklusive des anthropogenen Einflusses so komplex, dass der-
zeit keine expliziten oder generellen Losungswege zur Reduktion dieser Bakterien aufgezeigt
werden kdnnen. Weitere Untersuchungen sind dazu notwendig.

Es ist zu prifen, ob ein zukiinftiges regelmafliges Gewassermonitoring in Nordrhein-Westfalen
hinsichtlich des Eintrags und der Persistenz von klinisch-relevanten antibiotikaresistenten Bak-
terien zu etablieren ist. Ein solches Monitoring kdnnte die weitergehend zu erwartende Dyna-
mik bezliglich besorgniserregender Antibiotikaresistenzen ermitteln und damit frihzeitig Hand-
lungsoptionen schaffen. Dies wird seitens des LANUV als sinnvoll und zukunftsorientiert an-
gesehen.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Zusammenfassung

Infobox: Vorkommen klinisch-relevanter ARB

e Vorkommen klinisch-relevanter ARB (mit Ausnahme der A. baumannii-Gruppe) in Ab-
wassern aller untersuchten Krankenhauser, Klaranlagen und in Fliekigewassern (ober-
halb und unterhalb der Einleitung der Klaranlagen) sowie in Abwasserbehandlungs-
anlagen von Betrieben der Fleischwirtschaft festgestellt.

e 3GC-resistente (Resistenz gegentiber Cephalosporinen der 3. Generation) E. coli und
Bakterien der Gattungen Kilebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-Gruppe)
ubiquitar nachgewiesen.

o Vorkommen Carbapenemase-bildender E. coli und KEC (= 4MRGN) — auf Basis der
durchgangig angewendeten Analytik mittels CHROMagar ESBL als primarem Selek-
tivnahrmedium — auf Abwasser aus einigen Krankenhausern und auf Rohabwasser
(Zulaufe) der Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet beschrankt.

e Stichprobenartige Verwendung des bzgl. 4MRGN selektiveren und dementsprechend
sensitiverem Primaragarnahrmediums CHROMagar mSuperCARBA zeigte allerdings
auch den Nachweis von 4MRGN in Proben ohne Krankenhausabwasseranteil.

e Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Carbapenemase-bildende E. coli und Bakte-
rien der Gattungen Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter sowie multiresistente
P. aeruginosa Uberwiegend aus Krankenhausabwassern stammen.

¢ Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE), bei denen es sich ausschliefldlich um
Enterococcus faecium handelte, wurden im Abwasser aller Krankenhauser, in den Ro-
habwassern mit Krankenhausabwasseranteil im Zulauf zu den Klaranlagen, aber auch
in kommunalen Rohabwassern ohne Krankenhausabwasseranteil im ahnlichen Kon-
zentrationsbereich nachgewiesen.

e 3GC-resistente E. coli und KEC sowie resistente P. aeruginosa, jedoch nicht VRE,
wurden in Rohabwasserproben von Betrieben der Fleischwirtschaft (Gefllgelverarbei-
tung, Gefligelschlachtung, Schweineschlachtung) nachgewiesen.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Zusammenfassung

Infobox: Abwasserbehandlung

Eine dezentrale Abwasserbehandlung mittels Membranfiltration (Ultrafiltration) direkt
an der Quelle in Krankenhausern koénnte die Belastung von kommunalem Abwasser
mit multiresistenten Bakterien deutlich verringern.

Klaranlagen mit konventioneller mechanisch-biologischer Abwasserbehandlung be-
wirkten eine Abnahme von 3GC-resistenten E. coli und KEC, multiresistenten
P. aeruginosa und VRE im Bereich von etwa 2 bis 4 Log-Stufen.

Eine weitergehende Abwasserbehandlung mittels UV-Bestrahlung oder eines Retenti-
onsbodenfilters zeigte bezlglich der Reduktionsleistung der ARB um etwa 2 Log-Stu-
fen niedrigere Konzentrationen bis hin zu keinem Nachweis; mittels Membranfiltration
(Ultrafiltration) einen vollstandigen Rickhalt der ARB.

Die betriebseigene Abwasserbehandlung von Betrieben der Fleischwirtschaft fuhrte
zur Reduktion der ARB um mehrere Log-Stufen.

Infobox: Nachweis von 4MRGN-Isolaten in Abwasserproben

Die alleinige Verwendung von CHROMagar ESBL kann zu Minderbefunden oder so-
gar zu falsch-negativen Ergebnissen bzgl. Carbapenemase-bildender Zielorganismen
(4MRGN) fhren.

CHROMagar mSuperCARBA war sensitiver und ergab eine bis zu 3,6 Log-Stufen ho-
here Wiederfindung von Carbapenemase-bildenden Zielorganismen im Vergleich zu
CHROMagar ESBL.

Die zusatzliche Verwendung von CHROMagar mSuperCARBA ist aufgrund der Bri-
sanz des Auftretens von 4MRGN zu empfehlen.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW

Abkirzungen
Abklrzungen
3GC Dritt-Generations-Cephalosporin
3MRGN multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen 3 der 4 Anti-

biotikagruppen (gemal KRINKO 2012, 2019)

4MRGN multiresistente gramnegative Stadbchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Anti-
biotikagruppen (gemal KRINKO 2012, 2019)

ABA Abwasserbehandlungsanlage

AB-Gruppe A. baumannii-Gruppe (Acinetobacter baumannii, A. pittii, A. noscomialis,
A. seifertii, A. dijkshoorniae)

AES Advanced Expert System

AmpC AmpC R-Lactamase

ARB antibiotikaresistente Bakterien

ARG Antibiotikaresistenzgene

AST Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BLASTn Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool

Bp base pairs (Basenpaare)

BTS Bacterial Test Standard

CP Carbapenemase

CTX-M Cefotaxim-hydrolysierende p-Lactamase isoliert in Miinchen (eine ESBL)
DART Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie

DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control (Europaisches Zent-

rum fur die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten)

ESBL Extended-Spectrum-3-Lactamasen

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FNU Formazin Nephelometric Units

GIM German Imipenemase (eine Carbapenemase)

GN Gramnegativ

GP Grampositiv

HCCA a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Abkirzungen

| Als intermediar gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterien-
stamm dann eingestuft, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit flir einen The-
rapieerfolg besteht, da die Exposition gegentiber dem Wirkstoff durch An-
passung des Dosierungsschemas oder durch seine Konzentration an der
Infektionsstelle erhéht wird.

ID Identifizierung

IMP Imipenemase (eine Carbapenemase)
KA kommunale Klaranlage

KBE Kolonie-bildende Einheit

KEC-Gruppe Bakterien der Gattungen Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter

KH Krankenhaus

KPC Klebsiella-pneumoniae-Carbapenemase

KRINKO Kommission fir Krankenhaushygiene und Infektionspravention
LANUV Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz

MALDI-TOF-MS Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectro-
metry (Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation - Flugzeit-Massen-

spektrometrie)

MBL Metallo-R-Lactamasen

MBR Membranbioreaktor

MBT MALDI Biotyper®, Firma Bruker

MDR Multi Drug Resistance

MFU McFarland Units

MHK Minimale Hemmkonzentration

MLST Multi Locus Sequenz Typisierung

MRGN Multiresistente gramnegative Stabchen

MSP Mass Spectra Projections

NCBI National Center for Biotechnology Information

NDM New-Delhi-Metallo-B-Lactamase (eine Carbapenemase)

NRz Nationales Referenzzentrum flr gramnegative Krankenhauserreger (Bo-
chum)

NWG Nachweisgrenze

OXA Oxacillinase (eine Carbapenemase)

PCR Polymerasekettenreaktion
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW

Abkirzungen
PER ESBL, die erstmals aus Pseudomonas aeruginosa RNL-1 isoliert wurde
R Als resistent gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm

dann eingestuft, wenn die Wahrscheinlichkeit eines Therapieversagens
auch bei erhéhter Exposition hoch ist

rDNA Ribosomal deoxyribonucleic acid (ribosomale Desoxyribonukleinsaure)
RKI Robert Koch-Institut
S Als sensibel gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm

eingestuft, wenn unter Verwendung des Standarddosierschemas des Wirk-
stoffs eine hohe Wahrscheinlichkeit fir einen Therapieerfolg besteht

SHV Sulfhydryl reagent variable (eine ESBL)

TEM Temoneira (Name des griechischen Patienten, der mit einem Bakterieniso-
lat infiziert war, bei welchem erstmals TEM-1 nachgewiesen wurde; eine
ESBL)

TOC Total Organic Carbon (gesamter organischer Kohlenstoff): Parameter in

der Umweltanalytik, der die Summe des gesamten organischen Kohlen-
stoffs in einer Probe angibt

TSA Trypton-Soja-Agar

UAWG Untere Anwendungsgrenze (Bestimmungsgrenze entsprechend DIN
38402-60)

uv Ultraviolettstrahlung

VEB Vietnam-extended-spectrum-p-lactamase (eine ESBL)

VIM Verona-Integron-Metallo-3-Lactamase (eine Carbapenemase)

VRE Vancomycin-resistente Enterokokken

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Glossar

Glossar

AmpC-B-Lactamasen

Bakterielle Enzyme, die Resistenzen gegenlber allen B-Lactam-Antibiotika, aufler Cefepim
und Cefpirom, beides Cephalosporine der 4. Generation, und auf3er Carbapenemen vermitteln
(PFEIFER 2010). Die Gene, die fir AmpC-Enzyme codieren, zeichnen sich durch grof3e gene-
tische Diversitat aus (PFEIFER 2007). Die Benennung der amp-Gene geht auf frihe Studien
(aus den 1960er/70er Jahren) zur Resistenz gegeniber Ampicillin und weiteren Penicillinen
zurick (JACOBY 2009). Viele Enterobakterien (wie Enterobacter- oder Citrobacter-Spezies) be-
sitzen von Natur aus chromosomal lokalisierte ampC-Gene (PFEIFER 2007, PFEIFER 2010). Die
ampC-Expression ist entweder induzierbar oder durch Veranderungen des Regulationsme-
chanismus dereprimiert, was eine Uberexpression und damit die Cephalosporin-Resistenz zur
Folge hat (PFEIFER 2010). Von diesen chromosomalen Vorlauferenzymen abgeleitet, sind
Plasmid-vermittelte AmpC-B-Lactamasen, welche beispielsweise in E. coli und Klebsiella spp.
vorkommen (PFEIFER 2010). B-Lactamase-Inhibitoren haben kaum oder keinen Effekt auf
AmpC-B-Lactamasen, weshalb sie nicht als Extended-Spectrum-B-Lactamasen (ESBL) be-
zeichnet werden (PFEIFER 2010).

B-Lactam-Antibiotika

Eine grofle Gruppe von Antibiotika, deren gemeinsames chemisches Merkmal das Vorhan-
densein eines viergliedrigen Lactam-Ringes ist. Sie gehen urspringlich auf das Antibiotikum
Penicillin zurtick, das 1928 aus Kulturen des Schimmelpilzes Penicillium notatum extrahiert
wurde, und wurden im Laufe der Zeit zur Verwendung als Arzneimittel immer weiterentwickelt.
Zu den B-Lactam-Antibiotika gehdren, neben den Penicillinen, die Cephalosporine, die Carba-
peneme sowie die Monobactame.

B-Lactamase-Inhibitoren

B-Lactamase-Inhibitoren, wie Clavulansaure, Sulbactam oder Tazobactam, sind in ihrer che-
mischen Struktur den B-Lactam-Antibiotika sehr ahnlich, haben aber kaum einen antibioti-
schen Effekt (PFEIFER 2010). In der Therapie kommen sie in Kombination mit B-Lactam-Anti-
biotika zum Einsatz — wie in den Kombinationen der Aminopenicilline Amoxicillin mit Clavulan-
saure bzw. Ampicillin mit Sulbactam, des Acylureidopenicillins Piperacillin mit Tazobactam o-
der des Dritt-Generations-Cephalosporins Ceftazidim mit Avibactam —, um deren Wirkung zu
erhohen. Sie konnen der Inaktivierung der B-Lactam-Antibiotika durch bestimmte B-Lacta-
mase-Enzyme entgegenwirken, indem sie irreversibel an die Enzyme binden und diese damit
blockieren (PFEIFER 2010). Allerdings wurden schnelle Anpassungen seitens der Bakterien
beobachtet, wie eine vermehrte Bildung (Uberexpression) der B-Lactamase (so, dass dem
Bakterium nach ,,Verbrauch* des Inhibitors noch gentiigend Enzym fur die B-Lactam-Hydrolyse
zur Verflugung steht) oder strukturelle Veranderungen des Enzyms (so, dass der Inhibitor nur
noch schwach oder gar nicht gebunden wird) (PFEIFER 2010).

Aulerdem kommen B-Lactamase-Inhibitoren fir den Nachweis von Extended-Spectrum-f3-
Lactamasen (ESBL) zum Einsatz (siehe Kapitel A 1.8.2).
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Glossar

Carbapeneme

Carbapeneme gehoéren zu den B-Lactam-Antibiotika. B-Lactam-Antibiotika sind eine grofRe
Gruppe von Antibiotika, deren gemeinsames chemisches Merkmal das Vorhandensein eines
viergliedrigen Lactam-Ringes ist. Carbapeneme leiten sich von Thienamycin ab, welches 1976
im Bodenbakterium Streptomyces cattleya entdeckt wurde. Carbapeneme besitzen ein sehr
breites Wirkungsspektrum; zu den in Deutschland verfigbaren Carbapenemen zahlen (in Rei-
henfolge ihrer Markteinfihrung) Imipenem (1984), Meropenem (1995), Ertapenem (2002) und
Doripenem (2008) (KRESKEN et al. 2010). Allen ist gemein, dass sie ausschlieRlich parenteral
applizierbar sind (WEINBERG 2012) — sie also nur als Injektion oder Infusion in den Blutkreislauf
verabreicht werden. Carbapeneme besitzen eine hohe Stabilitdt gegen die Hydrolyse durch
die meisten B-Lactamasen; dabei kommt der Unempfindlichkeit gegentiber Extended-Spect-
rum-B-Lactamasen (ESBL) vom Typ CTX-M, TEM und SHV die gréte klinische Bedeutung
zu (KRESKEN et al. 2010). Carbapeneme werden bei schweren Infektionen im Krankenhaus
eingesetzt; bei multiresistenten gramnegativen Bakterien kommt den Carbapenemen eine
spezielle Relevanz zu, weil diese haufig als letzte Antibiotikagruppe noch wirksam sind. Re-
sistenzen gegen Carbapeneme schranken die Therapiemoglichkeiten bei schweren Infektio-
nen deutlich ein (KAASE 2012).

Carbapenemasen

Bakterielle Enzyme, die Carbapeneme (wie Imipenem, Meropenem und Ertapenem) spalten
und haufig Resistenz gegenuber allen B-Lactam-Antibiotika vermitteln. Zu den weltweit wich-
tigsten Carbapenemasen gehoéren KPC (Klebsiella-pneumoniae-Carbapenemasen), VIM (Ve-
rona-Integron-Metallo-B-Lactamasen), NDM (New-Delhi-Metallo-B-Lactamasen) und OXA-48
(Oxacillinasen) (KAASE 2012). Auch in Deutschland werden bei den untersuchten Enterobac-
terales (Enterobakterien) Isolaten hauptsachlich OXA-48-Carbapenemasen und Varianten da-
von (bezeichnet als OXA-48-like-Carbapenemasen; z. B. OXA-244, OXA-181) sowie NDM-,
VIM- und KPC-Carbapenemasen nachgewiesen; bei Pseudomonas aeruginosa auch noch
haufig IMP (Imipenemase) und GIM (German Imipenemase) (PFENNIGWERTH et al. 2023).

Cephalosporine

Cephalosporine gehoéren zu den B-Lactam-Antibiotika. 3-Lactam-Antibiotika sind eine grof3e
Gruppe von Antibiotika, deren gemeinsames chemisches Merkmal das Vorhandensein eines
viergliedrigen Lactam-Ringes ist. Cephalosporin C wurde 1945 in einem Isolat des Pilzes Acre-
monium chrysogenum (ehemals Cephalosporium acremonium) entdeckt (WEINBERG 2012); es
ist wegen seiner schwachen pharmakologischen Wirkung jedoch als Arzneimittel ohne Bedeu-
tung. Cephalosporin C dient aber bis heute als Grundsubstanz zur Herstellung von wirksame-
ren halbsynthetischen Cephalosporinen.
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Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Glossar

Es existieren verschiedene Einteilungssysteme flr die zahlreichen Cephalosporine; eine inter-
national verbindliche Einteilung gibt es nicht. Vergleichsweise oft, insbesondere international,
wird das von der WHO praktizierte, chronologische Einteilungssystem in Generationen’ ange-
wendet (WEINBERG 2012):

Cephalosporine der ersten Generation

Die Verbindungen der ersten Generation haben ein relativ enges Wirkungsspektrum,
das sich hauptsachlich auf grampositive Kokken konzentriert.

Cephalosporine der zweiten Generation

Die Cephalosporine der zweiten Generation haben eine variable Aktivitat gegen gram-
positive Kokken, aber eine erhdhte Aktivitat gegen gramnegative Bakterien.

Cephalosporine der dritten Generation

Die Cephalosporine der dritten Generation haben eine ausgepragte Aktivitat gegen
gramnegative Bakterien. Eine begrenzte Aktivitdt gegen grampositive Kokken (insbe-
sondere Methicillin-empfindliche Staphylococcus aureus) kann auftreten.

Zu den Cephalosporinen der dritten Generation gehdéren z. B. Cefotaxim und
Ceftazidim (zur parenteralen Therapie) sowie Cefpodoxim (zur peroralen Therapie; als
Cefpodoximproxetil). Ceftazidim ist das einzige Cephalosporin dieser Generation, wel-
ches auch gegen Pseudomonaden, wie Pseudomonas aeruginosa, wirksam ist.

Cephalosporine der vierten Generation

Die Cephalosporine der vierten Generation sind wirksam gegen grampositive Kokken
und ein breites Spektrum gramnegativer Bakterien, einschliellich Pseudomonas
aeruginosa und viele der Enterobakterien mit induzierbaren chromosomalen 3-Lacta-
masen. Zu den Cephalosporinen der vierten Generation gehéren z. B. Cefepim und
Cefpirom.

Ausgehend von einer primaren Wirksamkeit gegen grampositive Bakterien hat sich das Wirk-
spektrum der Cephalosporine mit der Einfiihrung neuer Substanzen Uber die Zeit verbreitert.
Dabei nahm die Stabilitdt gegenlber vorherrschenden B-Lactamasen tendenziell ebenfalls zu.
Neue Resistenzentwicklungen folgten jedoch jeweils rasch nach der Einfihrung einer neuen
Substanz (WEINBERG 2012).

1 siehe WHO Collaborating Centre for Drug Statistics Methodology, Guidelines for ATC classification and DDD
assignment, 2023. Oslo, 2022, https://www.whocc.no/atc_ddd_index_and_quidelines/quidelines/; fur eine Auf-
listung der Antibiotika siehe 2021 AWaRe classification, https://www.who.int/publications/i/item/2021-aware-
classification
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Dritt-Generations-Cephalosporin-resistent, 3GC-resistent

Die Bezeichnung 3GC-resistent wird im ARB-Projekt fur (zu den Enterobakterien, Enterobac-
terales, gehoérende) Zielorganismen der Art Escherichia coli (E. coli) sowie der Gattungen
Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter verwendet, welche auf dem verwendeten Selek-
tivnahrboden, welcher die Antibiotika Cefpodoxim, Cloxacillin und Vancomycin enthalt, unter
den gegebenen Kulturbedingungen wachsen (siehe Kapitel A 1.4.2.1).

Cefpodoxim — ein Cephalosporin der dritten Generation — gilt als empfindlichstes individuelles
Indikator-Cephalosporin flir den Nachweis der Produktion einer Extended-Spectrum-p-Lacta-
mase. Bei den als 3GC-resistent bezeichneten Zielorganismen kdnnen jedoch auch andere
Resistenzmechanismen (wie zum Beispiel eine AmpC-B-Lactamase oder eine Carbapene-
mase) vorliegen.

Effluxpumpen, Effluxmechanismen

Bakterielle Effluxpumpen bzw. Effluxmechanismen dienen dem aktiven Ausschleusen einer
breiten Palette von Substraten aus der Zelle heraus — wie Antibiotika, organische Schadstoffe,
Schwermetalle, bakterielle Metabolite (BLANCO et al. 2016). Sie kommen in allen Bakterien
vor; mit wenigen Ausnahmen sind sie chromosomal kodiert und weisen sowohl auf der gene-
tischen als auch auf der Proteinebene eine konservierte Organisation auf (BLANCO et al. 2016).

Effluxmechanismen in Bakterien konnen zur Resistenz gegenlber Antibiotika beitragen, in-
dem sie eine Verringerung der aktiven Konzentration des Antibiotikums in der Zelle durch des-
sen Ausschleusen bewirken (BLANCO et al. 2016, WITTE & KLARE 1999, WITTE 2008, SCHMOCH
et al. 2021).

Extended-Spectrum-B-Lactamasen (ESBL)

Extended-Spectrum B-Lactamasen (ESBL) sind in der Lage auch Cephalosporine der dritten
Generation — wie die Oxyimino-Cephalosporine Ceftazidim, Cefotaxim und Cefpodoxim — und
der vierten Generation — wie Cefepim — zu hydrolysieren sowie das Monobactam-Antibiotikum
Aztreonam (PFEIFER 2010, PFEIFER et al. 2013).

3MRGN, 4MRGN

Definition der Multiresistenz bei gramnegativen Bakterien, eingefiuhrt durch die Kommission
fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO), bei welcher insbesondere der
Gesichtspunkt der klinischen Relevanz der Resistenz zu Grunde gelegt wurde. Die Klassifizie-
rung beruht auf der Betrachtung von Resistenzen gegeniber den Antibiotika, die als primare
Therapeutika bei schweren Infektionen im Krankenhaus eingesetzt werden. Dabei handelt es
sich um vier Antibiotikagruppen, I. Acylureidopenicilline, Il. Cephalosporine der 3. und 4. Ge-
neration, Ill. Carbapeneme und IV. Fluorchinolone, jeweils mit den Leitsubstanzen Piperacillin
(1), Cefotaxim und/oder Ceftazidim (Il.), Imipenem und/oder Meropenem (lll.) sowie Ciproflo-
xacin (IV.) (KRINKO 2012). Zielorganismen dieser Klassifizierung sind Enterobakterien, Pseu-
domonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii-Gruppe. Sie werden bei Resistenz gegen
3 der 4 Antibiotikagruppen als 3MRGN (Multi-Resistente Gram-Negative) bzw. bei Resistenz
gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen als 4MRGN bezeichnet (KRINKO 2012). Nach Anpassung
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der Klassifizierung im Jahr 2019 sollen die genannten Bakterien bei Vorliegen einer Carba-
penemase immer als 4MRGN bewertet werden (KRINKO 2019). Tabellarische Darstellung
siehe Anhang (Tabelle 37, Seite 146).

Gramnegative Bakterien, grampositive Bakterien

Durch eine Methode zur differenzierenden Farbung von Bakterien (Gram-Farbung; entwickelt
vom danischen Bakteriologen Hans Christian Gram) werden Bakterien in zwei grof3e Gruppen
eingeteilt — die gramnegativen Bakterien und die grampositiven Bakterien —, die sich im Aufbau
ihrer Zellwande unterscheiden. Die Zellwand ist der Membran, die die Bakterienzelle umgibt,
(Zytoplasmamembran) aufgelagert und dient unter anderem dem Schutz und der Formgebung
der Zelle (KAYSER & BOTTGER 2005). Wichtigstes Bauelement der Zellwand ist das Murein
(Syn. Peptidoglykan), ein netzartiges, die gesamte Zelle einhillendes Polymer (KAYSER &
BOTTGER 2005).

Gramnegative Bakterien besitzen im Gegensatz zu grampositiven Bakterien eine Zellwand mit
einer sehr dinnen Peptidoglykan-Schicht (ca. 2 nm vs. 15-80 nm bei grampositiven; KAYSER
& BOTTGER 2005), jedoch zusatzlich eine weitere (auRere) Membran, welche bei grampositi-
ven Bakterien fehlt. Diese strukturellen Unterschiede fiihren dazu, dass der zur Unterschei-
dung verwendete Farbstoff wahrend der Gram-Farbung in den Zellen grampositiver Bakterien
zurtckgehalten wird, wohingegen er aus denen gramnegativer Bakterien wieder ausgewa-
schen wird. Eine Gegenfarbung macht letztere wieder sichtbar.

Die Unterscheidung zwischen gramnegativen und grampositiven Bakterien ist insbesondere
auch fur den therapeutischen Einsatz von Antibiotika von Bedeutung, denn bestimmte Antibi-
otika wirken nur gegen die eine oder die andere Gruppe von Bakterien (FUSSLE 2011) und
viele Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenliber den Substanzen beruhen auf den struk-
turellen Unterschieden im Aufbau der Zellwand (ACKERMANN 2014).

Horizontaler Gentransfer

Bakterien kdnnen in der Umwelt frei vorliegendes genetisches Material (DNA, Desoxyribonuk-
leinsaure; Trager der Erbinformation) — aus zuvor lysierten Bakterienzellen oder aktiv bzw.
passiv freigesetzt aus intakten Zellen — aufnehmen (Transformation) oder es kann durch Bak-
terien-infizierende Viren (Phagen) zur Ubertragung von bakterieller DNA von einer Bakterien-
zelle auf eine andere kommen (Transduktion) oder durch direkten Kontakt zwischen zwei Bak-
terienzellen — mittels einer Plasmabrucke — kann genetisches Material von einer Zelle auf die
andere Ubertragen werden (Konjugation) (HEISIG 2001, KAYSER 1998). Diese Prozesse wer-
den als ,horizontaler Gentransfer bezeichnet; im Gegensatz zum ,vertikalen Gentransfer,
also der Weitergabe von Erbmaterial von einem Individuum an seinen Nachkommen.

Mittels horizontalem Gentransfer kénnen auch Gene Ubertragen werden, die Resistenz ge-
genuber Antibiotika vermitteln. Die Konjugation stellt dabei die effizienteste Form der Weiter-
gabe von Antibiotikaresistenzgenen von einer Bakterienzelle auf eine andere — sowohl der
gleichen aber auch einer anderen Bakterienart (Spezies) — dar (KAYSER 1998; HEISIG 2001).
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Koloniebildende Einheit (KBE)

Als koloniebildende Einheit werden einzelne oder mehrere zusammenhangende Individuen
von Mikroorganismen bezeichnet, die bei mikrobiologischen Untersuchungen mittels fester
Nahrmedien durch fortgesetzte Zellteilung sichtbare Anhaufungen von Zellen (Kolonien) auf
oder im Nahrmedium bilden. Die koloniebildende Einheit (KBE) bezogen auf ein Volumen, eine
Flache oder eine Masse ist in der Mikrobiologie somit ein Mal} zur Quantifizierung vermeh-
rungsfahiger Mikroorganismen.

Nosokomiale Infektionen

Unter einer nosokomialen Infektion (abgeleitet von ,Nosokomeion®, der Bezeichnung fur Heil-
statten im antiken Griechenland) versteht man eine Infektion, die im Zusammenhang mit einer
medizinischen MalRnahme, welche z. B. in Krankenhausern, ambulanten Praxen oder Pflege-
einrichtungen erfolgt ist, erworben wurde (RKI - Nosokomiale Ausbriiche). Zu den haufigsten
nosokomialen Infektionen zéhlen postoperative Wundinfektionen, Harnwegsinfektionen, Infek-
tionen der unteren Atemwege, Sepsis und gastrointestinale Infektionen (OESTERLEE et al.
2017).

Plasmide

Bakterielle Plasmide sind kleine zirkulare DNA-Elemente, die neben dem eigentlichen Bakte-
rienchromosom (einem ebenfalls zirkularen jedoch gréReren DNA-Molekul, welches einzeln
oder in wenigen Kopien in der Zelle vorliegt) in Bakterien zu finden sind. Plasmide enthalten
in der Regel keine essenziellen Gene, die der Wirt bendtigt, sondern solche, die dem Wirt
helfen kénnen, sich an neue Umgebungen anzupassen, z. B. im Falle einer Antibiotikaexposi-
tion oder alternativer Nahrstoffquellen. Dariiber hinaus kédnnen Plasmide Gene tragen, die fir
Plasmid-spezifische Funktionen wie Selbstreplikation und Ubertragung mittels Konjugation co-
dieren (CARROLL & WONG 2018).

Porine

Zellen gramnegativer Bakterien sind zusatzlich zur Zytoplasmamembran, die die Bakterien-
zelle umgibt, und der dieser aufgelagerten Schicht aus Murein (Syn. Peptidoglykan) von einer
weiteren (aufleren) Membran umgeben, die bei grampositiven Bakterien nicht vorhanden ist;
dazwischen befindet sich ein Zwischenraum — der periplasmatische Raum (Abbildungen siehe
KAYSER & BOTTGER 2005). Um dennoch kleinen Biomolekulen (wie Mono- und Disaccharide,
Nukleoside und Aminosauren) freien Zugang zur Zytoplasmamembran zu gewahrleisten, ent-
halt die auRere Membran sogenannte Porine. Dabei handelt es sich um Proteine, die einen
wassergefillten Transmembrankanal (Pore) bilden und eine schnelle Diffusion hydrophiler,
niedermolekularer Substanzen in den periplasmatischen Raum ermdglichen (WELTE et al.
1995, KAYSER & BOTTGER 2005). Diese allgemeinen Diffusionsporine liegen in hoher Kopien-
zahl vor und sind damit wichtige integrale Proteinkomponenten der duReren Membran und
machen diese zu einem Molekularsieb (WELTE et al. 1995).

Genetische Veranderungen, die zu einem Porinverlust fihren, kdnnen bei gramnegativen Bak-
terien zu Resistenzen gegen Antibiotika beitragen, weil sie eine Verhinderung der Aufnahme
dieser in die Zelle bzw. deren periplasmatischen Raum bewirken (WITTE & KLARE 1999, WITTE
2008, SCHMOCH et al. 2021).
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1 Einleitung

Im Jahr 2019 erklarte die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) an-
timikrobielle Resistenz (AMR) — wozu die Resistenz von Bakterien gegeniber Antibiotika zu
zahlen ist — zu einer der zehn gréfRten globalen Bedrohungen fiir die 6ffentliche Gesund-
heit der Menschheit (MEINEN et al. 2023). Laut einer Studie zur globalen Krankheitslast durch
antimikrobielle Resistenz lag die Anzahl der Todesfalle im Jahr 2019 aufgrund einer bakteriel-
len Infektion, bei denen die Antibiotikaresistenz (also die nicht Behandelbarkeit der Infektion)
allein Ursache des Versterbens war, bei 1,27 Millionen (MEINEN et al. 2023, IHME und RKI?
2022). Fur Deutschland werden fur das Jahr 2019 9.650 Todesfélle, die auf antimikrobielle
Resistenz zurtickzufiihren sind, angegeben; das entspricht (altersstandardisiert) einer Sterb-
lichkeit von 5 pro 100.000 Menschen, welche in den anderen G7-Staaten in ahnlicher GréRen-
ordnung liegt (IHME und RKI 2022).

Die Organisation flr wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for Eco-
nomic Co-operation and Development, OECD) gibt in ihrer Kurzinformation zur antimikrobiel-
len Resistenz in der Europaischen Union (gemeinsam mit dem European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC) an, dass 75 % der AMR-Krankheitslast auf nosokomiale
Infektionen zurlickzuflhren sind (MEINEN et a. 2023) — also im Zusammenhang mit einer me-
dizinischen MaRRnahme, vorwiegend im Krankenhaus, stehen. Zu den haufigsten nosokomia-
len Infektionen z&hlen postoperative Wundinfektionen (24 %), Harnwegsinfektionen (23 %),
untere Atemwegsinfektionen (Pneumonien und Tracheobronchitis; 22 %), primare Sepsis inkl.
Katheter-assoziierter Infektionen (6 %), Clostridium-difficile-Infektionen (6 %) und andere
gastrointestinale Infektionen (5 %) (OESTERLEE et al. 2017).

Neben der schwerwiegenden Problematik, die antibiotikaresistente Bakterien im Kranken-
hausbereich darstellen, ist in jingerer Vergangenheit auch die Rolle der Umwelt vermehrt in
den Fokus geruckt (UMWELTBUNDESAMT (Hrsg.) 2018). In Folge einer Antibiotika-Therapie
scheiden Patienten antibiotikaresistente Bakterien aus; mit den Ausscheidungen gelan-
gen diese ins Abwasser und damit in die kommunale Abwasserbehandlung. Das gilt gleich-
ermafien fir Patienten innerhalb und aufRerhalb des Krankenhauses, denn Abwasser aus
Krankenhausern und anderen medizinischen Einrichtungen werden der kommunalen Abwas-
serreinigung zugeflihrt und damit nicht anders behandelt als Abwéasser aus privaten Haus-
halten und o6ffentlichen Einrichtungen (KRINKO 2020). Die geltende Verordnung Uber An-
forderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewasser (Abwasserverordnung - AbwV) ent-
halt keinen Anhang, der speziell und ausschliel3lich flir Abwasser aus Krankenhausern gilt.
Diese werden hingegen unter ,Anhang 1 Hausliches und kommunales Abwasser“ aufgeflhrt>.
Somit beinhaltet die geltende Abwasserverordnung keine Vorgaben zum Stand der Technik
und zu Mindestanforderungen spezifisch fir Abwasser aus Krankenhausern.

Die Abwasserbehandlung in kommunalen Klaranlagen zielt vorwiegend auf die Entfernung
der groben Schmutzfracht (wie etwa Hygieneartikel) sowie den Rickhalt und Abbau enthalte-
ner Stoffe, wie organische Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphorverbindungen, ab. Im unbe-
handelten Abwasser (Rohabwasser) enthaltene parasitische Protozoen (Kryptosporidien, Gi-

2 https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/Antibiotikaresistenz/Broschuere IHME_RKI.html

3 https://www.gesetze-im-internet.de/abwv/
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ardien), Bakterien fakalen Ursprungs (wie Escherichia coli und Enterokokken) sowie human-
pathogene enterale Viren (wie Noroviren, Rotaviren, Enteroviren) werden zwar ebenfalls in
ihrer Konzentration verringert (MEDEMA et al. 2003), aber nicht zielgerichtet und vollstandig
eliminiert. Konventionelle Klaranlagen mit mechanisch-biologischer Abwasserbehandlung sind
nicht darauf ausgelegt Mikroorganismen inklusive Bakterien vollstandig aus dem Abwas-
ser zu entfernen; so ist das Vorhandensein antibiotikaresistenter Bakterien auch in behan-
delten Abwassern weltweit inzwischen gut belegt (SMALLA et al. 2023).

Ebenso wie es bei Menschen in Folge einer Antibiotika-Therapie zur Ausscheidung antibioti-
karesistenter Bakterien kommt, gilt das gleiche fur Nutz- und Haustiere, da auch in der Veteri-
narmedizin Antibiotika eingesetzt werden. Im Hinblick auf mdgliche Eintrage antibiotikaresis-
tenter Bakterien aus der Nutztierhaltung iber den Abwasserpfad in die Umwelt kbnnen somit
auch Schlachthofabwasser eine Rolle spielen. Abwasser aus Betrieben der Fleischwirtschaft
werden entweder in einer betriebseigenen Abwasserbehandlungsanlage abschlieRend behan-
delt und in ein Gewasser eingeleitet (Direkteinleitung) oder ggf. vorbehandelt und einer kom-
munalen Klaranlage zur abschliellenden Behandlung zugeleitet (Indirekteinleitung).

In Deutschland stammen Erkenntnisse zum Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien und
von Resistenzgenen in Abwassern verschiedener Herkunft vorwiegend aus einem Verbund-
projekt mit der Kurzbezeichnung ,HyReKA* (fiir: Hygienisch-medizinische Relevanz und Kon-
trolle Antibiotika-resistenter Krankheitserreger in klinischen, landwirtschaftlichen und kommu-
nalen Abwassern und deren Bedeutung in Rohwassern; Gesamtlaufzeit: 01.02.2016-
30.06.2021), welches vom Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF) geférdert
wurde (Forderkennzeichen 02WRS1377A-K).

Orientierende Untersuchungen zum Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien und von An-
tibiotikartickstanden in Klaranlagen und Oberflachengewassern wurden unter anderem auch
in Niedersachsen durchgefiihrt*. In Bayern erfolgte durch das Bayerische Landesamt fir Um-
welt eine Untersuchung zur fakalen Belastung und Vorkommen von Antibiotikaresistenzgenen
in Mischwasserentlastungen. Auf Spurenstoffe und multiresistente Bakterien in Entwasse-
rungssystemen wurde aul3erdem in einem zweiteiligen Forschungsprojekt in Schleswig-Hol-
stein untersucht®.

Um fiir Nordrhein-Westfalen einen Uberblick hinsichtlich des Vorkommens von klinisch-rele-
vanten antibiotikaresistenten Bakterien in Abwassern und Gewassern zu erlangen, wurde vom
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) im Auf-
trag des Umweltministeriums Nordrhein-Westfalen das im Nachfolgenden dargestellte Projekt
,Bestandsaufnahme zum Vorkommen abwasserbdrtiger antibiotikaresistenter Bakterien in Ab-
wasser und in Gewassern in NRW sowie Aufklarung relevanter Quellen und Eintragspfade in
die Umwelt“ (ARB-Projekt) umgesetzt.

4 Abschlussbericht zu Multiresistenten Bakterien liegt vor | Nds. Ministerium fur Umwelt, Energie und Klima-
schutz (niedersachsen.de)

5 schleswig-holstein.de - Abwasser - Forschungsprojekte PrioSH und PrioSH2; PrioSH | Beschreibung | TH
Libeck (th-luebeck.de); Abschlussbericht 1. Phase.pdf (th-luebeck.de); Zusammenfassung und Ausblick.pdf

(th-luebeck.de)
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Parallel zum ARB-Projekt des LANUV — aber mit etwas anderer Ausrichtung® — wurde au-
Rerdem noch das durch das Umweltministerium Nordrhein-Westfalen geférderte Forschungs-
projekt ,ARA" (Antibiotika und Antibiotikaresistenzen im Abwasser) durch den Erftverband und
das Institut fir Hygiene und Public Health (IHPH), Universitatsklinikum Bonn, durchgefiihrt.

1.1  LANUV-ARB-Projekt

Das Projekt ,Bestandsaufnahme zum Vorkommen abwasserbirtiger antibiotikaresistenter
Bakterien in Abwasser und in Gewdssern in NRW sowie Aufklarung relevanter Quellen und
Eintragspfade in die Umwelt* (ARB-Projekt) wurde am LANUV im Auftrag des Umweltministe-
riums Nordrhein-Westfalen Uber eine Laufzeit von drei Jahren (12/2019 bis 12/2022) umge-
setzt. Initiiert wurde das ARB-Projekt sowie das bereits im Jahr 2018 vom LANUV — in Koope-
ration mit dem Institut fiir Hygiene und Offentliche Gesundheit (IHPH), Universitatsklinikum
Bonn — durchgefiihrte ,Badegewasser-Screening“ (LANUV-Fachbericht 93, 2019) aufgrund
medialer Berichterstattung Uber Funde antibiotikaresistenter Bakterien in niedersachsischen
Gewassern im Februar 2018. Dies war Anlass fur Nordrhein-Westfalen, eigene Untersuchun-
gen durchzufihren.

Im ARB-Projekt wurde ein Messprogramm tliber einen Zeitraum von etwa zwei Jahren
durchgefuhrt. Untersucht wurde dabei auf ausgewahlte hygienisch-relevante Bakterien, anti-
biotikaresistente Bakterien, Antibiotikaresistenzgene und Antibiotika in Abwassern aus Kran-
kenhdusern sowie in Rohabwassern und behandelten Abwassern aus kommunalen Klaran-
lagen mit bzw. ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet. Darlber hinaus gehérten Abwasser
aus Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung zum oxidativen Abbau von Spu-
renstoffen oder zur Hygienisierung (durch Rickhalt oder Inaktivierung von Mikroorganismen)
zum Umfang des Messprogramms. Es sollte untersucht werden, ob durch die weitergehende
Abwasserbehandlung wie Ozonung, UV-Bestrahlung, Membranfiltration oder das Durchflie-
Ren eines Retentionsbodenfilters eine Elimination der analysierten Bakterien, Gene und Stoffe
erreicht werden kann. AuRerdem wurden auch Abwasser aus Abwasserbehandlungsanlagen
von Betrieben der Fleischwirtschaft untersucht. Ausflihrlich dargestellt ist das Messpro-
gramm in Kapitel 2 dieses Berichts.

Fachlich begleitet wurde das ARB-Projekt durch einen Projektbeirat. Dieser setzte sich zu-
sammen aus Vertreterinnen und Vertretern des Umweltbundesamtes, des Umweltministeri-
ums und des Gesundheitministeriums Nordrhein-Westfalens, der Bezirksregierungen und der
sondergesetzlichen Wasserverbande Nordrhein-Westfalens, des Instituts fir Siedlungswas-
serwirtschaft der RWTH Aachen (Forschungspartner im HyReKA-Projekt) sowie des LANUV.
Ebenso zum Beirat zahlte Prof. Dr. Martin Exner, langjahriger Direktor des Instituts fir Hygiene

6 Im Rahmen dieses Projekts stand die Untersuchung auf Antibiotika — auch mit klinischer Relevanz — und die
Eliminationsleistung verschiedener Abwasserbehandlungsverfahren in Bezug auf diese ebenso im Fokus wie
die Untersuchung auf Indikatororganismen, antibiotikaresisente Bakterien und Resistenzgene. Das ARA-Projekt
umfasste die Untersuchung von Abwassern zweier Klaranlagen (Grevenbroich und Euskirchen-Kessenich) und
jeweils eines Krankenhauses in deren Einzugsgebieten (Monitoring-Programm ,Klinikabwasser®) sowie drei wei-
terer Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung (Glessen und Kaarst-Nordkanal, jeweils Membran-
bioreaktor-Verfahren; Rheinbach, Retentionsbodenfilter mit granulierter Aktivkohle, RBF+) (Monitoring-Pro-
gramm ,MaRnahmenerprobung®) mit Probenanzahlen von 8 bis 32 Proben je Probenahmestelle. Erste Ergeb-
nisse des Projekts wurden verdffentlicht in Zacharias et al. 2023.
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und o6ffentliche Gesundheit des Universitatsklinikums Bonn (Projektleitung im HyReKA-Pro-
jekt) und Prasident der Deutschen Gesellschaft flir Krankenhaushygiene (DGKH).

Ebenfalls seine fachliche Expertise eingebracht hat Prof. Dr. Séren Gatermann, Leiter des
Nationalen Referenzzentrums fiir gramnegative Krankenhauserreger (NRZ), Abteilung fir
Medizinische Mikrobiologie, Ruhr-Universitat Bochum. Im Rahmen des ARB-Projektes wurde
seitens des LANUV eine Kooperation mit dem NRZ initiiert, aus der das Projekt ,,Molekulare
Epidemiologie‘ (siehe Kapitel 7) hervorgegangen ist.

Der Projektbeirat wurde umfangreich fachlich eingebunden. Das Umweltministerium Nord-
rhein-Westfalen und das LANUV danken dem Projektbeirat fir die fachliche Begleitung des
ARB-Projekts.

1.2 Mikrobiome, Antibiotika und Antibiotikaresistenz

Hintergrund des gesamten Themenfeldes ,Antibiotika und Antibiotikaresistenz* sind die kom-
plexen Interaktionen zwischen Mikroorganismen untereinander sowie mit ihrer Umwelt und der
Eingriff des Menschen in das komplexe Geflge.

Mikroorganismen sind allgegenwirtig. Samtliche Okosysteme, Pflanzen, Tiere und der
Mensch, sind von Mikroben besiedelt und ohne ihre Aktivitat gabe es kein Leben auf der Erde
(WAGNER 2019)”. Mikroorganismen — Bakterien, Archaeen, mikroskopische Pilze, Protisten
und Viren — bilden komplexe Gemeinschaften, interagieren miteinander und beeinflussen
sich gegenseitig — unter anderem durch Antibiotikaproduktion oder horizontalen Gentransfer
(Erlauterung siehe unten sowie Glossar) (BAUER 2019; SCHLOTER et al. 2020).

In dichtbesiedelten mikrobiellen Habitaten konkurrieren Mikroorganismen um gemeinsame
Nahrungsquellen und &hnliche dkologische Nischen (BoscH 2021). Einige Bakterien und Pilze
kénnen Antibiotika bzw. antimikrobielle Molekile produzieren, wie Streptomyzeten (Mitglie-
der der Gattung Streptomyces) im Boden (WITTE 2008) oder viele kutane — also die Haut-
besiedelnde — Mikroorganismen (BoscH 2021), die das Wachstum anderer Bakterien oder
Mikroorganismen hemmen oder diese abtdten kdnnen. Solche Antibiotikaproduzenten, die
sich selbst gegen Antibiotika schitzen missen, sowie konkurrierende Bakterien des gleichen
Okosystems verfiigen jedoch auch (iber Mechanismen, die zur Resistenz gegeniiber den
Antibiotika fiihren (WITTE 2008, KAYSER 1998).

Begiinstigt wird in dicht von Mikroorganismen besiedelten Lebensrdumen auch die Ubertra-
gung oder Aufnahme von genetischem Material. Bakterien kdnnen entweder in der Umwelt
frei vorliegendes genetisches Material (DNA, Desoxyribonukleinsaure; Trager der Erbinforma-
tion) — aus zuvor lysierten Bakterienzellen — aufnehmen (Transformation) oder es kann durch
Bakterien-infizierende Viren (Bakteriophagen oder kurz Phagen) zur Ubertragung von bakteri-
eller DNA von einer Bakterienzelle auf eine andere kommen (Transduktion). Auch kann durch
direkten Kontakt zwischen zwei Bakterienzellen — mittels einer Plasmabricke — genetisches
Material von einer Zelle auf die andere Ubertragen werden (Konjugation) (HEISIG 2001, inkl.
Abbildung; KAYSER 1998). Diese Prozesse werden als ,horizontaler Gentransfer‘ bezeichnet

7 Im Kapitel Literatur sind jeweils Weblinks angegeben; frei zugéngliche Quellen sollten dartiber direkt einseh-
bar sein. Soweit vorhanden wurden bevorzugt deutschsprachige Quellen verwendet.
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— im Gegensatz zum ,vertikalen Gentransfer”, also der Weitergabe von Erbmaterial von einem
Individuum an seinen Nachkommen. Mittels horizontalem Gentransfer kdnnen auch Gene
Ubertragen werden, die Resistenz gegenlber Antibiotika vermitteln. Die Konjugation stellt
dabei die effizienteste Form der Weitergabe von Antibiotikaresistenzgenen von einer Bak-
terienzelle auf eine andere — sowohl der gleichen aber auch einer anderen Bakterienart
(Spezies) — dar (KAYSER 1998; HEISIG 2001).

Eine charakteristische mikrobielle Gemeinschaft — sowie der von ihr besiedelte Lebensraum —
mit ihren charakteristischen Aktivitatsmustern und Wechselwirkungen zwischen den Mikroor-
ganismen wird mit dem Begriff Mikrobiom beschrieben (BAUER 2019; SCHLOTER et al. 2020).
Auch die mit der Umwelt in Kontakt stehenden Regionen des menschlichen Kérpers, wie die
Haut sowie die Schleimhaute von Mund, Magen, Darm und der Atemwege, sind von Natur aus
mit charakteristischen mikrobiellen Gemeinschaften besiedelt und stellen damit das Mikro-
biom des Menschen dar (BoscH 2021; JAGER, 2019). Der Darm ist dabei das am dichtesten
besiedelte Organ des Menschen (im Dickdarm bis zu 10" (= hundert Milliarden) Mikroorganis-
men/g; HALLER 2019). Allein 500 bis 1.000 Bakterienarten kolonisieren den Darmtrakt des
Menschen (WAGNER 2019). Die menschlichen Darmmikroben verdauen einen Grof3teil der
zugefihrten Nahrung und setzen Nahrstoffe in einer solchen Form frei, dass sie der mensch-
liche Korper aufnehmen und verwerten kann; sie liefern essentielle Vitamine, Aminosauren
und andere Mikronahrstoffe, die der menschliche Korper nicht selbst herstellen kann (TIMMIS
et al. 2019). Die charakteristische mikrobielle Besiedlung des menschlichen Kérpers erflllt
aulRerdem auch eine Schutzfunktion, die als Kolonisationsresistenz bezeichnet wird, indem
sie eine Ansiedlung von krankheitserregenden Bakterien verhindert oder hemmt
(AUTENRIETH 2003; BoscH 2021). Die Gesamtheit des menschlichen Mikrobioms, seine Diver-
sitat, Dynamik und Vielgestaltigkeit ist mit Gesundheit assoziiert; seine Degradierung mit
Krankheit (JAGER, 2019).

Die natiirlichen Wechselwirkungen innerhalb von mikrobiellen Gemeinschaften sowie mit
ihren Wirten — wie dem Menschen, aber auch (Nutz-)Tieren — bzw. ihren Lebensraumen wer-
den durch das Einwirken menschlicher Einfliisse gestoért bzw. verandert. Insbesondere
der Einsatz von Antibiotika als Arzneimittel — welcher zweifelsohne eine enorme Errungen-
schaft hinsichtlich der Bekampfung schwerer bakterieller Infektionskrankheiten darstellt und
ohne welchen viele Methoden der modernen Medizin (wie Gelenksersatz, Chemotherapien bei
Krebserkrankungen, Immuntherapien bei Rheumaerkrankungen oder die Versorgung Fruhge-
borener) undenkbar sind (BUNDESMINISTERIUM FUR GESUNDHEIT (Hrsg.) 2023) — hat indes ei-
nen bedeutenden Einfluss auf die Entstehung und Verbreitung von Antibiotikaresistenz
sowie auch auf die mit diesen Antibiotika exponierten Mikrobiome.

Das Zeitalter der Entdeckung und medizinischen Anwendung von Antibiotika begann ab
den 1940er-Jahren; insbesondere die beiden folgenden Jahrzehnte gelten als die goldene
Ara der Antibiotikaentwicklung (ANTAO & WAGNER-AHLFS 2018; HUTCHINGS et al. 2019). Von
der Markteinfiihrung, also dem Beginn der Anwendung, eines neuen Antibiotikums bis zur
ersten klinischen Resistenzbeobachtung dauerte es jedoch haufig nur wenige Jahre
(ANTAO & WAGNER-AHLFS 2018; Abbildungen mit Zeitstrahl: HUTCHINGS et al. 2019; KLOR &
GERBACH 2018; DOYLE et al. 2020).

ANTAO und WAGNER-AHLFS (2018) flihren hierzu aus: ,Jeder Einsatz von Antibiotika férdert
die Selektion und Verbreitung von Resistenzen. Uber die Jahre wurden Antibiotika sowohl
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in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin haufig und nicht immer zielgerichtet ange-
wendet. Das hat die Entstehung und Ausbreitung von Resistenzen enorm beschleunigt.”

Dieser Prozess ist darin begriindet, dass die angewendeten Antibiotika die empfindlichen Bak-
terien abtoten oder in ihrer Vermehrung hemmen, wohingegen solche mit vorhandenen Re-
sistenzmechanismen, die sie unempfindlich gegeniiber den Antibiotika machen, liberle-
ben und sich vermehren (Selektion) und ggf. ihre Resistenzgene sogar Uber horizontalen
Gentransfer auch an andere Bakterienarten weitergeben kénnen (siehe bspw. VON LAER
2023).

Zur Selektion von resistenten Bakterien kommt es sowohl im Organismus von Patienten
unter Antibiotikatherapie als auch in mit Antibiotika behandelten Tieren; mit ihren Aus-
scheidungen gelangen diese resistenten Bakterien sowie Antibiotikariickstiande — mittels
Abwasser und z. B. Gille — in die Umwelt (WESTPHAL-SETTELE 2023; WESTPHAL-SETTELE et
al. 2018; UMWELTBUNDESAMT (Hrsg.) 2018). Die Umwelt stellt somit sowohl ein Reservoir als
auch eine Quelle von antibiotikaresistenten Bakterien und Resistenzgenen dar; Resistenz-
gene aus diesem Umweltreservoir kdnnen prinzipiell auf tier- oder humanpathogene Bakterien
tibertragen werden (WESTPHAL-SETTELE et al. 2018). Interspeziestibertragung von klinisch re-
levanten antibiotikaresistenten Bakterien zwischen Wildtieren, Menschen, Haus- und
Nutztieren und der Umwelt konnte nachgewiesen werden (ANTAO & WAGNER-AHLFS 2018).
Die in die Umwelt eingetragenen Antibiotika kénnen auch dort zur Selektion von Resistenzen
beitragen (WESTPHAL-SETTELE et al. 2018).

Die dargestellte Situation einer hohen Bakteriendichte in Kombination mit dem Vorhanden-
sein antibiotikaresistenter Bakterien, Resistenzgenen sowie Antibiotika — und der damit
verbundenen Mdéglichkeit des Austauschs von genetischem Material, das Antibiotikaresistenz
bewirkt, oder der Neuentstehung von Resistenzen durch Mutation und Selektion — findet sich
beispielsweise auch in abwasserfiihrenden Systemen in Krankenhdusern sowie in kom-
munalen Abwasserkanalen und der anschlieRenden Abwasserbehandlung in kommunalen
Klaranlagen mit den dortigen mikrobiellen Besiedlungen von Oberflachen (Biofilm, Sielhaut)
und suspendierter Biomasse (insbesondere Belebtschlamm im Belebungsbecken, Ruckfiihr-
schlamm, Klarschlamm). Somit wird solchen Bereichen im Abwassersystem entsprechende
Bedeutung als Reservoir und Quelle (,Hotspot) von Antibiotikaresistenzen beigemessen
(KRINKO 2020, WESTPHAL-SETTELE et al. 2018, UMWELTBUNDESAMT (Hrsg.) 2018).

Die entstandene Resistenzproblematik stellt eine Gberaus vielschichtige und dartber hin-
aus — da Antibiotikaresistenzen weltweit zunehmen (BUNDESMINISTERIUM FUR GESUNDHEIT
(Hrsg.) 2023) — globale Herausforderung dar (WIELER & BROICH 2018). Eines wird dabei
besonders deutlich: Die Gesundheit von Menschen hangt eng mit der Gesundheit von Tie-
ren und der Umwelt zusammen (ANTAO & WAGNER-AHLFS 2018) — und erfordert somit eine
interdisziplinédre, holistische Herangehensweise (DOYLE et al. 2020). Diese Erkenntnis wird
mit dem Konzept ,,One Health — eine Gesundheit adressiert. Der One-Health-Ansatz umfasst
dabei Human- und Veterinarmedizin sowie die Umwelt, aber auch die verschiedenen Entschei-
dungsebenen: Das individuelle Handeln, nationale und internationale politische Entscheidun-
gen (ANTAO & WAGNER-AHLFS 2018).

Neben der thematisch meist im Fokus stehenden Resistenzproblematik hat der Einsatz von
Antibiotika auch Beeintrachtigungen fiir die behandelten Individuen selbst sowie fur die
Umwelt zur Folge.

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—26/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Einleitung

So wird die Stérung der normalen Bakterienzusammensetzung (Dysbiose) beim Menschen
— unter anderem aufgrund von Antibiotikabehandlungen — mit der Entstehung von Zivilisati-
onskrankheiten wie Adipositas, Diabetes, entzindliche Darmerkrankungen, Asthma, Allergien
und Immundefekten in Verbindung gebracht (BoscH 2021; JAGER 2019). Ebenso gibt es Hin-
weise, dass die durch die Einnahme von Antibiotika verursachte Dezimierung der naturlichen
bakteriellen Besiedlung und die damit einhergehende Beeintrachtigung der Schutzfunktion
(Kolonisationsresistenz), die diese Bakterien sonst bewirken, ein erhdhtes Infektionsrisiko
nach sich zieht (AUTENRIETH 2003; BoscH 2021). So geben auch EXNER et al. (2018) bei der
Beurteilung der Gefahrdung fir Badende in Gewassern mit Nachweis von antibiotikaresisten-
ten Erregern als einen Faktor fUr eine erhéhte Vulnerabilitat (Anfalligkeit fir eine Besiedlung
oder Infektion) eine ,langerdauernde Einnahme von Antibiotika“ an.

Mit Bezug zur Umwelt ist von Bedeutung, dass Antibiotika toxisch auf Organismen und
Okosysteme wirken, wodurch sie zur Wachstumshemmung von Algen und Pflanzen sowie zu
Veranderungen der Zusammensetzung der Bodenfauna filhren und somit schadlichen Ein-
fluss auf Okosysteme haben und eine Stérung der Bodenfunktion bewirken (WESTPHAL-
SETTELE 2023). Diese Aspekte betreffen wiederum auch den Menschen, denn die landwirt-
schaftliche Produktion von Nahrungspflanzen ist auf die nattirliche Bodenfunktion angewiesen.

1.3 Resistenzmechanismen, Antibiotikaresistenzgene und
bakterielle Antibiotika-inaktivierende Enzyme

Grundlage fir die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen bei Bakterien ist die Veranderlich-
keit des Erbguts — der Gene — der Bakterien und die Selektion, also das Uberleben und die
Vermehrung der genetisch so ausgestatteten Bakterien, dass sie der ansonsten abtotenden
oder wachstumshemmenden Wirkung des Antibiotikums entgehen. Eine Veranderung der
Gene kann durch Mutationen entstehen oder es kann eine Aufnahme oder Ubertragung
von Genmaterial von aulen in die Bakterienzelle (= horizontaler Gentransfer) erfolgen. Hier-
bei handelt es sich um natiirliche Prozesse, die jedoch unter hohem Selektionsdruck —
ausgeldst insbesondere durch das Vorhandensein von Antibiotika aber auch anderer Faktoren
(z. B. anderer Substanzen wie Schwermetalle, Biozide, Desinfektionsmittel; UMWELTBUNDES-
AMT (Hrsg.) 2018, EXNER et al. 2018) — vermehrt stattfinden und zu einer entsprechend ver-
starkten Antibiotikaresistenzentwicklung fihren.

Antibiotika entfalten ihre Wirkung vornehmlich an vier Angriffszielen in der Bakterienzelle
— dem Aufbau der Zellwand (Zellwandsynthese), dem Erbgut bzw. dessen Vervielfaltigung
(DNA; DNA-Replikation), dem Ablesen der Gene (Transkription, mMRNA Polymerase) sowie
der Neubildung von Proteinen in der Zelle (Ribosomen, Proteinsynthese) (WITTE 2008).

Zu Resistenzen fiihren somit genetische Veranderungen, die eine Veranderung des Wirkor-
tes des Antibiotikums zur Folge haben, eine Verhinderung von dessen Aufnahme in die Zelle
oder ein Ausschleusen des Antibiotikums aus der Zelle bewirken (Porinverlust und Effluxme-
chanismen), das Antibiotikum enzymatisch unwirksam machen oder in einer Realisierung
eines unempfindlichen Stoffwechselweges resultieren (WITTE & KLARE 1999, WITTE 2008,
SCHMOCH et al. 2021). Beispiele fur diese Resistenzursachen, durch Mutationen oder Auf-
nahme von Resistenzgenen, sind in WITTE & KLARE (1999) aufgeflhrt; wobei die Mehrzahl der
Resistenzmechanismen die Aufnahme von zusatzlichen Genen (,Resistenzgene®), welche
Uber mobile genetische Elemente (Plasmide, Transposons, Integrons) erfolgt, erfordert (WITTE
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2008). Daher kommt dem horizontalen Gentransfer von Resistenzgenen, insbesondere sol-
chen, die zur Bildung von Antibiotika-inaktivierenden Enzymen fuhren, besondere Bedeu-
tung zu.

Die Zunahme von Resistenzen gegen -Lactam-Antibiotika bei gramnegativen Bakte-
rien, die bei Patienten im Krankenhaus Infektionen verursachen, ist iberwiegend auf die Bil-
dung von Enzymen — sogenannten B-Lactamasen — zuriickzufihren (PFEIFER 2010). Die B-
Lactam-Antibiotika sind eine grofl3e Gruppe von Antibiotika, deren gemeinsames chemisches
Merkmal das Vorhandensein eines viergliedrigen Lactam-Ringes im Molekdl ist. Sie gehen
urspringlich auf das Antibiotikum Penicillin zurlick, das 1928 aus Kulturen des Schimmelpilzes
Penicillium notatum extrahiert wurde, und wurden im Laufe der Zeit zur Verwendung als Arz-
neimittel immer weiterentwickelt. Zu den B-Lactam-Antibiotika gehdren neben den Penicilli-
nen, die Cephalosporine, die Carbapeneme sowie die Monobactame.

An neu entwickelte B-Lactam-Antibiotika passten sich die Bakterien — durch Modifizierung ihrer
vorhandenen B-Lactamasen oder Erwerb neuer 3-Lactamasen — allerdings stets schnell an,
so dass inzwischen eine Vielzahl verschiedener B-Lactamasen mit vielfaltigen Wirkspektren
bekannt sind (PFEIFER 2010). So entstanden Enzymvarianten, die ein erweitertes Sub-
stratspektrum — verglichen mit den urspringlichen Enzymen — besitzen, die sogenannten Ex-
tended-Spectrum-B-Lactamasen (ESBL) sowie die Carbapenemasen.

ESBL sind in der Lage auch Cephalosporine der dritten Generation — wie Ceftazidim, Ce-
fotaxim und Cefpodoxim — zu hydrolysieren. Carbapenemasen spalten auch Carbapeneme —
wie Imipenem, Ertapenem und Meropenem — und vermitteln haufig Resistenz gegeniiber
allen B-Lactam-Antibiotika (PFEIFER 2010).

In der Vergangenheit waren ESBL vom TEM- und SHV-Typ?® die vorherrschenden Familien
von ESBL. Heute sind Enzyme des CTX-M-Typs® der am haufigsten vorkommende ESBL-
Typ, wobei die CTX-M-15-Variante weltweit dominiert, gefolgt von CTX-M-14; CTX-M-27 ist in
bestimmten Teilen der Welt auf dem Vormarsch (CASTANHEIRA et al. 2021).

ESBL-codierende Gene sind zumeist in ein Integron eingebettet (PFEIFER 2007). Integrons
sind genetische Elemente, welche haufig in bakteriellen Genomen vorkommen, exogene Gene
(durch Rekombination) einfangen und diese Gene dann exprimieren kénnen, also das Gen-
produkt z. B. ein Enzym bilden (GHALY et al. 2021, GILLINGS 2014).

8 TEM steht fiir Temoneira, den Namen des griechischen Patienten, der mit einem Bakterienisolat infiziert war,
bei welchem erstmals TEM-1 nachgewiesen wurde; SHV fiir Sulfhydryl reagent variable (CASTANHEIRA et al.
2021). Letzteres riihrt daher, dass ein Inhibitor fir Enzyme, welcher Sulfhydrylgruppen (SH) bindet, die Hydro-
lyse von Cefaloridin (einem Cephalosporine der ersten Generation) nicht aber von Benzylpenicillin hemmt
(LIVERMORE 1995).

9 CTX-M steht flr Cefotaxim- (ein Cephalosporine der dritten Generation) hydrolysierende B-Lactamase isoliert
in Miinchen (CASTANHEIRA et al. 2021).
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Mit Hilfe von mobilen Strukturen (wie Transposons) kdnnen diese Gene mobilisiert und iiber
Plasmide'® (Konjugation) tGibertragen werden (PFEIFER 2007). Integrons spielen daher eine
zentrale Rolle bei der Zusammenstellung und Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
in Bakterien (GHALY et al. 2021).

Plasmide kdnnen mehrere Gene enthalten, die Resistenz gegenliber Antibiotika verschiede-
ner Antibiotika-Klassen vermitteln. Durch die gekoppelte Ubertragung dieser Gene entste-
hen multiresistente Bakterien, die schwer therapierbare Infektionen zur Folge haben koén-
nen. Auffallig ist die Kopplung von Resistenz gegeniiber B-Lactam- und Fluorchinolon-
Antibiotika bei Enterobakterien (gramnegative Bakterien), bedingt durch den intensiven Ein-
satz dieser Antibiotika in der Therapie (PFEIFER 2007; siehe Erlauterungen zur
3MRGN/4MRGN-Klassifizierung in Kapitel 1.4.1).

Zu den weltweit wichtigsten Carbapenemasen gehéren KPC (Klebsiella-pneumoniae-Carba-
penemasen), VIM (Verona-Integron-Metallo-B-Lactamasen), NDM (New-Delhi-Metallo-(3-
Lactamasen) und OXA-48 (Oxacillinasen) (KAASE 2012). Auch in Deutschland werden bei den
untersuchten Enterobacterales Isolaten hauptsachlich OXA-48-Carbapenemasen und Varian-
ten davon (bezeichnet als OXA-48-like-Carbapenemasen; z. B. OXA-244, OXA-181) sowie
NDM-, VIM- und KPC-Carbapenemasen nachgewiesen; bei Pseudomonas aeruginosa auch
noch haufig IMP (Imipenemase) und GIM (German Imipenemase) (PFENNIGWERTH et al.
2023).

Die Gene, die die Information fir die Bildung von Carbapenemasen beinhalten, liegen meis-
tens auf Plasmiden (KAASE 2012) und kénnen somit Uber Konjugation auch an andere Bak-
terienarten Ubertragen werden. Bezeichnet werden die Gene, die fiir -Lactamasen — sowohl
fur ESBL als auch fir Carbapenemasen — codieren mit dem Kirzel bla (abgeleitet von Beta-
Lactamase); tiefgestellt folgt dann die Bezeichnung des Enzyms (bspw. ESBL-codierende
Gene: blatem, blasny, blactx-w-15; Carbapenemase-codierende Gene: blaoxa-s, blanom, blaviv,
blakec, b/a||v|P).

Auch bei multiresistenten grampositiven Bakterien, wie Methicillin-resistente Staphylococ-
cus aureus (MRSA) und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE), ist vor allem die Auf-
nahme von Resistenzgenen ursachlich fur die Ausbildung zusatzlicher Resistenzen (WITTE
2008; KLARE et al. 2012; KRINKO 2018). Resistenz gegenuber Glykopeptid-Antibiotika, wie
Vancomycin und Teicoplanin, beruht bei Enterokokken auf einer Veranderung der Zell-
wand, dem Wirkort des Antibiotikums (WITTE 2008). Die daflr verantwortlichen Gene, wie die
vanA- und vanB-Gencluster, sind zumeist auf mobilen genetischen Elementen (Plasmiden,
Transposons) lokalisiert und innerhalb der Enterokokken effektiv libertragbar; des Weite-
ren kénnen sie auch andere grampositive Erreger erreichen (wie bspw. vanA bei Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus) (KLARE et al. 2012). Die Resistenz gegenliber Vancomy-

10 Bakterielle Plasmide sind kleine zirkulare DNA-Elemente, die neben dem eigentlichen Bakterienchromosom

(einem ebenfalls zirkuldren jedoch gré3eren DNA-Molekiil, welches einzeln oder in wenigen Kopien in der
Zelle vorliegt) in Bakterien zu finden sind.
Plasmide enthalten in der Regel keine essenziellen Gene, die der Wirt bendtigt, sondern solche, die dem Wirt
helfen kdnnen, sich an neue Umgebungen anzupassen, z. B. im Falle einer Antibiotikaexposition oder alterna-
tiver Nahrstoffquellen. Darlber hinaus kénnen Plasmide Gene tragen, die fir Plasmid-spezifische Funktionen
wie Selbstreplikation und Ubertragung mittels Konjugation codieren (CARROLL & WONG 2018).
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cin ist bei Enterokokken oft mit der Resistenz gegeniiber weiteren Antibiotika vergesell-
schaftet, so dass die Bezeichnung Vancomycin-resistente Enterokokken — VRE — zum Syno-
nym fiir multiresistente Enterokokken wurde (KRINKO 2018).

1.4 Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien — mit Bezug
zu Abwasser

Klinisch relevant sind Antibiotikaresistenzen, wenn sie in Krankheitserregern auftreten und
die Wirksamkeit von Standardtherapien beziehungsweise die verfugbaren Therapieoptionen
einschranken (WERNER et al. 2023). Nachdem die Weltgesundheitsversammlung 2015 einen
Globalen Aktionsplan gegen Antibiotikaresistenzen verabschiedet hat, wurden in der Folge
Erreger identifiziert, die aufgrund spezifischer Eigenschaften und Kriterien eine besondere
Herausforderung fur die Medizin darstellen (WERNER et al. 2023); 2017 hat die Weltgesund-
heitsorganisation (World Health Organization, WHO) eine globale Prioritatenliste antibioti-
karesistenter Bakterien veroffentlicht'. Die WHO-Liste'?, welche nach der Dringlichkeit des
Bedarfs an neuen Antibiotika in drei Kategorien (kritische, hohe und mittlere Prioritat) unterteilt
ist, wurde erstellt, um die Forschung und Entwicklung von neuen Antibiotika zu lenken und zu
fordern.

Hochste Prioritat (CRITICAL) wird folgenden (gramnegativen) Krankheitserregern beigemes-
sen:

e Enterobakterien (Enterobacterales; wie Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae)
mit Resistenzen gegen Carbapeneme sowie Cephalosporine der dritten Generation

o Carbapenem-resistente Pseudomonas aeruginosa

o Carbapenem-resistente Acinetobacter baumannii

Hohe Prioritat (HIGH) unter anderem folgenden (grampositiven) Krankheitserregern:

e Vancomycin-resistente Enterococcus faecium
¢ Methicillin-resistente Staphylococcus aureus

Die genannten Bakterienarten zahlen auch zu jenen, die in den G7-Staaten (im Jahr 2019) als
die wichtigsten Krankheitserreger im Zusammenhang mit Antibiotikaresistenz beobach-
tet wurden™,

Betrachtet man diese Bakterienarten bzw. -gruppen unabhangig von den genannten Resis-
tenzen handelte es sich um solche, die zum Mikrobiom (Besiedlungsflora) des Menschen
gehoren (wie Staphylokokken, Enterobakterien, Enterokokken) oder in der Umwelt weit ver-
breitet sind (wie Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.) (AUTENRIETH 2003; WITTE 2008).
Enterobakterien (Enterobacterales) wie Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.
und andere kénnen auch in der Umwelt vorkommen (UMWELTBUNDESAMT 2009); sie sind
adaptiert an aquatische Biotope und kdnnen wie Pseudomonaden und Acinetobacter spp.

11 WHO publishes list of bacteria for which new antibiotics are urgently needed
12 WHO-global-PPL.pdf (gardp.orq)
13 G7 2022 Antimikrobielle Resistenzen (rki.de)
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Biofilme bilden (KRINKO 2020). Biofilme — Schleimschichten, die von Mikroorganismen ge-
bildet werden und in welche diese selbst eingebettet sind — bieten ihnen Schutz, erméglichen
Persistenz sowie den Austausch von genetischen Informationen und bewirken eine erhéhte
Antibiotikaresistenz und Toleranz gegentber Desinfektionsmittelwirkstoffen (KRINKO 2020).

Als Krankheitserreger konnen die genannten Bakterienarten bzw. -gruppen in Erscheinung
treten, wenn spezifische Voraussetzungen gegeben sind; man spricht daher von fakultativ-
pathogenen Krankheitserregern.

Zu diesen Voraussetzungen zahlen

e (medizinische) Eingriffe oder Behandlungen mit Unterbrechung der Haut- bzw.
Schleimhautbarriere und invasive Systeme (wie Harnwegskatheter, arterielle und ve-
ndse Infusionssysteme, Beatmungssysteme),

e offene Wunden,

e eine Antibiotika-Therapie mit Auswirkungen auf das Mikrobiom des Menschen,

e das gleichzeitige Bestehen mehrerer Krankheiten (Multimorbiditat),

o die Unterdrickung des kérpereigenen Abwehrsystems (Immunsuppression),

e chronische Erkrankungen (EXNER et al. 2018).

Bei Gesunden ist ein akutes Infektionsrisiko durch fakultativ-pathogene Mikroorganismen hin-
gegen in der Regel nicht anzunehmen (EXNER et al. 2018).

Zu einer Besiedlung (Kolonisation) mit antibiotikaresistenten fakultativ-pathogenen Bakte-
rien kann es jedoch auch bei Gesunden nach Kontakt mit den Bakterien Gber die Haut oder
die Schleimhaute kommen — z. B. zur Besiedlung des Darmtraktes nach oraler Aufnahme ent-
sprechend kontaminierter Nahrung (WERNER er al. 2023). Entscheidend fir das Auftreten an-
tibiotikaresistenter Bakterien im Mikrobiom des Menschen ist jedoch insbesondere die Selek-
tion dieser Bakterien in Folge von Antibiotikagabe, welche somit auch einen entscheiden-
den das Infektionsrisiko mit antibiotikaresistenten Bakterien erhdhenden Faktor darstellt
(WITTE 2008; EXNER et al. 2018).

Bei WERNER et al. (2023) sind hinsichtlich Besiedlungsraten mit antibiotikaresistenten Bakte-
rien folgende Angaben aufgefihrt:

Besiedlungen durch ESBL-bildende Enterobakterien

e bei etwa 6-8 % der Menschen in der Allgemeinbevdlkerung nachgewiesen;

e ahnliche Kolonisierungsraten (3-13 %) werden bei Aufnahme auf Krankenhausstatio-
nen gefunden;

e bei Aufnahme in Risikobereiche wird auch Uber eine haufigere Besiedlung (18 %) be-
richtet (bei Patienten mit hdmatologischen und onkologischen Malignomen);

e es dominieren ESBL-E.-coli; insgesamt 42—47 % sind auch Ciprofloxacin-resistent und
gehoren damit zu den 3AMRGN.

Besiedlung durch Carbapenem-resistente Enterobakterien

e liegtin Untersuchungen aus Deutschland bei < 0,2 % in verschiedenen Testsituationen
bei Krankenhausaufnahme, ambulanten Patienten, in der Padiatrie und auf Intensiv-
stationen.
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Besiedlung durch Vancomycin-resistente Enterokokken

e variiert regional sehr stark;

e liegt bei 0,1-1,2 % der Patienten bei Krankenhausaufnahme;

e bei 2-6 % der Patienten bei Aufnahme in Intensivpflegebereiche;
e bei 2-28 % der Patienten bei (onkologischen) Hochrisikogruppen.

Im Darm von Patienten kénnen Enterobakterien (Enterobacterales) mit erworbener Antibio-
tikaresistenz Uber lange Zeit persistieren und Uber die Ausscheidungen ins Abwasser gelan-
gen (KRINKO 2020).

Zu den wichtigsten in abwasserfithrenden Systemen nachgewiesenen fakultativ-pathoge-
nen Infektionserregern zéhlen u. a. Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Entero-
bacterales wie E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. und Citrobacter spp.
sowie Enterokokken (KRINKO 2020).

1.4.1 Multiresistente Enterobakterien (Enterobacterales), Pseudomonas
aeruginosa und Acinetobacter baumannii (gramnegative Bakterien)

Aufgrund der Zunahme der Resistenzen bei gramnegativen Bakterien wurden durch die
Kommission fir Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) Empfehlungen
von MaRnahmen zur Pravention der Ubertragung von multiresistenten gramnegativen Bakte-
rien erarbeitet (KRINKO 2012). Die Empfehlung ist ausgerichtet auf die Anwendung in Kran-
kenhdusern sowie in anderen medizinischen Einrichtungen, in denen invasive Therapien
durchgefuhrt werden. Im Zusammenhang mit der Erarbeitung dieser Empfehlung wurde durch
die KRINKO eine eigene Definition der Multiresistenz bei gramnegativen Bakterien einge-
fuhrt (KRINKO 2012, SCHMOCH et al. 2021). Dabei wurde insbesondere der Gesichtspunkt der
klinischen Relevanz der Resistenz zu Grunde gelegt. Die Klassifizierung beruht daher auf
der Betrachtung von Resistenzen gegentber den Antibiotika, die als primare Therapeutika
bei schweren Infektionen im Krankenhaus eingesetzt werden. Dabei handelt es sich um
vier Antibiotikagruppen, |. Acylureidopenicilline, Il. Cephalosporine der 3. und 4. Generation,
lll. Carbapeneme und IV. Fluorchinolone, jeweils mit den Leitsubstanzen Piperacillin (l.), Ce-
fotaxim und/oder Ceftazidim (Il.), Imipenem und/oder Meropenem (lll.) sowie Ciprofloxacin
(IV.) (KRINKO 2012).

Die genannten Antibiotika (Leitsubstanzen) werden — mit Ausnahme von Ciprofloxacin, wel-
ches auch oral gegeben werden kann — nur als Injektion oder Infusion in den Blutkreislauf
(d. h. parenteral) verabreicht (Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte, BfArM™);
somit sind diese im Krankenhaus anwendbar — jedoch nicht als Verschreibung durch nieder-
gelassene Arzte.

Die betrachteten Zielorganismen dieser Klassifizierung — Enterobakterien, Pseudomonas
aeruginosa und Acinetobacter baumannii — werden bei Resistenz gegen 3 der 4 Antibioti-
kagruppen als 3BMRGN (Multi-Resistente Gram-Negative) bzw. bei Resistenz gegen 4 der 4
Antibiotikagruppen als 4MRGN bezeichnet (KRINKO 2012).

14 https://www.pharmnet-bund.de/dynamic/de/arzneimittel-informationssystem/index.html
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Dabei kommt den Carbapenemen eine spezielle Relevanz zu, weil diese haufig als letzte
Antibiotikagruppe noch wirksam sind. Resistenzen gegen diese Gruppe schranken die The-
rapiemoglichkeiten bei schweren Infektionen deutlich ein (KAASE 2012). Von den verschiede-
nen Resistenzmechanismen, die ursachlich fiir eine verminderte Empfindlichkeit gegenlber
Carbapenemen sein kdnnen, sind die Carbapenem-spaltenden Enzyme, das heil3t die Carba-
penemasen, deren codierende Gene mittels mobiler genetischer Elemente ubertragbar
sind, — wegen ihres damit verbundenen hohen Verbreitungspotenzials — von besonderer
Bedeutung (ROBERT KOCH-INSTITUT 2019). Nach Anpassung der 3MRGN-/4MRGN-
Klassifizierung'® im Jahr 2019 sollen die oben genannten Zielorganismen bei Vorliegen ei-
ner Carbapenemase immer als 4MRGN bewertet werden (unabhangig von den Ergebnissen
der phanotypischen Resistenztestung; KRINKO 2019).

Eine Besonderheit in Bezug auf die Carbapeneme ist, dass diese Antibiotikagruppe nie fir
den Einsatz bei Nutztieren oder Haustieren zugelassen waren (WERNER et al. 2023). An-
dere Antibiotikagruppen hingegen, wie Cephalosporine der 3. und 4. Generation, Fluorchino-
lone und Polymyxine (z. B. Colistin), wurden und werden bei lebensmittelliefernden Tieren ein-
gesetzt und entsprechend werden auch bei Bakterien von Tieren und den von ihnen stammen-
den Lebensmitteln Resistenzen gegen diese Substanzen gefunden (WERNER et al. 2023).

Aufgrund zunehmender Verbreitung von Carbapenem-resistenten Erregern wurde auch
eine Erhebung von bundesweiten Daten zur Haufigkeit dieser Erreger und Krankheiten als
erforderlich angesehen (ROBERT KOCH-INSTITUT 2016 a). Im Jahr 2016 wurde daher eine Mel-
depflicht'® fiir Labore fir direkte Nachweise von ,Enterobacteriaceae mit Carbapenem-
Nichtempfindlichkeit oder bei Nachweis einer Carbapenemase-Determinante” sowie fiir ,Aci-
netobacter spp. mit Carbapenem-Nichtempfindlichkeit oder bei Nachweis einer Carbapene-
mase-Determinante” eingefihrt (ROBERT KOCH-INSTITUT 2016 a). Das Robert Koch-Institut hat
dabei im Rahmen des Infektionsschutzgesetzes (IfSG; Gesetz zur Verhitung und Bekampfung
von Infektionskrankheiten beim Menschen) die Verantwortung, die ihm Ubermittelten Daten
meldepflichtiger Erkrankungen zu sammeln und unter infektionsepidemiologischen Gesichts-
punkten auszuwerten; eine Veroffentlichung dieser Auswertungen erfolgt unter anderem in
Form Infektionsepidemiologischer Jahrbicher’.

Im Rahmen der Surveillance (Erfassung, Analyse und Interpretation) multiresistenter Erreger
auf deutschen Intensivstationen zeigte sich bei den 4AMRGN — auf einem insgesamt im in-
ternationalen Vergleich noch sehr niedrigen Niveau — im Zeitraum von 2019-2021 ein Anstieg
von im Krankenhaus neu festgestellten 4MRGN P. aeruginosa und 4MRGN E. coli (\WERNER
et al. 2023). Im selben Zeitraum wurde im Rahmen der Antibiotika-Verbrauchssurveillance am
Robert Koch-Institut zwar nur eine geringe relative Zunahme im Gesamtverbrauch von Antibi-
otika in Intensivstationen festgestellt; der Carbapenemverbrauch stieg allerdings um ca.
17 % an (WERNER et al. 2023).

In der jingeren Vergangenheit (seit 2012) wurde — als eine der wenigen verbliebenen The-
rapieoptionen — speziell bei schweren Infektionen mit multi- und Carbapenem-resistenten-

15 Siehe https://edoc.rki.de/handle/176904/5952

18 mittels IfSG-Meldepflicht-Anpassungsverordnung (https://edoc.rki.de/handle/176904/2308); die Meldepflicht
wurde zum 01.03.2020 ins IfSG integriert ROBERT KOCH-INSTITUT (2021).

7 https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/Jahrbuch/jahrbuch node.html
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Enterobakterien (wie E. coli und Klebsiella pneumoniae) oder Acinetobacter-baumanii-lsolaten
im Krankenhaus wieder das Antibiotikum Colistin eingesetzt (ROBERT KOCH-INSTITUT 2016 b).
Zuvor war es Uber viele Jahre in der Humanmedizin kaum noch eingesetzt worden — aufgrund
seiner starken Nebenwirkungen in hohen Dosierungen, welche zu Schadigungen der Nieren
und des Nervensystems fuhren kénnen (SCHMOCH et al. 2021). Da Colistin zeitweilig eine
letzte Therapieoption darstellte, wurde der Plasmid-lokalisierten und nachweislich tbertrag-
baren Colistin-Resistenz (mcr-1 Resistenzgen) in Enterobakterien, tiber welche seit Ende
2015 berichtet wurde, grundsatzlich ein erhebliches Bedrohungspotenzial beigemessen, auch
wenn die Pravalenz den vorliegenden Daten zufolge in humanen Isolaten noch sehr gering ist
(ROBERT KOCH-INSTITUT 2016 b).

Inzwischen stehen auch neue B-Lactam-Antibiotika-/f-Lactamase-Inhibitor-Kombinatio-
nen sowie mit Cefiderocol ein neuartiges Antibiotikum aus der Gruppe der Cephalosporine
zur Therapie von multiresistenten gramnegativen Erregern zur Verfliigung (SCHMOCH et al.
2021).

Fur die Behandlung komplexer Infektionen mit multiresistenten Erregern ist ein fundiertes Wis-
sen Uber die Resistenzmechanismen und die verfigbaren Wirkstoffe unabdingbar (SCHMOCH
et al. 2021). In ihrem Ubersichtsartikel stellen SCHMOCH et al. (2021) die in Deutschland vor-
herrschenden Resistenzmechanismen — und die jeweils passenden Behandlungsoptionen
— vor. Folgende Informationen zu Resistenzen und Resistenzmechanismen werden fir die
aufgeflihrten gramnegativen Bakterien benannt;

Pseudomonas aeruginosa

e Erreger, der am haufigsten Carbapenem-resistent ist;

e nurin etwa 20 % der Falle dafur eine Carbapenemase verantwortlich (haufig VIM);

e weitaus haufigerer Grund fur die Carbapenem-Resistenz sind Effluxpumpen, ver-
anderte Zielstrukturen oder Porinverlust, z. B. in Kombination mit einer AmpC-f3-
Lactamase (kommt bei einigen Bakteriengattungen naturlicherweise vor).

Acinetobacter baumannii

¢ bei Carbapenem-Resistenz ist dafiir fastimmer (> 90 %) eine Carbapenemase ver-
antwortlich; meist OXA-23, NDM oder VIM.

Klebsiella pneumoniae

e bei Carbapenem-Resistenz muss in Deutschland in 50 % der Falle mit dem Vorlie-
gen einer Carbapenemase gerechnet werden — meist OXA-48, seltener KPC;

e eine andere Moglichkeit ist das Zusammenkommen einer ESBL-Expression (selten
auch einer Plasmid-codierten AmpC-p-Lactamase) mit einem Porinverlust.

Escherichia coli
e bei Carbapenem-Resistenz meistens eine Carbapenemase ursachlich —
in Deutschland meist OXA-48;
e auch ist die Kombination aus ESBL und Porinverlust moglich.

Enterobacter spp.

e bei Carbapenem-Resistenz in 40 % der Félle eine Carbapenemase ursachlich —
am haufigsten OXA 48;
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o AmpC-B-Lactamase-Gene regelhaft vorhanden, welche bei entsprechendem Se-
lektionsdruck exprimiert werden (Gleiches kann, wenn auch nicht regelhaft, u. a.
bei Citrobacter freundii der Fall sein).

Wie bei der Carbapenem-Resistenz verschiedene Resistenzmechanismen ursachlich sein
kénnen, gilt dies auch fir die Resistenz gegentiber Cephalosporinen. Hauptursache der Ce-
phalosporinresistenz bei Enterobakterien ist die Bildung einer B-Lactamase — in Form ei-
ner ESBL oder einer AmpC-B-Lactamase (Pfeifer 2007); es kénnen aber auch noch andere
Resistenzmechanismen zu Grunde liegen. Dies gilt auch fur die im ARB-Projekt als 3GC-
resistent definierten Zielorganismen — Enterobakterien der Art E. coli sowie der Gattungen
Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-Gruppe).

Definiert als 3GC-resistente Zielorganismen im ARB-Projekt sind:

Bestéatigte E. coli sowie Mitglieder der KEC-Gruppe, welche auf dem verwendeten Selek-
tivnahrboden, welcher die Antibiotika Cefpodoxim, Cloxacillin und Vancomycin enthalt, unter
den gegebenen Kulturbedingungen wachsen (siehe A 1.4.2.1).

Beim zur Selektion eingesetzten Antibiotikum Cefpodoxim — ein Cephalosporin der 3. Ge-
neration — handelt es sich zwar um das empfindlichste individuelle Indikator-Cephalosporin
fur den Nachweis der Produktion einer ESBL (EUCAST 2017), aber fiir die Resistenz kann
auch eine AmpC-B-Lactamase oder ein anderer Resistenzmechanismus ursachlich sein.

Im Gegensatz zu den ESBL treten AmpC-B-Lactamasen sehr viel seltener auf, obwohl viele
Enterobakterien (wie Enterobacter- oder Citrobacter-Spezies) chromosomal-lokalisierte
ampC-Gene besitzen, die bei Uberexpression zur Cephalosporinresistenz fiihren kénnen
(PFEIFER 2010). Es kénnen aber auch Plasmid-vermittelte AmpC-B-Lactamasen, die von
diesen chromosomalen Vorlauferenzymen abgeleitet sind, vorliegen, wie beispielsweise in
E. coli und Klebsiella spp. (PFEIFER 2010). Das Ubertragungsrisiko von Plasmid-vermittelten
AmpC-B-Lactamasen ist dhnlich hoch wie bei den ESBL (PFEIFER 2010).

1.4.2 Vancomycin-resistente Enterokokken (grampositive Bakterien)

Enterokokken gehdren als Besiedler des Intestinaltraktes zur normalen Darmflora von Mensch
und Tier; aufRerdem sind sie im Boden, im Wasser, vor allem im Abwasser, auf Pflanzen sowie
pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln zu finden (KLARE et al. 2012).

Von den Uber 35 bekannten Enterokokkenspezies haben Enterococcus faecalis und Entero-
coccus faecium die grolite klinische Bedeutung (KLARE et al. 2012, MISCHNIK et al. 2019).

In Stuhlproben kommen E. faecalis mit etwa 10°-107 KBE/g und E. faecium mit etwa 10%-10°
KBE/g vor, die allerdings zusammen mit den Enterobakterien (Enterobacterales) nur rund 1 %
der Dickdarmflora des Menschen verkorpern (KLARE et al. 2012). Gelangen Enterokokken
in andere Korperregionen, konnen sie dort Infektionen verursachen und neben Wund-
und Harnwegsinfektionen auch schwere Infektionen wie zum Beispiel eine Sepsis (Blutstrom-
infektion) hervorrufen (LANDESZENTRUM GESUNDHEIT NORDRHEIN-WESTFALEN 2018).
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KLARE et al. (2012) geben als Risikofaktoren fiir Infektionen oder Besiedlungen von Patien-
ten durch (Vancomycin-resistente) Enterokokken folgende Punkte an:

e Behandlung mit Antibiotika, die bei Enterokokken nicht wirken (und die damit verbun-
dene Veranderung der Zusammensetzung des Mikrobioms des Darms);

¢ langere Krankenhausaufenthalte mit vielgestaltigen antibakteriellen Chemotherapien;
e schwere Grunderkrankungen;
¢ intraabdominale- oder Herz-/Thorax-chirurgische Eingriffe;

e Aufenthalt in spezifischen Krankenhauseinheiten (vor allem Hamatologie/Onkologie,
Urologie/Nephrologie, Transplantationseinheiten, Neonatologie);

e Mangel in der Basishygiene;
e medizinisches Personal (inklusive Arzte) als mégliche Ubertrager dieser Bakterien;

e Kontakt eines Patienten zu anderen Enterokokken-/VVRE-besiedelten oder -infizierten
Patienten bzw. mit diesen Bakterien kontaminierten medizinischen Geraten oder Ober-
flachen in der Patientenumgebung (als Folge der hohen Umweltpersistenz von Entero-
kokken).

Enterokokken sind in der Lage genetische Elemente zu akquirieren, die Antibiotikaresistenzen
codieren; zu den wichtigsten akquirierten Resistenzen gehort die Resistenz gegeniiber
Glykopeptid-Antibiotika (wie Vancomycin und Teicoplanin) (KRINKO 2018). Bei der Be-
schreibung der Epidemiologie von multiresistenten Enterokokken wird Vancomycin als Lei-
tantibiotikum verwendet; Resistenz gegenliber dem Leitantibiotikum ist oft mit der Resistenz
gegenlber weiteren Antibiotika vergesellschaftet (KRINKO 2018).

Vancomycin-Resistenz ist in Deutschland und Europa fast nur mit der Spezies Enterococ-
cus faecium assoziiert und tritt dabei nahezu ausschliel3lich bei Hospital-assoziierten-
Stammlinien — klonale Linien, die fir den tberwiegenden Teil der nosokomialen (,im Kran-
kenhaus erworbenen®) Infektionen verantwortlich sind — auf (KRINKO 2018).

Klinisch bedeutsame Vancomycin-Resistenz wird durch Gencluster vom Typ vanA- und
vanB kodiert, welche beide genetisch mobil sind, womit sich die Resistenz sowohl klonal als
auch durch horizontalen Gentransfer auf nicht verwandte Stamme Uber Spezies- und Gat-
tungsgrenzen hinweg verbreiten kann (KRINKO 2018). Die beiden genannten Gencluster sind
in der Regel induzierbar, d. h. die Resistenzgene werden erst bei Anwesenheit des Antibi-
otikums exprimiert (KRINKO 2018).

Von den erworbenen Antibiotikaresistenzen sind neben den Ubertragbaren vanA- und vanB-
Genclustern auRerdem Resistenzen gegen Reserveantibiotika (wie Linezolid und Tigecyc-
lin) von besonderem Interesse (KLARE et al. 2012, MISCHNIK et al. 2019).

Eine Uberwachung der Resistenzsituation dokumentiert in den letzten Jahren einen anstei-
genden Trend der Vancomycin-Resistenz bei E. faecium — z. B. deutlicher Anstieg der
VRE-Raten bei nosokomialen Infektionen mit E. faecium in den letzten 10 Jahren auf deut-
schen Intensivstationen (bei Blutstrominfektionen von 6 % auf 17 % und bei Harnwegsinfekti-
onen von 3 % auf 10 %) (MISCHNIK et al. 2019).
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2 Messprogramm

Das Messprogramm (Gesamtheit der Probenahmen und Untersuchungen) im ARB-Projekt
wurde konzipiert zur Untersuchung moglicher Eintrage von klinisch-relevanten antibiotikare-
sistenten Bakterien, von Antibiotikaresistenzgenen und Riickstanden von Antibiotika aus Kran-
kenhausern, kommunalen Klaranlagen und Betrieben der Fleischwirtschaft Uber den Abwas-
serpfad in die aquatische Umwelt (Oberflachengewasser) von Nordrhein-Westfalen. Zusatz-
lich wurden Badegewasser vor dem Hintergrund eventueller Belastungen durch Einleitungen
aus kommunalen Klaranlagen und — bei Starkregenereignissen — durch Mischwassereinleitun-
gen sowie Abschwemmungen von landwirtschaftlichen Nutzflachen betrachtet. Die Planung
des Messprogramms erfolgte angelehnt an die DIN EN ISO 5667-1 ,Anleitung zur Erstellung
von Probenahmeprogrammen und Probenahmetechniken®.

Das Messprogramm wurde auf eine Gesamtzahl von etwa 250 Proben ausgelegt. Ausgangs-
punkt bei der Erarbeitung des Programms — und somit flir die mdgliche Anzahl an zu untersu-
chenden Anlagen und Gewassern — war die Entscheidung, an jeder Abwasser- und Fliel3ge-
wassermessstelle (ober- und unterhalb der Abwassereinleitung) mindestens drei Probenah-
men durchzuflhren. Die Messstellen entsprechen den Probenahmestellen flr die Enthahme
der Proben fiir die mikrobiologische, molekularbiologische und chemische Analytik. Soweit
vorhanden wurden bereits festgelegte amtliche Messstellen ausgewahlt. Fur die Beprobung
der Badegewasser wurde die europaische Badegewasserrichtlinie sowie die nordrhein-west-
falische Badegewasserverordnung herangezogen. Daher wurde hier eine Haufigkeit von je-
weils vier Probenahmen in der Badesaison festgelegt. Die fir das Messprogramm ausgewahl-
ten Klaranlagen und Betriebe liegen weitrdumig in Nordrhein-Westfalen verteilt (Abbildung 1)
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Abbildung 1:
Messprogramm des ARB-Projekts.
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und geben einen landesweiten ersten Uberblick zu méglichen Eintragen von klinisch-relevan-
ten ARB sowie ausgewahlten Resistenzgenen und Antibiotika durch Abwasser in die aquati-
sche Umwelt in Nordrhein-Westfalen.

Zum Vergleich wurde zusatzlich ein aufgrund der Lage und Beschaffenheit mdoglichst anthro-
pogen unbeeinflusstes Gewasser (als eine Art ,Hintergrundwert®) mit ins Messprogramm auf-
genommen. Hierzu wurde die Volmequelle in Meinerzhagen (Markischer Kreis), im Westen
des Sauerlands, ausgewahlt. Von einem geringen anthropogenen Einfluss wird ausgegangen,
weil es sich um eine gefasste Quelle handelt, die sich im Wald befindet und im Rahmen der
chemischen Analytik zur Grundwassergutetiberwachung nahezu keine Belastungen festge-
stellt wurden.

2.1  Auswahl der Anlagen und Messstellen

21.1 Kommunale Klaranlagen

Es wurden kommunale Klaranlagen mit bzw. ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet sowie
solche mit einer weitergehenden Abwasserbehandlung bericksichtigt (Tabelle 1). Die Klaran-
lagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden ausgewahlt auf Basis von Daten zum
Bericht ,Entwicklung und Stand der Abwasserbeseitigung in Nordrhein-Westfalen“ (Kapitel 6.5
.Belastung kommunaler Klaranlagen durch Krankenhausabwasser®; https:/www.la-
nuv.nrw.de/umwelt/wasser/abwasser/lagebericht). Die Auswahl erfolgte auf Basis der Betten-
anzahl der an der Klaranlage angeschlossenen Krankenhauser bezogen auf die Anzahl an
Einwohnern im Einzugsgebiet der Klaranlage (Stand 2018). Bertcksichtigt wurden hierbei all-
gemeine Krankenhauser'® sowie ein Fachkrankenhaus der chirurgischen Orthopadie, da hier
von einem vermehrten Einsatz von Antibiotika ausgegangen werden kann. Andere Fachkran-
kenhauser, wie flr Psychiatrie/Psychotherapie oder Epilepsie, in denen kein vermehrter Ein-
satz von Antibiotika zu erwarten ist, wurden bei der Auswahl nicht bericksichtigt. Da die Daten
bezlglich der Krankenhauser in Nordrhein-Westfalen, zum Zeitpunkt der Erstellung des Mess-
programmes, aus Projekten aus den Jahren 2008 und 2011 stammten, wurde die Anzahl der
Betten der Krankenhauser, welche an den fir das Messprogramm ausgewahlten Klaranlagen
angeschlossen sind, anhand der aktuellen Qualitatsberichte der Krankenhauser Gberprift. Auf
diese Weise wurden drei Klaranlagen mit den héchsten Anteilen an Krankenhausbetten bezo-
gen auf die Einwohner in ihrem Einzugsgebiet in Nordrhein-Westfalen fur das Messprogramm
identifiziert.

Zum Vergleich mit den Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden drei Klar-
anlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet ausgewahlt (Tabelle 1). Auflerdem wurden
zum Vergleich mit diesen sechs Klaranlagen, die alle tber eine konventionelle mechanisch-
biologische Behandlung verfiigen, Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung zum
oxidativen Abbau von Spurenstoffen oder zur Hygienisierung (durch Rickhalt oder Inaktivie-
rung von Mikroorganismen), bei welchen aufgrund der jeweiligen Verfahrenstechnik auch das
Potential einer zusatzlichen Verringerung von ARB im Abwasser vermutet wird, einbezogen

8 Allgemeine Krankenh&user sind Krankenhéauser, die Uber Betten in vollstationdren Fachabteilungen verfiigen,
wobei die Betten nicht ausschlielich fiir psychiatrische, psychotherapeutische oder psychiatrische, psychothe-
rapeutische und neurologische Patienten und Patientinnen vorgehalten werden. Gesundheitsberichterstattung
des Bundes; https://www.gbe-bund.de/glossar/Allgemeine Krankenhaeuser.html
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(Tabelle 1). Fur die Auswahl dieser Klaranlagen war unter anderem relevant, dass es sich um
Klaranlagen ahnlicher GréRenordnung (in Bezug auf die angeschlossenen Einwohnerwerte
[EW] im Jahr 2018) und mit einem hohen Einwohneranteil und somit moglichst geringen oder
keinen Abwasseranteilen aus Industrie und Gewerbe handelte (Tabelle 1).

Auswabhlkriterium bei den Klaranlagen mit einer Reinigungsstufe zur weitergehenden Abwas-
serbehandlung war au3erdem deren Dauerbetrieb — mdglichst im Vollstrom (gesamte Abwas-
sermenge; bei Trockenwetter).
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Tabelle 1: Kommunale Klaranlagen im Messprogramm des ARB-Projekts. Klaranlagen mit bzw. ohne Kranken-
hauser im Einzugsgebiet sowie solche mit weitergehender Abwasserbehandlung.
Einwohnerwert (EW): Summe aus Einwohnerzahl (Anzahl Einwohner, die an eine Klaranlage ange-
schlossen sind) und Einwohnergleichwerten (MaR fiir die Schmutzfracht, die mit industriellem und
gewerblichem Abwasser in eine Klaranlage gelangt). KH-Abwasseranteil: Bettenanzahl (laut Quali-
tatsbericht des jeweiligen Krankenhauses, KH) bezogen auf die Anzahl Einwohner im Einzugsgebiet
der Klaranlage. @ Die Klaranlage Rheinbach wurde als Klaranlage ohne Krankenhaus im Einzugsge-
biet ausgewahlt; verfiigt mit dem Retentionsbodenfilter (RBF+) aber auch Uber eine Stufe zur weiter-
gehenden Abwasserbehandlung. ? Die KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda wurde mit ins Messpro-
gramm aufgenommen aufgrund des angeschlossenen Indirekteinleiters der Fleischwirtschaft; wah-
rend der Laufzeit des ARB-Projekts wurde am Ablauf der KA auch eine neue Stufe zum oxidativen
Abbau von Spurenstoffen in Betrieb genommen.
Name der ange- prozentualer  Gewasser,in | Bettenanzahl der | KH-
Klaranlage schlossene | Anteil ange- |welches ein- | Krankenhauser Abwas-
Einwohner-  schlossener | geleitet wird im Einzugsgebiet | seranteil
werte (EW) | Einwohner der Klaranlage [%]
2018 (E) 2018 [%]
Engelskirchen 10.036 94 Agger Krankenhaus: 55
245 Betten
Rehaklinik:
276 Betten
Ludenscheid 16.958 100 Schlittenbach zwei 6,9
Schlittenbachtal Krankenhauser:
908 Betten;
260 Betten
Munster-Geist 16.000 72 Galgenbach Krankenhaus: 3,5
405 Betten
Rahmedetal 34.803 88 Rahmede - -
Rheinbach (RBF+)2 |25.184 80 Wallbach - -
Stemwede, 16.000 68 NN (namenlo- - -
Wehdem ses Gewasser
zum GroRRen
Diekfluss)
Bad Sassendorf 12.028 93 Rosenau sechs 10,0
(Ozonung) Rehakliniken:
164 Betten;
224 Betten;
200 Betten;
305 Betten;
81 Betten;
145 Betten
Konzen (MBR) 14.108 45 Laufenbach - -
Monschau 5.699 71 Rur - -
(UV-Bestrahlung)
Rheda-Wieden- 120.963 42 Ems Krankenhaus: 0,3
brick, Rheda 147 Betten

(Ozonung)®
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2.1.2 Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von Krankenhaus-
abwasser

Neben den kommunalen Klaranlagen wurden zwei in Nordrhein-Westfalen betriebene Pilotan-
lagen zur Behandlung von Krankenhausabwasser ins Messprogramm aufgenommen. Bei die-
sen Abwasserbehandlungsanlagen handelt es sich jeweils um einen Membranbioreaktor mit
anschlieender Ozonung (zum oxidativen Abbau von Spurenstoffen) sowie bei einer Anlage
mit einer Pulveraktivkohle-/Sandfiltration, die parallel (wie im ARB-Projekt) oder zusatzlich zur
Ozonung betrieben werden kann (Tabelle 2).

Tabelle 2:  Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von Krankenhausabwasser im Messprogramm des
ARB-Projekts. Zwei Pilotanlagen in Nordrhein-Westfalen; jeweils mit Membranbioreaktor und an-
schliellender Ozonung zum oxidativen Abbau von Spurenstoffen. Die Anlage am Marienhospital Gel-
senkirchen verfligt aullerdem Uber eine Pulveraktivkohle-/ Sandfiltration, die parallel (wie im ARB-
Projekt) oder zuséatzlich zur Ozonung betrieben werden kann.

Abwasserbe- Betten- Jahresschmutz- | Verfahren der Abwasser- | Klaranlage, in die
handlungsanlage |anzahl wassermenge behandlung eingeleitet wird
am [m3/a]

Kreiskrankenhaus | 370 40.000 Membranbioreaktor mit Waldbrél Brenzin-
Waldbrél GmbH anschlieBender Ozonung | gen
Marienhospital 579 73.000 Membranbioreaktor mit Bottrop

Gelsenkirchen

anschlieBender Ozonung
oder Pulveraktivkohle-/
Sandfiltration

2.1.3 Abwasserbehandlungsanlagen von Betrieben der Fleischwirtschaft

Als ein moglicher Eintragspfad fir klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien aus der
Tierhaltung Uber das Abwasser in die aquatische Umwelt wurden im Messprogramm auch
Schlachthofabwéasser bertcksichtigt. Hierfir wurden die Abwasserbehandlungsanlagen von
vier Betrieben der Fleischwirtschaft ausgewahlt. Es handelt es sich dabei um zwei direktein-
leitende Betriebe, einen der Geflugelschlachtung und einen der Verarbeitung von Gefllgel,
sowie zwei indirekteinleitende Betriebe der Schweineschlachtung (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Betriebe der Fleischwirtschaft im Messprogramm des ARB-Projekts. -2) Keine Daten vorhanden. ?)
Ist die biologische Behandlungsstufe und/oder Membranfiltration nicht in Betrieb (Reparatur, War-
tung), flieRt das Abwasser nach Siebung und Flotation zur KA Geldern.
Betrieb | Abwasser- | Betriebsart |Jahres- Abwasserbehandlung | Gewasser bzw. Klar-
einleitung schmutz- anlage, in die eingelei-
wasser- tet wird
menge
[m3/a]
A Direkt- Gefliigel- 130.000 mechanisch-biologisch | namenloses Gewasser
einleitung schlachtung mit anschlieflender zum Hoppenmeer
Membranfiltration (Delbruck)
B Direkt- Verarbeitung | 20.000 mechanisch-biologisch | namenloses Gewasser
einleitung von Geflugel zur Ems (Rietberg)
C Indirekt- Schweine- -a) mechanisch-biologisch | KA Geldern
einleitung schlachtung mit anschlief’ender
Membranfiltration®
D Indirekt- Schweine- -a) mechanisch-biologisch | KA Rheda-Wieden-
einleitung schlachtung briick, Rheda

2.1.4 Badegewasser mit Abwassereinleitungen im Einzugsgebiet

In das Messprogramm des ARB-Projekts wurden drei Badegewasser aufgenommen, die be-
reits im Rahmen des Badegewasser-Screenings'® im Jahr 2018 auf antibiotikaresistente Bak-
terien, Resistenzgene sowie Antibiotikartickstande untersucht wurden und in deren Einzugs-
gebiet Abwassereinleitungen vorhanden sind.

Es handelt es sich um folgende Badegewasser:

1. (Freizeitanlage) Aasee - Badestelle, Kreis Borken, Stadt Bocholt
2. Bettenkamper Meer - Strand, Kreis Wesel, Stadt Moers
3. Seaside Beach/Baldeneysee, Stadt Essen

Im Einzugsgebiet der Badegewasser ,Freizeitanlage Aasee Bocholt® und ,Seaside
Beach/Baldeneysee® befinden sich Einleitungen aus kommunalen Klaranlagen (an denen
auch Krankenhduser angeschlossen sind) und aufierdem Mischwassereinleitungen sowie
Niederschlagswassereinleitungen. Des Weiteren kann es zu Abschwemmungen von landwirt-
schaftlichen Nutzflachen kommen.

Im Einzugsgebiet des Badegewassers ,Bettenkamper Meer/Strand” sind lediglich Nieder-
schlagswassereinleitungen und Einleitungen von Drainagewasser vorhanden.

9 LANUV im Auftrag des Umweltministeriums NRW in Kooperation mit dem Institut fir Hygiene und Offentliche
Gesundheit/ Public Health (IHPH) am Universitatsklinikum Bonn.
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21.5 Messstellen (= Probenahmestellen)

Insgesamt umfasst das Messprogramm 73 Abwasser- und Flieligewassermessstellen
(Tabelle 4, Tabelle 5, Tabelle 6) sowie drei Badegewasser-Messstellen und eine Messstelle
an einem Quellgewasser (Tabelle 7). Zur Festlegung sadmtlicher Abwasser- und FlieRgewas-
sermessstellen wurden Begehungen mit Ortsbesichtigungen zur Messstellen-Dokumentation
durchgefuhrt.

Generell wurden in den Abwasserbehandlungsanlagen Messstellen am Anlagenzulauf nach
mechanischer Reinigungsstufe sowie am Anlagenablauf festgelegt. Als Messstelle am Anla-
genablauf konnte zumeist eine amtlich festgelegte Messstelle genutzt werden. Die Probenah-
mestelle am ,Zulauf‘ der Anlagen wurde jeweils so gewahlt, dass Grobstoffe (wie etwa Hygie-
neartikel (kommunale Klaranlagen) bzw. Federn, Borsten (Abwasserbehandlungsanlagen von
Betrieben der Fleischwirtschaft)) und mineralische Bestandteile (kommunale Klaranlagen) be-
reits entfernt, suspendierte Partikel aber noch enthalten sind und eine Homogenisierung des
Abwasserstroms gegeben ist. Bei den kommunalen Klaranlagen waren diese Kriterien am Ab-
lauf des Sandfangs erflillt; somit wurden die Messstellen jeweils dort festgelegt. Bei den Ab-
wasserbehandlungsanlagen der Betriebe der Fleischwirtschaft war diese Anforderung nach
Siebung erfillt, so dass diese Stelle als Messstelle ausgesucht wurde. Bei einer der Abwas-
serbehandlungsanlagen zur Reinigung von Krankenhausabwasser war eine Zulauf-Messstelle
nach dem Rechen vorhanden; bei der anderen am Anlagen-Zulauf vor dem Rechen.

Bei den kommunalen Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden auch jeweils
die Schmutzwasser-Ablaufe der angeschlossenen Krankenhduser an der Ubergabestelle in
das Kanalnetz als Messstellen festgelegt (Tabelle 4).
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Tabelle 4:

Probenahmestellen der Probenserien der Klaranlagen mit bzw. ohne Krankenhauser im Einzugsge-

biet (siehe Tabelle 1). Als Probenserie ist die Gesamtheit der jeweils aufgeflihrten Probenahmestel-
len gemeint. amtl. MS-Nr. = amtliche Messstellennummer; - = keine amtliche Messstelle. 2 namen-
loses Gewasser zum GrofRen Diekfluss.

der Einleitung

der Einleitung

der Einleitung

Probenahmestellen :nnslt_lNr Probenahmestellen :nnslt_lNr Probenahmestellen :nnslt_lNr
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet
Probenserie Engelskirchen Probenserie Ludenscheid Probenserie Minster-Geist
Abwasserschachte
Krankenhaus od.
Klinik
Krankenhaus 1 - Krankenhaus 2, - Krankenhaus 3, Haus 1 | -
Hauptgebaude
Krankenhaus 2, - Krankenhaus 3, Haus 2 | -
Haus 2-6
Rehaklinik - Sportklinik -
Klaranlage
KA Engelskirchen KA Ludenscheid- KA Minster-Geist
Schlittenbachtal
"Zulauf" (Ablauf Sand- | - "Zulauf" (Ablauf Sand- | - "Zulauf" (Ablauf Sand- | -
fang) fang) fang)
Ablauf 252069 | Ablauf 692069 | Ablauf 334014
00301 00501 00201
Gewdsser
Agger bei KA Engels- Schlittenbach bei KA Galgenbach bei KA
kirchen Ludenscheid-Schlit- Munster-Geist
tenbachtal
(ca. 500 m) oberhalb | 204201 | (ca. 250 m) oberhalb | 435454 |(ca. 30 m ) oberhalb 809494
Einleitung Einleitung Einleitung
(ca. 130 m) unterhalb | 204262 | (ca. 150 m) unterhalb | 435466 |(ca. 70 m) unterhalb 809482
Einleitung Einleitung Einleitung
Klaranlagen ohne Krankenhéauser im Einzugsgebiet
Probenserie Rahmedetal Probenserie Rheinbach Probenserie Stemwede
Klaranlage
KA Rahmedetal KA Rheinbach KA Stemwede, Weh-
dem
"Zulauf" (Ablauf Sand- | - "Zulauf" (Ablauf Sand- | - "Zulauf" (Ablauf Sand- | -
fang) fang) fang)
Ablauf 678090 | Ablauf 314013 | Ablauf 604011
00201 00101 01702
Ablauf RBF+ (Retenti- | -
onsbodenfilter)
Gewdsser
Rahmede bei KA Wallbach bei KA Gewasser? bei KA
Rahmedetal Rheinbach Stemwede, Wehdem
(ca. 200 m) oberhalb | - (ca. 350 m) oberhalb | 263205 |(ca. 450 m) oberhalb -
der Einleitung der Einleitung der Einleitung
(ca. 600 m) unterhalb | 435855 | (ca. 150 m) unterhalb | 263308 | (ca. 150 m) unterhalb -
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An den Behandlungsstufen zur weitergehenden Abwasserbehandlung der kommunalen Klar-
anlagen sowie der Krankenhauser erfolgte ebenfalls eine Festlegung von Probenahmestellen
vor und nach den jeweiligen Verfahrensstufen (Tabelle 5). Die Festlegung dieser Messstellen
erfolgte nach Begehung und Sichtung der 6értlichen Gegebenheiten.

Neben den genannten Abwasser-Messstellen wurden bei den kommunalen Klaranlagen und
den direkteinleitenden Betrieben der Fleischwirtschaft jeweils auch Gewasser-Messstellen
oberhalb und unterhalb der Einleitung der Anlagen ausgewahit. Soweit vorhanden wurden als
Gewasser-Messstellen bereits beschriebene amtliche Messstellen gewahlt. War dies nicht
mdglich, wurden Messstellen mittels GPS-Daten und Prifung der Gegebenheiten vor Ort neu
dokumentiert und festgelegt.
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Tabelle 5: Probenahmestellen der Probenserien der Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung
(siehe Tabelle 1) sowie der Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von Krankenhausabwas-
ser (siehe Tabelle 2). amtl. MS-Nr. = amtliche Messstellennummer; - = keine amtliche Messstelle;
MBR = Membranbioreaktor; PAK = Pulveraktivkohle.
Probenahme- amtl. Probenahme- amtl. Probenahme- amtl. Probenahme- amtl.
stellen MS-Nr. | stellen MS-Nr. | stellen MS-Nr. | stellen MS-Nr.
Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung
Probenserie Bad Sassen- Probenserie Konzen Probenserie Monschau Probenserie R-W.,
dorf Rheda
Klaranlage
KA Bad Sassen- KA Konzen KA Monschau KA R.-W.,
dorf Rheda
"Zulauf" (Ablauf | - "Zulauf" (Ablauf |- "Zulauf" (Ablauf | - "Zulauf" (Ablauf | -
Sandfang) Sandfang) Sandfang) Sandfang)
Zulauf Ozonung | - Zulauf MBR - Zulauf UV- - Zulauf Ozonung | -
nach Feinsie- Bestrahlung
bung
Ablauf Ozonung | -
Ablauf KA 746061 | Ablauf KA 148016 | Ablauf KA 148016 | Ablauf KA (= Ab- | 500011
00501 01101 00801 | lauf Bioreaktor) | 00501
Ablauf Scho- -
nungsteich
Gewasser
Rosenau bei KA Laufenbach bei Rur bei KA Ems bei KA
Bad Sassendorf KA Konzen Monschau R.-W., Rheda
(ca. 250 m) - (ca. 100 m) 101151 | (ca. 1550 m) 101205 | (ca. 150 m) -
oberhalb Einlei- oberhalb Einlei- berhalb Einlei- oberhalb Einlei-
tung tung tung tung
(ca. 700 m) un- | 618111 | (ca. 20 m) unter- | 101163 | (ca. 1150 m) un- | 101503 | (ca. 900 m) un- | 715104
terhalb Einlei- halb Einleitung terhalb Einlei- terhalb Einlei-
tung tung tung
Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von
Krankenhausabwasser
Probenserie Waldbrol Jl;rlobenserle Marienhospi-
Abwasserbehandlungs-
anlage (ABA)
Kreiskranken- Marienhospital
haus Waldbrol Gelsenkirchen
Zulauf MBR (vor | - Zulauf MBR -
Rechen) (nach Rechen)
Zulauf Ozonung | - Zulauf Ozonung | -
(= Ablauf MBR) oder PAK-/
Sandfiltration
(= Ablauf MBR)
Ablauf ABA - Ablauf Ozonung | -
Ablauf -
PAK/Sandfilter
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Tabelle 6: Probenahmestellen an Abwasserbehandlungsanlagen von Betrieben der Fleischwirtschaft sowie, bei
Direkteinleitung, Probenahmestellen im Gewasser (siehe Tabelle 3). 2 namenloses Gewasser zum
Hoppenmeer; ®) namenloses Gewésser zur Ems.

amtl.

Probenahmestellen MS-Nr.

Probenahmestellen :Ilr;tlr:lr Probenahmestellen | Probenahmestellen

Betrieb A

Direkteinleitung

Geflugelschlachtung

ABA

Zulauf (nach Sie- =

bung)

Ablauf 6143270
0101

Gewasser? bei

Betrieb A

(ca. 50 m) oberhalb | -

Einleitung

(ca. 50 m) unterhalb

Abwasserbehandlungsanlagen (ABA) von Betrieben der Fleischwirtschaft

Einleitung

Betrieb B Betrieb C Betrieb D
Direkteinleitung Indirekteinleitung Indirekteinleitung
Geflugelverarbeitung Schweineschlach- Schweineschlach-
tung tung
ABA ABA ABA
Zulauf (nach Fett- - Zulauf (nach Sie- Zulauf (nach Sie-
abscheider) bung) bung)
Ablauf 5023240 | Ablauf Ablauf
0101
Gewasser®) bei
Betrieb B
(ca. 70 m) oberhalb | -
Einleitung

(ca. 70 m) unterhalb
Einleitung

Bei den Messstellen an den Badegewéassern handelt es sich um die offiziellen Uberwachungs-
stellen, die nach europaischer Badegewasserrichtlinie?® bzw. nordrhein-westfalischer Bade-
gewasserverordnung?' durch die zustandigen Uberwachungsbehérden festgelegt und fiir Un-
tersuchungen zur Bewertung der Badegewasser-Qualitat genutzt werden. Dabei handelt es
sich jeweils um die Stelle, an der die meisten Badenden erwartet werden oder an der nach
dem Badegewasserprofil mit der grof3ten Verschmutzungsgefahr gerechnet wird.

Tabelle 7:  Probenahmestellen an Badegewéassern.

Badegewasser

Name Badegewdsser
Freizeitanlage Aasee Bocholt
Bettenkamper Meer/Strand

Seaside Beach/Baldeneysee

Messstelle

Badestelle

Strand

Seaside Beach/Baldeneysee

20 https://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2006:064:0037:0051:DE:PDF

21 https://recht.nrw.de/Imi/owa/br

bes text?anw nr=2&gld nr=7&ugl nr=77&bes id=11364&menu=1&sg=0&auf-

gehoben=N&keyword=badegew%E4sserverordnung#det0”
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2.2 Kurzbeschreibung der Abwasserbehandlungsanlagen

Sowohl bei den Klaranlagen (KA) mit angeschlossenen Krankenhausern (KA Engelskirchen,
KA Ludenscheid-Schlittenbachtal, KA Minster-Geist) als auch bei denen ohne Krankenhauser
im Einzugsgebiet (KA Rahmedetal, KA Rheinbach, KA Stemwede, Wehdem) handelt es sich
um kommunale Klaranlagen mit konventioneller mechanisch-biologischer Behandlung. Infor-
mationen zu allen kommunalen Klaranlagen in Nordrhein-Westfalen sowie den ggf. ange-
schlossenen Krankenhausern kénnen mittels ELWAS-WEB aus dem Fachinformationssystem
ELWAS abgerufen werden??. Die Klaranlage Rheinbach verfligt mit dem Retentionsbodenfilter
plus (RBF+) auch Uber eine Verfahrensstufe, die zur weitergehenden Abwasserbehandlung
eingesetzt werden kann. Nachfolgend werden zu dieser Verfahrensstufe sowie zu den ande-
ren kommunalen Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung im Messprogramm
des ARB-Projekts und den Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von Krankenhaus-
abwasser bzw. denen der Betriebe der Fleischwirtschaft Erlauterungen gegeben, da diese
nicht aus ELWAS-WEB abgerufen werden kénnen. Die Informationen basieren, wenn keine
anderen Quellen angegeben sind, auf mindlichen Angaben der Anlagenbetreiber im Rahmen
der Anlagenbegehungen oder zusatzlichen, schriftlichen Erlauterungen der Betreiber.

2.21 Kommunale Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung

Im Folgenden sind jeweils technische bzw. betriebliche Eckdaten aufgefihrt, um das jeweilige
Abwasserbehandlungsverfahren zur Hygienisierung (durch Rickhalt oder Inaktivierung von
Mikroorganismen) oder zum oxidativen Abbau von Spurenstoffen in seinen Grundziigen nach-
vollziehen zu kdnnen.

2.2.1.1 KA Rheinbach - Retentionsbodenfilter plus (RBF+)
Quelle der nachfolgenden Informationen ist BRUNSCH et al. (2020).

Die Klaranlage Rheinbach verfiigt mit dem Retentionsbodenfilter plus (RBF+) tber eine grol3-
technische Pilotanlage, die sowohl zur Behandlung von Mischwasser als auch zur weiterge-
henden Abwasserbehandlung des Klaranlagenablaufs genutzt wird. Bei Mischwasser handelt
es sich um Abwasser aus einem Mischsystem, d. h. einem Ableitungssystem, bei dem alle
Abwasser (Schmutz- und Niederschlagswasser) in einer gemeinsamen Leitung gemischt ab-
gefuhrt werden. Der RBF+ mit einer Filterflache von ca. 5.000 m? ist seit 2019 in Betrieb und
besteht aus drei Filtersegmenten mit unterschiedlichem Filteraufbau. Zwei der drei Segmente
beinhalten neben dem klassischen RBF-Aufbau (Filtersand mit Zuschlagstoff 20% CaCOs;
Drainagekies) jeweils zwei Schichten mit Beimischung von granulierter Aktivkohle. Alle Seg-
mente sind mit Schilf bepflanzt.

Zur Mischwasserbehandlung wird der RBF+ genutzt, wenn es in Folge von Starkregenereig-
nissen zu einem Uberlauf des auf dem Gelande der Klaranlage betriebenen Regeniiberlauf-
beckens mit nachgeschaltetem Regenrlckhaltebecken kommt. Bei entsprechenden Ereignis-
sen erfolgt ein Mischwasserzufluss zum Bodenfilter, wobei eine parallele Beschickung aller

22 nttps://www.elwasweb.nrw.de/elwas-web/index.xhtml; unter Daten > Abwasser > Kommunales Abwasser >
Klaranlagen
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drei Segmente erfolgt. Da im Einzugsgebiet der Klaranlage Rheinbach durchschnittlich maxi-
mal finf solcher Regenereignisse pro Jahr auftreten, wird der RBF+ die restliche Zeit als zu-
satzliche Behandlungsstufe zur Verringerung der Konzentration an Mikroschadstoffen im Ab-
lauf der Klaranlage betrieben.

Beim Betrieb des RBF+ zur weitergehenden Abwasserbehandlung werden die drei Segmente
sequenziell mit dem Abfluss der Klaranlage im Anschluss an die Flockungsfiltration (ein ab-
warts durchstromter Sandfilter) beschickt. Es wird immer nur ein Segment fur 24 Stunden be-
fullt und in den nachfolgenden 48 Stunden wieder entleert. Auf diese Weise bleibt die erfor-
derliche Beliftung und das aerobe Milieu im Bodenkdrper erhalten.

2.21.2 KA Bad Sassendorf — Ozonung

Quelle der nachfolgenden Informationen ist der Abschlussbericht des vom Bundesministerium
fur Gesundheit geférderten Forschungsvorhabens REDU-ANTIRESIST der EMSCHER-
GENOSSENSCHAFT (2016) sowie Angaben des Betreibers.

Im Jahr 2009 wurde auf der Klaranlage Bad Sassendorf eine Ozonstufe errichtet. Diese dient
der Elimination von Spurenstoffen wie Medikamentenriickstanden im Abwasser. Die Ozonbe-
handlung des Abwassers findet im Anschluss an die konventionelle mechanisch-biologische
Abwasserreinigung statt. Das Abwasser wird aus dem Nachklarbecken der Ozonung zuge-
fuhrt. Die Ozonstufe kann einen Abwasservolumenstrom von 300 bis 650 m3*h behandeln. Die
Aufenthaltszeit im Ozonreaktor betragt 13 min bei einem Volumenstrom von 300 m3h. Im An-
schluss an die Ozonung wird das Abwasser — Uber den Ablauf der Klaranlage (amtliche Mess-
stelle) — einem Nachbehandlungsteich zugeflihrt. Aus dem Nachbehandlungsteich (Scho-
nungsteich) erfolgt die Einleitung ins Gewasser.

Die eingesetzte Ozonkonzentration im Beprobungszeitraum des ARB-Projektes betrug 2 mg
Os pro Liter. Bezogen auf den geldsten organischen Kohlenstoff (dissolved organic carbon;
DOC) im Abwasser am Zulauf zur Ozonung entsprach dies einer Konzentration von 0,4 bis 0,6
mg Os/mg DOC zum Zeitpunkt der Beprobungen.

2.2.1.3 KA Konzen — Membranbioreaktor

Die Klaranlage Konzen ist eine Membranbioreaktor-Anlage mit acht Membrankammern und
einer Membranflache von insgesamt 23.040 m?. Bei sieben von acht Membranbecken sind
Doppeldecker-Membranmodule mit einer Gesamthéhe von 3,50 m bestehend aus zwei Uber-
einander gesetzten Modulen eingesetzt. Diese Membranmodule werden direkt in das Be-
lebtschlamm-Wasser-Gemisch eingetaucht und ziehen das biologisch gereinigte Abwasser als
Filtrat im Unterdruckbetrieb ab. Pro Doppeldecker-Modul sind zwei Membranmodule mit je 200
Membranplatten installiert. Jede Membranplatte verfiigt Gber 0,8 m? aktive Membranflache.
Ein Doppeldecker-Modul verfligt somit Gber 320 m? Membranflache. Eine komplett bestiickte
Membrankammer hat 2.880 m? aktive Filterflache.

Von den sieben Membrankammern sind vier Stlick mit Plattenmembranen mit einer Poren-
grofie von ca. 0,4 um ausgeristet. Zwei weitere Membrankammern sind mit Plattenmembra-
nen mit einer Porengrofe von ca. 0,1 ym ausgeristet. Eine weitere Membrankammer ist je
zur Halfte mit Membranplatten von 0,4 um und 0,1 um Porengrof3en ausgertstet.

Die achte Membrankammer ist seit Mai 2022 mit 2.880 m? Hohlfasermembranen mit 0,05 ym
Porengroe ausgeristet.
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2.2.1.4 KA Monschau — UV-Bestrahlung

Die Klaranlage Monschau ist eine Anlage mit konventioneller mechanisch-biologischer Abwas-
serreinigung mit weitergehender Behandlung durch Sandfiltration und abschlieRender UV-
Bestrahlung.

Die Filteranlage besteht aus vier Filterkammern, die als offene Schnellfilter konzipiert sind. Es
handelt sich um Zweischichtfilter mit einer Quarzsand- und einer Bimsschicht. Die Filterflache
betragt 36 m? bei einem Durchsatz von 160 I/s.

Dieser herkdmmlichen Filtration ist eine UV-Anlage mit einer Leistung von 8.540 Watt nach-
geschaltet.

2.2.1.5 KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda — Ozonung

Bei der Klaranlage Rheda-Wiedenbruck, Rheda handelt es sich um eine kommunale Klaran-
lage mit konventioneller mechanisch-biologischer Abwasserreinigung. Etwa die Halfte der
Schmutzfracht entstammt Industrie, Gewerbe bzw. Landwirtschaft — insbesondere aus dem
Abwasser eines Betriebes der Fleischwirtschaft (Schweineschlachtung). Das Abwasser dieses
Betriebes wird einer mechanisch-biologischen Vorbehandlung unterzogen, bevor es (auf dem
Gelande der Klaranlage) mit dem kommunalen Abwasser (im Anschluss an dessen Durchstro-
men des Sandfangs) vermischt wird. Im Einzugsgebiet der KA Rheda-Wiedenbrick, Rheda
befindet sich ein Krankenhaus. Die Bettenanzahl des Krankenhauses bezogen auf die Anzahl
Einwohner im Einzugsgebiet der Klaranlage ergibt einen KH-Abwasseranteil von 0,3 %.

Seit Marz 2021 wird im Anschluss an die konventionelle mechanisch-biologische Abwasser-
behandlung eine Tuchfiltration mit anschlieBender Ozonung und ein Schwebebettreaktor (Bi-
oreaktor) betrieben. Der Filter ist fir eine Vollstrombehandlung bei Trockenwetter ausgelegt;
die Ozonung fiir 90 % der rechnerischen Tagesfracht. Die Anlage zur weitergehenden Abwas-
serbehandlung zum oxidativen Abbau von Spurenstoffen befindet sich im Dauerbetrieb mit
einer eingesetzten Ozonkonzentration von 3,5 mg O3 pro Liter bei einer Aufenthaltszeit des
Abwassers im Ozonreaktor von ca. 30 Minuten. Bezogen auf den geldsten organischen Koh-
lenstoff (dissolved organic carbon; DOC) im Abwasser am Zulauf zur Ozonung entsprach dies
an den Probenahmetagen im ARB-Projekt einer Konzentration von 0,3 bis 0,4 mg Os/mg DOC.
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2.2.2 Abwasserbehandlungsanlagen zur Reinigung von
Krankenhausabwasser

2.2.2.1 ABA am Kreiskrankenhaus Waldbrol

Quellen der nachfolgenden Informationen sind der Steckbrief ,Kreiskrankenhaus-Klaranlage
Waldbrol“ des Kompetenzzentrums Mikroschadstoffe NRW (2013) sowie Angaben des Betrei-
bers. Weitere Details kdnnen der Dissertation von MAUER (2011) entnommen werden.

Bei der Abwasserbehandlungsanlage am Kreiskrankenhaus Waldbrél handelt es sich um ei-
nen Membranbioreaktor (MBR) zur Reinigung von Krankenhausabwasser im Vollstrom mit an-
schlieender Ozonung des Abwassers insbesondere zum Abbau von Arzneimittelrickstan-
den. Die Anlage ist ausgelegt unter anderem auf folgende Parameter: Einwohnerwert (Aus-
bau), rd. 800 E; Krankenhausbetten, rd. 340; Jahresschmutzwassermenge, 40.000 m®a sowie
im Zulauf zur Behandlungsanlage: CSB, 539 mg/l; DOC, 139 mg/l; Nges, 65 mg/l und Pges, 8,56
mg/l. Die Inbetriebnahme der Ozonung erfolgte im Januar 2010. Die MBR-Anlage besteht aus
funf getauchten Plattenmembran-Modulen mit einer Membranflache von insgesamt 1.600 m2.
Die Membran besteht aus chloriertem Polyethylen und hat eine maximale Porengrée von 0,4
pm (Durchschnitt: 0,2 um). Kenndaten des Ozon-Generators sind: Behandlungsvolumenstrom
Qmax, 32 m3/h; Reaktionsvolumen, 6 m3; Aufenthaltszeit, 15 min. Der Ozon-Eintrag erfolgt tiber
ein Pumpe-Injektor-System. Die eingestellte Ozonleistung im Zeitraum des ARB-Projekts be-
trug 4 Nm¥/h x 65 g/m3 = 260 g/h.

Das behandelte Krankenhausabwasser wird der kommunalen Klaranlage Waldbrol Brenzin-
gen zugefihrt.

2.2.2.2 ABA am Marienhospital Gelsenkirchen

Quellen der nachfolgenden Informationen ist der Abschlussbericht des Forschungsvorhabens
REDU-ANTIRESIST der EMSCHERGENOSSENSCHAFT (2016) sowie Angaben des Betreibers.
Weitere Informationen bietet auch der Abschlussbericht zum Europaischen Kooperationspro-
jekt PILLS (2012).

Bei der Abwasserbehandlungsanlage (ABA) am Marienhospital Gelsenkirchen handelt es sich
um einen Membranbioreaktor (MBR). Schmutzwasser des Marienhospitals wird Uber einen
Feinrechen dem MBR zugefluhrt. Der MBR hat eine Membranfiltration mit getauchten polyme-
ren Plattenmodulen mit einer PorengréfRe von im Mittel 0,04 um. Des Weiteren verfligt die
Anlage Uber Stufen zur weitergehenden Behandlung mit Ozon und/oder Pulveraktivkohle-
Sandfiltration. MBR sowie Ozon- und Pulveraktivkohlestufe sind fiir eine Abwassermenge von
200 m3Tag bemessen. Der Eintrag des Ozons erfolgt Gber Keramik-Diffusoren. Bei 10 min
Aufenthaltszeit sind Ozondosierungen von < 5 bis 10 mg Oa/l mdglich.

Im Rahmen des ARB-Projekts wurden die Ozonung und die Pulveraktivkohle-/Sandfiltration
parallel betrieben. Die eingesetzte Ozonkonzentration betrug 3 Milligramm O3 pro Liter. Bezo-
gen auf den geldsten organischen Kohlenstoff (dissolved organic carbon; DOC) im Abwasser
am Zulauf zur Ozonung entsprach dies einer Konzentration von 0,1 bis 0,3 mg Os/mg DOC.
Die Pulveraktivkohle-Dosierung betrug 20 mg/I.

Das behandelte Krankenhausabwasser wird der kommunalen Klaranlage Bottrop zugefihrt.
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2.2.3 Abwasserbehandlungsanlagen von Betrieben der Fleischwirtschaft
2.2.3.1 Betrieb A (Direkteinleitung; Gefliigelschlachtung)

Die Abwasserbehandlungsanlage von Betrieb A umfasst eine Siebung, Flotation und biologi-
sche Behandlung in einem Membranbioreaktor.

Nach der Trommelsiebung und vor der Flotation ist ein Zulaufpuffer mit einer max. Speicher-
kapazitat von 80 m?® geschaltet, der mit einem Rihrwerk ausgestattet ist. Dieser dient zum
Abfangen von Zulaufspitzen.

Die Mikroflotation wird mit einem durchschnittlichen Zufluss von 28 m3h betrieben. Zur Flo-
ckenbildung wird Eisen-IlI-Chlorid und ein polymeres Flockenmittel dosiert. Ablaufwerte nach
der Flotation: CSB-Reduktion um 85-90 %; Stickstoffreduktion zwischen 60-70 %.

Nach der Flotation wird das vorgereinigte Abwasser zwischengespeichert in einem Misch- und
Ausgleichsbehalter mit einem max. Volumen von 400 m?3. Von dort wird es in die biologische
Stufe beférdert, bei welcher es sich um einen Membranbioreaktor mit einer getauchten Ultra-
filtration handelt. Das biologische Becken, runde Ausflihrung, hat ein Fassungsvermdgen von
max. 700 m*® und verfligt Uber eine Bellftungseinrichtung und ein Rihrwerk. Zwischen der
biologischen Behandlung und der Ultrafiltration ist eine IDM-Siebung zum Rulckhalt von Fest-
stoffen eingebaut.

Das Schlammalter betragt im Durchschnitt 11 Tage; die Aufenthaltszeit des Abwassers 1-2
Tage. Der Uberschussschlamm wird mittels einer Pumpe aus der Filtration abgezogen, in ei-
nem Schlammspeicher mit einem Fassungsvermdgen von 200 m? zwischengespeichert und
mittels einer Schneckenpresse fur die Entsorgung verpresst.

Die Abwasserbehandlungsanlage ist auf 600 m* Abwasser pro Tag ausgelegt bei einer 5-
Tage-Woche. Mindesttemperatur 18 °C; Maximaltemperatur 26 °C.

Das anfallende Abwasser setzt sich aus etwa 60 % Schlachtabwasser und 40 % Reinigungs-
abwasser (u. a. Reinigung der Maschinen, der LKW) zusammen. Die Jahresschmutzwasser-
menge betragt 130.000 m%a. Das gereinigte Abwasser wird in ein namenloses Gewasser zum
Hoppenmeer (Delbrtick) eingeleitet.

2.2.3.2 Betrieb B (Direkteinleitung; Gefliigelverarbeitung)

Die Abwasserbehandlungsanlage von Betrieb B ist wie folgt aufgebaut: Fettabscheider, Pump-
station, Sieb/Grobschmutzfang, Pufferbehalter (90 m?; flr eine gleichméaflige Zufihrung in die
biologische Behandlung), Flotation, biologische Behandlung, Nachklarbecken |, Nachklarbe-
cken Il mit Fallstufe. Die Zufuhrung in die biologische Behandlung erfolgt direkt in die Nitrifika-
tion (ca. 350 m3; Zudosierung von Eisen-IlI-Chlorid). Denitrifikation (90 m?3); Rickflihrung in
das Becken fur die Nitrifikation.

Die Schmutzfracht betragt etwa 500 Einwohnergleichwerte. Die Menge des jahrlich anfallen-
den gereinigten Abwassers, welches in ein namenloses Gewasser zur Ems eingeleitet wird,
belauft sich auf 15.000 m?.
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2.2.3.3 Betrieb C (Indirekteinleitung; Schweineschlachtung)

Bei der Abwasserbehandlungsanlage von Betrieb C handelt es sich um eine mechanisch-bio-
logische Abwasserbehandlung mit anschlielender Membranfiltration. Die Anlage ist wie folgt
aufgebaut: Separator (Maschenweite: 2 mm), Zulauf, Flotation, biologische Behandlung,
Membranfiltration. Das Flotationsbecken hat ein Fassungsvolumen von 25 — 40 m3. Das vor-
gereinigte Schlachthofabwasser wird zur weiteren Behandlung der kommunalen Klaranlage
Geldern zugeflhrt. Ist die biologische Behandlungsstufe und/oder Membranfiltration nicht in
Betrieb (Reparatur, Wartung), fliet das Abwasser direkt nach Siebung und Flotation zur KA
Geldern.

2.2.3.4 Betrieb D (Indirekteinleitung; Schweineschlachtung)

Die Abwasserbehandlungsanlage von Betrieb D, zur Vorreinigung des im Schlachthof anfal-
lenden Prozessabwassers, umfasst eine Siebung, Flotation und biologische Behandlung. Die
Siebung erfolgt Giber Siebtrommeln mit einer Maschenweite von 1 mm.

Die Flotation besteht aus einer dreistralligen Anlage mit einem maximalen Zufluss von
300 m®h. Ein Vorspeicher dient als Pumpenvorlage flr die Beschickung der Flotationsanla-
gen. Der Vorspeicher ist mit zwei RUhrwerken ausgestattet, wodurch Absetzungsvorgange im
Vorspeicher verhindert werden. Zur Flockenbildung werden in der Flotationsanlage dem Ab-
wasser Eisen-IlI-Chlorid und ein polymeres Flockungsmittel zugegeben. Mittels Entspan-
nungsflotation wird die organische Schmutzfracht im Abwasser um ca. 80 - 85 % und die Stick-
stofffracht um 70 - 75 % reduziert. Der Ablauf der Flotationsanlagen fliel3t dem Klarwasser-
speicher zu, aus welchem das vorbehandelte Abwasser der biologischen Stufe zugefihrt wird.

Der maximale Zufluss (6 Tage/Woche) zur biologischen Stufe betragt 6.500 m?3/d; der Spitzen-
zufluss 300 m?¥h, die Mindesttemperatur 18 °C und die Maximaltemperatur 30 °C.

Die ,Biologie 1“ besteht aus drei baugleichen Becken (Abmessungen: 13,70 x 13,70 x 6,85 m)
mit einem Volumen von ca. 1.285 m?3. Jedes Becken verfiigt Uber eine Bellftungseinrichtung
und Becken 1 zusatzlich tber ein schwimmendes Ruhrwerk. Der aus der Nachklarung gefor-
derte Rucklaufschlamm flieRt nur dem Becken 1 zu, wobei das Rohabwasser auf alle drei
Belebungsbecken aufgeteilt werden kann. Die ,Biologie 2 ist eine Kompaktanlage mit drei
Becken zu je rd. 14,00 x 20,00 x 6,85 m. Die drei Belebungsbecken kénnen wahlweise als
bellGftete und unbellftete Becken betrieben werden.

Zum Schlammrickhalt verfliigt die Anlage Uber zwei Nachklarbecken. Das vorgereinigte
Schlachthofabwasser wird zur weiteren Mitbehandlung der kommunalen Klaranlage Rheda-
Wiedenbriick, Rheda zugeflhrt.

An den Probenahmeterminen im ARB-Projekt betrug die Schlachtleistung (aufgrund von Ein-
schrankungen wahrend der COVID-19-Pandemie) nur ca. 68 % der Ublichen Schlachtleistung.
Die Abwassermenge betrug am 17.11.2020 ca. 5.800 m3/d; am 16.03.2021 sowie 15.06.2021
ca. 6.000 m3d und am 21.09.2021 ca. 5.800 m3/d.
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3 Probenahme und Untersuchungsparameter

Um sicherzustellen, dass es wahrend der Probenahme zu keiner Veranderung der Probe
kommt, wurden alle Probenahmen mit sterilen Geratschaften durchgefiihrt — die Abwasserpro-
ben in der Regel als qualifizierte Stichproben und die Oberflachenwasserproben als Stichpro-
ben (Details siche Kapitel A 1.2 Probenahme im Anhang dieses Berichts).

Untersucht wurde auf nachfolgend aufgeflihrte klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakte-
rien (ARB) sowie Antibiotikaresistenzgene (ARG). Details zu den angewandten Methoden sind
im Anhang des Berichts ab Kapitel A 1.4 dargestellt. Die Ausrichtung der Methoden erfolgte
anhand von Kriterien, die valide und statistisch sichere quantitative Angaben (bei ARB) und
qualitative Angaben (bei ARG) sowie phanotypisch bzw. genotypisch bestatigte Resistenzen
bzw. Resistenzmechanismen erlaubten.

Gramnegative Bakterien:

e Enterobakterien der Art Escherichia coli (E. coli) sowie der Gattungen Klebsiella, Entero-
bacter und Citrobacter (KEC-Gruppe) mit Resistenzen gegentiber dem Antibiotikum Cef-
podoxim — einem Cephalosporin der dritten Generation und empfindlichsten individuellen
Indikator-Cephalosporin fiir den Nachweis der Produktion einer ,Extended-Spectrum-Beta-
Lactamase” (ESBL) — sowie genannte Zielorganismen mit bestatigter ESBL- bzw. Carba-
penemase-Produktion.

e Pseudomonas aeruginosa mit Antibiotikaresistenzen gegenliber ausgewahlten Antibiotika
mit antipseudomonaler Aktivitat (Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem).

e Acinetobacter  baumannii-Gruppe mit  Carbapenem-Resistenz;  Zielorganismen:
A. baumannii, A. pittii, A. noscomialis, A. seifertii und A. dijkshoorniae mit Resistenz ge-
geniber den Antibiotika Imipenem und Meropenem bzw. Carbapenemase-Produktion.

¢ 3MRGN, 4MRGN: Die gewonnenen Bakterien-Isolate der oben genannten Zielorganismen
wurden hinsichtlich der SMRGN bzw. 4MRGN Klassifizierung nach KRINKO (2012) und
(2019) untersucht. Dabei handelt es sich um eine Definition der Multiresistenz bei gramne-
gativen Bakterien: Enterobakterien sowie Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter
baumannii mit Resistenz gegen 3 von 4 betrachteten Antibiotikagruppen (3MRGN) bzw.
gegen alle 4 (4MRGN); Antibiotikagruppen: Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3.
und 4. Generation, Carbapeneme und Fluorchinolone (mit den Leitsubstanzen: Piperacillin;
Cefotaxim und/oder Ceftazidim; Imipenem und/oder Meropenem; Ciprofloxacin) > Resis-
tenzen mit klinischer Relevanz, da die genannten Antibiotika als primare bakterizide The-
rapeutika bei schweren Infektionen eingesetzt werden.

Grampositive Bakterien:

e Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE); Zielorganismen: Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis. Vancomycin wird bei der Beschreibung der Epidemiologie von mul-
tiresistenten Enterokokken als Leitantibiotikum verwendet.

Antibiotikaresistenzgene:

¢ Qualitative Untersuchung auf ESBL-Gene (blaTtem, blashv und blactx-m) und Carbapene-
mase-Gene (blaoxa-as, blanowm, blakec, blavim und blawr) sowie Van-Gene (vanA und vanB).
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4 Ergebnisse

Nachfolgend werden zunachst die Ergebnisse der Untersuchung auf Enterobakterien der Art
E. coli sowie der Gattungen Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-Gruppe) mit Resis-
tenzen gegenuber dem Antibiotikum Cefpodoxim (Cephalosporin der 3. Generation und emp-
findlichstes individuelles Indikator-Cephalosporin fir den Nachweis der Produktion einer
ESBL) — kurz als 3GC-resistent bezeichnet — sowie auf die genannten Zielorganismen mit
Carbapenemase-Produktion graphisch dargestellt und verglichen. Bei den Carbapenemase-
bildenden E. coli sowie Isolaten der KEC-Gruppe handelt es sich um eine Teilmenge der je-
weiligen 3GC-resistenten Bakterien, flr welche mittels weitergehender Analytik (siehe Kapitel
A 1.4.2.1) die Carbapenemase-Produktion nachgewiesen wurde.

Anschlielend werden die Ergebnisse der Untersuchung auf Pseudomonas aeruginosa mit Re-
sistenzen gegenuber Ceftazidim (Cephalosporin der 3. Generation), Cefepim (Cephalosporin
der 4. Generation) sowie den Carbapenemen Imipenem und Meropenem behandelt. Da diese
weniger verbreitet nachgewiesen wurden als 3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-
Gruppe, wurde eine tabellarische Zusammenstellung der Daten gewahit.

Bakterien der Acinetobacter baumannii-Gruppe mit Carbapenem-Resistenz wurden nur in ei-
ner einzelnen Rohabwasserprobe eines Betriebs der Fleischwirtschaft nachgewiesen; es han-
delte sich dabei nur um ein Isolat. Dieser Einzelbefund wird im anschlielRenden Kapitel mit den
Ergebnissen der Untersuchung auf SMRGN und 4MRGN aufgeflihrt.

Alle diese Untersuchungsergebnisse wurden mittels der im Messprogramm durchgéngig an-
gewandten Analytik kulturell quantitativ mit CHROMagar ESBL (Fa. Mast) als primarem Se-
lektivndhrmedium generiert. Im Verlauf des Messprogramms wurden ausgewahlte Probense-
rien (Abwasser- und Oberflachenwasserproben sowohl mit als auch ohne Krankenhausab-
wasseranteil; nicht die Proben aus den Badegewassern; von den Abwassern der Betriebe der
Fleischwirtschaft zwei Proben von Betrieb C) zusatzlich mittels CHROMagar mSuperCARBA
(Fa. Mast) als primarem Selektivnahrmedium untersucht. Ein Vergleich der Ergebnisse wird in
Kapitel 4.4 dargestellt.

Im Anschluss an die Darstellung der Ergebnisse beziglich der betrachteten multiresistenten
gramnegativen Bakterien wird auf die im Rahmen des Messprogramms untersuchten grampo-
sitiven Bakterien — die Vancomycin-resistenten Enterokokken — eingegangen.

Abschliellend werden die Ergebnisse der qualitativen Untersuchung auf ausgewahlte Antibio-
tikaresistenzgene vorgestellt. Eine gesonderte Betrachtung der Ergebnisse der untersuchten
Badegewasser ist am Ende des Ergebniskapitels aufgefuhrt.

Im Rahmen des ARB-Projekts wurde erganzend auch auf Antibiotika untersucht, fir welche
die Untersuchungsmethodik im LANUV bereits etabliert war (siehe Kapitel A 1.3.2.). Die Aus-
wahl der im Rahmen dieser Analytik untersuchten Arzneistoffe erfolgte unter dem Aspekt von
ubiquitar auftretenden Substanzen in der wassrigen Umwelt und unter Berucksichtigung recht-
licher Vorgaben im Zusammenhang des Gewasserschutzes, jedoch nicht auf Basis klinischer
Relevanz. Ergebnisse der Untersuchung auf Antibiotika sind daher im Anhang aufgefuhrt
(siehe Kapitel A 2); sie werden in diesem Bericht jedoch nicht ausfuhrlich besprochen.

Bezuglich des zum Vergleich untersuchten Quellgewassers, der Volmequelle in Meinerzha-
gen: In keiner der vier Proben aus dem Quellgewasser (Probenahme-Daten: 26.08.2020,
29.03.2021, 16.07.2021, 11.07.2022) wurden antibiotikaresistente Bakterien, Resistenzgene
oder Antibiotika, auf die untersucht wurde, nachgewiesen.
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4.1 E. coli, Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter mit
Resistenzen gegeniuber Cefpodoxim (3GC-resistent) bzw. mit
Carbapenemase-Produktion

411 Krankenhausabwasser und Abwasser aus Klaranlagen mit bzw. ohne
Krankenhauser im Einzugsgebiet

Mit einer Ausnahme wurde in allen Krankenhaus- bzw. Klinikabwasserproben ebenso wie in
allen Proben des Rohabwassers (Zulauf) und des behandelten Abwassers (Ablauf) der kom-
munalen Klaranlagen mit und ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet 3GC-resistente E. coli
und Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen. Sowohl im Abwasser der Krankenhauser bzw.
Kliniken als auch in den Rohabwasserproben der Klaranlagen lag die Konzentration im Mittel
(Mittelwert, arithmetisches Mittel) um 10° KBE/100 ml, wobei die Spannweite im Fall der Kran-
kenhaus- bzw. Klinikabwasser (Abbildung 2) gréRer war (Minimum: 1,0 x 10> KBE/100 ml; Ma-
ximum: 4,9 x 10 KBE/100 ml) als bei den Rohabwasserproben der Klaranlagen (Minimum:
4,9 x 103 KBE/100 ml; Maximum: 3,3 x 10° KBE/100 ml) (Abbildung 3). In den Ablaufproben —
also den behandelten Abwassern — aller Klaranlagen lagen die Konzentrationen der 3GC-
resistenten E. coli und KEC-Gruppe (Minimum: 6,0 x 10° KBE/100 ml; Maximum: 2,2 x 103
KBE/100 ml) im Mittel um etwa 3 Log-Stufen niedriger als im Rohabwasser (Log-Reduktion,
Minimum: 1,1; Maximum: 4,3).

3GC-resistente E. coli waren in allen diesen Abwassern nachweisbar (Tabelle 8). In den Ab-
wassern der Krankenhauser und Kliniken sowie den Rohabwassern der Klaranlagen mit Kran-
kenhausern im Einzugsgebiet (a-c) wurde auerdem mehrheitlich das Vorkommen von Ver-
tretern aller drei Gattungen der KEC-Gruppe (Klebsiella-, Enterobacter- und Citrobacter-Spe-
zies) mit Resistenzen gegeniiber Cefpodoxim belegt — mit Ausnahme der Rehaklinik (# 2) und
dem Abwasserschacht (# 7) eines Krankenhauses und dem Zulauf der Klaranlage Luden-
scheid-Schlittenbachtal, in deren Abwassern keine 3GC-resistenten Citrobacter gefunden wur-
den, sowie dem Abwasserschacht (# 4) eines weiteren Krankenhauses, in welchem von der
KEC-Gruppe nur 3GC-resistente Enterobacter nachgewiesen wurden (Tabelle 8). In den Ab-
wasserproben (Zu- und Ablauf) der Klaranlagen ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet (d-f)
sowie den Ablaufproben der Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden keine
3GC-resistenten Citrobacter nachgewiesen (Tabelle 8).

In den Oberflachenwasserproben aus den FlieRgewassern oberhalb und unterhalb der Einlei-
tung der Klaranlagen wurden 3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe im Mittel
im Konzentrationsbereich von 10" bis 102 KBE/100 ml nachgewiesen (Abbildung 4). Unterhalb
der Einleitungen lagen die Konzentrationen mehrheitlich héher als oberhalb der Einleitungen.
Zu beachten gilt allerdings, dass bei den Klaranlagen ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet
zwei von drei Anlagen in Gewasser mit sehr geringer Wasserflhrung einleiten, welche ober-
halb der Einleitung regelmafig trockenfallen. Aus diesem Grund war eine Probenahme von
Oberflachenwasser aus dem Gewasser oberhalb der Einleitung bei der KA Rheinbach in ei-
nem von drei Fallen und bei der KA Stemwede, Wehdem in drei von vier Fallen nicht moglich
(Abbildung 4 A).
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A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Abwasserschachte Krankenhauser (1; 3-4; 6-8), Reha- (2) und Sportklinik (5)
1 2 3 4 5 6 7 8
Datum  Zeit T[°C]| Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Zeit T[C]| Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°’C]| Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]
19.0421 10:25 157 | 9220 16,3 |27.07.21 15:07 21,3 | 14220 194 |15:42 23,9 |08.1220 11:23 16,3 [ 12:00 19,9 |24.0820 10:37 209
15.0322 - - | 827 169 [08.11.21 14:43 182 |13:21 151 [ 1539 184 (02.02.21 12:25 114 |12:52 17,6 [29.03.21 921 152
17.0522 841 211 | 9112 21,3 |22.02.22 15113 123 |13:13 12,5 | 14:21 153 |22.0621 830 306 | 9:05 22,1 |[16.0821 9:35 1938
05.09.22 8:38 21,3 | 940 256
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Abwasser Krankenhaus (1; 3-4; 6-8), Reha- (2) und Sportklinik- (5)
Abbildung 2: Konzentrationen 3GC-resistenter (A) E. coli und KEC-Gruppe sowie der Anteil mit bestétigter

Carbapenemase(CP)-Bildung (=) in Abwasser aus Krankenhausern (KH), einer Reha- und einer
Sportklinik (B).
Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Probenahmedaten, -
zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der Symbole (A, =) ent-
spricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil3, 3. rot, 4. griin. Die (gelben und roten)
Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der Befunde. Die Nummern 1 bis 8 kennzeich-
nen die Abwasserschachte (Probenahmestellen) der KH bzw. Kliniken. Die Einleitung des Ab-
wassers erfolgt in folgende kommunale Kléranlagen (KA): 1 und 2, KA Engelskirchen; 3 und 4 (=
ein KH) sowie 5, KA Liudenscheid-Schlittenbachtal; 6 und 7 (= ein KH), KA Minster-Geist; 8 (=
KH mit Abwasserbehandlungsanlage), KA Waldbrél Brenzingen.
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A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Zulauf KA (= Ablauf Sandfang) mit (1-3) bzw. ohne (4-6) Krankenhauser im Einzugsgebiet

1
Datum  Zeit
14.09.20 10:53
19.04.21 12:17
18.10.21 8:53
15.03.22 9:45
17.05.22 10:36
05.09.22 11:09

2 3 4 5 6

T[°C] Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]
18,3 | 27.07.21 10:31 17,6 |08.1220 9:40 12,2 {29.09.20 11:14 15,1 |08.09.20 9:41 19,4 |01.09.20 13:35 1938
12,7 | 08.11.21 11112 13,9 |02.0221 9:59 11,8 |02.02.21 10:56 9,6 [12.04.21 11:21 9,7 |12.04.21 10:33 95
15,0 | 22,0222 10:10 9,1 |22.06.21 1255 19,1 |22.06.21 11:36 15,6 |17.01.22 10:.05 10,8 |21.06.22 12:00 16,2
10,3 02.08.22 10:05 18,5
14,4
19,4

Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Ablauf KA (amtliche Messstelle) mit (1-3) bzw. ohne (4-6) Krankenhauser im Einzugsgebiet

1
Datum  Zeit
14.09.20 10:35
19.04.21 11:56
18.10.21 8:53
15.03.22 9:18
17.05.22 10:04
05.09.22 11:39

2 3 4 5 [

T[°C] Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit T[°C]
18,6 | 27.07.21 11:29 19,3 |08.1220 850 9,6 [29.09.20 10:24 14,2 |08.09.20 10:46 19,5 |01.09.20 12:55 20,6
13,8 | 08.11.21 10:31 12,0 |02.02.21 9:27 8,6 |02.0221 9557 9,2 |12.04.21 10:27 9,9 |12.0421 8:00 4,3
16,1 | 22.02.22 11:03 7,6 |22.06.21 11:59 20,4 |22.06.21 10:54 16,5 |17.01.22 9:16 9,2 |21.06.22 10:40 20,1
10,3 02.08.22 9:31 20,8
15,5
19,9

B 1,E+07

1,E+06

1,E+05

1,E+04
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3GC-resistente E. coli und KEC-Gruppe (KBE/100 ml)

1,E+00

Abbildung 3:

mit KH im Einzugsgebiet ohne KH im Einzugsgebiet m Ablauf

W ]

I [>

[ IS |
. =

1 2 3 4 5 6

Kommunale Klédranlage (KA)

Konzentrationen 3GC-resistenter E. coli und KEC-Gruppe in Roh-Abwasser (Zulauf, A) und be-
handeltem Abwasser (Ablauf, m) aus Klaranlagen mit bzw. ohne Krankenhauser (KH) im Einzugs-
gebiet (B).

Probenahmedaten, -zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der
Symbole (A, =) entspricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil3, 3. rot, 4. griin, 5. blau,
6. orange. Die (braunen und blauen) Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der Be-
funde. Die Nummern 1 bis 6 kennzeichnen die kommunalen Klaranlagen: 1, KA Engelskirchen;
2, KA Lidenscheid-Schlittenbachtal; 3, KA Miinster-Geist; 4, KA Rahmedetal; 5, KA Rheinbach;
6, KA Stemwede, Wehdem.
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Tabelle 8:  3GC-resistente Zielorganismen nach Spezies. #: Krankenhausabwasser, entspricht Nr. in Abbildung
2; kommunale Klaranlagen (KA), a-c, mit Krankenhaus im Einzugsgebiet, d-f, ohne Krankenhaus im
Einzugsgebiet. + Nachweis; - kein Nachweis. Rohabwasser: ,Zulauf‘ Klaranlage (Ablauf Sandfang);
Behandeltes Abwasser: Ablauf Klaranlage.

3GC-resistente

Kleb- Entero- Citro-
siella- bacter- bacter-

# Spezies

E. coli

Krankenhausabwasser
Krankenhaus 1

Rehaklinik

Krankenhaus 2, Hauptgebaude

+

Krankenhaus 2, Haus 2-6
Sportklinik

Krankenhaus 3, Haus 1
Krankenhaus 3, Haus 2
Krankenhaus 4, Zulauf ABA
Rohabwasser

® N o g wWwN
+ + + 4+ + o+ + o+
+ + + + + o+ + o+

+ + + +

KA Engelskirchen

KA Ludenscheid Schlittenbachtal
KA Minster-Geist

KA Rahmedetal

KA Rheinbach

KA Stemwede

Behandeltes Abwasser

-~ O QO O T o
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + 4+ + +

KA Engelskirchen

KA Ludenscheid Schlittenbachtal
KA Minster-Geist

KA Rahmedetal

KA Rheinbach

KA Stemwede

-~ O O O T o

+ + + 4+ + o+

+ + + 4+ + o+

+ + + + o+ o+
1
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A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Wassertemperatur — FlieRgewésser oberhalb Einleitung KA mit (1-3) bzw. ohne (4-6) KH im Einzugsgebiet
1 2 3 4 5 6
Datum  Zeit T[°C] | Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]
14.09.20 9:33 17,3 | 27.07.21 13,7 [08.12.20 8:10 52 [29.0920 950 11,2 |08.0920 -2 2 101.0920 2 i)
19.04.21 855 85 | 081121 922 100 |02.02.21 800 47 |020221 920 58 |12.0421 809 58 |12.0421 1125 89
18.10.21 9:42 96 | 220222 9:30 7,8 |22.06.21 10:35 17,6 |22.0621 9:35 13,22 [17.0122 8:33 46 (21.0622 A i)
15.03.22 9:38 6,9 02.0822 A 2
17.05.22 12:20 18,0
05.09.22 7:12 182
Probenahme: Datum, Uhrzeit und Wassertemperatur — FlieRgewasser unterhalb Einleitung KA mit (1-3) bzw. ohne (4-6) KH im Einzugsgebiet
1 2 3 4 5 6
Datum Zeit TI[°C] Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]
14.09.20 10:07 17,7 | 27.07.21 17,1 |108.1220 8:30 9,0 |29.09.20 9:00 12,7 |08.09.20 8:225 18,4 |01.09.20 10:55 20,8
19.04.21 1045 88 | 081121 12110 11,0 |02.0221 845 8,0 |02.0221 9:00 6,7 |12.0421 9:09 8,8 |12.0421 11:55 9.3
18.10.21 815 10,5 | 22.0222 1140 7,8 (22.06.21 11:35 20,2 |22.06.21 12:10 154 |17.01.22 7:59 84 |21.06.22 9:35 19,0
15.03.22 845 71 02.08.22 11:40 22,2
17.05.22 11:26 16,0
05.09.22 10:31 18,9

-2 = keine Probe (Gewasser trockengefallen)

1,E+07

1,E+06

3GC-resistente E. coli und KEC-Gruppe (KBE/100 ml)

1,E+05

1,E+04

1,E+03

1,E+02

1,E+01

1,E+00

Abbildung 4:

L

mit KH im Einzugsgebiet

2 3

A

m FlieRgewasser unterhalb Einleitung der KA

>

4

Kommunale Klaranlage (KA)

ol

<1

ohne KH im Einzugsgebiet

Konzentrationen 3GC-resistenter E. coli und KEC-Gruppe in Oberflachenwasserproben aus

dem FlieRgewasser oberhalb ( A ) und unterhalb (=) der Einleitung der Klaranlagen mit bzw. ohne

Krankenhauser im Einzugsgebiet (B).
Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Probenahmedaten, -

zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der Symbole (A, =) ent-
spricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil}, 3. rot, 4. griin, 5. blau, 6. orange. Die
(braunen und blauen) Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der Befunde. Die Num-

mern 1 bis 6 kennzeichnen die kommunalen Klaranlagen: 1, KA Engelskirchen; 2, KA Liden-

scheid-Schlittenbachtal; 3, KA Miinster-Geist; 4, KA Rahmedetal; 5, KA Rheinbach; 6, KA Stem-

wede, Wehdem.
Probenahme an ) einem Termin bzw. 2) drei Terminen nicht méglich (Gewasser trockengefallen).
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Deutliche Unterschiede — zwischen den betrachteten Krankenhausern und Kliniken wie auch
den Klaranlagen mit bzw. ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet — werden erkennbar im Fall
der Befunde der Carbapenemase-bildenden E. coli und KEC-Gruppe (Abbildung 2 und Abbil-
dung 5). In keiner der Abwasserproben der Rehaklinik, der Sportklinik und eines Krankenhaus-
abwasserstrangs, Uber welchen vorwiegend Abwasser aus den Bereichen Dermatologie,
(Onko)-Ambulanz und Psychiatrie/ Psychosomatik abgeleitet wird (Nr. 4 in Abbildung 2), sowie
aus den Klaranlagen ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet (Abbildung 5) wurden Carba-
penemase-bildende E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen.

In etlichen der anderen Krankenhausabwasserproben sind die Konzentrationen der Carba-
penemase-bildenden E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe (Minimum: 9,0 x 102 KBE/100 ml;
Maximum: 3,8 x 10® KBE/100 ml) hingegen vergleichbar hoch wie die der 3GC-resistenten
(Minimum: 1,0 x 102 KBE/100 ml; Maximum: 4,9 x 106 KBE/100 ml) (Abbildung 2).

Auch in den Rohabwassern der betrachteten drei Klaranlagen mit Krankenhausern im Ein-
zugsgebiet wurden Carbapenemase-bildende E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe nachge-
wiesen. Die Konzentrationen (Minimum: 2,8 x 102 KBE/100 ml; Maximum: 1,1 x 10° KBE/100
ml) lagen — verglichen mit denen der 3GC-resistenten E. coli und KEC-Gruppe (Minimum:
4,9 x 10° KBE/100 ml; Maximum: 3,3 x 10° KBE/100 ml) — im Mittel etwa eine Log-Stufe nied-
riger.

Bei zwei der drei Klaranlagen mit angeschlossenen Krankenhdusern (KA Engelskirchen und
KA Minster-Geist) wurden auch im Ablauf der Klaranlage ins Gewasser Carbapenemase-bil-
dende E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe — in Konzentrationen von 1 bis 100 KBE/100 ml
— nachgewiesen (Abbildung 5); im Mittel lagen die Konzentrationen in den Ablaufproben um
etwa 3 Log-Stufen niedriger als im Rohabwasser (Log-Reduktion, Minimum: 0,9; Maximum:
3,6).

Im Gewasser wurden im Fall der Agger unterhalb der Einleitung der Klaranlage Engelskirchen
und im Schlittenbach unterhalb der Einleitung der Klaranlage Lidenscheid-Schlittenbachtal
Carbapenemase-bildende E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe belegt. Im ersten Fall galt
dies fur alle sechs Proben aus der Agger mit Konzentrationen in H6he von 1 bis 80 KBE/100
ml; im letzten Fall wurde in einer von drei Proben 1 KBE/100 ml nachgewiesen. In den anderen
Oberflachenwasserproben wurden keine Carbapenemase-bildende E. coli und Bakterien der
KEC-Gruppe nachgewiesen.

Aufgeflhrt sind die Daten der Nachweise Carbapenemase-bildender E. coli und Bakterien der
KEC-Gruppe (bzw. kein Nachweis) auch in Tabelle 11 bis Tabelle 17 im Kapitel 4.3 (3MRGN-
bzw. 4MRGN-Klassifizierung nach KRINKO), denn der Nachweis einer Carbapenemase hat
die Einstufung als 4MRGN zur Folge.
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A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Zulauf KA (= Ablauf Sandfang) mit (1-3) bzw. ohne (4-6) Krankenh&duser im Einzugsgebiet

1 2 3 4 5 6
Datum Zeit T[°C] Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]
14.09.20 10:53 18,3 | 27.07.21 10:31 17,6 |08.1220 9:40 12,2 [29.09.20 11:14 151 (08.09.20 941 194 |01.09.20 13:35 19,8
19.0421 12:17 12,7 | 081121 11:12 139 |02.0221 9:59 11,8 [02.02.21 10:56 9,6 (12.04.21 11:21 9,7 |12.0421 10:33 95
18.1021 853 150 [ 22.0222 10:10 9,1 |22.06.21 12:55 19,1 [22.06.21 11:36 156 (17.01.22 10:05 10,8 |21.06.22 12:.00 16,2
15.0322 9145 103 02.08.22 10:05 185
17.0522 10:36 144
05.09.22 11:09 194

Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Ablauf KA (amtliche Messstelle) mit (1-3) bzw. ohne (4-6) Krankenhduser im Einzugsgebiet

1 2 3 4 5 6
Datum Zeit TI[°C] Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit TI[°C]| Datum Zeit T[°C]
14.09.20 10:35 186 | 27.07.21 11:29 19,3 |08.12.20 850 9,6 |29.09.20 10:24 14,2 |08.09.20 10:46 19,5 |01.09.20 12:55 20,6
19.0421 11:56 13,8 [ 08.11.21 10:31 12,0 |02.0221 9:27 8,6 [02.0221 9:57 9,2 (12.04.21 10:27 9,9 |12.0421 800 43
18.1021 853 16,1 | 22.0222 11:03 7,6 |22.0621 11:59 20,4 [22.06.21 10:54 16,5 (17.01.22 916 9,2 |21.06.22 1040 20,1
15.0322 918 10,3 02.08.22 9:31 20,8
17.0522 10:04 155
05.09.22 11:39 199
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Abbildung 5: Konzentrationen Carbapenemase(CP)-bildender E. coli und KEC-Gruppe in Roh-Abwasser (A)

und behandeltem Abwasser (=) aus Klaranlagen mit (siehe Abbildung 2) bzw. ohne Krankenhau-
ser im Einzugsgebiet (B).

Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Probenahmedaten, -
zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der Symbole (A, =) ent-
spricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil3, 3. rot, 4. griin, 5. blau, 6. orange. Die
(braunen und blauen) Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der Befunde. Die Num-
mern 1 bis 6 kennzeichnen die kommunalen Klaranlagen: 1, KA Engelskirchen; 2, KA Liden-
scheid-Schlittenbachtal; 3, KA Mlnster-Geist; 4, KA Rahmedetal; 5, KA Rheinbach; 6, KA Stem-
wede, Wehdem.
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41.2 Kommunale Klaranlagen und Krankenhausabwasserbehandlungs-
anlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung

Wie bei den anderen Klaranlagen im Messprogramm wurden auch bei den Klaranlagen mit
weitergehender Abwasserbehandlung in den Rohabwasserproben (Zulauf) 3GC-resistente
E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe in Konzentrationen von im Mittel um 10° KBE/100 ml
nachgewiesen (Abbildung 6); dabei war die Spannweite der Befunde (Minimum: 3,1 x 10*
KBE/100 ml; Maximum: 3,0 x 10 KBE/100 ml), insbesondere der Proben der Klaranlage Bad
Sassendorf, allerdings etwas grofier als bei den Klaranlagen ohne weitergehende Abwasser-
behandlung (Minimum: 4,9x 10® KBE/100 ml; Maximum: 3,3 x 10° KBE/100 ml)
(Abbildung 3).

Ebenso sind bei den Klaranlagen, bei denen sich die weitergehende Abwasserbehandlung an
eine konventionelle mechanisch-biologische Behandlung anschlief3t (Nr. 1, 2, 4 und 5 in Ab-
bildung 6), die Konzentrationen an 3GC-resistenten E. coli und KEC-Gruppe am Zulauf der
weitergehenden Abwasserbehandlung vergleichbar mit denen im behandelten Abwasser am
Ablauf der anderen betrachteten Klaranlagen (Abbildung 3), namlich um etwa 3 Log-Stufen
niedriger als im Rohabwasser. Die anschlielende Ozonung (und das Durchflielien eines
Schonungsteiches; Daten im Diagramm nicht enthalten), Klaranlage Bad Sassendorf (Nr. 1),
sowie die Ozonung mit anschlieRender Behandlung im Bioreaktor (Schwebebettreaktor), Klar-
anlage Rheda-Wiedenbrick, Rheda (Nr. 2), haben keinen ausgepragten Effekt hinsichtlich ei-
ner Verringerung von 3GC-resistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe. Die Konzentra-
tionen in den Ablaufproben dieser Behandlungsstufen sind vergleichbar denen nach konven-
tioneller mechanisch-biologischer Behandlung. Hingegen sind die Konzentrationen nach UV-
Bestrahlung, Klaranlage Monschau (Nr. 4), um etwa 2 Log-Stufen niedriger oder es werden
keine 3GC-resistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen. Vergleichbares
gilt fur die weitergehende Abwasserbehandlung mittels RBF+, Klaranlage Rheinbach (Nr. 5).
Einen vollstandigen Rickhalt scheint die Membranfiltration bieten zu kénnen. In den Ablauf-
proben des MBR der Klaranlage Konzen (Nr. 6) wurden keine 3GC-resistenten E. coli und
Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen. Anlagenspezifische Unterschiede sind hierbei je-
doch zu beachten. In den Ablaufproben des MBR der Krankenhausabwasserbehandlungsan-
lage (Nr. 3; Kreiskrankenhaus Waldbrol) sind die Konzentrationen an 3GC-resistenten E. coli
und Bakterien der KEC-Gruppe zwar deutlich niedriger als am Zulauf der Anlage (um etwa
5 Log-Stufen), aber in zwei von drei Fallen noch nachweisbar. Ob die anschlieRende Ozonung
einen Effekt auf die betrachteten Bakterien hat, lasst sich anhand der Daten nicht beurteilen.

Die Befunde der 3GC-resistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe in Proben der Ab-
wasserbehandlungsanlage am Marienhospital Gelsenkirchen sind graphisch nicht mit aufge-
tragen, weil an dieser Anlage betriebsbedingt nur zwei von drei geplanten Probenahmen
durchgeflihrt werden konnten; des Weiteren handelte es sich um eine andere Probenahme-
technik (24h-Mischproben mittels automatischer Probenahmegerate vs. qualifizierte Stichpro-
ben bei den anderen Abwasserproben), zusatzlich wurde bei der zweiten Probenahme die
Anlage nach ca. zehn Stunden abgeschaltet (Sicherheitsabschaltung des Zulaufpumpwerks
bei Erreichen des maximalen Fillstands in der Belebung). In der Zulaufprobe der Abwasser-
behandlungsanlage (Zulauf MBR) vom ersten Probenahmetermin (01.03.2021) wurden 3GC-
resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe in einer Konzentration in Hohe von 2,1 x 10°
KBE/100 ml nachgewiesen; in der vom zweiten Probenahmetermin (05.04.2022) in einer Kon-
zentration in Hohe von 2,8 x 10* KBE/100 ml.
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Nach Membranfiltration (Ablauf MBR) wurden keine (01.03.2021) bzw. 1 KBE/100 ml
(05.04.2022) nachgewiesen (Klebsiella pneumoniae, 4AMRGN; VIM); nach weitergehender Be-
handlung (Ozonung bzw. Pulveraktivkohle/Sandfiltration) kein Nachweis von 3GC-resistenten
E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe in den Proben beider Termine.

A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Zulauf KA (= Ablauf Sandfang; 1-2, 4-6) bzw. Zulauf ABA KH (3) mit weitergeh. Abwasserbehandl.
1 2 3 4 5 6
Datum Zeit T[°C] | Datum Zeit T[°C] Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit TI[°C]
16.02.21 1440 82 (16.03.21 13:31 11,1 | 24.0820 10:37 209 |{12.10.20 11:57 13,4 |08.09.20 941 194 |11.01.21 11:50 85
06.09.21 14:10 18,8 |15.06.21 11:55 19,2 | 29.03.21 9:21 152 (22.02.21 12:33 7,4 |12.04.21 11:21 9,7 (23.03.21 10:54 83
21.06.22 14:10 18,5 |21.09.21 9:37 19,0 | 16.08.21 9:35 19,8 |18.05.21 13:03 10,3 |17.01.22 10:05 10,8 |07.06.22 9:35 13,6
Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Ablauf KA (1-2, 4-6) bzw. Ablauf ABA KH (3) mit weitergehender Abwasserbehandlung
1 2 3 4 5 6
Datum  Zeit T[°C] | Datum Zeit T[°C] | Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]| Datum Zeit T[°C]
16.02.21 1245 8,0 (16.03.21 945 12,1 | 24.0820 9221 21,0 {12.10.20 9223 13,4 |08.09.20 11:39 19,5 |11.01.21 10:32 8,7
06.09.21 12:20 19,2 |15.06.21 9:21 22,0 | 29.03.21 8:11 13,6 (22.02.21 11:.00 6,8 |12.04.21 12:10 10,4 (23.03.21 9146 8,9
21.06.22 12:10 17,4 |21.0921 824 219 | 16.0821 837 199 [18.0521 11:27 10,7 |17.01.22 11115 9,1 [07.06.22 10:03 153
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Kommunale Kléaranlage (1, 2; 4-6) bzw. Abwasserbehandlungsanlage KH (3)
Abbildung 6: Konzentrationen 3GC-resistenter E. coli und KEC-Gruppe in Roh-Abwasser ( A ), behandeltem

Abwasser vor (e) bzw. nach (m) weitergehender Abwasserbehandlung (w. A.b.) (= Ablauf KA)

(B).

Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Probenahmedaten, -
zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der Symbole (A, ®, m)
entspricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil}, 3. rot. Die (braunen und blauen) Rah-
men dienen der Visualisierung der Spannweite der Befunde. Die Nummern 1 bis 6 kennzeichnen
die kommunalen Klaranlagen bzw. die Abwasserbehandlungsanlage (ABA) eines Krankenhauses
(KH): 1, KA Bad Sassendorf (Ozonung); 2, KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda (Ozonung plus Biore-
aktor); 3, ABA Krankenhaus 4 (Kreiskrankenhaus Waldbrol) (Ozonung nach MBR); 4, KA Mon-
schau (UV-Bestrahlung); 5, KA Rheinbach (RBF+); 6, KA Konzen (MBR).
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4.1.3 Abwasser aus Betrieben der Fleischwirtschaft

A Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Zulauf ABA Betriebe der Fleischwirtschaft
[Direkteinleiter, Gefligelschlachtung (1) bzw. -verarbeitung (2); Indirekteinleiter, Schweineschlachtung (3-4)]
1 2 3 4

Datum  Zeit Tyasser | Datum Zeit  Tyasser| Datum  Zeit Tyyasser| Datum  Zeit  Tyasser
26.10.20 10:20 24,3 | 30.11.20 11:40 7,6 (30.11.20 10:07 20,1 |{17.11.20 13:14 224
01.03.21 9:55 20,5 | 19.07.21 1125 19,5 (12.07.21 1140 25,3 |16.03.21 14:58 21,8
29.06.21 12:35 259 | 05.04.22 12:09 10,8 |12.07.22 11:58 23,4 (15.06.21 13:00 24,2
21.09.21 11:33 23,5

Probenahme: Datum, Uhrzeit und Abwassertemperatur — Ablauf ABA Bet

riebe der Fleischwirtschaft

1 2 3 4
Datum  Zeit Tyasser | Datum Zeit  Tyasser] Datum  Zeit Twasser| Datum  Zeit  Tyyasser
26.10.20 9:30 22,3 | 30.11.20 11:11 9,5 [(30.11.20 9:30 16,5 |17.11.20 11:46 245
01.03.21 8:31 18,3 | 19.07.21 10:30 22,9 |{12.07.21 11:.03 25,1 |16.03.21 12:30 21,8
29.06.21 11:42 27,5 | 05.04.22 11:23 11,1 |[12.07.22 11:25 22,5 (15.06.21 11:.00 28,5
21.09.21 10:08 26,5
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Abbildung 7: Konzentrationen 3GC-resistenter E. coli und KEC-Gruppe in Roh-Abwasser ( A ) bzw. behandeltem

Abwasser aus Abwasserbehandlungsanlagen (ABA) von Betrieben der Fleischwirtschaft (B).

Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Probenahmedaten, -
zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabelle (A). Die Farbgebung der Symbole (A, =) ent-
spricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weil}, 3. rot, 4. griin. Die (braunen und blauen)
Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der Befunde. Die Nummern 1 bis 4 kennzeich-
nen die Abwasserbehandlungsanlagen der Betriebe A-D: 1, Direkteinleiter, Geflligelschlachtung;
2, Direkteinleiter, Gefllgelverarbeitung; 3 und 4, Indirekteinleiter, Schweineschlachtung.
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3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe wurden ebenfalls in Abwassern aus
Betrieben der Fleischwirtschaft nachgewiesen. Die Konzentrationen in Rohabwasserproben
am Zulauf der betriebseigenen Abwasserbehandlungsanlage lagen im Mittel in der
GroRenordnung von 103 (Direkteinleiter, Gefligelverarbeitung), 10* (Direkteinleiter, Geflliigel-
schlachtung; Indirekteinleiter, Schweineschlachtung, Betrieb C) und 10° KBE/100 ml (Indirekt-
einleiter, Schweineschlachtung, Betrieb D) (Abbildung 7).

In den Ablaufproben der Abwasserbehandlungsanlagen der direkteinleitenden Betriebe der
Fleischwirtschaft wurden 3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe im Konzent-
rationsbereich von 10" KBE/100 ml oder niedriger nachgewiesen; eine (Betrieb A) bzw. zwei
(Betrieb B) von drei Proben ergaben keinen Nachweis. Es ergaben sich Log-Reduktionen im
Vergleich zum Rohabwasser in Hohe von 1,3 bzw. 2,9 (im Fall des Nachweises von 3GC-
resistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe sowohl in der Probe vom Zulauf als auch
vom Ablauf der Abwasserbehandlungsanlage).

Die Untersuchung der Ablaufproben der Abwasserbehandlungsanlagen der indirekteinleiten-
den Betriebe der Fleischwirtschaft ergaben hingegen Konzentrationen 3GC-resistenter E. coli
und Bakterien der KEC-Gruppe im Mittel in der GréRenordnung von 102 (Betrieb C) bzw. 102
KBE/100 ml (Betrieb D). Die Log-Reduktion im Vergleich zum Rohabwasser lag im Mittel bei
2,8 (Minimum: 0,2; Maximum: 5,1).
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4.2 Pseudomonas aeruginosa mit Resistenzen gegeniiber den
Antibiotika Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem

Pseudomonas aeruginosa mit Resistenzen gegenuber Ceftazidim (Cephalosporin der 3. Ge-
neration), Cefepim (Cephalosporin der 4. Generation) sowie den Carbapenemen Imipenem
und Meropenem wurden hauptsachlich in Krankenhausabwassern und Rohabwassern mit
Krankenhausabwasseranteil nachgewiesen; vereinzelt auch in behandelten Abwassern mit
Krankenhausabwasseranteil oder in Oberflachenwasserproben unterhalb der Einleitung von
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet. Nur in Ausnahmefallen wurden Nach-
weise fir Rohabwasser einer Klaranlage ohne Krankenhaus im Einzugsgebiet sowie aus Ab-
wasserbehandlungsanlagen von indirekteinleitenden Betrieben der Fleischwirtschaft (Schwei-
neschlachtung) bzw. Oberflachenwasser oberhalb und unterhalb eines direkteinleitenden Be-
triebs (Gefligelschlachtung) erbracht. Es werden nur die Ergebnisse zu Proben aufgelistet, in
welchen P. aeruginosa mit genannten Antibiotikaresistenzen nachgewiesen wurden (Tabelle
9 und Tabelle 10); Befunde kleiner Nachweisgrenze werden nicht aufgefihrt.

Sowohl fur Proben unbehandelten Krankenhausabwassers als auch kommunalen Rohabwas-
sers, mit einer Ausnahme jeweils mit Krankenhausabwasseranteil, lag der Median der
P. aeruginosa-Konzentrationen mit genannten Antibiotikaresistenzen in der GréRenordnung
von 10* KBE/100 ml. Im Fall des unbehandelten Krankenhausabwassers war die Spannweite
allerdings gréRer (Minimum: 1,6 x 102 KBE/100 ml; Maximum: 2,8-10% KBE/100 ml) als bei den
Rohabwasserproben der Klaranlagen (Minimum: 3,0 x 10° KBE/100 ml; Maximum: 9,0 x 10*
KBE/100 ml).

Im behandelten Abwasser — Krankenhausabwasser nach Behandlung in einem Membranbio-
reaktor sowie kommunales Abwasser mit Krankenhausabwasseranteil nach konventioneller
mechanisch-biologischer Behandlung — und im Oberflachenwasser unterhalb der Einleitung
der Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden im Mittel P. aeruginosa-Kon-
zentrationen mit genannten Antibiotikaresistenzen im einstelligen Bereich nachgewiesen
(4,1 x 10° KBE/100 ml).

In Rohabwasserproben von indirekteinleitenden Betrieben der Fleischwirtschaft (Schweine-
schlachtung) wurden P. aeruginosa-Konzentrationen mit genannten Antibiotikaresistenzen in
GroRenordnung von 10% und 10* KBE/100 ml festgestellt. Proben aus dem Gewasser (Graben)
oberhalb und unterhalb eines direkteinleitenden Betriebs der Gefligelschlachtung, von einem
Probenahmetermin, enthielten P. aeruginosa-Konzentrationen mit genannten Antibiotikaresis-
tenzen in Hohe von 1 x 102 KBE/100 ml (Tabelle 10).
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Tabelle 9: Konzentrationen resistenter Pseudomonas aeruginosa (Resistenzen gegenliber den Antibiotika
Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem) in Abwasser (Abw.) aus Krankenhausern (KH) bzw.
einer Rehaklinik, in Rohabwasser bzw. behandeltem Abwasser aus Klaranlagen mit Krankenhausern
im Einzugsgebiet sowie aus Oberflachenwasser aus dem FlieRgewasser unterhalb der jeweiligen

Einleitung. Konzentrationsangaben in Exponentialschreibweise ohne hochgestellte Ziffern (Bsp.:

5,8E+04 entspricht 5,8-10* = 58.000; 9,0E+00 entspricht 9-10° = 9).

P. aeruginosa

Probe- mit Anti-
Probenahme-Ort nahme- Matrix biotika-

Datum resistenzen

[KBE/100 ml]

Kldaranlagen mit Krankenhdusern im Einzugsgebiet
KA Engelskirchen
Krankenhaus 1, Kanalschacht 19.04.2021 KH-Abwasser 5,8E+04
Krankenhaus 1, Kanalschacht 17.05.2022 KH-Abwasser 1,6E+02
Krankenhaus 1, Kanalschacht 05.09.2022 KH-Abwasser 8,5E+04
Rehaklinik, Kanalschacht 15.03.2022 Abw. Rehaklinik 1,0E+03
KA Engelskirchen "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 17.05.2022 Rohabwasser 1,3E+04
KA Engelskirchen "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 05.09.2022 Rohabwasser 9,0E+04
KA Engelskirchen Ablauf 19.04.2021 Behandeltes Abw. 1,8E+01
KA Engelskirchen Ablauf 18.10.2021 Behandeltes Abw. 9,0E+00
Eﬂf’éﬁ;ﬁiﬁ?ﬁ;ﬁgg” unterhalb Einleitung 44 19 2020 Oberfiachenwasser | 1,0E+00
KA Liidenscheid Schlittenbachtal
Krankenhaus 2, Hauptgebdude, Kanalschacht 27.07.2021 KH-Abwasser 2,0E+04
Krankenhaus 2, Hauptgebaude, Kanalschacht 22.02.2022 KH-Abwasser 1,0E+03
Krankenhaus 2, Haus 2-6, Kanalschacht 27.07.2021 KH-Abwasser 9,1E+03
a'zl';ﬂ‘f’g;snﬂ;;‘;)SCh"“e”baChta' "2ulau 08 11.2021 Rohabwasser 8,6E+03
Fli wasser hlittenbach) unterhal ..
Ei:IZigt]Snga KA L(iii(;nstct:ieti)c?csczhlfitt:nbzct;)htal 22.02.2022 Oberfidchenwasser | 1,0E+00
KA Miinster-Geist
Krankenhaus 3, Haus 1, Kanalschacht 03.02.2021 KH-Abwasser 7,9E+04
Krankenhaus 3, Haus 1, Kanalschacht 22.06.2021 KH-Abwasser 1,0E+03
Krankenhaus 3, Haus 2, Kanalschacht 08.12.2020 KH-Abwasser 8,5E+04
Krankenhaus 3, Haus 2, Kanalschacht 03.02.2021 KH-Abwasser 4,6E+03
KA Miinster-Geist "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 08.12.2020 Rohabwasser 3,6E+04
KA Miinster-Geist "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 22.06.2021 Rohabwasser 9,1E+03
E'I'r‘;zft‘jr‘:‘g‘f(f“ﬁi?::gae‘f:t) unterhalb 08.12.2020 Oberflachenwasser | 1,0E+00
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda
ml':sfeg:\]’;/;::ge)”br“"k’ Rheda "Zulauf 18.11.2020 Rohabwasser 3,0E+03
Fletgouasser (Ems) unterald Enletng 15 112020 Operfachenwasser | 1,0E+00
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Tabelle 10: Konzentrationen resistenter Pseudomonas aeruginosa (Resistenzen gegeniiber den Antibiotika
Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem) in Rohabwasser bzw. behandeltem Abwasser (Abw.)
aus Krankenhausern (KH) mit Abwasserbehandlungsanlagen (ABA) [mit jeweils einem Membranbi-
oreaktor (MBR) sowie anschlieRender Ozonung (Krankenhaus 4, Kreiskrankenhaus Waldbrél; Kran-
kenhaus 5, Marienhospital Gelsenkirchen) bzw. Pulveraktivkohle(PAK)-Filtration (KH 5)] bzw. in Ro-
habwasser einer Klaranlage ohne KH im Einzugsgebiet sowie aus Betrieben der Fleischwirtschaft
mit einer ABA und in Oberflachenwasser aus einem FlieRgewasser (Graben) oberhalb und unterhalb
der Einleitung von Betrieb A. Konzentrationsangaben in Exponentialschreibweise ohne hochgestellte
Ziffern (Bsp.: 9,0E+02 entspricht 9,0-102 = 900; 1,0E+00 entspricht 1-10° = 1).

P. aeruginosa

Probe- mit Anti-
Probenahme-Ort nahme- Matrix biotika-
Datum resistenzen
[KBE/100 ml]

Krankenhauser mit Abwasserbehandlungsanlagen (ABA)

Krankenhaus 4 (Zulauf ABA) 24.08.2020 KH-Abwasser 9,0E+02
Krankenhaus 4 (Zulauf ABA) 16.08.2021 KH-Abwasser 2,8E+06
Krankenhaus 4 (Ablauf ABA; 29.03.2021 Behand. KH-Abw. 1,0E+00
Indirekteinleitung)

Krankenhaus 5 ("Zulauf' ABA = Zulauf MBR) 01.03.2021 KH-Abwasser 7,8E+04
Krankenhaus 5 ("Zulauf' ABA = Zulauf MBR) 05.04.2022 KH-Abwasser 3,4E+04
Krankenhaus 5 (Ablauf MBR = Zulauf 05.04.2022 Behand. KH-Abw. 1,0E+00

Ozonung bzw. PAK)

Kldaranlagen ohne Krankenhdausern im Einzugsgebiet

KA Rheinbach "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 08.09.2020 Rohabwasser 2,0E+04

Abwasserbehandlungsanlagen (ABA) Betriebe der Fleischwirtschaft

FlielRgewasser (namenloses Gewasser)

R N
oberhalb Einleitung Betrieb A 29.06.2021 Oberflachenwasser 1,0E+02

FlieRgewasser (namenloses Gewasser)

R N
unterhalb Einleitung Betrieb A 29.06.2021 Oberflachenwasser 1,0E+02

Betrieb C "Zulauf* (nach Separator) 30.11.2020 Rohabwasser 7,0E+03
Betrieb C "Zulauf' (nach Separator) 12.07.2021 Rohabwasser 3,4E+04
Betrieb D "Zulauf' (nach Siebung) 18.11.2020 Rohabwasser 2,2E+03
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4.3 3MRGN- bzw. 4MRGN-Klassifizierung nach KRINKO

Erganzend zum quantitativen Nachweis von 3GC-resistenten bzw. ESBL- und Carbapene-
mase-bildenden Zielorganismen der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) wurden die
einzelnen gewonnen Bakterienisolate auch hinsichtlich der 3BMRGN- bzw. 4MRGN-Klassifi-
zierung eingruppiert (KRINKO, 2012, 2019) (Tabelle 11 bis Tabelle 17). 4AMRGN-Isolate wur-
den auf das Vorhandensein ausgewahlter Carbapenemasen (OXA-48 und OXA-48-like, NDM,
VIM, IMP, KPC) geprift. Die in diesem Kapitel dargestellten Befunde basieren auf der Analytik
mittels CHROMagar ESBL (Fa. Mast) als primarem Selektivndhrmedium. Im Rahmen dieser
Analytik wurden ausschlie3lich in Krankenhausabwasserproben (nicht in Proben der Reha-
und Sportklinik) und solchen aus Klaranlagen mit angeschlossenen Krankenhdausern sowie in
Oberflachenwasserproben, aus dem Bereich unterhalb der Einleitung dieser Klaranlagen,
4MRGN-Isolate nachgewiesen.

Die Ergebnisse der MRGN-Klassifizierung fur die Isolate der Enterobacterales-Spezies (E. coli
und Bakterien der KEC-Gruppe) aus Krankenhausabwasserproben und Proben von Roh- so-
wie behandeltem Abwasser aus Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet sind in
Tabelle 11 und Tabelle 12 aufgefihrt. Auffallig ist, dass die Carbapenemase-Befunde auf eine
geographisch unterschiedliche Verteilung dieser hindeuten. KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase) wurde vorwiegend in Isolaten aus Proben der Probenserien Engelskirchen
und Waldbroél (s. Tabelle 4, Tabelle 5) nachgewiesen; OXA-48 und OXA-48-like (Oxacillinasen)
in solchen aus den Probenserien Ludenscheid und Minster. Im letztgenannten Fall wurde
aulRerdem vermehrt VIM (Verona-Integron-Metallo-3-Lactamasen) bestatigt und auch zweimal
in je einem Isolat sowohl VIM als auch NDM (Neu-Delhi Metallo-3-Lactamasen) nachgewie-
sen. Bei den Isolaten mit zwei nachgewiesenen Carbapenemasen handelte es sich um
K. pneumoniae-Isolate aus einer Abwasserprobe des Krankenhaus 3 (Probenahme-Datum:
08.12.2020) sowie aus einer Rohabwasserprobe der Klaranlage Minster-Geist, an welcher
dieses Krankenhaus angeschlossen ist (Probenahme-Datum: 22.06.2021). Bei zwei von drei
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden auch in Proben aus dem FlieRge-
wasser unterhalb der Einleitung dieser Klaranlagen — jedoch nicht oberhalb — Carbapene-
mase-bildende Enterobacterales-Zielorganismen nachgewiesen, welche damit als 4MGRN
klassifiziert sind (Tabelle 13).

3MRGN-Enterobacterales wurden ubiquitar in allen untersuchten Anlagen und Flieligewas-
sern nachgewiesen (Tabelle 11 bis Tabelle 17) — mit Ausnahme dreier Gewasser in Bereichen,
die regelmaRig trockenfallen, und der Gewasser Laufenbach und Rur im Bereich der betrach-
teten Klaranlagen (Konzen und Monschau).

Neben den Enterobacterales-Spezies umfasst die 3MRGN- bzw. 4MRGN-Klassifizierung ge-
mafR KRINKO (2012, 2019) auch Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii.
3MRGN-P. aeruginosa wurden im ARB-Projekt in zwei Gewasserproben (namenloses Gewas-
ser in Schoning (Delbriick); Probenahme: 29.06.2021) nachgewiesen; 4MRGN-P. aeruginosa
in Krankenhausabwasserproben aus den Abwasserschachten des Krankenhaus 3. Diese Iso-
late waren positiv fur GIM-1 (German Imipenemase) oder VIM-2 (Probenahme: 08.12.2020)
bzw. fur entweder GIM-1, IMP-31 (Imipenemase) oder VIM-1 (Probenahme: 03.02.2021). Es
wurde nur ein einziges Isolat von 4MRGN-A. baumannii in einer Rohabwasser-Probe (Zulauf
ABA nach Siebung) eines Betriebs der Fleischwirtschaft (Indirekteinleiter, Schweineschlach-
tung; Probenahme: 18.11.2020) nachgewiesen. Das Isolat war positiv fiir OXA-72. Ansonsten
wurden keine 4MRGN-Isolate in Abwassern der Fleischwirtschaft nachgewiesen (Tabelle 17).
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Tabelle 11: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Abwasser von Krankenhausern bzw. einer Reha- und einer Sportklinik; gesamt und als
3MRGN bzw. 4MRGN nachgewiesene, diese jeweils mit Angaben zur Spezies sowie bei letzteren zum Carbapenemase-Nachweis.

Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- | Entero-| Citro- Carba- | Kleb- Carba- |Entero- Carba- | Citro- Carba-
Ort Datum Gesamt|3MRGN [%] | E. coli | siella | bacter | bacter |AMRGN [%] |E. coli pene- | siella pene- | bacter pene- | bacter pene-
spp. spp. spp. mase spp. mase spp. mase spp. mase
Krankenhausabwasser
Krankenhaus 1 19.04.2021 23 2 9 1 - - 1 19 83 2 KPC 7 KPC - - 10 KPC
17.05.2022 18 8 44 2 3 3 - 2 11 - - 1 KPC 1 KPC - -
05.09.2022 20 6 30 1 - 5 - 14 70 6 KPC 5 KPC - - 3 KPC
Rehaklinik 19.04.2021 10 3 30 3 - - - - - - - - - - - - -
15.03.2022 10 9 90 9 - - - - - - - - - - - - -
17.05.2022 15 4 27 2 2 - - - - - - - - - - - -
05.09.2022 10 - - - - - - - - - - - - - - - -
Krankenhaus 2, 27.07.2021 20 10 50 6 - 4 - 9 45 2 OXA-48 - - 6 OXA-48 1 -
Hauptgebaude  og 11.2021 17 1 6 - - 1 - 16 94 - - - - 16 OXA48| - -
22.02.2022 19 5 26 5 - - - = = = = = = = = = =
Krankenhaus 2,  27.07.2021 11 6 55 6 - - - - - - - - - - - - -
ks 2 08.11.2021 | 17 1 6 1 - - - - - - - - - - - - -
22.02.2022 14 - - - - - - - - - - - - - - - -
Sportklinik 27.07.2021 2 - - - - - - - - - - - - - - - -
08.11.2021 20 8 40 - 1 7 - - - - - - - - - - -
22.02.2022 8 - - - - - - - - - - - - - - - -
Krankenhaus 3,  08.12.2020 18 6 33 5 1 - - 6 33 - - - - 4  Oxa48| 2 VIM
Haus 1 03.02.2021 10 1 10 1 - - - 9 90 - - - - 9 oxa48| - -
22.06.2021 1 - - - - - - = = = = = = = = = =
o i ows
08.12.2020 15 1 7 - 1 - - 12 80 4 VIM ® 3 (1x); - - -
MBI (GIM-1%)
(1x)
03.02.2021 - - - - - - - - - - - - - - - - -
22.06.2021 13 = - = - - = 4 31 1 VIM 3 VIM - = - -
Krankenhaus 4 24.08.2020 14 3 21 - 2 - 1 8 57 - - 1 KPC - - 7 KPC
(Zulauf ABA) KPC:
29.03.2021 25 1 4 - - - 1 22 88 - - 8 ) - - 14 KPC
NDM
16.08.2021 21 4 19 2 - 2 - 10 48 - - - - 1 KPC 9 KPC

- = kein Nachweis; Carbapenemase = immunochromatographischer Nachweis von Varianten folgender Carbapenmasen: OXA-48-like, NDM, VIM, IMP, KPC; *Nachweis durch NRZ
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Tabelle 12: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Rohabwasser bzw. behandeltem Abwasser aus Klaranlagen (KA) mit Krankenhausern
im Einzugsgebiet; gesamt und als 3MRGN bzw. 4MRGN nach-gewiesene, diese jeweils mit Angaben zur Spezies sowie bei letzteren zum Carbapenemase-Nachweis.

Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- | Entero-| Citro- Carba- | Kleb- Carba- |Entero- Carba- | Citro- Carba-
Ort Datum Gesamt |[3MRGN  [%] |E. coli | siella | bacter | bacter |4AMRGN [% | E.coli pene- | siella pene- | bacter pene- | bacter pene-
spp- spp. spp. mase spp. mase spp. mase spp. mase
Rohabwasser
KA Engelskirchen  14.09.2020 19 7 37 5 1 1 - 5 26 - - 2 KPC - - 3 KPC
"Zulauf" (Ablauf 19.04.2021 20 4 20 2 2 - = 4 20 1 KPC 2 KPC = - 1 KPC
Sandfang) 18.10.2021 19 12 63 6 6 - - 4 21 - - 2 KPC % KPC - -
15.03.2022 20 9 45 4 5 - - 3 15 - - 3 KPC - - - -
17.05.2022 20 5 25 1 4 - - 1 5 - - 1 KPC - - - -
05.09.2022 20 5 25 5 = 5 = 11 55 4 KPC 7 KPC - - - -
KA Lidenscheid 27.07.2021 19 4 21 1 3 - - 6 32 - - - - 6 OXA-48 - -
Sﬁgﬁf”&iﬂfﬁ' 08.11.2021 20 5 25 5 - - - 25 - - - - 5 Oxa48| - -
Sandfang) 22.02.2022 19 9 47 6 2 1 - - - - - - - - - - -
KA Minster-Geist  08.12.2020 20 2 10 2 - - - - - - - - - - - -
"Zulauf* (Ablauf 03.02.2021 20 9 45 5 4 5 s 4 20 - - 4 VIM - - - =
Sandfang) KPC:
22.06.2021 20 8 40 8 - - - 4 20 - - 2 VIM & 1 VIM 1 VIM
NDM
Behandeltes Abwasser
KA Engelskirchen  14.09.2020 10 5 50 5 - 5 - - - - - - - - - -
Ablauf 19.04.2021 14 10 71 9 1 - - 1 7 1 KPC - - - - - -
18.10.2021 12 8 67 6 2 - - 1 8 1 KPC - - - - - -
15.03.2022 10 7 70 7 - - - - - - - - - - - - -
17.05.2022 15 8 53 7 S - 1 7 - = 1 KPC - - - =
05.09.2022 20 6 30 6 - - - 2 10 1 KPC 1 KPC = - = =
KA Lidenscheid 27.07.2021 19 6 32 2 4 - - - - - - - - - _ - -
Schlittenbachtal 08.11.2021 15 13 87 8 5 - - - - - - - - - - - -
Ablauf 22.02.2022 19 11 58 6 5 - - - - - - - - - - -
KA Minster-Geist  08.12.2020 13 9 69 8 - 1 = 1 8 = - - - 1 VIM = =
Ablauf 03.02.2021 11 7 64 7 - - - - - - - - - - - - -
22.06.2021 11 5 45 5 = . = 1 9 - - 1 VIM - 5 s s

- = kein Nachweis; Carbapenemase = immunochromatographischer Nachweis von Varianten folgender Carbapenmasen: OXA-48-like, NDM, VIM, IMP, KPC
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Tabelle 13: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Oberflachenwasser aus FlieRgewassern oberhalb und unterhalb der Einleitung von
Klaranlagen (KA) mit Krankenhausern im Einzugsgebiet; gesamt und als 3MRGN bzw. 4MRGN nachgewiesene, diese jeweils mit Angaben zur Spezies sowie bei
letzteren zum Carbapenemase-Nachweis.

Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- | Entero-| Citro- Carba- | Kleb- Carba- |Entero- Carba- | Citro- Carba-
Ort Datum Gesamt |3MRGN  [%] |E. coli | siella | bacter | bacter |[AMRGN [%] |E. coli pene- | siella pene- | bacter pene- | bacter pene-
Spp. spp. spp. mase | spp. mase | spp. _mase | spp. mase
FlieBgewasser oberhalb
oberhalb Einleitung 14.09.2020 = = - = 5 > 5 - - - - - - - - -
KA Engelskirchen  19.04.2021 7 4 57 4 - - - - - - - - - - - - -
18.10.2021 5 2 40 2 - - - - - - - - - - - - -
15.03.2022 16 9 56 6 3 - - - - - - - - - - - -
17.05.2022 11 8 73 8 - - - - - - - - - - - - -
05.09.2022 5 - - - - - - - - - - - - - - - -
oberhalb Einleitung 27.07.2021 10 8 80 8 - - - - - - - - - - - - -
KA Ludenscheid
Schlittenbachtal ~ 08-11.2021 10 - - - - - - - - - - - - - - - -
22.02.2022 15 14 93 11 2 1 - - - - - - - - - - -
oberhalb Einleitung g 15 2020 18 8 44 8 _ _ _ - - - - - - - - - -
KA Minster-Geist 03.02.2021 : ) ) : ; ; ; - , - - - - - - 5 =
22.06.2021 12 5 42 5 - - - - - - - - - - - - -
FlieRgewasser unterhalb
unterhalb Einleitung 14.09.2020 20 8 40 3 4 1 - 5 25 - - 2 KPC - - 3 KPC
KA Engelskirchen  19.04.2021 1 5 45 4 1 - - 4 36 4 KPC - - - - - -
18.10.2021 14 4 29 4 - - - 1 7 - - - - - - 1 KPC
15.03.2022 18 13 72 9 4 - - 1 6 - - 1 KPC - - - -
17.05.2022 13 8 62 7 - 1 - 2 15 - 2 KPC - - - -
05.09.2022 20 5 25 5 - - - 5 25 3 KPC 2 KPC - - - -
unterhalb Einleitung 27.07.2021 16 3 19 2 1 - - - - - - - - - - - -
KA Lldenscheid g 11.2021 18 9 50 7 2 - - 1 6 - - - - 1 OXA48| - -
Schlittenbachtal 22.02.2022 20 10 50 5 5 - - - - - - - - - - - -
unterhalb Einleitung 08.12.2020 14 12 86 10 2 - - - - = = = = = = - -
KA Minster-Geist 3 02.2021 15 10 67 9 1 - - - - - - - - - - - -
22.06.2021 12 9 75 8 - 1 - > = = = = = = > = =

- = kein Nachweis; Carbapenemase = immunochromatographischer Nachweis von Varianten folgender Carbapenmasen: OXA-48-like, NDM, VIM, IMP, KPC
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Tabelle 14: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Rohabwasser bzw.
behandeltem Abwasser aus Klaranlagen (KA) ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet sowie aus
Oberflachenwasser aus den Fliedigewassern oberhalb und unterhalb der Einleitung der KA; gesamt
und als 3MRGN nachgewiesene, diese mit Angaben zur Spezies. 4MRGN wurden nicht nachgewie-

sen.
Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- | Entero-| Citro-
Ort Datum Gesamt [3MRGN [%] | E. coli | siella | bacter | bacter [4AMRGN
Spp.- Spp- Spp-
Rohabwasser
KA Rahmedetal "Zulauf' 29.09.2020 20 1 5 1 - - - -
(Ablauf Sandfang) 02.02.2021 20 7 35 7 - - - -
22.06.2021 18 1 6 1 - - - -
KA Rheinbach "Zulauf" 08.09.2020 18 8 44 7 - 1 - -
(Ablauf Sandfang) 12.04.2021 20 13 65 3 10 - - -
17.01.2022 18 16 89 9 3 4 - -
KA Stemwede "Zulauf' 01.09.2020 20 12 60 7 2 3 - -
(Ablauf Sandfang) 12.04.2021 17 11 65 5 6 - - -
21.06.2022 20 6 30 6 - - - -
02.08.2022 17 10 59 4 6 - - -
Behandeltes Abwasser
KA Rahmedetal Ablauf ~ 29.09.2020 19 12 63 8 3 1 - -
02.02.2021 20 13 65 6 7 - - -
22.06.2021 12 1 8 - 1 - - -
KA Rheinbach Ablauf 08.09.2020 6 3 50 2 - 1 - -
(amtl. Messstelle) 12.04.2021 17 14 82 7 7 - - -
17.01.2022 12 8 67 7 - 1 - -
KA Rheinbach Ablauf des 08.09.2020 - - - - - - - -
RBF+ 12.04.2021 - - - - - - - -
17.01.2022 1 1 100 1 - - - -
KA Stemwede Ablauf 01.09.2020 19 10 53 7 3 - - -
12.04.2021 14 8 57 4 4 - - -
21.06.2022 17 11 65 8 3 - - -
02.08.2022 11 4 36 4 - - - -
FlieBgewasser oberhalb
oberhalb Einleitung KA 29.09.2020 2 2 100 2 - - - -
Rahmedetal 02.02.2021 2 1 50 1 - - - -
22.06.2021 4 1 25 1 - - - -
oberhalb Einleitung KA 08.09.2020 A - - - - - - -
Rheinbach 12.04.2021 - - - - - - - -
17.01.2022 - - - - - - - -
oberhalb Einleitung KA  01.09.2020 ) - = = = = = -
Stemwede 12.04.2021 1 - - - - - - -
21.06.2022 ) - - - - - - -
02.08.2022 - c - - - - ; -
FlieBgewdsser unterhalb
unterhalb Einleitung KA 29.09.2020 1 - - - - - - -
Rahmedetal 02.02.2021 13 3 23 3 - - - -
22.06.2021 10 2 20 2 - - - -
unterhalb Einleitung KA 08.09.2020 - - - - - - - -
Rheinbach 12.04.2021 11 4 36 3 1 - - -
17.01.2022 1 1 100 1 - - - -
unterhalb Einleitung KA 01.09.2020 15 9 60 6 3 - - -
Stemwede 12.04.2021 13 6 46 5 1 - - -
21.06.2022 16 6 38 5 1 - - -
02.08.2022 11 5 45 4 1 - - -

- = kein Nachweis; -2 = keine Probe (Gewasser trockengefallen)
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Tabelle 15: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Rohabwasser bzw.
behandeltem Abwasser aus Klaranlagen (KA) mit weitergehender Abwasserbehandlung; gesamt und
als 3MRGN nachgewiesene, diese mit Angaben zur Spezies. 4MRGN wurden nicht nachgewiesen.

Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- |Entero-| Citro-
Ort Datum Gesamt|3MRGN  [%] |E. coli | siella | bacter | bacter |4AMRGN
SPp. SPP. SPP.
Rohabwasser
KA Bad Sassendorf "Zulauf' (Ablauf 16.02.2021 20 10 50 3 7 - - -
Sandfang) 06.09.2021 12 9 75 9 - - - -
21.06.2022 18 6 33 6 - - - -
KA Konzen "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 11.01.2021 20 10 50 2 7 1 - -
24.03.2021 15 6 40 5 1 - - -
08.06.2022 20 14 70 7 7 - - -
KA Konzen Zulauf Membran- 11.01.2021 20 13 65 3 10 - - -
belebungsanlage nach Feinsiebung 24.03.2021 19 10 53 7 3 - - -
08.06.2022 20 8 40 1 7 - - -
KA Monschau "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 12.10.2020 17 8 47 6 1 1 - -
22.02.2021 18 12 67 7 5 - - -
18.05.2021 18 3 17 2 1 - - -
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda "Zulauf'  18.11.2020 14 1 7 1 = = - =
(Ablauf Sandfang) 16.03.2021 12 4 33 2 2 - - -
15.06.2021 11 - - - - - - -
21.09.2021 10 3 30 3 - - - -
Abwasser nach mechanisch-biologischer Behandlung
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 16.02.2021 12 9 75 8 1 - - -
06.09.2021 17 7 41 6 1 - - -
21.06.2022 17 7 41 4 3 - - -
KA Monschau Zulauf UV-Bestrahlung 12.10.2020 12 6 50 6 - - - -
22.02.2021 19 7 37 5 2 - - -
18.05.2021 20 4 20 4 - - - -
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Zulauf 16.03.2021 2 2 100 2 - - - =
Ozonung 15.06.2021 12 6 50 6 - - - -
21.09.2021 19 7 37 3 1 3 - -
Abwasser nach weitergehender Behandlung -
KA Bad Sassendorf Ablauf 16.02.2021 12 7 58 7 - - - -
06.09.2021 18 9 50 9 - - - -
21.06.2022 20 6 30 4 2 - - -
KA Konzen Ablauf nach Membranfilter 11.01.2021 - - - - - - - -
24.03.2021 - - - - - - - -
08.06.2022 - - - - - - - -
KA Monschau Ablauf 12.10.2020 2 2 100 2 - - - -
22.02.2021 - - - - - - - -
18.05.2021 1 1 100 1 - - - -
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Ablauf 16.03.2021 - - - - - - - -
Ozon 15.06.2021 11 6 55 6 - - - -
21.09.2021 20 5 25 3 1 1 - -
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Ablauf 18.11.2020 = o o - - - - -
Bioreaktor bzw. KA 16.03.2021 4 2 50 2 - - - -
15.06.2021 16 8 50 8 - - - -
21.09.2021 16 7 44 ® 1 1 - -
Abwasser nach weitergehender Behandlung und Schénungsteich
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungs-  16.02.2021 13 10 77 10 - - -
teich 06.09.2021 - - - - - - - -
21.06.2022 14 8 57 7 1 - - -

- = kein Nachweis
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Tabelle 16: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Oberflachenwasser
aus FlieRgewassern oberhalb und unterhalb der Einleitung von Klaranlagen (KA) mit weitergehender
Abwasserbehandlung; gesamt und als 3MRGN nachgewiesene, diese mit Angaben zur Spezies.
4MRGN wurden nicht nachgewiesen.

Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- |Entero-| Citro-
Ort Datum Gesamt|3MRGN  [%] |E. coli | siella | bacter | bacter |4AMRGN
SPP. SPP. SPP.
FlieRgewasser oberhalb
oberhalb Einleitung KA Bad Sassendorf  16.02.2021 1 - - - - - - -
06.09.2021 1 1 100 1 - - - -
21.06.2022 7 2 29 2 - - - -
oberhalb Einleitung KA Konzen 11.01.2021 _ - - - _ - _ _
24.03.2021 - - - = = - - -
08.06.2022 = - - = = - - -
oberhalb Einleitung KA Monschau 12.10.2020 - - - - - - - -
22.02.2021 - - - - - - - -
18.05.2021 2 - - - - - - -
oberhalb Einleitung KA Rheda- 18.11.2020 5 - - - S o 5 -
Wiedenbriick, Rheda 16.03.2021 3 2 67 2 _ _ ) _
15.06.2021 - - - = = - - -
21.09.2021 - - - = . - - -
FlieRgewasser unterhalb - -
unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf  16.02.2021 14 11 79 9 1 - 1 -
06.09.2021 9 6 67 6 - - - -
21.06.2022 19 6 32 4 2 - - -
unterhalb Einleitung KA Konzen 11.01.2021 3 - - - - - - -
24.03.2021 1 - - - - o - -
08.06.2022 = - - = = - - -
unterhalb Einleitung KA Monschau 12.10.2020 1 - - - - - - -
22.02.2021 - - - - - - - -
18.05.2021 1 - - - - - - -
unterhalb Einleitung KA Rheda- 18.11.2020 3 2 67 2 - - - -
Wiedenbrtick, Rheda 16.03.2021 3 1 33 1 - - - -
15.06.2021 1 - - = o - - -
21.09.2021 7 4 57 4 - = - -

- = kein Nachweis
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Tabelle 17: Anzahl Bakterien-Isolate der Ordnung Enterobacterales (Enterobakterien) aus Rohabwasser bzw.
behandeltem Abwasser aus Abwasserbehandlungsanlagen (ABA) von Betrieben der Fleischwirt-
schaft [Direkteinleiter Gefliigelschlachtung (Betrieb A) bzw. Verarbeitung von Gefliigel (Betrieb B);
Indirekteinleiter Schweineschlachtung (Betriebe C und D)]; gesamt und als 3MRGN nachgewiesene,
diese mit Angaben zur Spezies. 4MRGN wurden nicht nachgewiesen.
Probenahme Enterobacterales — Anzahl Isolate
Kleb- |Entero-| Citro-
Ort Datum Gesamt |3MRGN  [%] E. coli | siella | bacter | bacter |4MRGN
SPP- SPP- SPP-
Rohabwasser
Betrieb A 26.10.2020 - - - - - - - -
Zulauf ABA  01.03.2021 3 3 100 3 - - - -
29.06.2021 1 - - - - - - -
Betrieb B 30.11.2020 10 - - - - - - -
Zulauf ABA 19, 07.2021 4 - - - - - - -
05.04.2022 10 10 100 10 - - - -
Betrieb C 30.11.2020 10 5 50 5 = - - -
ZulaufABA 12 07.2021 10 3 30 3 - - - -
12.07.2022 15 4 27 3 1 = = 3
Betrieb D 18.11.2020 14 1 7 1 - - - -
Zulauf ABA  16,03.2021 13 4 31 2 2 - - -
15.06.2021 11 - - - - - - -
21.09.2021 10 3 30 3 - - - -
Behandeltes Abwasser
Betrieb A 26.10.2020 3 - - - - - - -
Ablauf ABA  01.03.2021 4 - - - - - - -
29.06.2021 - - - - - - - -
Betrieb B 30.11.2020 - - - - - - - -
Ablauf ABA 19 07.2021 - - - - - - - -
05.04.2022 10 10 100 10 - - -
Betrieb C 30.11.2020 11 8 73 8 = = 3
Ablauf ABA 12 07,2021 5 5 100 4 1 - - -
12.07.2022 11 8 73 8 = = =
Betrieb D 18.11.2020 - - - - - - - -
Ablauf ABA  16,03.2021 2 1 50 1 - - -
15.06.2021 10 - - - - - - -
21.09.2021 6 - - - - - - -

- = kein Nachweis
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4.4 Vergleich des Nachweises von Carbapenemase-bildenden
E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe mittels CHROMagar
ESBL und CHROMagar mSuperCARBA

Zusatzlich zur Analytik mittels CHROMagar ESBL, die im ARB-Projekt bei allen Proben ange-
wendet wurde, wurden Proben ausgewahlter Probenahmestellen erganzend mittels
CHROMagar mSuperCARBA als primarem Selektivnahrmedium untersucht. Dabei handelte
es sich um insgesamt 56 Abwasser- und Oberflachenwasserproben von 36 Probenahmestel-
len (sowohl mit als auch ohne Krankenhausabwasseranteil). Ziel war der Nachweis Carba-
penemase-bildender Enterobacterales der Zielorganismen E. coli und KEC-Gruppe.

Mittels CHROMagar ESBL wurden in 30 %, mittels CHROMagar mSuperCARBA in 52 % der
Proben Carbapenemase-bildende Zielorganismen nachgewiesen. In 82 % der auf beiden pri-
maren Selektivnahrmedien Carbapenemase-positiv getesteten Proben (n = 17) wurden mit
CHROMagar mSuperCARBA hdhere Konzentrationen an Carbapenemase-bildenden Zielor-
ganismen erhalten (im Mittel 0,7 Log-Stufen, maximal 3,6 Log-Stufen).

Alleinig auf CHROMagar mSuperCARBA erfolgte der Nachweis von Carbapenemase-bilden-
den Zielorganismen in Roh- und behandeltem Abwasser einer Kldranlage ohne Krankenhaus
im Einzugsgebiet (KA Stemwede, Wehdem) sowie in einer Oberflachenwasser-Probe aus dem
Gewasser unterhalb der Einleitung dieser Klaranlage; auRerdem in zwei Klaranlagenablauf-
proben, bei denen ebenfalls mittels CHROMagar ESBL kein Nachweis erbracht wurde (KA
Ludenscheid-Schlittenbachtal).

Mittels CHROMagar ESBL wurden 223 Carbapenemase-bildende Bakterien-Isolate sechs ver-
schiedener Spezies der Zielorganismen E. coli und KEC-Gruppe gewonnen mit den drei hau-
figsten Arten Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii und Klebsiella pneumoniae (Abbildung
8). Wohingegen mittels CHROMagar mSuperCARBA 351 Carbapenemase-bildende Isolate
zehn verschiedener Spezies gewonnen wurden mit den drei haufigsten Arten C. freundii,
E. coliund K. pneumoniae (Abbildung 9).

Mittels beider Selektivnahrmedien wurden Bakterien-Isolate, die eine der flinf Carbapenema-
sen KPC, OXA-48 und OXA-48-like, VIM, NDM oder GIM bilden, nachgewiesen; allerdings in
unterschiedlicher Haufigkeit (Abbildung 10). Insgesamt wurden mittels CHROMagar mSuper-
CARBA mehr Carbapenemase-bildende Bakterien-Isolate der Zielorganismen E. coli und
KEC-Gruppe festgestellt. Die Haufigkeit (als prozentualer Anteil), mit welcher die verschiede-
nen Carbapenemasen bei den verschiedenen Bakterienarten nachgewiesen wurden, ist in Ta-
belle 18 aufgefuhrt.

Die Carbapenemasen OXA-244 und OXA-181 (OXA-48-Varianten) wurden nur durch die Ver-
wendung von CHROMagar mSuperCARBA detektiert. Bakterien-Isolate, die zwei Carbapene-
masen bilden, wurden vorwiegend mittels CHROMagar mSuperCARBA nachgewiesen.
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CHROMagar ESBL
Anzahl CP-bildende gesamt = 223

s Escherichia coli

u Klebsiella oxytoca

= Klebsiella pneumoniae
= Enterobacter cloacae
n Citrobacter farmeri

s Citrobacter freundii

Abbildung 8:  Anzahlen Carbapenemase-bildender Bakterien-Isolate der Zielorganismen E. coli und KEC-
Gruppe aufgefiihrt nach Spezies; Analytik mittels CHROMagar ESBL als primarem Selektiv-
nahrmedium.

CHROMagar mSuperCARBA
Anzahl CP-bildende gesamt = 351

= Escherichia coli

= Klebsiella oxytoca

= Klebsiella pneumoniae

= Klebsiella variicola

= Enterobacter asburiae

= Enterobacter cloacae

\ = Cjtrobacter amalonaticus

m Citrobacter braakii
= Citrobacter farmeri

= Citrobacter freundii

2

Abbildung 9:  Anzahlen Carbapenemase-bildender Bakterien-Isolate der Zielorganismen E. coli und KEC-
Gruppe aufgefiihrt nach Spezies; Analytik mittels CHROMagar mSuperCARBA als primarem
Selektivndhrmedium.
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Abbildung 10:  Anzahl Carbapenemase-bildender Bakterien-Isolate der Zielorganismen E. coli und Arten der
KEC-Gruppe aufgefiihrt nach Carbapenemasen und Nachweis mittels CHROMagar ESBL bzw.
CHROMagar mSuperCARBA als primarem Selektivnahrmedium.

Tabelle 18: Anzahl Carbapenemase-bildender Bakterien-Isolate [n (CP-bildende)] der Zielorganismen E. coli und
Arten der KEC-Gruppe — Nachweis mittels CHROMagar ESBL (Medium: E) bzw. CHROMagar mSu-
perCARBA (Medium: C) als primarem Selektivnahrmedium — sowie Anteil nachgewiesener Carba-
penemasen in Prozent [%]. - = kein Nachweis. Spezies: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebs-
iella pneumoniae, Klebsiella variicola, Enterobacter asburiae, Enterobacter cloacae, Citrobacter
amalonaticus, Citrobacter braakii, Citrobacter farmeri, Citrobacter freundii (fett: Spezies, die mittels
beider Medien nachgewiesen wurden).

Spezies E. coli |K. oxytoca | K. pneum. | K. variicola |E. asburiae | E. cloacae |C. amalona.| C. braakii | C. farmeri |C. freundii

Medium E c|E c¢c|E ¢c|E Cc|E C|E C|E C|E C|]E C|E ¢

n (CP-bildende)[ 31 102 | 21 10 | 51 62 2 - 4 |59 17| - 6 - 1| 2 5 |5 132

Anteil [%]

KPC 77 63 | 95 90 | 57 8 | - 00| - 100 7 41| - - - 9 [100 60 | 93 61

OXA-48/-like 6 19| - 10| - 3 - - -8t 47| - a7 - 91| - 4| - 32

VIM 6 7|5 - |25 6 -l- -18 12f(- 88| - -|- -1]15 1

NDM - 5 - - |14 e - - - - - - - - - - -

GIM - 6 - - - - - - - 3 - - - - - - 2 3

OXA-48 + VIM | - 1 - - - - - - - - - - - 1

KPC + VIM - - - - 2 - - - - - - - - - - - -

GIM + VIM - - - - - - - - - - - - - - 2

NDM + VIM - - - 4 - - - - - - - - - - - -
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4.5 Vancomycin-resistente Enterokokken

Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE; Enterococcus faecium) wurden im Krankenhaus-
abwasser und im Rohabwasser sowie behandelten Abwasser sowohl aus Klaranlagen mit als
auch ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet nachgewiesen. Es wurden nur Vancomycin-re-
sistente Enterococcus faecium nachgewiesen. In den Abwasserproben der vier untersuchten
Betriebe der Fleischwirtschaft wurden keine Vancomycin-resistenten Enterokokken nachge-
wiesen.

4.51 Krankenhausabwasser und Abwasser aus Klaranlagen mit bzw. ohne
Krankenhauser im Einzugsgebiet

Im unbehandelten Krankenhausabwasser lag die VRE-Konzentration in Groéfienordnung von
102 bis 10° KBE/100 ml (Abbildung 11; Tabelle 19). Der Median dieser Befunde, ebenso wie
die der Rohabwasserproben sowohl der Klaranlagen mit als auch ohne Krankenhduser im
Einzugsgebiet, lag in der GréRenordnung von 10° KBE/100 ml.
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Kommunale Kléaranlage (KA)

Abbildung 11:  Konzentrationen Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE; Enterococcus faecium) in Kran-

kenhaus-Abwasser (®) bzw. Roh-Abwasser ( A ) und behandeltem Abwasser (m) aus Klaranla-
gen mit bzw. ohne Krankenhauser (KH) im Einzugsgebiet.
Probenahmedaten, -zeiten und Abwassertemperaturen siehe Tabellen Abbildung 2 und Abbil-
dung 3. Fir Befunde unterhalb der Nachweisgrenze ist diese jeweils angegeben. Die Farbgebung
der Symbole (A, m) entspricht den Probenahmeterminen: 1. schwarz, 2. weif3, 3. rot, 4. griin, 5.
blau, 6. orange. Die (braunen und blauen) Rahmen dienen der Visualisierung der Spannweite der
Befunde. An den Krankenhausern, die in KA Nr. 2 bzw. 3 einleiten, wurden jeweils zwei Abwas-
serschachte beprobt, daher sind dort jeweils zwei Rahmen ,KH-Abw.“ dargestellt. Die Nummern
1 bis 6 kennzeichnen die kommunalen Klaranlagen: 1, KA Engelskirchen; 2, KA Liidenscheid
Schlittenbachtal; 3, KA Minster-Geist; 4, KA Rahmedetal; 5, KA Rheinbach; 6, KA Stemwede,
Wehdem.
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Tabelle 19: Konzentrationen Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE; Enterococcus faecium) in unbehan-
deltem bzw. behandeltem Krankenhaus-Abwasser. Krankenhaus 4, Kreiskrankenhaus Waldbrol;
Krankenhaus 5, Marienhospital Gelsenkirchen. Es sind nur Proben aufgefihrt fir die ein VRE-
Nachweis erbracht wurde. Konzentrationsangaben in Exponentialschreibweise ohne hochgestellte
Ziffern (Bsp.: 2,0E+02 entspricht 2,0-102 = 200; 4,0E+00 entspricht 4-100 = 4),

Probenahme VRE (E. faecium)

Ort Datum [KBE/100 ml]
Krankenhauser mit Abwasserbehandlungsanlage

Krankenhaus 4 (Zulauf ABA) 24.08.2020 2,0E+02
Krankenhaus 4 (Zulauf ABA) 29.03.2021 6,7E+05
Krankenhaus 4 (Zulauf ABA) 16.08.2021 3,9E+06
Krankenhaus 4 (Zulauf Ozonung nach MBR) 29.03.2021 1,3E+02
Krankenhaus 4 (Zulauf Ozonung nach MBR) 16.08.2021 2,9E+01
Krankenhaus 4 (Ablauf ABA) 29.03.2021 4,0E+00
Krankenhaus 5 (Zulauf ABA) 01.03.2021 1,1E+05
Krankenhaus 5 (Ablauf MBR) 01.03.2021 2,0E+00
Krankenhaus 5 (Ablauf MBR) 05.04.2022 1,6E+01
Krankenhaus 5 (Ablauf nach PAK) 01.03.2021 3,0E+00
Krankenhaus 5 (Ablauf nach PAK) 05.04.2022 1,7E+01

In den Abwasserproben nach konventioneller mechanisch-biologischer Behandlung am Ablauf
der Klaranlagen wurden VRE in meist ein- bis zweistelligen Konzentrationen (Grélkenordnung
10°-10" KBE/100 ml) nachgewiesen (Abbildung 11); das Gleiche gilt fir die untersuchten Ober-
flachenwasserproben, fir die ein VRE-Nachweis erbracht wurde (Tabelle 20 und Tabelle 21).

Eine Ausnahme bei den Ablaufproben stellen jene aus der KA Lidenscheid-Schlittenbachtal
dar; in diesen wurden VRE in dreistelligen Konzentrationen, das heif3t in einer Gré3enordnung
von 102 KBE/100 ml, nachgewiesen. Fiir diese Klaranlage wurden aber auch zweimal hohe
VRE-Konzentrationen — im Bereich von 10® KBE/100 ml — im Zulauf der KA festgestellt
(Abbildung 11).

Bei den Oberflachenwasserproben aus den Gewassern oberhalb und unterhalb der Einleitun-
gen der Klaranlagen wurde lediglich in einer Probe eine héhere VRE-Konzentration (in Hohe
von 2,8 x 10% KBE/100 ml) ermittelt; hierbei handelt es sich um eine Probe aus der Agger
oberhalb der Einleitung der Klaranlage Engelskirchen (Tabelle 20).

Insgesamt lasst sich kein eindeutiger Unterschied beziglich der VRE-Konzentrationen in Ab-
wassern aus Klaranlagen mit bzw. ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet erkennen. Einige
Krankenhausabwasser sowie Rohabwasser am Zulauf der Klaranlagen ergaben grol3e Spann-
weiten bei den VRE-Befunden. Ein eindeutiger Trend ist somit auch beim Vergleich der VRE-
Konzentrationen dieser Abwasser nicht erkennbar.
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Tabelle 20: Konzentrationen Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE; Enterococcus faecium) in Oberfla-
chenwasser aus Flieigewassern oberhalb und unterhalb der Einleitung von Klaranlagen mit bzw.
ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet. Es sind nur Proben aufgefiihrt fiir die ein VRE-Nachweis
erbracht wurde. Oberhalb der KA Rheinbach bzw. der KA Stemwede, Wehdem konnte an einem von
drei bzw. drei von vier Probenahmetagen keine Probe entnommen werden (Gewasser trockengefal-
len). Konzentrationsangaben in Exponentialschreibweise ohne hochgestellte Ziffern (Bsp.: 3,9E+01
entspricht 3,9-10" = 39; 1,0E+00 entspricht 1-10° = 1).

Probenahme VRE (E. faecium)

Ort Datum KBE/100 ml

FlieBgewasser

oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 2,8E+03

oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 3,9E+01

unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 19.04.2021 1,0E+01

unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 18.10.2021 1,0E+00

unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 8,9E+01

unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 05.09.2022 1,2E+01

oberhalb Einleitung KA Liidenscheid Schlittenbachtal 22.02.2022 8,0E+00

unterhalb Einleitung KA Lidenscheid Schlittenbachtal  27.07.2021 1,4E+01

unterhalb Einleitung KA Lidenscheid Schlittenbachtal  08.11.2021 6,0E+01

unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal  22.02.2022 3,9E+01

unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 08.12.2020 1,2E+01

unterhalb Einleitung KA Miinster-Geist 03.02.2021 5,3E+01

unterhalb Einleitung KA Miinster-Geist 22.06.2021 1,0E+00

oberhalb Einleitung KA Rahmedetal 02.02.2021 6,0E+00

unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 29.09.2020 4,0E+01

unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 02.02.2021 6,0E+00

unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 22.06.2021 4,0E+01

unterhalb Einleitung KA Rheinbach 12.04.2021 2,0E+01

unterhalb Einleitung KA Stemwede,Wehdem 01.09.2020 1,0E+00

unterhalb Einleitung KA Stemwede,Wehdem 21.06.2022 1,8E+01

unterhalb Einleitung KA Stemwede,Wehdem 02.08.2022 3,0E+00

4.5.2 Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung

Die VRE-Konzentrationen in den Zulaufproben der Klaranlagen mit weitergehender Abwas-

serbehan
lichen Be

dlung lagen mit Werten in GréRBenordnung von 102 bis 10* KBE/100 ml in einem &hn-
reich wie die der Rohabwasserproben der anderen Klaranlagen im Untersuchungs-

programm. Ebenso sind bei den Klaranlagen, bei denen sich die weitergehende Abwasserbe-

handlung

an eine konventionelle mechanisch-biologische Behandlung anschlie3t (KA Bad

Sassendorf, Ozonung; KA Monschau, UV-Bestrahlung; KA Rheinbach, RBF+ und KA Rheda-
Wiedenbruck, Rheda; Ozonung), die VRE-Konzentrationen im Zulauf der weitergehenden Ab-
wasserbehandlung vergleichbar mit denen im behandelten Abwasser am Ablauf der anderen

betrachte
nung von

ten Klaranlagen; namlich im ein- bis dreistelligen Konzentrationsbereich (GréRenord-
10° bis 102 KBE/100 ml) (Tabelle 21).

L
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Tabelle 21: Konzentrationen Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE; Enterococcus faecium) in Rohabwas-
ser und behandeltem Abwasser aus Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung (Ozo-
nung; MBR; UV-Bestrahlung; RBF+) sowie in Oberflachenwasser aus FlieRgewassern unterhalb der
Einleitung der KA. Es sind nur Proben aufgefiihrt fir die ein VRE-Nachweis erbracht wurde. Kon-
zentrationsangaben in Exponentialschreibweise ohne hochgestellte Ziffern (Bsp.: 5,0E+03 entspricht
5,0-10% = 5.000; 8,0E+00 entspricht 8-10° = 8).

Probenahme VRE (E. faecium)

Ort Datum [KBE/100 ml]
Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung

KA Bad Sassendorf "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 16.02.2021 5,0E+03
KA Bad Sassendorf "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 06.09.2021 3,2E+03
KA Bad Sassendorf "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 21.06.2022 9,4E+03
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 16.02.2021 6,0E+02
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 06.09.2021 3,6E+01
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 21.06.2022 1,4E+02
KA Bad Sassendorf Ablauf 16.02.2021 2,0E+01
KA Bad Sassendorf Ablauf 06.09.2021 8,0E+00
KA Bad Sassendorf Ablauf 21.06.2022 1,9E+02
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 16.02.2021 1,2E+02
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 21.06.2022 1,2E+01
FlieRgewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 16.02.2021 7,1E+01
FlieRgewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 21.06.2022 8,0E+00
KA Konzen "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 11.01.2021 3,3E+03
KA Konzen "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 24.03.2021 4,9E+03
KA Konzen Zulauf MBR nach Feinsiebung 11.01.2021 3,3E+03
KA Konzen Zulauf MBR nach Feinsiebung 24.03.2021 5,6E+03
FlieRgewasser unterhalb Einleitung KA Konzen 11.01.2021 1,0E+00
KA Monschau "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 12.10.2020 9,1E+01
KA Monschau "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 18.05.2021 3,6E+03
KA Monschau "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 22.02.2021 1,0E+02
KA Monschau Zulauf UV-Bestrahlung 12.10.2020 1,0E+00
KA Monschau Zulauf UV-Bestrahlung 22.02.2021 7,0E+00
KA Monschau Zulauf UV-Bestrahlung 18.05.2021 1,0E+01
KA Rheinbach "Zulauf" (Ablauf Sandfang) 08.09.2020 3,0E+03
KA Rheinbach "Zulauf* (Ablauf Sandfang) 12.04.2021 2,0E+02
KA Rheinbach "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 17.01.2022 1,8E+03
KA Rheinbach Ablauf (amtl. Messstelle) = Zulauf RBF+ 12.04.2021 4,0E+00
KA Rheinbach Ablauf (amtl. Messstelle) = Zulauf RBF+ 17.01.2022 2,4E+01
FlieRgewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 12.04.2021 2,0E+01
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 18.11.2020 2,0E+03
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 16.03.2021 1,9E+04
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 21.09.2021 9,2E+02
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda "Zulauf' (Ablauf Sandfang) 15.06.2021 2,0E+03
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Zulauf Ozonung 15.06.2021 4,0E+00
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Zulauf Ozonung 21.09.2021 5,0E+00
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Ablauf 16.03.2021 7,0E+00
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Ablauf 21.09.2021 1,0E+00
FlieR gewasser oberhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 16.03.2021 1,0E+01
Flielgewasser unterhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 21.09.2021 1,0E+00

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—84/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Ergebnisse

Eine Ozonung des Abwassers nach mechanisch-biologischer Behandlung zum oxidativen Ab-
bau von Spurenstoffen (mit anschlielliendem Durchflielien eines Schoénungsteiches, KA Bad
Sassendorf bzw. anschlieRender Behandlung in einem Bioreaktor, KA Rheda-Wiedenbrtick,
Rheda) scheint keinen ausgepragten Effekt auf die VRE (E. faecium) zu haben. Die VRE-
Konzentrationen in den Ablaufproben dieser Behandlungsstufen sind vergleichbar denen nach
konventioneller mechanisch-biologischer Behandlung.

Nach einer UV-Bestrahlung (KA Monschau) des mechanisch-biologisch behandelten Abwas-
sers bzw. dem DurchflieRen eines Bodenfilters (RBF+; KA Rheinbach) sowie nach Membran-
filtration (MBR; KA Konzen) wurden hingegen keine VRE nachgewiesen.

4.6 Antibiotikaresistenzgene (ARG)

Zusatzlich zu den quantitativen mikrobiologischen Untersuchungen auf klinisch-relevante an-
tibiotikaresistente Bakterien wurden auch qualitative molekularbiologische Untersuchungen
auf Antibiotikaresistenzgene durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA (Desoxyribonukleinsaure),
Trager der Erbinformation (Gene), aus den verschiedenen Wasserproben extrahiert (siehe
Kapitel A 1.9.2) und mittels qualitativer real-time PCR (Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion)
auf das Vorhandensein ausgesuchter ESBL-Gene und Carbapenemase-Gene sowie Vanco-
mycin-Resistenz-Gene getestet.

Im Nachfolgenden sind die Ergebnisse fur die untersuchten Krankenhausabwasser, Rohab-
wasser sowie behandelten Abwasser aus Klaranlagen bzw. Abwasserbehandlungsanlagen
von Betrieben der Fleischwirtschaft und die der Oberflichenwasserproben aus den FlielRge-
wassern oberhalb und unterhalb der jeweiligen Einleitung dargestellt. In den Tabellen ist je-
weils aufgefuhrt, in wie vielen Proben einer Gesamtprobenanzahl ein Nachweis erfolgte (z. B.
3/3 = Nachweis in drei von drei Proben). Zur besseren visuellen Erfassung wurden die Anga-
ben farblich hinterlegt: Grin = kein Nachweis; gelb = Nachweis in einer von mindestens drei
Proben; orange = Nachweis in ein, zwei, drei bzw. vier Proben (je nach Gesamtprobenanzahl);
rot = Nachweis in allen Proben.

4.6.1 ESBL-Gene und Carbapenemase-Gene

Ausgewahlt fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden die ESBL-Gene bzw.
Carbapenemase-Gene, die haufig in klinischen Isolaten der Ordnung Enterobacterales auftre-
ten: b/aCTx.M, b/aSHv und bIaTEM. (siehe Kapitel A 1.9.4) bzw. b/aOXA.43, b/a||v|P, b/av||v|, b/aKPc und
blanowm (siehe Kapitel A 1.9.5).

ESBL-Gene wurden in allen Krankenhausabwassern und allen Rohabwassern aus kommuna-
len Klaranlagen und Abwasserbehandlungsanlagen der Betriebe der Fleischwirtschaft nach-
gewiesen. In Krankenhausabwassern waren tendenziell haufiger blatem und/oder blashv
(Tabelle 22) und in Rohabwassern aus Klaranlagen haufiger blactx-w (Tabelle 23) enthalten.
In den Rohabwassern der Betriebe der Fleischwirtschaft kamen blarem und blactx-m vor
(Tabelle 25).
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Tabelle 22: Vorkommen von ESBL- bzw. Carbapenemase-Genen im Abwasser aus Krankenhausern (KH) bzw.
einer Reha- und einer Sportklinik. Angegeben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie
vielen dieser Proben das jeweilige Gen nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Pro-
ben). Zul. ABA = Zulauf Abwasserbehandlungsanlage.

Kranken?a.us # ESBL-Gene Carbapenemase-Gene
bzw. Klinik

Abwasser n |blatem bIaSHv blactx.m blao)(A_43 blanpm blakpc blayim bla\yp

KH 1 2 112 1/2 o2 T 0/2

Rehaklinik 3 R o 0/3 0/3 2/3 0/3 2/3

KH 2, Hauptgeb. | 3 2/3 22 1 : T s

KH 2, Haus 26 | 3 2/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Sportklinik 3l o3 I o3 1/3 0/3 0/3 113 0/3

KH 3, Haus 1 3| o3 2/3 0/3 23 1 o3

KH3, Haus 2 | 3 2/3 1/3 0/3 o3 1N

KH 4 (Zul. ABA) | 3 2/3 0/3

KH 5 (Zul. ABA) | 2 0/2 1/2

Tabelle 23: Vorkommen von ESBL- bzw. Carbapenemase-Genen im Rohabwasser ("Zulauf") und behandeltem
Abwasser (Ablauf) aus Klaranlagen mit (a-d) bzw. ohne (e-j) Krankenhauser im Einzugsgebiet. An-
gegeben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser Proben das jeweilige
Gen nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Proben). " Ablauf Sandfang; Lidensch.
Sch. = Lidenscheid-Schlittenbachtal, R.-W. = Rheda-Wiedenbriick, Sassend. = Sassendorf.

Klaranlage # ESBL-Gene Carbapenemase-Gene

"Zulauf* ! n |blajgm blasqyy  blactxm |blaoxass blanom blakpc blaviw  blawp

Engelskirchen (a)| 5| 1/5 1/5 0/5 15 | 05 1/5

Lidensch. Sch. (0)| 3 [ 23 0/3 0/3 1/3

Miinster-Geist (c)| 3 | 0/3 0/3 o3 1

R-W., Rheda (d)| 4 | 38/4 0/4 0/4 os TN

Rahmedetal (e)| 3 1/3 2/3 0/3 0/3 0/3 2/3

Rheinbach o3 1/3 1/3 0/3 0/3 1/3 0/3

Stemwede (9)| 4 2/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Bad Sassend. (h)| 3| 23 [ 0/3 0/3 0/3 1/3

Monschau ()| 3| 03 [ 13 0/3 0/3 0/3 0/3

Konzen G)| 3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3

Ablauf n (blatem blasHV bla CTX-M blao)(A,43 blanpm bla KPC blaym bla\yp

Engelskirchen (a)| 5| 0/5 2/5 2/5 0/5 o5 I o5
Lidensch. Sch.(b)| 3 | 0/3 1/3 o3 I o3 0/3 0/3 0/3
Minster-Geist (c)| 3 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 2/3
R.-W., Rheda (d)| 4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Rahmedetal (e)f 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Rheinbach ®l3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Stemwede (9)| 4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Bad Sassend. (h)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Monschau |3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Konzen G) | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
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Tabelle 24:

Vorkommen von ESBL- bzw. Carbapenemase-Genen im Oberflachenwasser aus Flieligewassern

oberhalb und unterhalb der Einleitung von Klaranlagen (KA) mit (a-d) bzw. ohne (e-j) Krankenhauser
im Einzugsgebiet. Angegeben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser
Proben das jeweilige Gen nachgewiesen wurde (z. B. 1/3 = Nachweis in 1 von 3 Proben). Lidensch.
Schl. = Lidenscheid-Schlittenbachtal, R.-W. = Rheda-Wiedenbrlick, Sassend. = Sassendorf.

FlieBgewasser # ESBL-Gene Carbapenemase-Gene
(I;ibnehl:i‘:::g KA n |blatew blaspy  blactx.m |blaoxass blanom blakpc blayiw  blajyp
Engelskirchen (a)| 5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Lidensch. Schl. (b)| 3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Munster-Geist (c)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
R.-W., Rheda (d)| 4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Rahmedetal (e)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Rheinbach |3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Stemwede 9| 2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Bad Sassend. (h)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Monschau @i 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Konzen G) | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
;::f;:s:_lbg KA n |blatem blaspy  blactx.m |blaoxass blanom blakpc blaviw  blajwp
Engelskirchen (a)| 5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 4/5 0/5 1/5
Ludensch.Schl. (b)| 3 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3 0/3 1/3 2/3
Minster-Geist (c)| 3 | 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 o3 N
R.-W., Rheda (d)| 4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
Rahmedetal (e)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Rheinbach |3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3
Stemwede (9)| 4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Bad Sassend. (h)| 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3
Monschau @i 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Konzen G4) | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Tabelle 25: Vorkommen von ESBL- bzw. Carbapenemase-Genen im Rohabwasser (Zulauf; nach Siebung bzw.

Fettabscheider [Betrieb B]) und behandeltem Abwasser (Ablauf) aus Abwasserbehandlungsanlagen
(ABA) von Betrieben der Fleischwirtschaft [Direkteinleiter Gefliigelschlachtung (Betrieb A) bzw. Ver-
arbeitung von Gefliigel (Betrieb B); Indirekteinleiter Schweineschlachtung (Betriebe C und D). Ange-
geben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser Proben das jeweilige Gen

nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Proben).

ABA # ESBL-Gene Carbapenemase-Gene
Zulauf n |bla TEM bla SHV bla CTX-M bla OXA-48 bla NDM bla KPC blav||v| bla|Mp
Betrieb A | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
BetriebB | 3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Betrieb C | 3 2/3 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Betrieb D | 4 | 0/4 1/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Ablauf n |blatem bla SHV bla CTX-M bla OXA-48 blanpm bla KPC blayim blaup
Betrieb A | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
BetriebB | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
BetriebC | 3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Betrieb D | 4 0/4 0/4 1/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
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Wie zu erwarten, wurden Carbapenemase-Gene vorwiegend in Krankenhausabwassern
(Tabelle 22) und Rohabwassern aus Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet nach-
gewiesen. Insgesamt wurden ESBL- und Carbapenemase-Gene haufiger in Rohabwassern
als in behandelten Abwassern ermittelt. Das ESBL-Gen bla.v und die Carbapenemase-Gene
blayow und bla,w wurden in Zuldufen, aber nie in Abldufen der Klaranlagen nachgewiesen
(Tabelle 23).

In Wasserproben aus FlieRgewassern oberhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlagen wur-
den — mit einer Ausnahme (einmaliger Nachweis von blactx.m) — ebenso wie in solchen aus
dem Bereich unterhalb der jeweiligen Einleitung keine ESBL-Gene nachgewiesen; desglei-
chen wurden keine Carbapenemase-Gene in Gewassern oberhalb der Einleitungen festge-
stellt (Tabelle 24). Jedoch waren Carbapenemase-Gene in den FlieRgewassern unterhalb der
Einleitung von Klaranlagen nachweisbar, insbesondere im Fall der Einleitungen von Klaranla-
gen mit Krankenhadusern im Einzugsgebiet.

Insgesamt ist eine auffallige Ausnahme in Bezug auf blame erkennbar. Dieses Carbapene-
mase-Gen wurde tendenziell haufiger im behandelten Abwasser als im Rohabwasser nachge-
wiesen, aullerdem auch im Fall von Klaranlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet
(Tabelle 23) und auch haufig im Gewasser unterhalb der Einleitungen (Tabelle 24).

4.6.2 Vancomycin-Resistenz-Gene

Die Vancomycin-Resistenz-Gene vanA und/oder vanB wurden in Proben aller Krankenhaus-
abwasser (Tabelle 26), Rohabwasser und behandelten Abwasser (Tabelle 27 und Tabelle 29)
nachgewiesen mit Ausnahme des Ablaufs der Klaranlage Konzen (MBR) und des Ablaufs der
Abwasserbehandlungsanlage des Betriebs B (Verarbeitung von Gefligel). Das vanB-Gen fand
sich sogar in samtlichen Krankenhausabwasser- sowie Rohabwasserproben aller Klaranlagen
(Tabelle 26 und Tabelle 27).

In FlieRgewassern oberhalb der Einleitung der untersuchten Klaranlagen wurde vanA und/o-
der vanB nur in Ausnahmeféllen festgestellt. In einer Wasserprobe aus der Agger oberhalb
der Einleitung der KA Engelskirchen war vanB vorhanden; in einer bzw. zwei Wasserproben
aus dem Schlittenbach oberhalb der Einleitung der KA Lidenscheid-Schlittenbachtal vanA
bzw. vanB (Tabelle 28). Unterhalb der Einleitung der untersuchten Klaranlagen wurde hinge-
gen mehrheitlich — bei sieben von zehn Klaranlagen — in Wasserproben vanA und/oder vanB
festgestellt (Tabelle 28). Nicht nachgewiesen wurden die untersuchten Vancomycin-Resis-
tenz-Gene in Proben aus der Ems unterhalb der Einleitung der KA Rheda-Wiedenbruck,
Rheda, aus der Rur unterhalb der Einleitung der KA Monschau und aus dem Laufenbach un-
terhalb der Einleitung der KA Konzen.
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Tabelle 26: Vorkommen von Vancomycin-Resistenz-Genen im Abwasser aus Krankenhausern (KH) bzw. einer
Reha- und einer Sportklinik. Angegeben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen
dieser Proben das jeweilige Gen nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Proben). Zul.
ABA = Zulauf Abwasserbehandlungsanlage.

Krankenhaus Vancomycin-
bzw. Klinik G Resistenz-Gene

Abwasser n | vanA vanB

KH 1 2

Rehaklinik 3

KH 2, Hauptgeb. | 3

KH 2, Haus 2-6 | 3

Sportklinik 3

KH 3, Haus 1 3

KH 3, Haus 2 3

KH 4 (Zul. ABA) | 3

KH 5 (Zul. ABA) | 2

Tabelle 27: Vorkommen von Vancomycin-Resistenz-Genen im Rohabwasser ("Zulauf') und behandeltem Ab-
wasser (Ablauf) aus Klaranlagen mit (a-d) bzw. ohne (e-j) Krankenhduser im Einzugsgebiet. Ange-
geben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser Proben das jeweilige Gen
nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Proben). 1) Ablauf Sandfang; Lidensch. Sch.
= Lidenscheid-Schlittenbachtal, R.-W. = Rheda-Wiedenbriick, Sassend. = Sassendorf.

Klaranlage # Va.ncomycin- Klaranlage # Va.ncomycin-
Resistenz-Gene Resistenz-Gene

"Zulauf" " n | vanA vanB |Ablauf n | vanA vanB

Engelskirchen  (a)| 5 Engelskirchen  (a)| 5 1/5

Lidensch. Sch. (b)| 3 Lidensch. Sch. (b)| 3

Minster-Geist  (c)| 3 Minster-Geist  (c)| 3 2/3 2/3

R.-W., Rheda (d) 4 R.-W., Rheda (d)| 4 0/4 1/4

Rahmedetal )| 3 Rahmedetal @ 3 ||

Rheinbach ®3 Rheinbach |3 2/3 2/3

Stemwede (9)| 4 Stemwede (9)| 4 0/4 3/4

Bad Sassend. (h)| 3 Bad Sassend. (h)| 3 _ 2/3

Monschau |3 Monschau @i 3 1/3 2/3

Konzen G| 3 Konzen G| 3 0/3 0/3
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Tabelle 28:

Vorkommen von Vancomycin-Resistenz-Genen im Oberflichenwasser aus FlieRgewassern ober-
halb und unterhalb der Einleitung von Klaranlagen (KA) mit (a-d) bzw. ohne (e-j) Krankenhauser im
Einzugsgebiet. Angegeben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser Pro-
ben das jeweilige Gen nachgewiesen wurde (z. B. 1/3 = Nachweis in 1 von 3 Proben). Lidensch.
Schl. = Lidenscheid-Schlittenbachtal, R.-W. = Rheda-Wiedenbriick, Sassend. = Sassendorf.

. . Vancomycin- . " Vancomycin-
FlieBRgewasser | # Resistenz-Gene FlieBRgewasser | # Resistenz-Gene
oberhalb unterhalb
Einleitung kA | " [V¥™ V@B e eitungka | M |V@MA  vanB
Engelskirchen 5 0/5 1/5  |Engelskirchen 5 3/5 4/5
Ludensch. Schl. | 3| 1/3 2/3 |Ludensch.schl. | 3| 023
Minster-Geist 3 0/3 0/3 Minster-Geist 3 2/3 2/3
R.-W., Rheda 4 0/4 0/4  |R.-W., Rheda 4 0/4 0/4
Rahmedetal 3 0/3 0/3 Rahmedetal 3 1/3 2/3
Rheinbach 3 0/3 0/3  |Rheinbach 3 0/3 1/3
Stemwede 2 0/2 0/2  |Stemwede 4 0/4 3/4
Bad Sassend. 3 0/3 0/3 |Bad Sassend. 3 2/3 0/3
Monschau 3 0/3 0/3 Monschau 3 0/3 0/3
Konzen 3 0/3 0/3 Konzen 3 0/3 0/3
Tabelle 29: Vorkommen von Vancomycin-Resistenz-Genen im Rohabwasser (Zulauf; nach Siebung bzw. Fett-

abscheider [Betrieb B]) und behandeltem Abwasser (Ablauf) aus Abwasserbehandlungsanlagen
(ABA) von Betrieben der Fleischwirtschaft [Direkteinleiter Gefliigelschlachtung (Betrieb A) bzw. Ver-
arbeitung von Gefliigel (Betrieb B); Indirekteinleiter Schweineschlachtung (Betriebe C und D). Ange-
geben ist jeweils die Gesamtprobenanzahl (#) n sowie in wie vielen dieser Proben das jeweilige Gen
nachgewiesen wurde (z. B. 3/3 = Nachweis in 3 von 3 Proben).

Vancomycin- Vancomycin-
ABA & Resistenz-Gene ABA & Resistenz-Gene
Zulauf n |vanA vanB Ablauf n |vanA vanB
Betriecb A | 3 Betriecb A | 3 2/3 2/3
BetriebB | 3 0/3 1/3 BetriebB | 3 0/3 0/3
Betrieb C | 3 Betrieb C | 3
BetriecbD | 4 BetriebD | 4 0/4 1/4
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4.7 Badegewasser mit Abwassereinleitungen im Einzugsgebiet

Im Rahmen des ARB-Projekts wurden in der Badesaison 2020 drei Badegewasser auf ein
Vorkommen von klinisch-relevanten antibiotikaresistenten Bakterien sowie Antibiotikaresis-
tenzgenen untersucht:

1. Aasee - Badestelle, Kreis Borken, Stadt Bocholt
2. Bettenkamper Meer - Strand, Kreis Wesel, Stadt Moers
3. Seaside Beach/Baldeneysee, Stadt Essen

Dabei handelt es sich um Badegewasser, die bereits im Rahmen des Badegewasser-Scree-
nings? im Jahr 2018 untersucht wurden und in deren Einzugsgebiet Abwassereinleitungen
vorhanden sind (siehe Kapitel 2.1.4).

Im Zeitraum von Ende Mai bis Anfang September 2020 wurden die drei Badegewasser jeweils
viermal in jeweils etwa monatlichem Zeitabstand beprobt (Tabelle 30). An den jeweiligen Pro-
benahmedaten sowie im Zeitraum mindestens drei Tage vor der Probenahme gab es keine
starken Niederschlage (= 10,0 mm pro Stunde).

Nach den Anforderungen der Badegewasserrichtlinie und der nordrhein-westfalischen Bade-
gewasserverordnung wurden die im ARB-Projekt untersuchten Badegewasser als ,ausge-
zeichnet” (Aasee, Bettenkamper Meer) bzw. ,gut’ (Seaside Beach/Baldeneysee) eingestuft.

Neben der Bewertung der Badegewasserqualitadt und der Einstufung der Badegewasser sind
nach Badegewasserverordnung (§ 7 Abs. 2) auch MaRnahmen bei Feststellung hoher Einzel-
werte vorgeschrieben; fur den Parameter Intestinale Enterokokken gilt das bei Einzelwerten
von mehr als 700 KBE/100 ml, fir den Parameter Escherichia coli bei Einzelwerten von mehr
als 1.800 KBE/100 ml. In einer Probe aus dem Badegewasser Bettenkamper Meer wurde eine
Konzentration an Intestinalen Enterokokken von > 700 KBE/100 ml nachgewiesen (Tabelle
30).

Die Untersuchung der Wasserproben aus den Badegewassern auf antibiotikaresistente Bak-
terien und Antibiotikaresistenzgene umfasste folgende Parameter:

e 3CG-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe sowie mit bestatigter ESBL- bzw.
Carbapenemase-Produktion,

e P. aeruginosa mit Resistenzen gegenuber Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem,

e Acinetobacter baumannii-Gruppe mit Resistenz gegeniiber Imipenem und Meropenem
bzw. Carbapenemase-Produktion,

¢ 3MRGN, 4MRGN,

e Vancomycin-resistente Enterococcus faecium und E. faecalis,

e ESBL-Gene (blatem, blasnv und blactx-m) und Carbapenemase-Gene (blaoxa-as, blanom
blakpc, blavim und blamr) sowie Van-Gene (vanA und vanB).

23 | ANUV im Auftrag des NRW Umweltministeriums in Kooperation mit dem Institut fiir Hygiene und Offentliche
Gesundheit/ Public Health (IHPH) am Universitatsklinikum Bonn. https://www.lanuv.nrw.de/fileadmin/la-
nuvpubl/3_fachberichte/LANUV_Fachbericht 93 web.pdf
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Tabelle 30: Badegewasser — Probenahme (PN) Datum und Uhrzeit, Wassertemperatur, Triibung sowie Parame-
ter nach Badegewasserverordnung (Escherichia coli, Intestinale Enterokokken).

PN-Datum  PN-Zeit Tv[taé?er T[rng:Jr}g [Mpﬁ/fgg mi] [ll\r/:tF;r\IJE/qtoe(;orEi]
Aasee

26.05.2020 10:58 18,1 1,5 <15 <15
23.06.2020 09:45 22,1 10,0 15 15
28.07.2020 11:10 21,0 8,0 <38 <38
25.08.2020 09:30 20,5 22,0 <15 <15
Bettenkamper Meer

03.06.2020 09:35 19,3 1,5 270 1.500
07.07.2020 09:33 17,3 1,6 94 <15
05.08.2020 08:25 19,3 1,9 15 15
07.09.2020 08:55 16,0 1,4 144 127
Seaside Beach

02.06.2020 09:49 21,4 2,0 15 77
30.06.2020 11:10 21,7 3,0 15 15
04.08.2020 11:45 23,1 2,0 110 15
01.09.2020 11:44 19,6 3,0 127 46

In den Proben aus den Badegewassern ,Freizeitanlage Aasee Bocholt* und ,Bettenkamper
Meer/Strand“ wurden keine der aufgefiihrten antibiotikaresistenten Bakterien oder Antibiotika-
resistenzgene nachgewiesen.

In einer Probe aus dem Badegewasser ,Seaside Beach/Baldeneysee“ (Datum der Proben-
ahme: 01.09.2020) wurden ESBL-bildende E. coli und ESBL-bildende P. aeruginosa nachge-
wiesen — jeweils in einer Konzentration von 1 KBE /100 ml. Das E. coli-Isolat ist nach KRINKO
Klassifizierung als 3AMRGN einzustufen. Andere antibiotikaresistente Bakterien oder Antibio-
tikaresistenzgene wurden nicht nachgewiesen. Zum Zeitpunkt der Probenahme herrschte Ba-
deverbot?*.

24 Informationen bzgl. Aussprechen eines zeitweisen Badeverbots und Friihwarnsystem am Badegewéasser ,Sea-
side Beach / Baldeneysee® sind im Badegewésserprofil aufgefihrt (siehe https://db.badegewaesser.nrw.de/ba-
degewaesser-nrw/113/pdf).
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5 Interpretation und Einordnung der Ergebnisse

Neben dem seit Jahrzehnten bekannten Auftreten von human- und tiermedizinisch relevanten
antibiotikaresistenten bzw. multiresistenten Bakterien im Rahmen der Anwendung von Antibi-
otika im klinischen Bereich, bei der ambulanten Behandlung von Patienten und in der landwirt-
schaftlichen Nutztierhaltung, wird auch zunehmend die aquatische Umwelt als Reservoir fur
Antibiotikaresistenzen (ARB, ARG) beschrieben (WESTPHAL-SETTELE et al. 2018, LARSSON &
FLACH 2022). Im Fokus von Studien zu den Quellen und der Verbreitung multiresistenter
Krankheitserreger stehen Abwasser unterschiedlicher Herkunft. Insbesondere Abwasser von
Krankenhdusern und anderen medizinischen Einrichtungen, aber auch Abwasser aus fleisch-
verarbeitenden Betrieben, Abwasser aus dem vorwiegend hauslichen Bereich sowie die kom-
munalen Rohabwasser im Zulauf von Klaranlagen, behandeltes Abwasser im Ablauf der Klar-
anlagen sowie Oberflachengewasser, in die das Abwasser eingeleitet wird (SiB et al. 2020),
werden als Quellen beschrieben. In der Regel werden in den Untersuchungen ARB, insbeson-
dere multiresistente klinisch-relevante, fakultativ-pathogene Bakterien fakaler Herkunft sowie
ARG und Antibiotikartckstande berucksichtigt. In zahlreichen Studien wurden weltweit und
auch in Deutschland die Quellen und die Verbreitung von ARB und ARG entlang der einzelnen
Schritte des Abwasserpfads vom Rohabwasser Uber die Klaranlagen bis in die Oberflachen-
gewasser umfangreich untersucht. Allerdings sind die Ergebnisse im Detail aufgrund der un-
terschiedlichen Fragestellungen, Messprogramme und analytischen Methoden nicht immer
vergleichbar (HASSOUN-KHEIR et al. 2020, TRESKOVA et al. 2022).

In den letzten Jahren sind in Deutschland Untersuchungen im Rahmen von Forschungsvorha-
ben zu dieser Thematik unter verschiedenen Aspekten durchgefuhrt worden. Dabei sind die
Untersuchungsprogramme in Niedersachsen (NLWKN, UKB, IHPH 2019), Schleswig-Holstein
(WELLBROCK et al. 2019, Forschungsprojekt PrioSH) und Bayern (BAYERISCHES LANDESAMT
FUR UMWELT 2020) sowie das bundesweite BMBF-Verbundvorhaben HyReKA, auch mit Be-
rucksichtigung von Abwassern in Nordrhein-Westfalen (HYREKA 2022), und (parallel zum
LANUV ARB-Projekt) ebenfalls in Nordrhein-Westfalen das Forschungsprojekt ,Antibiotika
und Antibiotikaresistenzen im Abwasser“ (ZACHARIAS et al. 2023; ARA-Projekt) zu nennen. Im
vorliegenden ARB-Projekt, das am Landesamt flr Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) umgesetzt wurde, liegt der Schwerpunkt auf einer stichproben-
artigen Bestandsaufnahme in Nordrhein-Westfalen zum Vorkommen von ARB und ARG in
Krankenhausabwassern, kommunalen Abwassern ohne und mit Krankenhausabwasseranteil
und deren Behandlung in Klaranlagen als mégliche Quellen und Eintragspfade in Oberflachen-
gewasser. Darlber hinaus wurden Abwasser aus Klaranlagen mit weitergehender Abwasser-
behandlung berlcksichtigt, um zu untersuchen, ob ein Einfluss von Ozonung, UV-Bestrahlung,
Membranfiltration oder Retentionsbodenfilter auf die Rickhaltung von ARB und ARG zu er-
kennen ist. Berlicksichtigt wurden auflerdem Abwasser aus Betrieben der Fleischwirtschaft
sowie Badegewasser mit Abwassereinleitungen im Einzugsgebiet. Flr diesen stichprobenar-
tigen Uberblick zum Vorkommen von klinisch-relevanten ARB und ARG wurde ein Messpro-
gramm Uber einen Zeitraum von etwa zwei Jahren durchgefuhrt.

Im ARB-Projekt wurde auf klinisch-relevante, fakultativ-pathogene ARB untersucht, die in der
globalen WHO-Prioritatenliste antibiotikaresistenter Bakterien (WHO 2017) aufgefuhrt sind
und bezlglich der Multiresistenz gramnegativer Bakterien in 3SMRGN und 4MRGN geman der
KRINKO (2012, 2019) klassifiziert wurden. Die gramnegativen Bakterien umfassten Entero-
bacterales der Art E. coli sowie die Gattungen Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter (KEC-
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Gruppe) mit Resistenzen gegenuber dem Antibiotikum Cefpodoxim, einem Cephalosporin der
dritten Generation (3GC-resistente Bakterien) und Indikator-Cephalosporin flir den Nachweis
der Produktion von ,Extended-Spectrum-Beta-Lactamasen“ (ESBL). Weiterhin wurde auf
diese Zielorganismen mit bestatigter ESBL- bzw. Carbapenemase-Produktion, auf Pseudomo-
nas aeruginosa mit Antibiotikaresistenzen gegeniber 3./4. Generations-Cephalosporinen und
Carbapenemen (Ceftazidim, Cefepim, Imipenem, Meropenem) sowie die Acinetobacter
baumannii-Gruppe mit Carbapenem-Resistenz (Resistenz gegenliber den Antibiotika Imipe-
nem und Meropenem bzw. Carbapenemase-Produktion) untersucht. Bei den grampositiven
Bakterien handelte es sich um Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE).

Der Nachweis und die Quantifizierung aller ARB in Abwasser- und Oberflachenwasserproben
erfolgte basierend auf Kultivierungsverfahren unter Verwendung von spezifischen Selektiva-
garnahrmedien unter Bedingungen, die in gleicher oder ahnlicher Form auch in anderen Stu-
dien zum Nachweis von multiresistenten fakultativ-pathogenen Bakterien in Abwasser und
Oberflachenwasser verwendet wurden — zum Teil in Kombination oder ausschlie3lich mit dem
molekularbiologischen Nachweis von ARG und dem chemischen Nachweis von Antibiotika-
rickstanden (HEMBACH et al., 2019; SiB et al., 2020; BAYERISCHES LANDESAMT FUR UMWELT
2020; SCHREIBER et al. 2020; HYREKA 2020, 2022; ZACHARIAS et al. 2023).

Generell wurde im ARB-Projekt festgestellt, dass 3GC-resistente E. coli und Bakterien der
KEC-Gruppe (Resistenz gegen 3. Generations-Cephalosporine) in allen untersuchten Abwas-
serkategorien vorhanden waren. Eine weite Verbreitung von fakultativ-pathogenen Bakterien
(E. coli, Klebsiella-, Enterobacter- und Citrobacter-Spezies, P. aeruginosa, Acinetobacter cal-
coaceticus/ baumannii-Komplex) mit Resistenz gegentber 3. Generations-Cephalosporinen
wurde ebenfalls in verschiedenen Abwassern unterschiedlicher Herkunft (Abwasser aus ei-
nem Krankenhaus der Maximalversorgung, kommunale Abwasser aus einer Stadt und [andli-
chen Ortschaften, Abwasser von je zwei Schweine- bzw. Gefligelschlachthdfen) gefunden
(SIB et al. 2020). Eine Verbreitung von ARB vom Abwasser in Oberflachengewasser findet
statt, zum einen als Eintrag Uber das in Klaranlagen behandelte Abwasser, aber es ist auch
zu berucksichtigen, dass mit unbehandeltem Rohabwasser Uber Entlastungen der Mischka-
nalisation im Falle von Starkregenereignissen kurzzeitig eine deutlich héhere Belastung der
Gewasser mit Fakalbakterien, ARB und ARG stattfindet als durch den Eintrag Uber gereinigtes
Abwasser aus kommunalen Klaranlagen (BAYERISCHES LANDESAMT FUR UMWELT 2020).

5.1 Krankenhausabwasser als Quelle klinisch-relevanter
multiresistenter ARB

Abwasser aus Krankenhausern stellen eine bedeutende Quelle von multiresistenten fakultativ-
pathogenen Bakterien dar (ZURFLUH et al. 2017, SIB et al. 2019, 2020, HYREKA 2022). Im
ARB-Projekt wurden 3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe in allen unbehan-
delten Abwasserproben (mit einer Ausnahme) von finf Krankenhausern, einer Reha- und ei-
ner Sport-Klinik ebenso wie in allen Proben des nachgeschalteten klinisch beeinflussten Ro-
habwassers im Zulauf von drei entsprechenden kommunalen Klaranlagen (mit den hochsten
Krankenhausabwasseranteilen in Nordrhein-Westfalen), aber auch in klinisch unbeeinflusstem
Rohabwasser im Zulauf kommunaler Klaranlagen, in ahnlicher GréBenordnung von ca. 10°
KBE/100 ml nachgewiesen. In anderen Untersuchungen von Abwassern aus Krankenhausern
und von Rohabwasser im Zulauf zu Klaranlagen in Nordrhein-Westfalen wurden ebenfalls
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keine deutlichen Unterschiede der Konzentrationen von ESBL-produzierenden (3GC-
resistenten) E. coli in klinisch beeinflusstem und klinisch unbeeinflusstem Rohabwassern fest-
gestellt (HYREKA 2022, ZACHARIAS et al. 2023). Die Konzentrationen ESBL-produzierender
E. coli lagen im Bereich von 5,0 x 10* KBE/100 ml bis 1,4 x 105 KBE/100 ml im HyReKA-
Projekt bzw. 3,5 x 10* KBE/100 ml bis 1,3 x 10° KBE/100 ml im ARA-Projekt (ZACHARIAS et al.
2023) (jeweils Mediane der Proben an unterschiedlichen Abwasser-Probenahmestellen). In
einer Studie an schleswig-holsteinischen kommunalen Klaranlagen zeigten sich vergleichbare
Konzentrationen von 3GC-resistenten E. coli (hier verwendet als Surrogat-Organismus fur die
in der Darmflora von Mensch und Tier vorkommenden multiresistenten Erreger) in dem den
Klaranlagen zugefihrten Rohabwasser (WELLBROCK et al. 2019).

Im Unterschied zu den ubiquitar vorhandenen 3GC-resistenten E. coli und Bakterien der KEC-
Gruppe wurden im ARB-Projekt Carbapenemase-bildende E. coli und KEC zwar im Abwasser
von vier Krankenhausern im ahnlichen Konzentrationsbereich wie die 3GC-resistenten E. coli
und Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen, nicht aber im Abwasser einer Rehaklinik, einer
Sportklinik und eines weiteren Krankenhauses. Auch in den Rohabwassern (Zulaufen) der
Klaranlagen mit den Krankenhausern im Einzugsgebiet wurden Carbapenemase-bildende
E. coliund Bakterien der KEC-Gruppe nachgewiesen. Dabei wurden Konzentrationen im Mittel
etwa eine Log-Stufe niedriger verglichen mit denen der 3GC-resistenten E. coli und KEC ge-
funden.

In den behandelten Abwassern (Ablaufe) aller Klaranlagen mit konventioneller mechanisch-
biologischer Behandlung waren noch 3GC-resistente E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe
vorhanden, im Mittel um etwa 3 Log-Stufen niedriger als im Rohabwasser; bei zwei der drei
Klaranlagen mit angeschlossenen Krankenhausern wurden im Ablauf der Klaranlagen Carba-
penemase-bildende (KPC, VIM) E. coli und/oder KEC in niedrigen Konzentrationen nachge-
wiesen. Zudem waren im Fall einer Klaranlage KPC-produzierende E. coli und KEC im Fliel3-
gewasser unterhalb der Einleitung des Abwassers nachweisbar.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass kein deutlicher Einfluss der Krankenhausabwasser auf
die Konzentration 3GC-resistenter E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe im kommunalen Ro-
habwasser (Zulauf zu den kommunalen Klaranlagen) vorlag; dies steht im Gegensatz zu den
Carbapenemase-bildenden E. coli und KEC, deren malgebliche Quelle Krankenhausabwas-
ser darstellt.

Durch die MRGN-Klassifizierung von E. coli- und KEC-Isolaten auf Basis ihrer phanotypischen
Resistenzeigenschaften gemal KRINKO-Empfehlung (KRINKO 2012, 2019) wurde festge-
stellt, dass in den Abwassern der Krankenhauser sowohl 3MRGN als auch 4MRGN vorhanden
waren. 3MRGN-Isolate von E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe wurden in unterschiedlicher
Haufigkeit aus dem Abwasser der beprobten Krankenhauser, Rehaklinik und Sportklinik erhal-
ten. 4AMRGN-Isolate wurden nur aus den Abwassern der Krankenhauser, nicht aber aus der
Reha- und Sportklinik erhalten. Die immunochromatographisch nachgewiesenen Carbapene-
masen der 4MRGN-Isolate wiesen eine ungleiche Verbreitung in den Abwassern der einzelnen
Krankenhauser auf; es erfolgte z. B. der Nachweis ausschlieBlich KPC-positiver Isolate oder
nur OXA-48-positiver Isolate oder auch Isolate mit verschiedenen Carbapenemasen. In E. coli-
Isolaten wurden die Carbapenemasen KPC, OXA-48 oder VIM nachgewiesen, in Klebsiella-
Spezies die Carbapenemasen KPC, VIM, NDM oder die Kombination VIM und NDM (Klebs-
iella pneumoniae), in Enterobacter-Spezies die Carbapenemasen KPC oder OXA-48 und in
Citrobacter-Spezies die Carbapenemasen KPC oder VIM. Durch den sporadischen Einsatz

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—-95/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Interpretation und Einordnung der Ergebnisse

von CHROMagar mSuper CARBA erhdhte sich die Varianz der nachgewiesenen Carbapene-
mase-Kombinationen.

Multiresistente P. aeruginosa mit Resistenzen gegentber Cephalosporinen der 3. Generation
(Ceftazidim), der 4. Generation (Cefepim) und Carbapenemen (Imipenem und Meropenem)
wurden in allen unbehandelten Krankenhausabwassern und in den entsprechenden Rohab-
wassern im Zulauf der kommunalen Klaranlagen mit den Krankenhausern im Einzugsgebiet
nachgewiesen (Median in der GréRenordnung von 10* KBE/100 ml), wahrend in klinisch un-
beeinflussten Rohabwassern der Nachweis nur selten in Einzelfallen erfolgte. Im Abwasser
eines Krankenhauses wurden zudem 4MRGN-Isolate von P. aeruginosa mit unterschiedlichen
Carbapenemasen (GIM-1, VIM-1, VIM-2, IMP-31) gefunden. Wie im ARB-Projekt ist das er-
hohte Vorkommen antibiotikaresistenter P. aeruginosa einschlief3lich multiresistenter Stamme
(4MRGN, Carbapenemase-Produzenten) in Krankenhausabwassern im Vergleich zu kommu-
nalem Abwasser auch in anderen Studien beobachtet worden (SLEKOVEC et al. 2012,
HOCQUET et al. 2016, HyReKA 2022). Es wurden Carbapenemase-produzierende P. aerugi-
nosa (blaviv, blaive-20) in Klinikabwassern identifiziert, die Uber den Abwasserpfad bis in den
Ablauf der entsprechenden Klaranlagen gelangten (SLEKOVEC et al. 2012, MULLER et al. 2018,
KEHL et al. 2022).

Bakterien der Acinetobacter baumannii-Gruppe mit Carbapenem-Resistenz wurden in den un-
tersuchten Abwassern nicht nachgewiesen.

VRE, bei denen es sich ausschliellich um Enterococcus faecium handelte, wurden im Abwas-
ser aller Krankenhauser, in den klinisch-beeinflussten Rohabwassern im Zulauf zu den Klar-
anlagen und in den klinisch-unbeeinflussten kommunalen Rohabwassern im ahnlichen Kon-
zentrationsbereich (Median ca. 10® KBE/100 ml) nachgewiesen, d. h., es gab keine deutlichen
Unterschiede in der Abundanz von VRE in den Abwassern ohne bzw. mit Krankenhausabwas-
seranteil. Im Gegensatz dazu lieRen sich im HyReKa-Projekt aus klinischem Abwasser deut-
lich mehr VRE isolieren als aus urbanem/kommunalem Abwasser ohne angeschlossenes
Krankenhaus bzw. aus hauslichem Abwasser (HYREKA 2022). Allerdings wurde in einer inter-
nationalen Ubersicht festgestellt, dass Krankenh&user nicht durchgehend zur zuséatzlichen Be-
lastung von Abwassern mit VRE beitragen; in funf von 10 Studien wurden hdhere Konzentra-
tionen von VRE in Krankenhausabwassern als in kommunalen Abwassern ohne Klinikanteil
gefunden und in vier von funf Studien war es umgekehrt (HASSOUN-KHEIR et al. 2020).

Insgesamt zeigen die Befunde des ARB-Projekts, dass antibiotikaresistente bzw. multiresis-
tente fakultativ-pathogene E. coli sowie Bakterien der Gattungen Kilebsiella, Enterobacter, Ci-
trobacter, P. aeruginosa und VRE im Abwasser von Krankenhausern mit Antibiotikaeinsatz
verbreitet vorkommen konnen und bei Ableitung in das kommunale Abwassersystem im Ro-
habwasser bis zum Zulauf der Klaranlagen nachweisbar sind. Im HyReKA-Projekt wurde
ebenfalls eine deutliche und persistierende Kontamination insbesondere des Krankenhausab-
wassers mit fakultativ pathogenen ARB inklusive multiresistenter gramnegativer Krankheitser-
reger, darunter 4MRGN, sowie multiresistenter P. aeruginosa auch in der angeschlossenen
Kanalisation bis hin zum Klaranlagenzulauf nachgewiesen (MULLER et al. 2018, HYREKA
2022).

Die Beobachtungen im ARB-Projekt, dass Krankenhausabwasser eine Quelle von multiresis-
tenten Bakterien darstellen kénnen, entsprechen den Erkenntnissen anderer Untersuchungen
in Deutschland (MULLER et al. 2018, HYREKA 2022, ZACHARIAS et al. 2023) und in anderen
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Landern (HOCQUET et al. 2016; HASSOUN-KHEIR et al. 2020). Eine Kernbotschaft des HyReKa-
Projekts stellt die Aussage, dass Krankenhauser die ,starkste Quelle flr multiresistente Bak-
terien und Antibiotikarliickstande” dar (HYREKA 2022). Es wurde gezeigt, dass Krankenhauser
und besonders Stationen mit hohem Antibiotikaverbrauch Schwerpunkt-Emittenten fir hoch-
resistente Erreger sind (MULLER et al. 2018, VOIGT et al. 2020, HYREKA 2022). Am Anfang
des Abwassersystems in den Krankenhausgebauden wurden in Proben aus Waschbecken-
und Dusch-Siphons sowie Toiletten der Patientenzimmer Kontaminationen mit multiresisten-
ten Erregern, darunter Carbapenemase-bildende 4MRGN-Isolate, nachgewiesen — sowohl im
Wasser als auch in Biofilmen (SIB et al. 2019). Multiresistente Pathogene kénnen dann entlang
des Abwasserpfads vom Krankenhaus bis hin in die Umwelt, iber das Krankenhausrohabwas-
ser, das kommunale Abwasser, den Zulauf und ggf. noch im Ablauf von Klaranlagen, vorhan-
den sein, wie es z. B. fiur Carbapenem-resistente fakultativ-pathogene Bakterien, Klebsiella
pneumoniae (blanow/blaoxa-as), P. aeruginosa (blavim) (MULLER et al. 2018, KEHL et al 2022)
und Klebsiella oxytoca (blakec) (LOUDERMILK et al. 2022) beschrieben wurde, sodass dadurch
ein Eintrag und eine Verbreitung dieser ARB in Oberflaichengewassern stattfinden kann
(LOUDERMILK et al. 2022, KEHL et al. 2022, HYREKA 2022).

5.1.1 Dezentrale Behandlung von Krankenhausabwasser direkt an der Quelle

Eine Behandlung eines mit multiresistenten Bakterien belasteten Abwassers kann dezentral
bereits an der Stelle der Entstehung im Krankenhaus oder erst spater nach Vermischung mit
kommunalem Abwasser zentral in Klaranlagen erfolgen. Die Behandlung des Abwassers in
einem Krankenhaus mittels MBR und nachgeschalteter Ozonung bewirkte insgesamt eine Ab-
nahme von 3GC-E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe um ca. 5 Log-Stufen, sodass die Bak-
terien noch in geringer Konzentration (zwei Proben) oder nicht mehr nachweisbar (eine Probe)
waren.

Durch die Behandlung von Abwasser in zwei Krankenhdusern durch Einsatz einer MBR-
Anlage und nachgeschalteter Ozonung alleine oder parallel mit einer Pulveraktivkohle-Stufe
erfolgte eine Reduktion der Konzentration der multiresistenten P. aeruginosa und VRE um
mehrere Log-Stufen, sodass die Bakterien im behandelten Abwasser nicht mehr oder nur in
sehr geringer Konzentration nachgewiesen wurden.

Eine dezentrale Abwasserbehandlung in Krankenhausern kénnte somit die klinische Beein-
flussung mit multiresistenten Bakterien von kommunalem Abwasser verringern. Auch im Hy-
ReKA-Projekt wird die dezentrale Krankenhausabwasserbehandlung als sinnvoll erwahnt, um
die Verbreitung von multiresistenten Bakterien in die Umwelt zu reduzieren bzw. weitgehend
zu unterbinden. Zusatzlich tragt eine dezentrale Lésung dazu bei, dass bei Starkregenereig-
nissen weniger unbehandeltes Hochrisiko-Abwasser aus der Mischkanalisation direkt aus dem
Kanalnetz in die Gewasser eingeleitet wird (HYREKA 2022).
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5.2 Wirkung konventioneller mechanisch-biologischer
Abwasserbehandlung in Klaranlagen auf ARB

Die konventionelle mechanisch-biologische Abwasserbehandlung bewirkte eine deutliche Re-
duktion der antibiotikaresistenten Bakterien, jedoch waren auch im Ablauf der Klaranlagen
noch ARB vorhanden. Somit tragen Einleitungen aus Klaranlagen zu einer Grundbelastung
der Fliekgewasser mit ARB bei. Das Ausmal} der im ARB-Projekt festgestellten Reduktion von
ARB in kommunalen Klaranlagen entspricht der Feststellung aus zahlreichen Untersuchun-
gen, dass allgemein hygienisch-relevante Bakterien fakaler Herkunft in konventionellen Klar-
anlagen im urbanen wie landlichen Raum um ca. 2 bis 3 Log-Stufen reduziert werden, weltweit
und auch in Deutschland; soweit untersucht scheint dies auch fiir ARB, einschliel3lich multire-
sistenter Krankheitserregern, zuzutreffen (KISTEMANN et al. 2008, EXNER et al. 2018,
WELLBROCK et al. 2019, BAYERISCHES LANDESAMT FUR UMWELT 2020, HYREKA 2022). Zum
Beispiel wurden bezuglich der ARB in acht schleswig-holsteinischen Klaranlagen mit mecha-
nisch-biologischer Abwasserreinigung eine deutliche Entfernung von 3GC-resistenten E. coli
um 2,5 bis 4,3 Log-Stufen festgestellt (WELLBROCK et al. 2019). Dennoch verblieben im Ablauf
im Mittel noch ca. 102 KBE/100 ml 3GC-resistente E. coli. Im HyReKA-Projekt wurde fiir ARB
wie auch andere hygienisch-relevante Mikroorganismen eine Reduktion um im Median 3 Log-
Stufen (Spannweite: 2-4 Log-Stufen) wahrend der Passage in Klaranlagen angegeben. Den-
noch sind noch multiresistente Isolate im Klaranlagen-Ablauf nachgewiesen worden. Die Ty-
pisierung und Genomsequenzierung der Erreger zeigte, dass z. B. Carbapenemase-produzie-
rende ST147 K. pneumoniae-Stamme (NDM, OXA-48) im Abwasser einer deutschen Klinik
der Maximalversorgung uUber das entsprechend klinisch-beeinflusste kommunale Abwasser
bis hin zum Ablauf der Klaranlage ins Gewasser durchgangig nachweisbar waren (KEHL et al.
2022). Eine Verbreitung von ARB einschlieRlich multiresistenter Bakterien aus dem Klinikbe-
reich Uber den Abwasserpfad in die Umwelt kann demnach stattfinden (MULLER et al. 2018,
SCHREIBER et al. 2020, KEHL et al., 2022). Dies wurde auch durch Untersuchungen des
LANUV, die in Kooperation mit dem NRZ Bochum durchgefiihrt wurden, fir im ARB-Projekt
untersuchte ausgewahlte Krankenhausabwasser-beeinhaltende Probenserien bestatigt (siehe
Kapitel 7).

In diesem Zusammenhang wurde im ARB-Projekt festgestellt, dass die Nachweishaufigkeit
bzw. Konzentration multiresistenter Bakterien im Flieligewasser unterhalb der Einleitung der
untersuchten Klaranlagen haufig hdher waren als im Gewasser oberhalb der Einleitungsstel-
len. Dies bestéatigt die Rolle von Klaranlagenablaufen als Punktquellen von ARB wie es eben-
falls auch in anderen Studien berichtet wurde und auch fur ARG und Antibiotikarickstande in
Oberflachengewassern zutrifft (MULLER et al. 2018, VOIGT et al. 2020).
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5.3 Weitergehende Abwasserbehandlung und ihre Wirkung auf
ARB

Die konventionelle mechanisch-biologische Abwasserbehandlung in Klaranlagen verhindert
nur unzureichend die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen. Um die Moéglichkeit einer weite-
ren Reduktion von ARB im Reinigungsprozess des Abwassers in Klaranlagen zu untersuchen,
wurden kommunale Klaranlagen mit bereits in Betrieb befindlicher weitergehender Abwasser-
behandlung in das Messprogramm aufgenommen. Es handelte sich um eine begrenzte Aus-
wahl von jeweils einer Klaranlage pro zusatzlicher Verfahrensstufe (UV-Bestrahlung, Retenti-
onsbodenfilter oder Membranfiltration) bzw. zwei Klaranlagen mit Ozonung als zuséatzliche
Verfahrensstufe. Wie im Fall der kommunalen Klaranlagen ohne weitergehende Behandlung
wiesen diese Klaranlagen ebenfalls durch die konventionelle mechanisch-biologische Behand-
lung eine Reduktion von 3GC-resistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe um ca. drei
Log-Stufen auf.

Die weitergehenden Verfahren der Abwasserbehandlung zeigten bezlglich additiver Reduk-
tionleistungen flr die Parameter E. coli und KEC eine unterschiedliche Effektivitat. Im Fall der
Ozonung trat keine ausgepragte Reduktion auf. Bei UV-Bestrahlung und weitergehender Ab-
wasserbehandlung mittels Retentionsbodenfilter wurde eine zusatzliche Reduktion um etwa 2
Log-Stufen bis hin zu keinem Nachweis, durch Einsatz von Membranfiltration ein vollstandiger
Ruickhalt nachgewiesen. Insgesamt weisen die Beobachtungen darauf hin, dass zumindest im
Fall der hier berlcksichtigten multiresistenten E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe weiter-
gehende Abwasserbehandlungen unterschiedliche Reduktion bewirken konnen. Insbesondere
die Membranfiltration in Membranbioreaktoren (MBR) sowie der Retentionsbodenfilter, aber
auch die UV-Bestrahlung, erwiesen sich effektiver als die Ozonung.

Die Effektivitat von im ARB-Projekt untersuchten weitergehenden Verfahren der Abwasserbe-
handlung wurde ebenfalls in anderen Studien untersucht. Im ARA-Projekt (siehe Seite 23)
wurden an zwei Klaranlagen mit MBR eine Abnahme von ESBL-produzierenden E. coli um ca.
vier bis finf Log-Stufen festgestellt; in den Ablaufproben wurden nur einzelne Kolonien (< 2
KBE/100 ml) in 5 von 15 Proben nachgewiesen, was auf einen weitgehenden Ruckhalt durch
die Membranfiltration hindeutet (ZACHARIAS et al. 2023). Fur Retentionsbodenfilter zur Be-
handlung von Abwasser einer kommunalen Klaranlage in Deutschland (in zwei halbtechni-
schen Retentionsbodenfiltern als vierte Reinigungsstufe) wurde wie im ARB-Projekt eine Ab-
nahme um 2,3 Log-Stufen (Median) und in einer grof3technischen RBF-Anlage zur Mischwas-
serbehandlung eine Abnahme um ca. eine Log-Stufe fur ESBL-E. coli im Abwasser beschrie-
ben (ZACHARIAS et al. 2020, HYREKA 2022). Die Eignung von UV-Bestrahlung zur Eliminierung
von ARB wurde ebenfalls in anderen Studien untersucht. In zwei schleswig-holsteinischen
Klaranlagen mit einer Reduktion von 3GC-resistenten E. coli um ca. 3 Log-Stufen durch kon-
ventionelle mechanisch-biologische Reinigung konnte in Kombination mit anschlieliender UV-
Desinfektion insgesamt eine Reduktion um mindestens 6 Log-Stufen erreicht werden, sodass
im Ablauf der Klaranlagen die Nachweisgrenze fur die 3GC-resistenten E. coli mehrfach un-
terschritten wurde (WELLBROCK et al. 2019).

Im HyReKA-Projekt wurden verschiedene erweiterte Abwasserbehandlungsverfahren der
GrolR¥klaranlage Steinhaule verglichen. Es zeigte sich auch hier, dass die Ultrafiltration die ef-
fektivste Reduktion (bis zu 6 Log-Stufen) von fakultativ-pathogenen Bakterienspezies und
ARG bewirkte. Die Kombination von Ozon gekoppelt mit Aktivkohlefiltration (Abbau/Inaktivie-
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rung von Antibiotikarickstanden und Spurenstoffen) und einer nachfolgenden Membranfiltra-
tion (Barrierefunktion flr Bakterien) wird als ein sinnvolles Verfahren angegeben, um sowohl
Bakterien zurlickzuhalten, als auch Selektionsereignisse fur Antibiotikaresistenzen effektiv zu
bekampften (HEMBACH et al. 2019, HYREKA 2022). Im HyReKA-Projekt wurde vorgeschlagen,
dass sich zur Beurteilung der Reduktionsleistung im Rahmen einer Abwasserbehandlung
ESBL-produzierende E. coli als einfacher, haufig vorkommender und resistenter Fakalindika-
tor fUr ein regelmaiges Monitoring anbietet (HYREKA 2022). Dies kann aufgrund der im Rah-
men des ARB-Projektes unter Qualitatssicherheitsaspekten beurteilten Untersuchungsmetho-
den bestatigt werden.

5.4 Abwasser aus Betrieben der Fleischwirtschaft

Abwasser aus Schlachthéfen gelten ebenfalls als Quellen von antibiotikaresistenten, fakulta-
tiv-pathogenen Bakterien. Im ARB-Projekt wurden dazu in einem Betrieb der Geflligelverar-
beitung, in einem Betrieb der Gefligelschlachtung und zwei Betrieben der Schweineschlach-
tung jeweils das Rohabwasser (Zulauf) und das Abwasser nach Behandlung in den betriebs-
eigenen Abwasserbehandlungsanlagen (Ablauf) untersucht. 3GC-resistente E. coli und Bak-
terien der KEC-Gruppe waren in allen Rohabwasserproben vorhanden, die Abwasserbehand-
lung fuhrte zur Reduktion um mehrere Log-Stufen in unterschiedlichem Ausmal3; die Bakterien
waren im behandelten Abwasser in geringeren Konzentrationen noch enthalten oder waren
nicht mehr nachweisbar.

Unter den Enterobacterales wurden 3MRGN-Isolate von E. coli im Rohabwasser der vier Be-
triebe und zusatzlich Isolate von Klebsiella-Spezies (einmalige Befunde) in zwei Betrieben
nachgewiesen. In behandelten Abwassern wurden 3GC-resistente E. coli noch in drei Betrie-
ben und 3GC-resistente Klebsiella-Spezies in einem Betrieb nachgewiesen. 3MRGN-
P. aeruginosa und 3MRGN-A. baumannii waren in keiner Abwasserprobe nachweisbar.
4MRGN-Isolate wurden in den Abwassern nicht nachgewiesen; mit einer Ausnahme des
Nachweises eines 4AMRGN-Isolats von A. baumannii (mit OXA-72-Carbapenemase) in der Ro-
habwasserprobe eines Betriebs der Schweineschlachtung. Vancomycin-resistente Enterokok-
ken wurden in den Abwassern aller untersuchten Betriebe nicht nachgewiesen.

Insgesamt entsprechen die Befunde tendenziell Ergebnissen aus dem HyReKA-Projekt, dass
in im Betrieb anfallenden Rohabwassern und behandelten Abwassern von untersuchten Ge-
fligel- und Schweineschlachthéfen ESBL-produzierende E. coli ubiquitar vorkommen, aber
4MRGN-Isolate nicht nachgewiesen wurden (SAVIN et al. 2020, HYREKA 2022). Auch hier
zeigt sich, dass eine dezentrale Behandlung des Schlachthofabwassers in den ABA der Be-
triebe bei Indirekteinleitern zu einer Minderung der Belastung durch ARB in Klaranlagen bzw.
bei Direkteinleitern in Oberflachengewassern (Vorfluter) beitragen kann (HYREKA 2022).
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5.5 3MRGN und 4MRGN

Im ARB-Projekt erfolgte weitergehend die Eingruppierung von Isolaten der 3GC-resistenten
bzw. ESBL- und Carbapenemase-bildenden Enterobacterales, die mittels CHROMagar ESBL
(Fa. Mast) als selektivem Primarmedium erhalten wurden, als multiresistent gegenuber drei
bzw. vier Antibiotikagruppen (3MRGN bzw. 4AMRGN) gemaft Empfehlung der KRINKO (2012,
2019). SMRGN-Enterobacterales wurden ubiquitar in allen untersuchten Anlagen und in den
meisten FlieRgewassern nachgewiesen mit Ausnahme dreier Gewasser in Bereichen, die re-
gelmaRig trockenfallen, und der Gewasser Laufenbach und Rur im Bereich der betrachteten
Klaranlagen (Konzen und Monschau). 4MRGN-Isolate wurden mittels dieser Analytik aus-
schliefllich aus Krankenhausabwasser, aus Rohabwasser und behandeltem Abwasser von
Klaranlagen mit angeschlossenen Krankenhausern sowie im FlieRgewasser aus dem Bereich
unterhalb der Einleitung dieser Klaranlagen nachgewiesen. Diese Befunde weisen darauf hin,
dass Krankenausabwasser eine Ursache fiir den Eintrag von 4MRGN in kommunales Abwas-
ser darstellen kdnnen, die 4MRGN ggf. nicht vollstandig wahrend der Abwasserbehandlung
entfernt werden und dann durch die Einleitung in das FlieRgewasser eingetragen werden.

Die stichprobenartige Verwendung des bzgl. 4AMRGN selektiveren und dementsprechend sen-
sitiverem Primaragarndhrmedium CHROMagar mSuperCARBA zeigte auch den Nachweis
von 4MRGN in Proben ohne Krankenhausabwasseranteil.

Auch im HyReKA- und ARA-Projekt wurden SMRGN-Isolate von E. coli ubiquitar in klinisch-
beeinflusstem und klinisch-unbeeinflusstem Rohabwasser nachgewiesen, wahrend 4MRGN-
Isolate in allen Krankenhausabwassern vorkamen. Dagegen waren in klinisch-unbeeinflussten
Abwassern 4MRGN entweder nicht oder nur mit einer geringeren Haufigkeit vorhanden
(HYREKA 2022, ZACHARIAS et al. 2023). Aulzerdem zeigte sich im HyReKA-Projekt, dass Kran-
kenhausabwasser das am hochsten belastete Reservoir von multiresistenten Erregern
(B3MRGN und 4MRGN) darstellten und die Anzahl multiresistenter Isolate deutlich die Anzahlen
in kommunalem Abwasser und Oberflachenwasser ohne Klinik- und Industrie-Beeinflussung
Ubertraf (HYREKA 2022).

Von den Carbapenemasen, auf welche die 4MRGN-Isolate mittels immunochromatographi-
scher Bestimmung untersucht wurden, wurden im ARB-Projekt OXA-48 und OXA-48-like,
NDM, VIM, KPC nachgewiesen, nicht aber die Carbapenemase IMP. Die Carbapenemase-
Befunde deuteten auf eine geographisch unterschiedliche Verteilung dieser in Bezug auf die
Herkunft der Abwasser hin. KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) wurde vorwiegend
in Isolaten aus Proben der Probenserien Engelskirchen und Waldbrdl nachgewiesen; OXA-48
und OXA-48-like (Oxacillinasen) in solchen aus den Probenserien Lidenscheid und Minster.
Im letztgenannten Fall wurde aufierdem vermehrt VIM (Verona-Integron-Metallo-R-Lactama-
sen) bestatigt. Aus dem FlieRgewasser unterhalb der Einleitung der Klaranlage Engelskirchen
wurden Isolate von KPC-produzierenden E. coli und Bakterien der Gattungen Klebsiella und
Citrobacter erhalten; aus jenem unterhalb der Einleitung der Klaranlage Ludenscheid Schlit-
tenbachtal ein OXA-48-produzierendes Isolat einer Enterobacter Spezies. Oberhalb der Ein-
leitungen waren keine entsprechenden Carbapenemase-bildenden Bakterien nachweisbar.
Dies weist auf die Mdglichkeit hin, dass Carbapenemase-produzierende fakultativ-pathogene
Bakterien aus den Ablaufen von Klaranlagen in Gewasser eingetragen werden kénnen und
dort ggf. persistieren oder sich sogar vermehren.
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In zwei Isolaten von K. pneumoniae wurden sowohl VIM als auch NDM (Neu-Delhi Metallo-3-
Lactamasen) nachgewiesen, aus einer Krankenhausabwasser-Probe sowie einer Rohabwas-
ser-Probe (Zulauf) der Klaranlage (Minster-Geist), an welcher dieses Krankenhaus ange-
schlossen ist. Die Anzahl von Isolaten (C. freundii, Enterobacter cloacae, E. coli, K. pneumo-
niae) mit zwei Carbapenemasen wurde nach Einfihrung des Primaragarndhrmediums
CHROMagar mSuper CARBA deutlich erhéht. Aus Proben mit Krankenhausabwasseranteil
(Rohabwasser, behandelte Abwasser sowie KH-Abwasser beeinflusste Oberflachenwasser)
wurden insgesamt 30 Bakterienisolate mit zwei Carbapenemasen gewonnen, wobei die Kom-
bination aus VIM und GIM, VIM und OXA-48, VIM und NDM, VIM und KPC, KPC und GIM,
KPC und OXA-48 sowie NDM und OXA-48 nachgewiesen werden konnte.

Krankheitserreger, welche zwei Carbapenemasen bilden, sind besonders problematisch, weil
bei Infektionen mit solchen Erregern auch neu entwickelte Antibiotika haufig nicht mehr wirk-
sam sind.

5.6 Nachweismethoden Carbapenemase bildendender
Enterobacterales (AMRGN)

Im Rahmen des Messprogramms des ARB-Projekts basierten alle Befunde auf der Analytik
mittels CHROMagar ESBL (Fa. Mast) als primarem Selektivnahrmedium. Im Lauf des Projekts
wurden weitergehende Erkenntnisse zur Methodik des Nachweises von Carbapenemase bild-
endenden Enterobacterales — und somit 4MRGN-Isolaten — im Abwasser und Oberflachen-
wasser gewonnen durch einen Vergleich der Verwendung der selektiven Agarnahrmedien
CHROMagar ESBL und CHROMagar mSuperCARBA (Fa. Mast). Es zeigte sich, dass eine
bis zu 3,6 Log-Stufen héhere Wiederfindung der Carbapenemase-bildenden Zielorganismen
(E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe) mit CHROMagar mSuperCARBA erzielt wurde. Es
wurde ersichtlich, dass die alleinige Verwendung von CHROMagar ESBL zudem zu Minder-
befunden oder sogar zu falsch-negativen Ergebnissen bezliglich Carbapenemase-bildender
Zielorganismen (4MRGN) fuhren kann. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Verwen-
dung von CHROMagar mSuperCARBA zusatzlich zu dem haufiger verwendeten CHROMagar
ESBL zum Nachweis Carbapenemase-bildender Enterobacterales in Abwasser und abwas-
serbeeinflusstem Oberflachenwasser aufgrund der humanmedizinischen Relevanz des Auf-
tretens von 4MRGN zu empfehlen ist.

5.7 Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen (ARG) in
Abwassern und Oberflachengewassern

Antibiotikaresistenzgene (ARG) sind der Bereich der DNA, der fur die Eigenschaft zur Antibi-
otikaresistenz codiert. Der Nachweis von Resistenzgenen in der Umwelt erfolgt durch moleku-
larbiologische Methoden. Beim Nachweis von ARG aus Umweltproben handelt es sich um
Resistenzgene aus Umweltbakterien, aus bakteriellen Krankheitserregern oder um freie DNA.
Vor dem Hintergrund des Auftretens von Antibiotikaresistenzen im klinischen Kontext wird zu-
nehmend auch der Nachweis von ARG in der aquatischen Umwelt, insbesondere Abwasser,
als wichtiges Reservoir fir ARG bericksichtigt.
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Im ARB-Projekt lag der Fokus auf dem qualitativen Nachweis von insgesamt zehn Antibiotika-
resistenz vermittelnden Genen; und zwar ESBL-(blatem, blasny und blactx-m) und Carbapene-
mase-Genen (blaoxass, blaww, blawc, blauwund blaw:), die haufig in klinisch-relevanten, fakultativ-
pathogenen gramnegativen Bakterien wie E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe vorkommen,
sowie Vancomycin-Resistenz-Genen (vanA und vanB) von grampositiven Enterokokken.

ESBL- und Carbapenemase-Gene sowie Vancomycin-Resistenz-Gene wurden im Vergleich
zu Rohabwasser aus sechs kommunalen Klaranlagen ohne Krankenhguser im Einzugsgebiet
mit erhdhter Haufigkeit in Abwasser aus Krankenhausern sowie in Rohabwasser (Zulauf) aus
vier kommunalen Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet nachgewiesen. Das
vanB-Gen stellte eine Ausnahme dar, da es mit gleicher Haufigkeit im Rohabwasser aus Klar-
anlagen mit und ohne Krankenhausern im Einzugsgebiet auftrat. Diese Befunde weisen darauf
hin, dass Krankenhausabwasser eine bedeutsame Quelle fir ARG darstellen kdnnen. Dies
wurde auch in anderen Untersuchungen festgestellt (HYREKA 2022, PAULUS et al. 2019).

Im Vergleich zum Rohabwasser (Zulauf) waren im gereinigten Abwasser (Ablauf) der kommu-
nalen Klaranlagen die ESBL- und Carbapenemase-Gene sowie die Vancomycin-Gene meist
mit geringerer Haufigkeit nachweisbar, insbesondere in Anlagen mit weitergehender Abwas-
serbehandlung; in einer Klaranlage (Konzen) mit weitergehender Behandlung (MBR) waren
alle zehn ARG nicht mehr detektierbar. Die Verringerung von humanmedizinisch bedeutsamen
ARG in Abwasser durch die Behandlung in Klaranlagen wurde in zahlreichen Publikationen
weltweit und auch in Deutschland beschrieben. In vielen Studien wurden quantitative Bestim-
mungen der Genkopien entsprechender ARG durchgefiihrt, wodurch die Reduktion von ARG
berechnet werden konnte. So wurde in bayrischen Klaranlagen wahrend der Abwasserbe-
handlung eine Reduktion der Konzentration von acht verschiedenen ARG, darunter auch die
im ARB-Projekt berticksichtigten Gene blactx-m-32, blaviv, blaoxa-4s und vanA, um ca. 2 bis 2,5
Log-Stufen beschrieben (BAYERISCHES LANDESAMT FUR UMWELT 2020).

Es gab aber auch Befunde eines erhéhten Nachweises im Ablauf im Vergleich zum Zulauf,
insbesondere im Fall des Carbapenemase-Gens blawe, das tendenziell haufiger im behandel-
ten Abwasser als im Rohabwasser nachgewiesen wurde, sowohl in Klaranlagen mit als auch
ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet. Im Fall der Vancomycin-Resistenz-Gene vanA und
vanB wurden in mehreren Klaranlagen keine Veranderungen der Nachweishaufigkeiten im
Zulauf und Ablauf festgestellt. Eine ahnliche Beobachtung wurde fur eine japanische Klaran-
lage mit konventioneller mechanisch-biologischer Abwasserbehandlung fir die Gene vanA
und vanB berichtet (FURUKAWA et al. 2022).

Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Abwasserbehandlung in kommunalen Klaranlagen
keine einheitliche Wirkung auf die Abundanz verschiedener ARG hat. In Abhangigkeit der je-
weiligen Resistenzgene kénnen unterschiedliche Prozesse eine Rolle spielen, so dass aulder
einer Entfernung, moglicherweise auch eine Persistenz sowie sogar eine Zunahme der ARG
zu erwarten sein kann. Griinde hierfir kdnnten beispielsweise die Sorption von ARG an Be-
lebtschlamm und ein Verbleib von ARG in der biologischen Stufe der Klaranlage durch den
Rucklaufschlamm sein. Durch horizontalen Gentransfer kdnnten Belebtschlammbakterien An-
tibiotikaresistenzen erwerben und maéglicherweise durch Zellvermehrung auch eine Zunahme
der ARG bewirken. Eine Anreicherung verschiedener ARG (z. B. blarem-1) und horizontaler
Gentransfer durch Transformation in Belebtschlamm von Klaranlagen wurde bereits beschrie-
ben (WANG et al. 2021).
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Im ARB-Projekt wurden oberhalb der Einleitungen aller Klaranlagen keine ESBL- und Carba-
penemase-Gene nachgewiesen mit Ausnahme des einmaligen Nachweises von blactx-.m. Un-
terhalb der Einleitungen wurden keine ESBL-Gene nachgewiesen, auch dann, wenn ESBL-
Gene (blasnv und blactx-m) im Ablauf der einleitenden Klaranlagen nachweisbar waren; mogli-
che Grunde sind zum Beispiel Verdinnungseffekte sowie Sorption an Biofilme und Sedimente.
Die Carbapenemase-Gene blaoxa-as, blanom, blakec und blayim waren vereinzelt unterhalb der
Einleitungen von zwei Klaranlagen vorhanden. Dies weist darauf hin, dass die entsprechenden
FlieRgewasser nur selten mit den im ARB-Projekt berlicksichtigten ARG belastet waren. Hier
ist jedoch die im Vergleich zum Kulturverfahren deutlich erhdhte Nachweisgrenze molekular-
biologischer Verfahren zu beachten. Ein nicht erfolgter Gen-Nachweis schlief3t nicht das Vor-
handensein entsprechender genetischer Marker aus.

5.8 Vorkommen von ARB und ARG in Badegewassern

Insbesondere durch Abwassereinleitungen oder im Rahmen von Niederschlagsereignissen
durch Mischwassereinleitungen sowie Abschwemmungen von landwirtschaftlichen Flachen
konnen fakale Verunreinigungen und damit auch krankheitserregende, antibiotikaresistente
Darmbakterien in Badegewasser gelangen. Im Rahmen des ARB-Projekts wurden in der Ba-
desaison 2020 drei nordrhein-westfalische Badegewasser mit Abwassereinleitungen im jewei-
ligen Einzugsgebiet auf das Vorkommen von klinisch-relevanten ARB und ARG untersucht. In
zwei Badegewassern, Aasee (Bocholt) und Bettenkamper Meer (Moers), wurden keine der
ARB oder ARG des Untersuchungsumfangs (siehe Kapitel 4.7, Seite 91) nachgewiesen. In
einem Badegewasser, Seaside Beach/Baldeneysee (Essen), wurde in einer von vier Proben
ESBL-bildende E. coli (3MRGN-Isolat) und ESBL-bildende P. aeruginosa in niedriger Kon-
zentration nachgewiesen (jeweils 1 KBE /100 ml). Andere ARB oder ARG waren nicht nach-
weisbar. Zum Zeitpunkt der Probenahme bestand ein zeitweiliges Badeverbot aufgrund einer
zu beanstandenden hygienisch-mikrobiologischen Qualitdt des Gewassers. Dies kann eine
plausible Erklarung fur den Nachweis der Kontamination mit ARB darstellen.

Die im ARB-Projekt untersuchten Badegewasser waren bereits im Jahr 2018 in einem Son-
deruntersuchungsprogramm zur Bestandsaufnahme von ARB und ARG inkludiert. Hier wur-
den zehn nordrhein-westfalischen Badegewassern einbezogen (LANDESAMT FUR NATUR,
UMWELT UND VERBRAUCHERSCHUTZ NORDRHEIN-WESTFALEN 2019). Erganzt wurde das Son-
deruntersuchungsprogramm mit Daten zu sechs weiteren Badegewassern in Nordrhein-West-
falen (DOHLA et al. 2020). Alle Badegewasser entsprachen den Anforderungen der EU-
Badegewasserrichtlinie. In zwei Gewassern wurden einmalig ebenfalls 3BMRGN-E. coli in nied-
rigen Konzentrationen nachgewiesen, darunter wie im ARB-Projekt im Seaside
Beach/Baldeneysee (2 KBE/100 ml) in Essen und auch im Elfrather See (4 KBE/100 ml) in
Krefeld. Drei Wasserproben enthielten sehr geringe Konzentrationen von ARB, drei Proben
geringe Antibiotika-Konzentrationen und eine Probe ein Resistenzgen. Fur zwei Badegewas-
ser wurde eine systematische Belastung mit ARB, ARG und Antibiotikariickstanden angenom-
men. Vier Badegewasser wiesen einmalige Kontaminationen auf, zehn Badegewasser waren
unbelastet. Es wurde geschlussfolgert, dass die Einhaltung der mikrobiologisch-hygienischen
Anforderungen nach EU-Badegewasserrichtlinie nur ein geringes bzw. kein Kontaminations-
potential mit ARB, ARG und Antibiotikariickstanden nach sich zieht (DOHLA et al. 2020). Auf
Basis dieser Ergebnisse wird in der Studie angegeben, dass zurzeit kein erhéhtes Risiko der
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Kolonisierung oder Infektion durch multiresistente Bakterien in Badegewassern in Nordrhein-
Westfalen besteht (DOHLA et al. 2020).

Diese Befunde und Schlussfolgerungen decken sich mit Untersuchungsergebnissen zu Bade-
gewassern (Binnengewasser) aus anderen Bundeslandern. Jeweils zehn Badegewasser
(Seen) in Studbayern und in Nordbayern wurden im Rahmen der Studie ,Antibiotikaresistente
Bakterien (ARB) in bayerischen Badegewassern® (VALENZA et al. 2019) beziglich des Vor-
kommens von potentiell klinisch-relevanten ARB untersucht. Nur in Einzelfallen wurden ARB
in relativ geringen Konzentrationen in zwei bzw. acht der jeweils zehn Badegewasser in Sid-
bzw. Nordbayern gefunden: Ein E. coli-Isolat mit ESBL-Bildung und 3MRGN-Phanotyp, zwei
E. coli-lsolate mit ESBL-Bildung und 2MRGN-Phanotyp und zwei Serratia-lsolate mit ESBL-
Bildung und 2MRGN-Phanotyp in Sudbayern; zwei E. coli-Isolate mit ESBL-Bildung und
3MRGN-Phanotyp, vier E. coli-Isolate mit ESBL-Bildung und 2MRGN-Phanotyp, elf Serratia-
Isolate mit ESBL-Bildung und 2MRGN-Phanotyp, zwei Pseudomonas-Isolate mit 4MRGN-
Phanotyp und zwei Acinetobacter-Isolate mit 4AMRGN-Phanotyp in Nordbayern. Es wurde da-
rauf hingewiesen, dass die Ergebnisse der mikrobiologischen Routineuntersuchungen dieser
Seen im Rahmen der Uberwachung der Badewasserqualitit keine Uberschreitung der Kon-
zentrationen von E. coli und intestinalen Enterokokken ergaben, ab denen eine mangelhafte
Badegewasserqualitait bzw. eine Gesundheitsgefahrdung angenommen werden muss
(VALENZA et al. 2019).

In einer schleswig-holsteinischen Untersuchung wurden in vier Untersuchungsgebieten Klini-
kabwasser, Zu- und Ablaufe der entsprechenden Klaranlagen und méglicherweise durch be-
handelte Abwasser beeinflusste Badegewasser untersucht (DECIUS et al. 2022). 3SMRGN- und
4MRGN Isolate von P. aeruginosa sowie 3MRGN-Isolate von K. pneumoniae wurden aus Kili-
nikabwasser und den Zu- und Ablaufen der Klaranlagen gewonnen. In keiner von 33 Badege-
wasserproben wurde hingegen laut Bericht ,humanmedizinisch besonders bedenkliche
4MRGN (P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae und Klebsiella oxy-
toca) nachgewiesen®. Ein 3AMRGN-Isolat von K. pneumoniae wurde aus einer Badegewasser-
probe erhalten.

In einer Studie in der Metropolregion Leipzig konnte gezeigt werden, dass bei sechs beprobten
Badegewassern nur Einzelbefunde von Isolaten mit 3MRGN-Resistenzphanotyp (dreimal
E. coli, je einmal Acinetobacter pittii und Serratia marcescens) auftraten; entsprechende mul-
tiresistente Vertreter der KEC-Gruppe und P. aeruginosa wurden nicht nachgewiesen
(HOFFMANN et al. 2022).

Im Auftrag des niedersachsischen Ministeriums flir Soziales, Gesundheit und Gleichstellung
hat das Niedersachsische Landesgesundheitsamt (NLGA) in der Badesaison 2018 ein orien-
tierendes Messprogramm durchgefihrt, um einen Einblick in das Vorkommen und die Verbrei-
tung klinisch-relevanter ARB in niedersachsischen Badegewassern zu gewinnen (NIEDER-
SACHSISCHES LANDESGESUNDHEITSAMT 2019). Dazu wurden vier reprasentative Badegewas-
ser-Typen (ein Baggersee und ein Kistengewasser, weitgehend frei von Abwassereintragen;
ein FlieRgewasser mit Beeinflussung durch Abwasser aus Klaranlagen und Abschwemmun-
gen von landwirtschaftlichen Flachen; ein von einem Fluss durchstrdmter Flachsee mit
schwankender Abwasserbelastung) untersucht. In den untersuchten Proben wurden zu kei-
nem Zeitpunkt fakultativ-pathogene Bakterien mit klinisch-relevanten Antibiotikaresistenzen
(B3MRGN, 4MRGN und VRE) kulturell nachgewiesen. In Rahmen einer weiteren Studie in Nie-
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dersachsen wurden 18 (offizielle) Badeseen auf ESBL- und Carbapenemase-bildende Entero-
bacterales untersucht (CIMEN et al. 2023). Nur in einem der 18 Badeseen wurde ein AmpC-
positives Isolat von Citrobacter braakii nachgewiesen.

Mit héherer fakaler Belastung eines Badegewassers kann die Wahrscheinlichkeit erhéht wer-
den, dass damit auch Krankheitserreger, darunter auch ARB mit Multiresistenzen vorkommen.
Insgesamt zeigen allerdings die Ergebnisse der in verschiedenen Bundeslandern durchge-
fuhrten Untersuchungsprogramme, dass die Belastung von Badegewassern, die die Anforde-
rungen der EU-Badegewasserrichtlinie erflillen, mit klinisch-relevanten Krankheitserregern
durchgehend relativ gering ausfallt.

In Badegewassern mit ausgezeichneter oder guter Qualitdt gemalR der EU-Badegewasser-
richtlinie wird beim Schwimmen ein Kontakt, aber auch die Kolonisierung und Infektion mit
fakultativ-pathogenen Bakterien mit erworbener Antibiotikaresistenz bei gesunden Menschen
ohne erhoéhte Vulnerabilitat als unwahrscheinlich angesehen (UMWELTBUNDESAMT 2018,
EXNER et al. 2018). Ausfuhrliche Beschreibungen zur gesundheitlichen Bewertung bzw. Risi-
kobewertung flir Personen ohne und mit erhdhter Vulnerabilitat in Abhangigkeit von der Expo-
sition ohne bzw. mit ARB, ARG und Antibiotika in Badegewassern finden sich in EXNER et al.
(2018), DOHLA et al. (2019) und VALENZA et al. (2019).
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6 Fazit und Ausblick

6.1 Vorkommen von klinisch-relevanten antibiotikaresistenten
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Abwassern und
FlieBgewassern in Nordrhein-Westfalen

Das ARB-Projekt zeigt nachdricklich das Vorkommen von klinisch-relevanten antibiotika-
resistenten Bakterien in Abwassern und FlieBgewdssern in Nordrhein-Westfalen. Dieser
Sachverhalt betrifft nicht nur Abwéasser im Kontext von Krankenhausern, kommunalen Klar-
anlagen und Abwasserbehandlungsanlagen von Betrieben der Fleischwirtschaft, sondern
zeigt auch das FlieBRgewasser im Bereich oberhalb und unterhalb der Einleitung dieser Klar-
anlagen betroffen sind. Damit stehen die Ergebnisse dieses Projekts im Einklang mit Befun-
den anderer Untersuchungen in Deutschland, wie HyReKA, sowie international (siehe hierzu
Kapitel 5).

Klinisch relevante ESBL-bildende E. coli und Bakterien der Gattungen Klebsiella, Enterobac-
ter und Citrobacter sowie 3MRGN-Enterobacterales (der genannten Bakterienart bzw. Gattun-
gen) wurden nahezu ubiquitar in den untersuchten Wassern nachgewiesen.

Der Nachweis von den besonders besorgniserregenden Carbapenemase-bildenden Bakte-
rien und damit auch von 4MRGN-Enterobacterales erfolgte mit der Standardmethode (Ver-
wendung von CHROMagar ESBL) nahezu ausschlieBlich im Krankenhausabwasser, im
Abwasser von Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet sowie vereinzelt im Flief3-
gewasser unterhalb deren Einleitung. Die Erweiterung der Untersuchungsmethode durch ein
sensitiveres Verfahren (Verwendung von CHROMagar mSuperCARBA) zeigte jedoch, dass
diese Bakterien auch an Probenahmestellen ohne direkten Bezug zu Krankenhausabwas-
ser sowie vermehrt im Oberflachenwasser nachgewiesen werden konnte.

Antibiotikaresistenzgene (ESBL- und Carbapenemase-Gene sowie das vanA-Gen) wurden
mit erhdhter Haufigkeit in Abwassern aus Krankenhausern sowie im Rohabwasser aus vier
kommunalen Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet nachgewiesen. Diese Be-
funde weisen darauf hin, dass Krankenhausabwasser eine bedeutsame Quelle fir ARG dar-
stellen kdnnen.

In den untersuchten Gewassern wurden oberhalb der Einleitungen aller Klaranlagen (mit Aus-
nahme des einmaligen Nachweises von blactx-v) keine ESBL- und Carbapenemase-Gene
nachgewiesen. Ebenso wurden unterhalb der Einleitungen keine ESBL-Gene nachgewiesen.
Die Carbapenemase-Gene blaoxa-as, blanom, blakec und blayim waren vereinzelt unterhalb der
Einleitungen zweier Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet vorhanden. Dies weist
darauf hin, dass die entsprechenden FlieRgewasser eher selten mit den im ARB-Projekt be-
ricksichtigten ARG belastet waren.
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6.2 Wirkung konventioneller und weitergehender
Abwasserbehandlungsverfahren

Die konventionelle mechanisch-biologische Abwasserbehandlung fiihrt zu einer Verringe-
rung der Konzentration an klinisch-relevanten antibiotikaresistenten Bakterien — um im Mit-
tel etwa 3 Log-Stufen — jedoch nicht zu deren vollstandigen Elimination. Ein dauerhafter Ein-
trag in die Umwelt kann daher durch diese Art der Behandlung nicht verhindert werden. Wei-
tergehende Abwasserbehandlungsverfahren wie UV-Bestrahlung oder DurchflieRen eines
Retentionsbodenfilters bewirken eine zusatzliche Verringerung um etwa 2 Log-Stufen.
Die Verwendung einer Membranfiltration (Ultrafiltration) ermdglicht einen vollstéandigen
Riickhalt der Bakterien.

Die untersuchten Antibiotikaresistenzgene waren im Vergleich zum Rohabwasser (Zulauf)
im gereinigten Abwasser (Ablauf) der kommunalen Kladranlagen meist mit geringerer Haufig-
keit nachweisbar, insbesondere in Anlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung; in einer
Klaranlage (Konzen) mit weitergehender Behandlung (MBR) waren alle zehn ARG nicht mehr
detektierbar. Es gab aber auch Befunde eines erhdhten Nachweises im Ablauf im Vergleich
zum Zulauf, insbesondere im Fall des Carbapenemase-Gens blave. Im Fall der Vancomycin-
Resistenz-Gene wurden in mehreren Klaranlagen keine Veranderungen der Nachweishaufig-
keiten im Zulauf und Ablauf festgestellt. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Abwas-
serbehandlung in kommunalen Klaranlagen keine einheitliche Wirkung auf die Abundanz
verschiedener ARG hat. In Abhangigkeit der jeweiligen Resistenzgene konnen unterschiedli-
che Prozesse eine Rolle spielen, so dass aulder einer Entfernung méglicherweise auch eine
Persistenz sowie sogar eine Zunahme der ARG zu erwarten sein kann.

6.3 Vergleich mit Ergebnissen des HyReKA- und des ARA-
Projekts

Die Ergebnisse des ARB-Projekts bestatigen folgende Aussagen aus den Kernbotschaften
1 bis 3 des HyReKA-Projekts (HYREKA 2022; siehe Seite 22):

e Krankenhauser stellen die starkste Quelle fir multiresistente Bakterien dar;

e kommunale Klaranlagen kénnen nur unzureichend Antibiotikaresistenzen reduzieren;
dazu sind zuséatzliche kombinatorische Verfahren bereits einsetzbar;

e Prozessabwasser aus Schlachthéfen enthielten Antibiotika-resistente Bakterien
(ESBL-Bildner), die aber die geringste Multi-Resistenz [Anm.: 3MRGN, 4MRGN] auf-
wiesen.

Wie im ARA-Projekt (siehe Seite 23) beziehen sich die Ergebnisse hinsichtlich des Kranken-
hausabwassers im ARB-Projekt auf kleinere Krankenhauser — im Gegensatz zu dem im Hy-
ReKA-Projekt untersuchten Krankenhaus der Maximalversorgung (Universitatsklinikum).

Im ARA-Projekt wurde der Beitrag kleiner bis mittelgroBer Krankenhauser der Grund- und
Regelversorgung hinsichtlich des Eintrags von ARB und Antibiotika in die aquatische Umwelt
untersucht. Es konnte — wie im ARB-Projekt — gezeigt werden, dass auch diese Krankenhau-
ser einen hohen Anteil multiresistenter Erreger (insbesondere 4MRGN) in das Abwassernetz
abgeben (ZACHARIAS et al. 2023). In allen Abwasserproben des ARA-Projekts konnten Antibi-
otika nachgewiesen werden; Sulfamethoxazol (mit Trimethoprim) mit einer Nachweishaufigkeit
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von 50 % (25 %) bis 100 %. Roxithromycin und Linezolid wurden nur in den Abwassern der
Krankenhauser nachgewiesen und auch Piperacillin wurde (mit einer Ausnahme) nur in kli-
nisch beeinflusstem Abwasser gefunden (ZACHARIAS et al. 2023).

6.4 Methodenweiterentwicklung innerhalb des ARB-Projekts

Weitergehende Erkenntnisse konnten insbesondere hinsichtlich der Quantifizierung von
Carbapenemase-bildenden E. coli sowie Bakterien der KEC-Gruppe und des Nachweises
von 4MRGN-Isolaten erlangt werden.

Denn Uber die Ergebnisse des Messprogramms hinaus wurde mit dem ARB-Projekt die Etab-
lierung und Weiterentwicklung der Methodik zum Nachweis von klinisch-relevanten antibioti-
karesistenten Bakterien in Abwassern und Oberflachenwassern erreicht. Hier lag insbeson-
dere der Fokus auf Methodenfortentwicklung zur Erzielung valider und statistisch siche-
rer quantitativer Ergebnisse. Besonders hervorzuheben sind wichtige Erkenntnisse zur Me-
thodik des Nachweises von 4MRGN-Isolaten in Umweltproben. Ein Vergleich der Analytik
mittels CHROMagar ESBL (welcher im HyReKA- und ARA-Projekt verwendet wurde) versus
CHROMagar mSuperCARBA (auf dessen Verwendung in den beiden genannten Projekten
aufgrund methodischer Schwierigkeiten verzichtet wurde; siehe hierzu SCHREIBER et al. 2020)
zeigte, dass die alleinige Verwendung von CHROMagar ESBL zu Minderbefunden oder sogar
zu falsch-negativen Ergebnissen bzgl. Carbapenemase-bildender Zielorganismen (4MRGN)
fuhren kann. Daher ist die Verwendung des Nahrmediums CHROMagar mSuperCARBA
aufgrund der Brisanz des Auftretens von 4MRGN dringend zu empfehlen. Ein LANUV-
Arbeitsblatt mit Empfehlungen zur Nachweismethodik fir ARB in Umweltproben befindet sich
derzeit in Erarbeitung.

6.5 Empfehlungen

Insgesamt gibt das Messprogramm einen ersten Uberblick iiber das Vorkommen von Kli-
nisch-relevanten antibiotikaresistenten Bakterien in Abwassern und Gewassern in Nordrhein-
Westfalen. Dieses Thema ist jedoch inklusive des anthropogenen Einflusses so komplex, dass
derzeit keine expliziten bzw. generellen Losungswege zur Reduktion dieser Bakterien aufge-
zeigt werden konnen. Weitere Untersuchungen sind dazu notwendig.

Im ARB-Projekt konnte aufgrund umfangreicher, notwendiger Arbeiten zur Methodenetablie-
rung und -weiterentwicklung — inklusive Erhebung zahlreicher Qualitatssicherungsdaten — nur
eine begrenzte Anzahl an Proben untersucht werden. Zeit- und arbeitsaufwandig waren
die Untersuchungen dariber hinaus aufgrund von Probenahmen an Messstellen, die nicht
zur amtlichen Routineuberwachung gehdren (wie Abwasserschachte an Krankenhdusern
und Zulaufe von Klaranlagen und anderen Abwasserbehandlungsanlagen sowie Messstellen
bei indirekteinleitenden Betrieben der Fleischwirtschaft), sowie dem breiten Parameterum-
fang. Daher konnten nur beispielhaft ausgesuchte Anlagen, stichprobenartig tGber Nordrhein-
Westfalen verteilt, untersucht werden.
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Fur ein vollstandigeres Bild der Belastungssituation von Abwasser und FlieRgewassern in
Nordrhein-Westfalen mit ARB und ARG sollte ein flichendeckendes Monitoring anhand aus-
gewadhlter Parameter, mit im Rahmen des ARB-Projekts validierten Methoden, vorwiegend
an amtlichen Messstellen im Rahmen der Routineiiberwachung durchgefiihrt werden.

Geeignet ware ein Messprogramm mit Fokus auf ESBL- sowie Carbapenemase-bildenden
E. coli und Bakterien der KEC-Gruppe, inklusive 4MRGN-Isolaten.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse des ARB-Projekts waren Untersuchungen am Ablauf von
Klaranlagen mit unterschiedlichen Abwasseranteilen aus Krankenhausern sinnvoll. Be-
rucksichtigung finden sollten hierbei auch die verschiedenen Versorgungsstufen (Grund-,
Regel-, Schwerpunkt- und Maximalversorgung) der Krankenhduser im Einzugsgebiet der je-
weiligen Klaranlagen.

Als weitere Kriterien fir die Auswahl von Klaranlagen fir ein Monitoring kdnnten der jeweilige
Abwasseranteil im Gewadsser sowie Gewassernutzungen, die mit einer besonderen
Schutzbeddrftigkeit einhergehen, wie Badegewasser, weitere bekannte Freizeitnutzungen
und Entnahme von Rohwasser zur Trinkwasseraufbereitung, dienen.

Zum Abgleich konnte das MaBnahmenprogramm zum Bewirtschaftungsplan 2022-2027
fir NRW herangezogen werden und die nach diesem flr einen Ausbau zur Reduzierung von
Mikroschadstoffen priorisierten Klaranlagen in ein ARB-/ARG-Monitoring aufgenommen
werden.

Vergleichend kénnten im Rahmen der amtlichen Uberwachung an kommunalen Klaranlagen
entnommene, zufallig ausgewahlte Ablaufproben von Klaranlagen, die nicht unter obige Krite-
rien fallen, mit untersucht werden.

Wichtige weitere Erkenntnisse hinsichtlich des Vorkommens von 4MRGN-Enterobacterales
koénnte eine durchgangige, zusatzliche Analytik mittels CHROMagar mSuperCARBA als pri-
marem Selektivndhrmedium erbringen.

Eine hinsichtlich der besonders besorgniserregenden Carbapenemase-bildenden und damit
4MRGN-Enterobacterales offene Frage ist die nach potentiellen Quellen neben dem Abwas-
ser aus Krankenhausern. Diskutiert werden diesbezilglich Abwasser aus Alten- und Pflege-
heimen und aus bestimmten Rehabilitationseinrichtungen, wie neurologische Rehabilita-
tion (Prof. Exner; Prof. Gatermann).

Ein zuklnftiges regelmafRiges Abwasser-/Gewasser-Monitoring in Nordrhein-Westfalen hin-
sichtlich des Eintrags und der Persistenz von antibiotikaresistenten Bakterien kénnte die wei-
tergehend zu erwartende Dynamik bezlglich besorgniserregender Antibiotikaresistenzen er-
mitteln und damit frihzeitig Handlungsoptionen schaffen. Dies wird seitens des LANUV als
sinnvoll und zukunftsorientiert angesehen.

Des Weiteren ist es dringend erforderlich die Arzteschaft und Gesellschaft in Bezug auf den
Einsatz von und im Umgang mit Antibiotika zu sensibilisieren, um den Eintrag in die Umwelt
bereits im Vorfeld soweit als moglich zu reduzieren. Das vermehrte Auftreten von 4MRGN-
Bakterienisolaten in der Umwelt ist besorgniserregend und hat oberste Prioritat beziglich einer
Probleml6sung. Diese klinisch-relevanten multiresistenten Bakterien sollten vorzugsweise de-
zentral direkt an der Quelle (z. B. im Krankenhaus) eliminiert werden.
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Infobox: Empfehlungen

Fir ein vollstandigeres Bild der Belastungssituation von Abwasser und FlieRge-
wassern in Nordrhein-Westfalen mit ARB und ARG sollte ein flachendeckendes Mo-
nitoring durch das LANUV anhand ausgewahlter Parameter, mit im Rahmen des
ARB-Projekts validierten Methoden, vorwiegend an amtlichen Messstellen im Rah-
men der Routineliberwachung durchgefiihrt werden.

Ein Methodenvergleich im Rahmen des ARB-Projekts hat ergeben, dass zum Nach-
weis von Carbapenemase-bildenden (= 4MRGN) E. coli und Bakterien der KEC-
Gruppe die Verwendung von CHROMagar mSuperCARBA zu empfehlen ist.

Das vermehrte Auftreten von 4MRGN-Bakterienisolaten in der Umwelt ist besorgnis-
erregend und hat oberste Prioritat bezlglich einer Problemlésung. Diese klinisch-rele-
vanten multiresistenten Bakterien sollten vorzugsweise dezentral direkt an der
Quelle (z. B. im Krankenhaus) eliminiert werden.

Eine Sensibilisierung der Arzteschaft und Gesellschaft in Bezug auf den Einsatz
von und im Umgang mit Antibiotika ist dringend erforderlich, um den Eintrag in die
Umwelt bereits im Vorfeld soweit als moglich zu reduzieren.
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7 Projekt ,,Molekulare Epidemiologie* — Kooperation
LANUV und Nationales Referenzzentrum fuir
gramnegative Krankenhauserreger (NRZ)

Im Rahmen des ARB-Projekts wurde von Seiten des LANUV ein fachlicher Austausch mit dem
Nationalen Referenzzentrum fir gramnegative Krankenhauserreger (NRZ), Ruhr-Universitat
Bochum, Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie, Leitung Prof. Dr. Gatermann, initiiert. Zu-
nachst war die Zielsetzung dieser Kooperation die Qualitatssicherung der LANUV Analytik zum
Nachweis von gramnegativen, antibiotikaresistenten Bakterien — Enterobacterales, Pseu-
domonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii-Gruppe — insbesondere mit dem Schwerpunkt
Carbapenemase-Nachweis und Nachweis einer Colistin-Resistenz. Nach KRINKO als
4MRGN einzustufende Bakterienisolate wurden vom LANUV zur Uberpriifung und Charakte-
risierung der Resistenz gegen Carbapeneme an das NRZ eingesandt.

Wahrend dieses Informationsaustausches und der Diskussion Uber mogliche Gefahrdungen
aus Sicht der Umwelt bzw. der klinischen Mikrobiologie ergaben sich interessante Fragestel-
lungen, die zur Beauftragung des Kleinprojekts ,Molekulare Epidemiologie® fihrten. Umfang
dieses Kleinprojekts war der Abgleich KPC-2-tragender klinischer Bakterienisolate, welche
dem NRZ vorliegen, versus Umwelt-Bakterienisolate aus Proben (Abwasser und Oberflachen-
wasser) des LANUV ARB-Projekts. Ergebnisse dieser ersten Untersuchung (Molekulare Epi-
demiologie — Teil 1) des NRZ haben daraufhin zu einer Ausweitung der Untersuchungen im
Rahmen des Folgeprojekts ,Molekulare Epidemiologie — Teil 2“ gefiihrt.

Eine ausflhrliche Darstellung der Inhalte und Ergebnisse des zweiteiligen Projekts kénnen
dem im Anhang (Abschnitt A 3) angefugten Abschlussbericht des NRZ enthommen werden.
Nachfolgend sind einige wichtige Ergebnisse aus der Kooperation mit dem NRZ zusammen-
gestellt.

Wichtige Ergebnisse und deren Interpretation:

e Der Vergleich von KPC-2-tragenden Umweltisolaten mit KPC-2-tragenden klinischen
Isolaten aus ahnlicher geographischer Herkunft ergab keine enge genetische Ver-
wandtschaft. Die meisten in Abwasser und Oberflachenwasser nachgewiesenen Bak-
terienspezies und Sequenztypen sind nicht diejenigen, die typischerweise in der Hu-
manmedizin gefunden werden — aber die nachgewiesenen Carbapenemasen sind sol-
che, die in der Humanmedizin die groRte Rolle spielen. Diese Diskrepanz erklart sich
dadurch, dass die Resistenzdeterminanten (Carbapenemase-Gene) zwischen Bakte-
rien Ubertragbar sind und in verschiedenen Habitaten unterschiedliche Bakterienspe-
zies bzw. -stamme einen Selektionsvorteil haben. Die Gefahr besteht darin, dass sol-
che Stamme ihre Resistenzen auch auf medizinisch relevante Spezies und Linien tber-
tragen kbnnen.

e Das Vorkommen genetisch ahnlicher Carbapenemase-tragender Isolate in Umweltpro-
ben derselben Messstelle des ARB-Projekts zu unterschiedlichen Probenahmezeit-
punkten lasst eine Persistenz des jeweiligen Stammes Uber langere Zeitraume (bis zu
> 1 Jahr) an der jeweiligen Stelle vermuten. Das heil3t, dass diese 4MRGN-Stamme im
Abwasserkanal, der Klaranlage und im Gewasser unterhalb der Einleitung der jeweili-
gen Klaranlage Gberdauern kdnnen und mit einem kontinuierlichen Eintrag in die aqua-
tische Umwelt gerechnet werden muss.
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e Auftreten und Persistenz verschiedener Carbapenemase-tragender High-Risk-Klone?®
in Krankenhausabwasser, Rohabwasser und behandeltem Abwasser zweier Klaranla-
gen (Zu- und Ablauf KA Engelskirchen und KA Minster-Geist) sowie im Gewasser (Ag-
ger) unterhalb der Einleitung einer dieser Klaranlagen (KA Engelskirchen). Es handelt
sich jeweils um relativ eng verwandte Isolate, die im Abwasser (Schacht) des jeweiligen
Krankenhauses und dem Zulauf zur jeweiligen Klaranlage (Ablauf Sandfang) sowie
teilweise auch im Ablauf der Klaranlage und im Gewasser unterhalb der Einleitung
nachgewiesen wurden. In den bei einer Probenahme (in Engelskirchen) zusatzlich ent-
nommenen Biofilmen (Schacht Krankenhaus, Gerinne Ablauf der Klaranlage, Stein aus
dem Gewasser unterhalb der Einleitung der Klaranlage) waren ebenfalls genetisch
ahnliche Isolate der High-Risk-Klone enthalten. Die enge Verwandtschaft der Isolate
aus den Krankenhausabwasserschachten mit solchen aus der Klaranlage, in die das
Krankenhausabwasser eingeleitet wird, — sowie teilweise auch aus dem Gewasser un-
terhalb der Einleitung der Klaranlage — lasst die Herkunft aus dem Krankenhausabwas-
ser vermuten. Wurden Isolate der High-Risk-Klone an den jeweiligen Probenahmestel-
len zu mehreren Probenahmeterminen nachgewiesen, lasst dies auf ein Uberdauern
der Stdmme an der jeweiligen Stelle schlieflen (bis zu > 1 Jahr) verbunden mit einem
moglichen kontinuierlichen Eintrag in die aquatische Umwelt.

o Auftreten von High-Risk-Klonen und anderen Enterobacterales-Isolaten mit zwei
Carbapenemasen in Krankenhausabwasser und Rohabwasser (KA Muinster-Geist).
Krankheitserreger, welche zwei Carbapenemasen bilden, sind besonders problema-
tisch, weil bei Infektionen mit solchen Erregern auch neu entwickelte Antibiotika haufig
nicht mehr wirksam sind.

e Bei Nutzung einer fir den Nachweis von Carbapenemase-Produktion bzw. 4MRGN-
Isolaten spezifischeren und sensitiveren Analytik (mittels CHROMagar mSuperCARBA
als primarem Selektivnahrmedium; siehe Kapitel 4.4): Auftreten eines NDM-5-
tragenden High-Risk-Klons im Ablauf einer weiteren Klaranlage (KA Stemwede, Weh-
dem) und im Gewasser unterhalb der Einleitung. Die hier gefundenen Umweltisolate
sind verhaltnismaRig nah verwandt mit klinischen NDM-5-produzierenden E. coli Isola-
ten. Im Einzugsgebiet dieser Klaranlage befindet sich kein Krankenhaus, so dass der
Klaranlage kein Krankenhausabwasser zugeleitet wird; man darf allerdings annehmen,
dass manche Rehabilitationseinrichtungen oder Alten- und Pflegeheime ebenfalls fur
einen Eintrag verantwortlich sein konnen.

Ergebnisse aus dem Projekt ,Molekulare Epidemiologie“ erharten somit das Ergebnis aus dem
ARB-Projekt, dass Krankenhausabwasser die vorwiegende Quelle hinsichtlich des Eintrags
von hochproblematischen, fakultativen Krankheitserregern mit Multiresistenz — insbesondere
4MRGN-Isolaten inklusive solcher, die zwei Carbapenemasen bilden, — in die Umwelt darstel-
len kénnen.

25 Als High-Risk-Klone werden bestimmte genetisch homogene Untergruppen einer Bakterienspezies bezeichnet,
die sich durch eine weite Verbreitung, teilweise Giber Kontinente, gepaart mit besonderer Antibiotikaresistenz
und/oder Virulenz (krankmachende Eigenschaft) auszeichnen (Prof. Gatermann). Sie sind assoziiert mit einfa-
cher Ubertragung, Persistenz in Wirten und effektiver Ubertragung zwischen Wirten; haben eine erhéhte Pa-
thogenitat und verursachen schwere und/oder wiederkehrende Infektionen (ROER et al. 2018).
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Untermauert wurde dies durch das ergédnzende Ergebnis, dass relativ eng verwandte Isolate,
im Abwasser des jeweiligen Krankenhauses und dem Zulauf zur jeweiligen Klaranlage sowie
teilweise auch im Ablauf der Klaranlage und im Gewasser unterhalb der Einleitung nachge-
wiesen wurden — was deren Herkunft aus dem Krankenhausabwasser nahelegt.

Als zusatzliche Erkenntnis stellte sich heraus, dass unter diesen Erregern auch sogenannte
High-Risk-Klone vorkommen kénnen, die sich durch verschiedene Resistenzdeterminanten,
erhohte Pathogenitat sowie einfache Ubertragung auszeichnen (ROER et al. 2018) und fiir die
belegt ist, dass sie direkt Infektionen beim Menschen verursachen kénnen. Hierzu bedarf es
allein des Kontaktes eines empfanglichen Menschen — das heil3t eines Menschen mit beson-
ders hohem Infektionsrisiko z. B. aufgrund von Vorerkrankungen, Immunsuppression, Antibi-
otika-Therapie oder offenen Wunden — mit erregerhaltigem Wasser.

Eine weitere, Uber die Ergebnisse des ARB-Projekts hinausgehende Erkenntnis stellt die hin-
sichtlich der Persistenz der genetisch ahnlichen 4MRGN-Isolate an den verschiedenen Pro-
benahmestellen im Kanal (Krankenhausabwasser), der Klaranlage und im Gewasser unter-
halb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage dar — was vermuten lasst, dass diese dort Uber-
dauern konnen und mit einem kontinuierlichen Eintrag in die aquatische Umwelt gerechnet
werden muss.

Schlussfolgerungen

Da vorwiegend Krankenhausabwasser als Eintragsquelle fir 4MRGN-Isolate (inklusive sol-
cher die zwei Carbapenemasen bilden) und High-Risk-Klone in die aquatische Umwelt anzu-
sehen ist, sollte zum einen die Selektion solcher multiresistenter Erreger vermieden werden
durch die Minimierung nicht indizierter Antibiotikatherapien mittels Antibiotic-Stewardship in
den Kliniken und zum anderen sollte der Austrag der vorhandenen multiresistenten Erreger
moglichst verhindert werden — vorzugsweise direkt an der Quelle (z. B. im Krankenhaus) mit-
tels dezentraler Abwasserbehandlung.

Die Relevanz weiterer moglicher Quellen fir einen Austrag der genannten Erreger in die aqua-
tische Umwelt, wie Abwasser bestimmter medizinischer Einrichtungen, in denen wie im Kran-
kenhaus Carbapeneme oder andere Reserve-Antibiotika zum Einsatz kommen oder Patienten
gepflegt bzw. therapiert werden, die entsprechende Antibiotika verabreicht bekommen haben,
sollte geprift werden.

Ein zukunftiges Abwasser-/Gewassermonitoring sollte die fur den Nachweis von Carbapene-
mase-Produktion bzw. 4MRGN-Isolaten spezifische und sensitive Analytik (mittels
CHROMagar mSuperCARBA als primarem Selektivndhrmedium) umfassen, um weitere Er-
kenntnisse hinsichtlich des Vorkommens von 4MRGN-Enterobacterales zu gewinnen.
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Anhang
A1 Details zu Probenahme und Analytik
A11 QualitatssicherungsmafRnahmen

Im Rahmen der Probenahme und der nachfolgenden Analytik wurden die Vorgaben des Qua-
litdtsmanagements nach DIN EN ISO 17025:2018-03 angewendet. Alle qualitatsrelevanten
Prifmittel wurden entsprechend Uberprift und rickgefuhrt. Es wurden nur Chemikalien des
Reinheitsgrades ,zur Analyse“ oder vergleichbarer Qualitdt verwendet. Fur die mikrobiologi-
schen Untersuchungen erfolgte die Qualitatssicherung aller verwendeten Nahrmedien — auch
fur solche, die in der nachfolgenden Norm keine Erwahnung finden — sowie fester Nahrmedien
und Filterkombinationen und verwendeter Verdinnungslésungen nach DIN EN ISO
11133:2020-10. Die verwendeten Qualitatssicherungsstdmme fir Medien, die nicht in der DIN
EN ISO 11133:2020-10 hinterlegt sind, sind dem Kapitel Arbeitshilfen (A 1.10) zu entnehmen.
In den nachfolgenden Kapiteln werden fir die Methodik zentrale qualitatsrelevante Materialien
(z. B. Gerate oder Verbrauchsmittel) aufgefiihrt und der Durchfiihrung der Methodik vorange-
stellt.

A1.2 Probenahme
A1.21 Probenahmeplanung

Ziel einer jeden Probenahme ist die Gewinnung von reprasentativen Proben fir die jeweilige
Fragestellung. Zu berilcksichtigen ist dabei sowohl die zeitliche als auch die 6rtliche Repra-
sentanz (GRUBERT 1998). Die Planung des Messprogramms lehnte sich an die Vorgaben der
DIN EN ISO 5667-1:2007-04 an. Ziele, Umfang und Planung des Messprogramms sowie Kri-
terien fur die Anlagenauswahl und die Festlegung der Messstellen sind im Kapitel Messpro-
gramm dargestellt.

Ortliche Reprasentanz

Alle Messstellen des Messprogramms wurden vor der Probenahme begutachtet und doku-
mentiert. Im Rahmen des Projektes wurden Probenahmen an einer Quelle, an Seen, Flie3ge-
wassern, Abwasserbehandlungsanlagen und Kanalschachten durchgefihrt. Wenn mdglich
wurden bereits bestehende Messstellen aus dem Gewassermonitoring bzw. aus der amtlichen
Einleiteriberwachung herangezogen. In diesen Fallen wurde die bisherige Messstellennum-
mer und die Messstellendokumentation beibehalten. AuRerdem wurden offizielle Messstellen
der Badegewasser-Uberwachung genutzt. In den Fallen, in denen keine Messstellen existier-
ten, wurden neue, projektbezogene Messstellen (inklusive Nummer und Beschreibung) fest-
gelegt und dokumentiert.

Kommunale Klédranlagen

Die Probenahmen am ,Zulauf‘ der untersuchten kommunalen Klaranlagen wurden alle am
Ablauf des Sandfangs durchgefiihrt. Diese Stelle wurde gewanhlt, weil dort eine Homogenisie-
rung des Abwasserstroms gegeben ist, Grobstoffe durch Rechen bereits entfernt, aber in
Schwebe verbleibende Partikel noch enthalten sind. Die Probenahmen an den Ablaufen der
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kommunalen Klaranlagen wurden alle an den Messstellen der amtlichen Einleiteriberwachung
durchgeflhrt.

Krankenhausabwasser

Die Schmutzwasser der indirekteinleitenden Krankenhauser, ohne eigene Abwasserbehand-
lung, wurden an Kanalschachten an der Ubergabestelle in das kommunale Kanalnetz beprobt.
Die Messstellen lagen vor Vermischung mit Abwasser aus dem kommunalen Kanalnetz. In
einem Fall wurde ein Kanalschacht gewahlt, an dem bei Regenwetter auch das Niederschlags-
wasser von oberhalb gelegenen Park- und Verkehrsflachen mit abgeleitet wird. Dieser Um-
stand wurde bei der Datenauswertung entsprechend berticksichtigt. Die Abwasser-Probenah-
mestellen an den zwei Krankenhdusern mit eigener Abwasserbehandlungsanlage wurden am
Anlagenzulauf und Anlagenablauf sowie an den verschiedenen Verfahrensstufen der weiter-
gehenden Abwasserbehandlung festgelegt. Bei der Anlage eines Krankenhauses wurden zur
Beprobung an den Probenahmestellen festinstallierte automatische Probenahmegerate ge-
nutzt.

Abwasser der Betriebe der Fleischwirtschaft

Bei den Betrieben der Fleischwirtschaft wurden Probenahmestellen am Zulauf und Ablauf der
Abwasserbehandlungsanlagen festgelegt. Bei einem der zwei indirekteinleitenden Betriebe
wurde zusatzlich eine Probenahmestelle an einer Verfahrensstufe innerhalb der Anlage (Flo-
tation) beprobt.

Probenahmestellen an FlieRgewé&ssern

Die Auswahl der Gewassermessstellen erfolgte mit Hilfe des Messstellennetzes des Gewas-
sermonitorings. Dabei wurden Messstellen oberhalb und unterhalb der untersuchten Abwas-
sereinleitungen ausgewahilt.

Badegewésser

Drei potentiell abwasserbeeinflusste Badegewasser gehérten zum Umfang des Messpro-
gramms. Die Auswahl der Badegewasser und naherer Informationen zu den Messstellen kon-
nen dem Kapitel Messprogramm entnommen werden. Bei den Probenahmestellen handelt es
sich um offizielle Messstellen der Badegewasser-Uberwachung.

Quellgewésser

Als ein moglichst anthropogen unbeeinflusstes Gewasser wurde ein Quellgewasser ausge-
wahlt (siehe Kapitel Messprogramm). Als Probenahmestelle diente die amtliche Messstelle
der Grundwassergutelberwachung.

Zeitliche Représentanz

Alle Probenahmen erfolgten in einem Zeitfenster von montags bis mittwochs und wurden in
der Regel friihestens ab 9:00 Uhr durchgefiihrt. Ebenso wie der Probenahmezeitpunkt ist auch
die Entnahmedauer abhangig von den Zielen der Untersuchung.

Es ist zudem sicherzustellen, dass die gesammelte Probe wahrend des Probenahmezeitraums
keine Veranderungen in ihrer Zusammensetzung erfahrt (z. B. durch kontaminierte Probenah-
megeratschaften oder durch biochemische Veranderungen). Sind derartige Veranderungen
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nicht auszuschlieBen, wird auf jeden Fall eine kirzere Entnahmedauer gewahlt (GRUBERT
1998). Um diese Vorgabe in Bezug auf die mikrobiologischen Untersuchungsparameter sicher
zu erflllen, wurde fir die Abwasser-Probenahme die qualifizierte Stichprobe unter Verwen-
dung desinfizierter bzw. sterilisierter Probenahmegeratschaften festgelegt, anstelle einer
Mischprobe uber einen langeren Zeitraum mittels automatischer und nicht desinfizierter Pro-
benahmegerate.

Es wurden mindestens drei, maximal sechs Probenahmen pro Abwasser- bzw. Fliel3gewas-
sermessstelle moglichst gleichmalig iber den gesamten Zeitraum des Messprogramms (Au-
gust 2020 bis September 2022) verteilt durchgeflhrt, um mdgliche jahreszeitliche Einflisse
oder Schwankungen zu berticksichtigen.

A1.2.2 Probenahmestelle

Die Auswahlkriterien zur Festlegung der Probenahmestellen der kommunalen Klaranlagen,
der Krankenhauser mit eigener Abwasserbehandlung, der Betriebe der Fleischwirtschaft so-
wie der Badegewasser und des Quellgewassers ist dem Kapitel Messprogramm zu entneh-
men.

A1.23 Probenahmegeratschaften und ProbenahmegefaRe

Grundsatzlich sind Probenahmetechniken, -geratschaften und -gefalle so zu wahlen, dass
eine Veranderung der Probe bezlglich zu untersuchender Parameter weitestgehend ausge-
schlossen wird (GRUBERT 1998). Daher ist zu beachten, dass alle mit der Probe in Kontakt
kommenden Teile von Geraten und die Probenbehaltnisse aus entsprechenden Materialien
bestehen und so beschaffen sind, dies zu gewahrleisten.

Fur die Entnahme von Proben zur Bestimmung von mikrobiologischen Parametern wurden
alle Gerate gemaf DIN EN ISO 19458:2006-12 in der Regel thermisch durch Erhitzen mittels
Propan/Butan-Kartuschenbrenner, in Ausnahmen chemisch durch Wischdesinfektion mit 70 %
(v/v) Isopropanol desinfiziert. Die bei der Abwasser-Probenahme fir die qualifizierten Stich-
proben verwendeten Homogenisiergefalle wurden, genauso wie die dazu gehdrenden Ent-
nahmehadhne und Magnetrihrstdbchen im Labor autoklaviert, steril verpackt und erst zur Pro-
benahme vor Ort zusammengebaut.

Bei der Verwendung von automatischen Probenahmegeraten wurden, um eine mdégliche Ver-
anderung der Probe bestméglich zu vermeiden, vor der jeweiligen Probenahme die mit der
Probe in Kontakt kommenden Teile ausgetauscht. Thermisch stabile Bauteile wurden durch
Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min sterilisiert, thermisch instabile Bauteile wurden durch Uber-
nacht-Benetzung in 0,3 % (v/v) H202 und nachfolgendem Spulen mit sterilem Trinkwasser be-
handelt und unter der Sicherheitswerkbank getrocknet. Alle Bauteile wurden steril verpackt
und vor Ort eingebaut. Die automatischen Probenahmegerate wurden zwei Stunden vor Start
der Probenahme von 24h-Mischproben mit der Probenmatrix durchgesplilt.
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A1.24 Probenahme Abwasser

Grundlage fur die Probenahme von Abwasser bildet die Norm DIN 38402-11:2009-02. Alle
Abwasser-Proben im Messprogramm wurden als qualifizierte Stichproben enthommen. Die
Probenahme fur mikrobiologische Untersuchungen erfolgte entsprechend DIN EN ISO
19458:2006-12. Die Entnahmen flr die qualifizierten Stichproben wurden in einem sterilen
Gefal® (Homogenisiergefal®) vereinigt, entsprechend DIN 38402-30:1998-07 mit Ruhrer bei
10 % Kegel homogenisiert und Teilproben in parameterspezifische Probengefale (A 1.10) ab-
geflllt. Fur die Vor-Ort-Parameter wurde zusatzlich an jeder Messstelle eine Stichprobe ge-
nommen.

A1.25 Probenahme Oberflachenwasser

Die Probenahme von Oberflachenwasser ist je nach Gewassertyp durch die Norm DIN EN
ISO 5667-6:2016-12 bzw. DIN 38402-12:1985-06 (Probenahme aus stehenden Gewassern)
geregelt. Die Probenahmen an Badegewassern erfolgte entsprechend der europaischen Ba-
degewasserrichtlinie (2006) bzw. der nordrhein-westfalischen Badegewasserverordnung
(2007). Die Proben aus Flie3- und Badegewassern wurden als Stichproben entnommen. Die
Probenahme fir mikrobiologische Untersuchungen erfolgte entsprechend DIN EN ISO
19458:2006-12.

A1.2.6 Probentransport, -konservierung und -lagerung

Der Probentransport, ggf. die Konservierung der Proben und deren Lagerung wurde gemaf
DIN EN ISO 5667-3:2019-07 durchgefiihrt. Die Anforderungen fir die mikrobiologischen Pa-
rameter sind in der Norm DIN EN ISO 19458:2006-12 geregelt und wurden entsprechend an-
gewendet. Zusatzliche Informationen sind dem Kapitel A 1.10 zu enthehmen.

Proben, die fur die Analyse von mikrobiologischen Parametern vorgesehen waren, wurden
geschutzt vor Licht und gekuhlt bei (5 £ 3) °C transportiert. Bei Transportzeiten > 8 h erfolgte
der Transport temperaturiberwacht. Die Transportbedingungen wurden dokumentiert. Die La-
gerung der Proben im Labor erfolgte bis zum Ansatz bei (5 £ 3) °C. Das maximale Zeitfenster
zwischen Probenahme und kulturellem Probenansatz sowie DNA-Extraktion betrug 24 h.

A13 Physikalische und chemische Verfahren
A1.31 Vor-Ort-Parameter

Parameter, die sich nach Entnahme der Probe nicht konservieren lassen, wurden in einer se-
parat entnommenen Stichprobe ermittelt und als Vor-Ort-Parameter (Tabelle 31) in einem
Stichprobenprotokoll dokumentiert. Die Vor-Ort-Parameter dienten unter anderem zur Plausi-
bilisierung von Analysenergebnissen.

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—-119/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW

Anhang 1: Details zu Probenahme und Analytik

Tabelle 31: Vor-Ort-Parameter
Parameter DIN-Norm
Wassertemperatur DIN 38404-4:1976-12
Lufttemperatur DIN 38404-4:1976-12
pH-Wert DIN EN ISO 10523:2012-04
Leitfahigkeit DIN EN 27888:1993-11
Tribung DIN EN ISO 7027-1:2016-11
A1.3.2 Bestimmung von Arzneimittelwirkstoffen

Fur die quantitative Bestimmung von Arzneimittelwirkstoffen und Transformationsprodukten
wurde auf das Normverfahren nach DIN 38047-47:2017-07 (DEV F47) zuruckgegriffen. Die
Auswabhl erfolgte unter dem Aspekt von ubiquitar auftretenden Substanzen in der wassrigen
Umwelt sowie unter Berlcksichtigung der Vorgaben der Verordnung zum Schutz der Oberfla-
chengewasser (OBERFLACHENGEWASSERVERORDNUNG — OGEWYV, 2016), der Verordnung zum
Schutz des Grundwassers (GRUNDWASSERVERORDNUNG — GRWYV, 2010) und der Wasserrah-
menrichtlinie (WRRL, 2000). Bei den in Tabelle 32 kursiv hinterlegten Substanzen handelt es

sich um Antibiotika oder deren Transformationsprodukte.

Tabelle 32:

Arzneimittelwirkstoffe und Transformationsprodukte

Arzneimittelwirkstoffe und Transformationsprodukte

Metformin O-Desvenlafaxin Dehydrato-Erythromycin A
Sotalol 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin Bezafibrat
Metronidazol Lamotrigin Valsartan
Atenolol Metoprolol Clarithromycin
Gabapentin Tramadol Roxythromycin
Pregabalin Sulfamethoxazol Diazepam
Sulfadiazin Sulfadoxin Atorvastatin
Dihydrocodein Valsartansaeure Diclofenac
Codein N-Acetyl-Sulfamethoxazol Indomethacin
Metoprololsaeure Venlafaxin Hydrochlorthiazid
Sulfathiazol Sulfadimethoxin Furosemid
4-Formylaminoantipyrin Bisoprolol Clofibrinsaure
4-Acetamidoantipyrin Propranolol Naproxen
Sulfamerazin Carbamazepin Fenofibrinsaure
Ritalinsaure Erythromycin Ibuprofen
Trimethoprim Oxazepam Gemfibrozil
Amisulprid Candesartan Phenazon
Sulfadimidin Propyphenazon Temazepam
Primidon Losartan
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Mit diesem Verfahren wurden Arzneimittelwirkstoffe und Transformationsprodukte in Trink-,
Grund- und Oberflachenwasser bzw. in Abwasser erfasst. Hierbei handelt es sich um ein Di-
rektinjektionsverfahren mittels Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie und massenspekt-
rometrischer Detektion. Fir die meisten Verbindungen, auf welche die Norm Anwendung fin-
det, liegt der untere Anwendungsbereich bei = 25 ng/L fir Trink-, Grund- und Oberflachenwas-
ser bzw. = 50 ng/L fur behandeltes Abwasser. Im Januar 2022 wurde die Norm DIN 38047-
47:2017-07 durch die DIN EN ISO 21676:2022-01 ersetzt. Wesentliche Anderungen des Ver-
fahrens sowie Konsequenzen fir das vorliegende Projekt waren damit nicht verbunden.

A13.3 Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffs

Die quantitative Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC)-Gehaltes basiert
auf dem Normverfahren DIN EN 1484:2019-04 (DEV H3) sowie dem AQS-Merkblatt
P14:1995-05. Der TOC-Gehalt ist ein Mal flir den gesamten organisch gebundenen Kohlen-
stoffgehalt geldster und ungeldster Stoffe in Grund-, Oberflachen- und Abwasser. Bei dem
angewandten Verfahren handelt sich um eine thermisch-katalytische Oxidation. Neben orga-
nisch gebundenem Kohlenstoff kann die Probe anorganischen Kohlenstoff (Kohlenstoffdioxid,
Hydrogencarbonat-/ Carbonat-lonen) enthalten. Vor der TOC-Bestimmung wurde daher der
anorganische Kohlenstoff aus der angesauerten Probe mit einem Gas ausgeblasen. Anschlie-
Rend wurde der in der Probe enthaltene organische Kohlenstoff thermisch-katalytisch in einer
Sauerstoff- bzw. synthetischen Luftatmosphare zu Kohlenstoffdioxid verbrannt. Das dabei ent-
standene Kohlenstoffdioxid wurde mittels Infrarot-Detektor quantifiziert. Die untere Anwen-
dungsgrenze (UAWG) des Verfahren ist mit 1,0 mg/l Kohlenstoff verifiziert.

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—-121/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Anhang 1: Details zu Probenahme und Analytik

A1.4 Mikrobiologische und molekularbiologische Verfahren
A1.4A1 Probenvorbereitung
A1.411 Festlegung der Ansatzverfahren und Untersuchungsvolumina

Vor Beginn der Analytik erfolgte die Festlegung des labortechnisch zu bearbeitenden Unter-
suchungsumfanges, um ein statistisch sicheres quantitatives Ergebnis auch bei unbekannter
Probenmatrix erzielen zu konnen. Dazu wurden die Proben anhand der zu erwartenden Menge
an Nichtzielorganismen in finf Kategorien (Tabelle 33) unterteilt.

Tabelle 33: Einteilung der Proben

Nichtzielorganismen im Wasser* | Matrix (Beispiele)

Keine Feldblindwertprobe

Wenig Wasser mit keinem/geringem anthropogenen Einfluss
Mittelviel Oberflachenwasser

Viel Aufbereitetes Abwasser

Extrem viel Rohabwasser

*Nichtzielorganismen siehe A 1.4.2

Nach den Vorgaben der Checkliste im Anhang A 1.10 erfolgte dann die weitergehende Bear-
beitung. Die Checkliste diente als orientierende Hilfestellung fir die Festlegung der zu verwen-
denden Untersuchungsvolumina bzw. Ansatzverfahren. Lagen Erfahrungswerte (Datenhisto-
rie Uber festgestellte Menge an Nichtziel- und Zielorganismenkonzentration) zu einer Probe-
nahmestelle vor, wurde der Untersuchungsaufwand gegebenenfalls angepasst. Die Analytik
umfasste sowohl das Oberflachenverfahren (direktes Ausplattieren auf Agar-Nahrmedien mit-
tels Drigalski-Spatel) als auch das Membranfiltrationsverfahren (mit Aufbringen des Filters auf
ein Agar-Nahrmedium), wobei unterschiedliche Nahrmedienarten sowie Untersuchungsvolu-
mina bzw. Verdinnungsstufen zur Anwendung kamen.

Im weiteren Text werden Nahrmedienplatten mit gleichem Untersuchungsvolumen, glei-
chem Nahrmedium und gleichem Nachweisverfahren als ein Ansatz betrachtet.

A1.41.2 Homogenisierung

Da wassrige Umweltproben immer ein gewisses Mal’ an Heterogenitat bezlglich der nachzu-
weisenden Mikroorganismen aufweisen, wurden diese vor Analysebeginn soweit wie mdglich
homogenisiert. Dazu wurde das Probengefal® vor jeder Entnahme einer Teilprobe mit der
Hand gut geschuttelt. Im Falle von sehr schnell sedimentierenden Inhaltsstoffen oder augen-
scheinlich deutlich ausgepragter Inhomogenitat wurde die Probe mit Hilfe eines sterilen Mag-
netstédbchens bis zur sichtbar guten Durchmischung, aber mindestens zwei Minuten, bei 10%
Kegel gerihrt. Teilproben fir die weitergehende Analytik wurden bei eingeschaltetem Riihr-
werk enthnommen.
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A14.2 Mikrobiologische Verfahren mittels Agar-Nahrmedien

Im Rahmen des Projektes wurden die Proben unter Verwendung von Agar-Nahrmedien auf
antibiotikaresistente Bakterien untersucht. Als Zielorganismen wurden Bakterien definiert, die
spezifischen Bakteriengattungen bzw. —arten in Kombination mit dazu festgelegten Resisten-
zeigenschaften angehoérten bzw. spezifische Resistenzen aufwiesen. Fur das Anlegen von
Primarkulturen im Membranfiltrations- und Oberflachenverfahren galten folgende Vorgaben:

Die Proben wurden mittels Membranfiltrations- und/oder Oberflachenverfahren untersucht.
Um eine gute Reproduzierbarkeit der Messergebnisse beim Membranfiltrationsverfahren zu
gewahrleisten, wurden vor dem Auflegen der Filter auf die Filtrationseinheit die Fritten mit ste-
riler 0,9 % NaCl-Lésung benetzt. Nach Filtration von 10 bis 50 ml Probe wurde vor Uberfiihrung
des Filters 0,1 ml sterile 0,9 % NaCl-Lésung in der Mitte der Agar-Nahrmedienplatte vorgelegt.
Das Filter wurde nach der Filtration aus der Filtrationseinheit entnommen und luftblasenfrei
aufgelegt. Im Oberflachenverfahren wurde 0,5 ml der Probe bzw. deren dezimale Verdinnung
in Doppelbestimmung auf die Agar-Nahrmedienplatten mittels Drigalski-Spatel aufgebracht.

Zusatzlich erfolgte fur alle selektiven Verfahren eine halbquantitative Bewertung der Nichtziel-
organismen (alle Mikroorganismen die verfahrensspezifisch keine Zielorganismen darstellten)
auf den jeweiligen Nahrmedienplatten entsprechend Tabelle 34.

Tabelle 34: Halbquantitative Bewertung von Nichtzielorganismen

Nichtzielorganismen Koloniebildende Einheiten pro Agar-Nahrmedienplatte
Keine 0

Wenig 1-10

Mittelviele 11-30

Viele 31 -200

Extrem viele >200

Zur Verringerung gegebenenfalls auftretender Verluste von Antibiotikaresistenzen im Rahmen
der Subkultivierung wurden nachfolgende Vorgaben eingehalten:

Die nach Inkubation auf CHROMagar-Nahrmedienplatten (Fa. Mast) gewachsenen pra-
sumtiven Einzelkolonien wurden fir weitergehende Bestatigungsverfahren nach dem Fliel3-
schema in Abbildung 12 subkultiviert.

Die Subkultivierung erfolgte auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafsblut bei (36 £ 1) °C
Uber (21 £ 3) h in der Regel bis Passage 3. Die weitergehenden Untersuchungen erfolgten
dabei immer von frisch Ubernacht inkubierten Kulturen. In Ausnahmefallen erfolgte eine Re-
aktivierung von Isolaten aus der Kryokonservierung. Diese Isolate befanden sich nach dem
FlieRschema in Passage 3 und wurden erst ab Passage 4 flir weitere Zusatzuntersuchungen
eingesetzt.

Alle als 3MRGN und 4MRGN bestatigte Enterobacterales, alle als 4MRGN bestatigte P.
aeruginosa-lsolate sowie alle als AB-Gruppe bestatigte Bakterienisolate wurden kryokonser-
viert (A 1.5).
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Prasumtive Kolonie auf

Primaragarndhrmedium

Passage 1 Reinkultur® 1 |dentische Einzelkolonien fir | MALDI-TOF MS-Verfahren
Passage 2 Reinkultur* 1 Antibiotikaempfindlichkeitsprufung/Differenzierungsverfahren

Vitek®2-System Antibiotikaempfindlichkeitspriifung/ Vitek® 2 Identifizierungsverfahren
| Kryokonservierung Reaktivierung fur UnterSLichungen nach
Passage 3
Passage 3 Reinkultur* s Zusatzunersuching
molekularbiologische Verfahren) Zusatzuntersuchung

(2.B. immunochromatographische
molekularbiologische Verfahren)

Identifizierung und Antibiotikaempfindlichkeit der Bakterienisolate

*Nahrmedium: TSA mit 5 % Schafsblut

*Inkubationstemperatur: (36+1)°C

*Ausnahme: A. baumannii Gruppe, Passage 1 bei (44 + 0,5) °C
*Inkubationsdauer @1+3)h

Abbildung 12: FlieRschema Subkultivierung von Bakterienisolaten zur Bestimmung antibiotikaresistenter Bak-
terien

A1.4.21 Bestimmung von ESBL-bildenden Enterobacterales

Die nach EUCAST empfohlene Strategie fir den Nachweis von Extended spectrum -Lacta-
mase-(ESBL)-bildender Enterobacterales basiert auf der Nichtempfindlichkeit gegentber Indi-
kator-Oxyimino-Cephalosporinen, gefolgt von phanotypischen und gegebenenfalls genotypi-
schen Bestatigungstests. Cefpodoxim ist das empfindlichste individuelle Indikator-Cephalos-
porin fur den Nachweis der ESBL-Produktion und kann fur ein Screening zur Anwendung kom-
men (EUCAST, 2017).

Im Rahmen dieses Projektes wurde CHROMagar ESBL (Fa. Mast) verwendet, der nach Her-
stellerangaben zum Nachweis ESBL-bildender Enterobacterales im chromogenen Selektivme-
dium Cefpodoxim und zur Hemmung von Nichtzielorganismen Cloxacillin und Vancomycin
enthalt. Cloxacillin wird zur Unterdriickung des Wachstums von AmpC-R-Lactamase-bildender
Enterobacterales eingesetzt. Zusatzlich erfolgt durch eine stoffwechselphysiologische Umset-
zung von Indikatorsubstraten in einen roten Farbstoff (prasumtiver Nachweis von E. coli) bzw.
in einen blauen Farbstoff (prasumtiver Nachweis der KEC-Gruppe) eine weitergehende Diffe-
renzierung der Kolonien.

Die Bestimmung von 3GC-resistenten (resistent gegenliber im Primaragarnahrmedium vor-
handenem Cefpodoxim in Kombination mit Cloxacillin) sowie bestatigten ESBL-bildenden als
auch bestéatigten Carbapenemase(CP)-bildenden Zielorganismen aus der Ordnung der
Enterobacterales (hier: E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.) umfasste
Bakterien, die auf dem selektiven CHROMagar ESBL (Fa. Mast) unter den hier angegebenen
Inkubationsbedingungen die nach Herstellerangaben zu erwartenden pigmentierten Kolonien
bildeten, nach Identifizierung als entweder E. coli oder Bakterien der KEC-Gruppe bestatigt
und im weiteren Untersuchungsverlauf entsprechend der in Abbildung 13 aufgezeigten Krite-
rien eingeordnet wurden.
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Keine chromogene Reaktion ODER chromogene
ESBL Screening Reaktion mit atypischer Koloniemorphologie

CHROMagar ESBL (Fa. Mast)

ESBL negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

Y

Prasumtive E. coli, KEC

Identifizierung der Bakterienisolate

Y

Bestatigte E. coli, KEC » Prasumtive ESBL

Antibiotikaempfindlichkeitsprufung
¥ ‘ A

Gehen in die Berechnung ein als:
Nachweis ESBL* Nachweis Carbapenemase** Resistent gegen 3GC**** E. colilKEC KBE/1100ml
Gehen in die Berechnung ein als: Gehen in die Berechnung ein als:
ESBL E. colilKEC KBE/100 mi CP***-bildende E. colilKEC KBE/1100mlI

*, siehe FlieRschema .FlieRschema zum Nachweis von ESBL-bildenden Enierobacterales™
**, siehe FlieRschema Fliefschema zum Nachweis von C; bildend

*** CP = Carbapenemase

***_resistent gegen 3GC = resistent gegen die im Cefp (Cephalosporin der 3. Cloxacillin,

mittels CHROMagar ESBL*

Abbildung 13: FlieRschema zum Nachweis von 3GC-resistenten, ESBL- und CP-bildenden Enterobacterales

Keine chromogene ODER chromogene Reaktion
ESBL Screening mit atypischer Koloniemorphologie

CHROMagar ESBL (Fa. Mast)

ESBL negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

ESBL Testung bei bestatigten E. coliund KEC It. EUCAST

! !

E. coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp., Citrobacter spp.
ESBL Bestatigung mit ESBL Bestatigung mit
Ceftazidim und Cefotaxim + Clavulansaure Cefepim + Clavulansaure
] ]
v v v | 4 v
ESBL negativ ESBL positiv unbestimmt ESBL negativ ESBL positiv unbestimmt

Immunochromatographischer und/oder
molekularbiologischer Nachweis von
CTX-M, SHV, TEM
1

1 v +

Geht in die Berechnung ein ESBL positiv unbestimmt

i

Geht nicht in die Berechnung ein

Abbildung 14: FlieBschema zum Nachweis von ESBL-bildenden Enterobacterales
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Keine chromogene Reaktion ODER

. chromogene Reaktion und atypische
Carbapenemase Screening Koloniemorphologie

CHROMagar ESBL (Fa. Mast) Carbapenemase negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

Empfindlichkeitsprifung gegeniuber Ertapenem, Meropenem und Imipenem
bei bestatigten Escherichia coli und KEC

Resistenz bzw. verminderte Empfindlichkeit gegentber
Ertapenem, Imipenem und/oder Meropenem

nein § 1 Ja
Carbapenemase-Aktivitat + immunochromatographischer Nachweis
ausgewahlter Carbapenemasen®

Carbapenemase negativ

Mindestens ein Nachweis positiv Alle Nachweise negativ

Carbapenemase positiv Carbapenemase negativ

l

Geht in die Berechnung ein

* Bei unklarer Befundlage Durchfiihrung eines molekularbiologischer Nachweises; bei weiterhin bestehender Unklarheit Abklarung Carbapenemase-Verdacht durch das NRZ

Abbildung 15: Flielschema zum Nachweis von CP-bildenden Enterobacterales mittels CHROMagar ESBL

Material und Prufmittel:

¢ CHROMagar ESBL, Fertignahrmedienplatten (Fa. Mast, 201470)

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e VerdUnnungslésung: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung

e Brutschrank (42+1)°Cund (36 £1) °C

o Weille Zellulosenitratfilter, Porengrofe 0,45 pm und & 50 mm

Durchfiihrung:

Die mittels Membranfiltration bzw. Oberflachenverfahren beimpften selektiven CHROMagar
ESBL Nahrmedienplatten wurden bei (42 + 1) °C flr (48 + 4) h inkubiert. Nach (24 + 4) h wurde
eine Zwischenauswertung durchgefiihrt, nach (48 £ 4) h erfolgte die Endauswertung auf dun-
kelpink farbene bis rétliche Kolonien fur prasumtive E. coli sowie metallischblau farbene Kolo-
nien fur prasumtive Klebsiella spp., Enterobacter spp. und Citrobacter spp. (KEC-Gruppe).
Von den verdachtigen Kolonien wurden jeweils bis zu 10 Kolonien der prasumtiven E. coli
sowie bis zu 10 Kolonien der prasumtiven KEC-Gruppe auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 %
Schafblut als 3-Osenausstrich einer Einzelkolonie tiberimpft und bei (36 + 1) °C fiir (21 £ 3) h
bebriitet. Dabei wurde die Subkultivierung der Isolate von einer Nahrmedienplatte aus prafe-
riert, die eine moglichst hohe Anzahl an prasumtiven Kolonien unterhalb der oberen Auszahl-
grenze aufwies. Alle Isolate der Passage 1 (Abbildung 12) wurden entsprechend A 1.6 identi-
fiziert.
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Alle als E. coli oder Mitglieder der KEC-Gruppe bestatigten Isolate wurden als 3GC-resistente
Zielorganismen definiert. Wiesen diese Isolate von Passage 2 aus mittels phanotypischer An-
tibiotika-Empfindlichkeitsprifung, immunochromatographischer und/oder gegebenenfalls mo-
lekularbiologischer Verfahren eine ESBL auf, wurden sie als ESBL-bildende Zielorganismen
definiert. Im Falle eines Carbapenemase-Verdachtes wurde zusatzlich auf das Vorhandensein
des Enzyms bzw. Gens untersucht. Als Carbapenemase-verdachtig wurden diejenigen Bak-
terienisolate definiert, die entweder eine Resistenz gegeniber Imipenem, Meropenem und/
oder Ertapenem oder eine verminderte Empfindlichkeit gegeniber diesen Antibiotika, wie in
Tabelle 35 in A 1.4.2.2 definiert, aufwiesen. Der Carbapenemase-Verdacht musste durch wei-
tergehende Analytik bestatigt werden.

Bei konsistenter Befundlage wurden die Daten zu den betrachteten prasumtiven Kolonien als
3GC-resistente, ESBL- bzw. Carbapenemase-bildende Zielorganismen interpretiert. War die
Befundlage bezuglich ESBL bzw. Carbapenemase fir eine Festlegung unzureichend, endete
die Analytik an dieser Stelle ohne ESBL- bzw. Carbapenemase-Bestatigung. Fir die nachfol-
genden Berechnungen wurden diese Kolonie als ,Kein Zielorganismus® bzgl. ESBL bzw.
Carbapenemase-Bildung betrachtet.

Es wurden nur Nahrmedienplatten ausgewertet, die die obere Auszahlgrenze fir das Memb-
ranfiltrationsverfahren von 80 Kolonien pro Filter bzw. flr das Oberflachenverfahren von 200
Kolonien pro CHROMagar-Nahrmedienplatte nicht iberschritten. Die Berechnung des Ergeb-
nisses erfolgte entsprechend den Vorgaben der DIN EN ISO 8199:2021-12 fur Berechnungs-
verfahren: Allgemeiner Fall mit Bestatigung. Das Ergebnis wurde als gewichtetes Mittel auf
zwei signifikante Stellen gerundet als 3GC-resistente, ESBL- bzw. Carbapenemase-bildende
Escherichia coli bzw. KEC in KBE/100 ml angegeben. Falls keine Zielorganismen nachgewie-
sen wurden, wurde das Ergebnis als kleiner Nachweisgrenze (NWG) in KBE/100 ml angege-
ben. Die Nachweisgrenze variierte und berechnete sich aus 1 geteilt durch das hoéchste aus-
wertbare Untersuchungsvolumen eines Ansatzes.

ACHTUNG!

Der Hersteller des Agar-Nahrmediums weist daraufhin, dass in seltenen Fallen Isolate der
Gattung Citrobacter teilweise dunkelpink farbene bis rosa Kolonien ausbilden, die falschlicher-
weise ohne Bestatigung der Identitat als E. coli gewertet werden (Mitteilung Fa. Mast, 2021).
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A1.4.22 Bestimmung von Carbapenemase-bildenden Enterobacterales

Carbapenemase-bildende Enterobacterales besitzen in der Regel eine verringerte Empfind-
lichkeit beziehungsweise eine Resistenz gegenuber Carbapenemen. Zusatzlich sind sie in den
meisten Fallen resistent gegen Cephalosporine mit erweitertem Wirkungsspektrum wie z.B.
Cefpodoxim (EUCAST, 2017). Einige Carbapenemase-bildende Bakterien (z. B. mit OXA-48-
Enzymen) kénnen aber auch vollstandig empfindlich gegenlber Cephalosporinen sein, so
dass ein Nachweis mittels CHROMagar ESBL gegebenenfalls nur bei zusatzlicher ESBL er-
folgt. Um dieser Méglichkeit Rechnung zu tragen und die Ausbeute von Carbapenemase-po-
sitiven Zielorganismen zu erhdhen, wurde in diesem Projekt fur ausgewahlte Proben zusatzlich
der CHROMagar mSuperCARBA (Fa. Mast) eingesetzt. Nach Herstellerangaben wird zum
selektiven Nachweis Carbapenemase-bildender Enterobacterales im chromogenen Selektiv-
medium CHROMagar mSuperCARBA Ertapenem eingesetzt. Die stoffwechselphysiologische
Umsetzung von Indikatorsubstraten in einen roten Farbstoff (prasumtiver Nachweis von E. coli)
bzw. in einen blauen Farbstoff (prasumtiver Nachweis der KEC-Gruppe) dient zur weiterge-
henden Differenzierung der Kolonien.

Die Bestimmung von Carbapenemase-bildenden Zielorganismen aus der Ordnung der Entero-
bacterales (hier: E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.) umfasste Bakte-
rien, die auf dem selektiven CHROMagar mSuperCARBA unter den hier angegebenen Inku-
bationsbedingungen die nach Herstellerangaben zu erwartenden pigmentierten Kolonien bil-
deten, entsprechend A 1.6 als entweder E. coli oder Bakterien der KEC-Gruppe bestatigt wur-
den, in der Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung eine nach den Vorgaben der EUCAST
(EUCAST CLINICAL BREAKPOINT TABLES V. 9.0, 2019-01-01) bewertete Resistenz gegeniber
Imipenem, Meropenem und/oder Ertapenem besalten bzw. eine verminderte Empfindlichkeit
fir diese Antibiotika (Tabelle 35) aufwiesen und eine Carbapenemase ausbildeten
(HAMPRECHT ET AL., 2021).

Tabelle 35: Kriterien fiir weitergehende Untersuchungen auf CP bei nicht Carpanemen-resistenten Zielorga-
nismen
Bakteriengattung, -art Verminderte Empfindlichkeit (MHK mg/l)

Enterobacter spp., K. aerogenes, Citrobacter freundii | Meropenem > 2 mg/l und/oder
Imipenem > 2 mg/I

E. coli, Klebsiella spp. aulder K. aerogenes Ertapenem > 0,5 mg/l und/oder
Meropenem > 2mg/l und/oder
Imipenem > 2 mg/I
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Im Flielischema ist der Untersuchungsumfang abgebildet.

Keine chromogene Reaktion ODER

. chromogene Reaktion und atypische
Carbapenemase Screening Koloniemorphologie

CHROMagar mSuperCARBA (Fa. Mast) Carbapenemase negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

Empfindlichkeitsprifung gegeniber
Ertapenem, Meropenem und Imipenem
bei bestatigten Escherichia coli und KEC

K

Resistenz bzw. verminderte Empfindlichkeit gegentber
Ertapenem, Imipenem und/oder Meropenem

nein [ } Ja
Carbapenemase-Aktivitdt + immunochromatographischer Nachweis
ausgewahlter Carbapenemasen®

Carbapenemase negativ

Ein oder beide Nachweis/e positiv Beide Nachweise negativ

Carbapenemase positiv Carbapenemase negativ

4

Geht in die Berechnung ein

* Bei unklarer Befundlage Durchfiihrung eines molekularbioclogischer Nachweises; bei weiterhin bestehender Unklarheit Abklarung Carbapenemase-Verdacht durch das NRZ

Abbildung 16: FlieRschema zum Nachweis von CP-bildenden Enterobacterales mittels CHROMagar mSuper-
CARBA

Material und Prifmittel:

e CHROMagar mSuperCARBA, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Mast, 201473)

e TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Verdlinnungslésung: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung

e Brutschrank (42+1)°Cund (36 +1) °C

e Weilde Zellulosenitratfilter, PorengréRe 0,45 ym und & 50 mm

Durchfiihrung:

Die mittels Membranfiltration bzw. Oberflachenverfahren beimpften selektiven CHROMagar
mSuperCARBA Nahrmedienplatten wurden bei (42 + 1) °C nach (21 £ 3) h auf dunkelpink
farbene bis rotliche Kolonien fiir prasumtive E. coli sowie metallischblau farbene Kolonien fiir
prasumtive Klebsiella spp., Enterobacter spp. und Citrobacter spp. (KEC-Gruppe) untersucht.
Von den verdachtigen Kolonien wurden jeweils bis zu 10 Kolonien der prasumtiven E. coli
sowie bis zu 10 Kolonien der prasumtiven KEC-Gruppe auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 %
Schafblut als 3-Osenausstrich einer Einzelkolonie tberimpft und bei (36 + 1) °C fir (21 £ 3) h
bebritet. Dabei wurde die Subkultivierung von Isolaten von einer Nahrmedienplatte aus pra-
feriert, die eine mdglichst hohe Anzahl an prasumtiven Kolonien innerhalb der Auszahigrenze
aufwies.
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Alle Isolate der Passage 1 wurden entsprechend A 1.6 identifiziert. Die als E. coli oder Bakte-
rien der KEC-Gruppe bestatigten Isolate wurden von Passage 2 aus mittels Antibiotika-Emp-
findlichkeitsprufung untersucht. Die nach den Vorgaben der EUCAST als resistent gegentber
Imipenem, Meropenem und/oder Ertapenem eingestuften Isolate sowie Isolate mit verminder-
ter Empfindlichkeit gegenuber den genannten Carbapenemen, bei denen sich der Verdacht
auf das Vorkommen einer Carbapenemase bestatigte (A 1.8.4, A 1.8.5, A 1.9.5), gingen in die
Berechnung des Endergebnisses ein. Dabei musste mindestens einer der zwei Bestatigungs-
teste fir den Nachweis von Carbapenemasen positiv ausfallen. Bei unklarer Befundlage er-
folgte die Versendung der Bakterienisolate zum Ausschluss bzw. zur Bestatigung einer Carba-
penemase an das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fir gramnegative Krankenhauserreger
(Bochum). Die durch das NRZ bestatigten Isolate gingen ebenfalls in die Berechnung ein.

Es wurden nur Nahrmedienplatten ausgewertet, die die obere Auszahlgrenze flr das
Membranfiltrationsverfahren von 80 Kolonien pro Filter bzw. fir das Oberflachenverfahren von
200 Kolonien pro 90mm-Nahrmedienplatte nicht Uberschritten. Die Berechnung des
Ergebnisses erfolgte entsprechend den Vorgaben der DIN EN ISO 8199:2021-12 flr
Berechnungsverfahren: Aligemeiner Fall mit Bestatigung. Das Ergebnis wurde als gewichtetes
Mittel auf zwei signifikante Stellen gerundet als Carbapenemase-bildende Escherichia coli
bzw. KEC in KBE/100 ml angegeben.

Falls keine Zielorganismen nachgewiesen wurden, wurde das Ergebnis als kleiner
Nachweisgrenze (NWG) in KBE/100 ml angegeben. Die Nachweisgrenze variierte und
berechnete sich aus 1 geteilt durch das hochste auswertbare Untersuchungsvolumen eines
Ansatzes.

ACHTUNG!

Der Hersteller weist daraufhin, dass in seltenen Fallen Isolate der Gattung Citrobacter
CHROMagar mSuperCARBA teilweise dunkelpink farbene bis rosa Kolonien ausbilden, die
falschlicherweise ohne Bestatigung ihrer Identitat als E. coli gewertet werden (Mitteilung Fa.
Mast, 2021).
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A1.4.23 Bestimmung von Carbapenemase-Bildner aus der AB-Gruppe

Der Nachweis von Carbapenemase-bildenden Bakterien der AB-Gruppe umfasste Bakterien,
die auf dem selektiven CHROMagar MDR Acinetobacter (Fa. Mast) unter den angegebenen
Inkubationsbedingungen die nach Herstellerangaben zu erwartenden roten Kolonien bildeten,

Oxidase-negativ waren, entsprechend A 1.6 als Vertreter der AB-Gruppe (Acinetobacter

baumannii, A. pittii, A. noscomialis, A. seifertii, A. dijkshoorniae) bestatigt wurden, in der An-
tibiotika-Empfindlichkeitsprifung eine nach den Vorgaben der EUCAST (EUCAST CLINICAL
BREAKPOINT TABLES V. 9.0, 2019-01-01) bewertete Resistenz gegeniber Imipenem und Mero-
penem besalien bzw. eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber den genannten Antibiotika
(MHK: > 2 mg/L Meropenem und MHK: > 2 mg/L Imipenem) aufwiesen sowie eine Carbapene-
mase ausbildeten. Carbapenem-Resistenz bei Vertretern der Acinetobacter baumannii-
Gruppe lasst sich fast immer auf die Produktion von OXA-Carbapenemasen zurlickflihren

(EUCAST, 2017).

Im FlieBschema ist der Untersuchungsumfang abgebildet.

Carbapenemase Screening
CHROMagar MDR Acinetobacter
(Fa. Mast)

Koloniemorphologie

Keine chromogene Reaktion ODER
chromogene Reaktion und atypische

Carbapenemase negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

Empfindlichkeitspriifung gegenliber Meropenem und Imipenem
bei bestatigter AB-Gruppe

v

Resistenz bzw. verminderte Empfindlichkeit gegentber
Imipenem und Meropenem

neinl,

1 ia

Carbapenemase negativ

Abklarung Carbapenemase-Verdacht durch das NRZ

4

je nach Befundlage

y

Carbapenemase positiv

Carbapenemase negativ

A

Geht in die Berechnung ein

Abbildung 17:  Flielschema zum Nachweis von Carbapenemase-bildenden Bakterien der AB-Gruppe
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Material und Prifmittel:

o CHROMagar Acinetobacter, Trockenndhrmedium inklusive Zusatz mit Wachstums-
und Regulatorfaktoren (AC092) mit CHROMagar™ MDR-Zusatz CR102 (Fa. Mast); die Nahrme-
dienherstellung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)

e VerdUnnungslésung: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung

e Brutschrank (42 + 1) °C und (44 £ 0,5) °C

e Weille Zellulosenitratfilter, Porengrofie 0,45 ym und & 50 mm

Durchfiihrung:

Die mittels Membranfiltration bzw. Oberflachenverfahren beimpften selektiven CHROMagar
Acinetobacter MDR Nahrmedienplatten wurden bei (42 £ 1) °C flr (21 £ 3) h inkubiert und auf
rot pigmentierte, Oxidase-negative Kolonien untersucht. Von den verdachtigen Kolonien wur-
den jeweils bis zu 10 Kolonien auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut als 3-Osenaus-
strich einer Einzelkolonie Uberimpft und bei (44 £ 0,5) °C fur (21 £ 3) h bebritet. Dabei wurde
die Subkultivierung von Isolaten von einer Nahrmedienplatte aus praferiert, die eine moglichst
hohe Anzahl an prasumtiven Kolonien innerhalb der Auszahlgrenze aufwies. Alle Isolate wur-
den entsprechend A 1.6 untersucht. Die als AB-Gruppe bestatigten Isolate wurden von Pas-
sage 2 aus mittels Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung untersucht.

Die nach den Vorgaben der EUCAST als resistent gegentber Imipenem und Meropenem ein-
gestuften Isolate sowie die Isolate mit verminderte Empfindlichkeit gegenuber den genannten
Carbapenemen wurden zum Ausschluss bzw. zur Bestatigung einer Carbapenemase an das
NRZ fir gramnegative Krankenhauserreger (Bochum) verschickt. Alle dabei als Carbapene-
mase-positiv befundeten und beziiglich ihrer Identitat bestatigten Isolate gingen in die Berech-
nung des Endergebnisses ein.

Es wurden nur Nahrmedienplatten ausgewertet, die die obere Auszahlgrenze fur das
Membranfiltrationsverfahren von 80 Kolonien pro Filter bzw. fiir das Oberflachenverfahren von
200 Kolonien pro 90mm-Nahrmedienplatte nicht Uberschritten. Die Berechnung des
Ergebnisses erfolgte entsprechend den Vorgaben der DIN EN ISO 8199:2021-12 fir
Berechnungsverfahren: Aligemeiner Fall mit Bestatigung. Das Ergebnis wurde als gewichtetes
Mittel auf zwei signifikante Stellen gerundet als Carbapenemase-bildende Acinetobacter
baumannii Gruppe in KBE/100 ml angegeben.

Falls keine Bakterien der Carbapenemase bildenden Acinetobacter baumannii-Gruppe
nachgewiesen wurden, wurde das Ergebnis als kleiner Nachweisgrenze (NWG) in KBE/100
ml angegeben. Die Nachweisgrenze variierte und berechnete sich aus 1 geteilt durch das
héchste auswertbare Untersuchungsvolumen eines Ansatzes.

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—-132/209 -



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Anhang 1: Details zu Probenahme und Analytik

A1424 Bestimmung von Pseudomonas aeruginosa mit Antibiotikaresistenzen

Die Bestimmung von Pseudomonas aeruginosa mit Antibiotikaresistenzen umfasste die Bak-
terien, die unter den gewahlten Inkubationsbedingungen auf einem selektiven, cetrimidhalti-
gen Agar-Nahrmedium wuchsen, Pyocyanin produzierten oder unter UV-Licht (A= (360 * 20)
nm) fluoreszierten und als Oxidase-positiv sowie mit dem MALDI-TOF-MS-Verfahren (A 1.6)
als P. aeruginosa bestatigt wurden (angelehnt an DIN EN ISO 16266:2008-05) und Antibio-
tikaresistenzen gegenlber einem oder mehreren ausgewahlten Antibiotika mit antipseudomo-
naler Aktivitat zeigten. Im FlieRschema ist der Untersuchungsumfang nach Bestatigung der
Identitat der Bakterienisolate abgebildet.

Empfindlichkeitspriifung gegeniiber
Ceftazidim, Cefepim, Meropenem und Imipenem

Resistent gegeniber Resistent gegentiiber
Cefipim und/oder Ceftazidim Imipenem und Meropenem sowie Ceftazidim

ja ¥ nein
Carbapenemase-Aktivitdt + immunochromatographischer
Nachweis ausgewahlter Carbapenemasen + PCR

Mindestens ein
Nachweis positiv Alle Nachweise negativ

Abklarung Carbapenemase-Verdacht
durch das NRZ

| je nach Befundlage

Carbapenemase positiv Carbapenemase negativ

!

Geht in die Berechnung ein

Abbildung 18: FlieRschema zum Nachweis von P. aeruginosa mit ausgewahlten Antibiotikaresistenzen

Material und Prufmittel:

o Pseudomonas-C-N-Selektiv-Agar, Fertignahrmedienplatten (Fa. Oxoid, PO5076A)

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Verdunnungslésung: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung

e Brutschrank (42+1)°Cund (36 £ 1) °C

o UV-Lampe mit Schaukasten, A= (360 £ 20) nm

o Weile Zellulosenitratfilter, Porengrofie 0,45 ym und & 50 mm
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Durchfiihrung:

Die Proben wurden im Oberflachen- und/oder im Membranfiltrationsverfahren auf C-N-Agar-
Nahrmedienplatten angesetzt, bei (42 £ 1) °C fiir (44 + 4) h inkubiert und auf blaugrin pigmen-
tierte Kolonien bzw. unter UV-Licht fluoreszierende, Oxidase-positive Kolonien untersucht.
Von den verdachtigen Kolonien wurden jeweils bis zu 10 Kolonien auf TSA-Nahrmedienplatten
mit 5 % Schafblut als 3-Osenausstrich einer Einzelkolonie tberimpft und bei (36 + 1) °C fir
(21 = 3) h bebritet. Dabei wurde die Subkultivierung von Isolaten von einer Nahrmedienplatte
aus praferiert, die eine mdglichst hohe Anzahl an pradsumtiven Kolonien innerhalb der Aus-
zahlgrenze aufwies. Alle Isolate wurden mittels MALDI-TOF-MS—Verfahren untersucht und
gegebenenfalls als P. aeruginosa bestatigt.

Die bestatigten P. aeruginosa-Isolate wurden auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut
als Ausstrich einer Einzelkolonie Gberimpft und bei (36 + 1) °C fiir (21 + 3) h bebritet. Anschlie-
Rend erfolgte die Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung gegenuber Cefepim, Ceftazidim, Mero-
penem und Imipenem.

Bakterienisolate mit einer nachgewiesenen Resistenz gegeniber Imipenem, Meropenem und
Ceftazidim wurden zusatzlich auf das Vorkommen von Carbapenemasen untersucht (A 1.8.4,
A 1.8.5). Zusatzlich wurden alle Carbapenemase-verdachtigen Bakterienisolate zum Aus-
schluss bzw. zur Bestatigung einer Carbapenemase an das NRZ fiir gramnegative Kranken-
hauserreger (Bochum) verschickt.

Die nach den Vorgaben der EUCAST (EUCAST CLINICAL BREAKPOINT TABLES V. 9.0, 2019-01-
01) als resistent gegentber Ceftazidim oder Cefepim bzw. gegenlber beiden genannten An-
tibiotika eingestuften Bakterienisolate sowie die Bakterienisolate die gegeniber Imipenem
und/oder Meropenem sowie Ceftazidim (Abbildung 18) Resistenzen aufwiesen und eine
Carbapenemase ausbildeten, gingen in die Berechnung des Endergebnisses ein.

Es wurden nur Nahrmedienplatten ausgewertet, die die obere Auszahlgrenze fur das
Membranfiltrationsverfahren von 80 Kolonien pro Filter bzw. fir das Oberflachenverfahren von
200 Kolonien pro 90mm-Nahrmedienplatte nicht Uberschreiten. Die Berechnung des
Ergebnisses erfolgte entsprechend den Vorgaben der DIN EN ISO 8199:2021-12 flr
Berechnungsverfahren: Allgemeiner Fall mit Bestatigung. Das Ergebnis wurde als gewichtetes
Mittel auf zwei signifikante Stellen gerundet als antibiotikaresistente P. aeruginosa in KBE/100
ml angegeben.

Falls keine antibiotikaresistenten P. aeruginosa nachgewiesen wurden, wurde das Ergebnis
als kleiner Nachweisgrenze (NWG) in KBE/100 ml angegeben. Die Nachweisgrenze variierte
und berechnete sich aus 1 geteilt durch das hochste auswertbare Untersuchungsvolumen
eines Ansatzes.
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A1.425 Bestimmung von Vancomycin-resistenten Enterokokken

Die Bestimmung Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE) umfasste Bakterien, die auf
dem selektiven CHROMagar VRE (Fa. Mast) unter den hier angegebenen Inkubationsbedin-
gungen die nach Herstellerangaben zu erwartenden pigmentierten Kolonien bildeten, entspre-
chend A 1.6 als entweder Enterococcus faecium oder Enterococcus faecalis bestatigt wurden
und in der Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung eine nach den Richtlinien der EUCAST bewer-
tete Resistenz gegenuber Vancomycin aufwiesen. Im FlieBschema ist der Untersuchungsum-
fang abgebildet.

Keine chromogene Reaktion ODER
VRE Screening chromogene Reaktion und atypische
CHROMagar VRE (Fa. Mast) Koloniemorphologie J  VRE negativ

Chromogene Reaktion MIT typischer Koloniemorphologie

A

Empfindlichkeitspriifung gegenliber Vancomycin bei
bestatigten Enterococcus faecium/Enterococcus faecalis

A 4

Resistent gegeniiber Vancomycin It. EUCAST

nein [ 1 Ja
VRE negativ VRE positiv

I Nachweis von vanA und vanB

(qualitative real-time PCR)

! ! l

vahA positiv | | vanB positiv negativ

A 4

Geht in die Berechnung ein

Abbildung 19: FlieRschema zum Nachweis von Vancomycin-resistenten Enterokokken

Material und Prufmittel:

¢ CHROMagar VRE, Fertignahrmedienplatten (Fa. Mast, 201460)

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e VerdUnnungslésung: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung

e Brutschrank (42+1)°Cund (36 £ 1) °C

o Weille Zellulosenitratfilter, Porengrofe 0,45 pm und & 50 mm
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Durchfiihrung:

Die mittels Membranfiltration bzw. Oberflachenverfahren beimpften selektiven CHROMagar
VRE Nahrmedienplatten wurden bei (42 £ 1) °C flr (48 £ 4) h inkubiert. Nach (24 + 4) h wurde
eine Zwischeninspektion durchgefihrt, nach (48 t 4) h erfolgte die Endauswertung auf rosa
bis violett farbene Kolonien. Von den verdachtigen Kolonien wurden jeweils bis zu 10 Kolonien
auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut als 3-Osenausstrich einer Einzelkolonie tiber-
impft und bei (36 £ 1) °C fir (21 £ 3) h bebrutet. Dabei wurde die Subkultivierung der Isolate
von nur einer Nahrmedienplatte aus préaferiert, die eine moglichst hohe Anzahl an prasumtiven
Kolonien unterhalb der oberen Auszahlgrenze aufwies. Alle Isolate wurden entsprechend
A 1.6 charakterisiert. Die als E. faecium oder E. faecalis bestatigten Isolate wurden von Pas-
sage 2 aus mittels Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung untersucht. Die nach den Vorgaben der
EUCAST (EUCAST CLINICAL BREAKPOINT TABLES V. 9.0, 2019-01-01) als resistent gegentber
Vancomycin eingestuften Isolate, gingen in die Berechnung des Endergebnisses ein. Alle VRE
wurden weiterhin mittels qualitativer real time-PCR bezliglich des vanA- und/oder vanB-Gen-
clusters untersucht.

Es wurden nur Nahrmedienplatten ausgewertet, die die obere Auszahlgrenze flr das
Membranfiltrationsverfahren von 80 Kolonien pro Filter bzw. fir das Oberflachenverfahren von
200 Kolonien pro 90mm-Nahrmedienplatte nicht Gberschritten.

Die Berechnung des Ergebnisses erfolgte entsprechend den Vorgaben der DIN EN ISO
8199:2021-12 fur Berechnungsverfahren: Allgemeiner Fall mit Bestatigung. Das Ergebnis
wurde als gewichtetes Mittel auf zwei signifikante Stellen gerundet als Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE) in KBE/100 ml angegeben. Falls keine VRE nachgewiesen wurden,
wurde das Ergebnis als kleiner Nachweisgrenze (NWG) in KBE/100 ml angegeben.

Die Nachweisgrenze variierte und berechnete sich aus 1 geteilt durch das hdochste
auswertbare Untersuchungsvolumen eines Ansatzes.
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A143 Berechnung fiir kulturelle Analytik auf Nahrmedienplatten

Die Berechnung der Ergebnisse fir die kulturelle Analytik auf Nahrmedienplatten erfolgte in
Anlehnung an DIN EN ISO 8199:2021-12 flir Berechnungsverfahren: Allgemeiner Fall mit Be-
statigung.

Die Rohdaten wurden - unter Beachtung der jeweilig oberen Auszahlgrenze der eingesetzten
Verfahren - vor Berechnung auf Plausibilitat gepruft, da aufgrund der gegebenenfalls vorhan-
denen Nichtzielorganismen z. B. weniger Zielorganismen im unverdinnten als im verdinnten
Probenansatz nachweisbar sein konnten. Ebenso konnte eine signifikante Abweichung der
Anzahl an Zielorganismen auf zwei Nahrmedienplatten derselben Verdinnungsstufe vorlie-
gen. In derartigen Fallen erfolgte vorab eine fachliche Einzelfallprifung der in die Berechnung
eingehenden Volumina und Anzahl der Zielorganismenkolonien. Wenn die Anzahl an Zielko-
lonien auf allen Nahrmedienplatten Uber der Auszahigrenze lagen, wurde das Ergebnis mit
,groker als“ angegeben. Nahrmedienplatten, die aufgrund von Nichtzielorganismen nicht auf
Zielorganismen hin ausgewertet wurden, gingen nicht in die Berechnung ein und wurden als
»nicht auswertbar” gewertet.

Von jeder fir die Koloniezahlung ausgewahlten Platte wurden alle oder eine Teilmenge (in der
Regel 10 Stlck) der verdachtigen Kolonien bestatigt. Nach der Bestatigung wurde die Anzahl der
die Bestatigungskriterien erfiillenden Kolonien a entsprechend nachfolgender Gleichung berechnet

b
a=xxC

Dabei ist

A die Anzahl der abgeimpften verdachtigen Kolonien

b die Anzahl der Kolonien, die die Bestatigungskriterien erfiillen

C die Gesamtanzahl der auf der Platte gezahlten verdachtigen Kolonie

Das Ergebnis wurde ausgehend von allen auswertbaren Nahrmedienplatte/n eines Ansatzes
ermittelt. Waren Nahrmedienplatten verschiedener Volumina bzw. Verdlinnungen innerhalb
eines Ansatzes auswertbar, wurde aus diesen das gewichtete Mittel berechnet.

Das Ergebnis wurde auf 100 ml Originalprobe berechnet und auf zwei signifikante Stellen ge-
rundet. Falls die dritte Stelle kleiner als 5 war, wurde die vorhergehende Stelle nicht verandern;
falls die dritte Stelle groRer oder gleich 5 war, wurde die vorhergehende Stelle um eine Einheit
erhoht.
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A1.5 Langzeiterhaltung von Bakterienisolaten

Die Langzeiterhaltung von Referenzstammkulturen zur Qualitatssicherung sowie der gewon-
nenen Umweltbakterienisolate erfolgte mittels Kryokonservierung in den Kryogefalien Cryo-
bank nach Vorgaben des Herstellers (Fa. Mast). Angelehnt an die DIN 58959-6:2019-06 wur-
den die Stamme im Ultratiefkihler bei einer Temperatur von < -70 °C gelagert.

A1.6 Identifizierung von Bakterienisolaten

Die Bakterienidentifizierung der auf den Agar-Nahrmedien von Primarkulturen als Zielorganis-
men-verdachtig interpretierten Kolonien setzte sich aus mehreren Arbeitsschritten zusammen
(Abbildung 20). Alle prasumtiven Kolonien wurden zur Identifizierung zuerst mit einem MALDI-
TOF-MS-Verfahren tberprift. Bestatigte sich die Identitat dieser Kolonien nicht, wurden sie
als ,kein Zielorganismus“ bewertet. Bei Bestatigung der Identitat erfolgte fir Isolate aus der
KEC-Gruppe eine zusatzliche Differenzierung mit dem Vitek® 2 ID-Verfahren anhand lhrer
Stoffwechselphysiologie. AbschlieRend wurde die Gesamtbefundlage auf Plausibilitat tGber-
pruft.

Bei konsistenter Befundlage wurden die Befunde der jeweiligen prasumtiven Kolonie als ,Ziel-
organismus® bewertet und abschlieRend das belastbarste Identifizierungsergebnis nach Ab-
schnitt A 1.6.4 festgelegt. Bei widerspruchlicher Befundlage wurden zusatzliche Verfahren, wie
die partielle Sequenzierung der 16S rDNA, durchgefihrt, um die Datenlage zu erweitern und
das ldentifizierungsergebnis abzusichern. War die Gesamtbefundlage unzureichend, um ein
plausibles Identifizierungsergebnis festzulegen, endete die Analytik an dieser Stelle. Fir nach-
folgende Berechnungen wurde diese Kolonie als ,kein Zielorganismus® betrachtet.

Prasumtive Kolonie
auf Primaragarnahrmedium

l 1. Passage Reinkultur

Bestatigungsverfahren
MALDI-TOF-MS-Verfahren

(Proteinfingerprint und Spektrenabgleich)

Bestatigung Keine Bestatigung
der prasumtiven Kolonie der prasumtiven Kolonie
A. baumannii - Gruppe KEC - G Qualits ich fah
E. faecium - Gruppe ualitatssicherungsverfahren
E. faecalis 1 |_’ Sequenzierung und Sequenzabgleich
E . (Partielle Sequenzierung der 16S rDNA und BLASTn)
. coli
P aeruginosa Differenzierungsverfahren |
Vitek® 2 ID — Verfahren Plausibilitatstiberpriifung
(Stoffwechselreaktionen und Musterabgleich) G .
esamtbefundlage ausreichend
[ Ja l nein
Qualitatssicherung ein Kein Identifizierungsergebnis
Widerspruchsfreie Gesamtbefundlage Geht nicht in die Berechnung ein
= |
Zielorganismus le— Kein Zielorganismus

Abbildung 20: FlieBschema der Identifizierung von Bakterienisolaten
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A1.6.1 MALDI-TOF MS-Verfahren

Alle prasumtiven Kolonien wurden tUber ein MALDI-TOF-MS-Verfahren untersucht. Das Ver-
fahren erlaubt eine Differenzierung und ldentifizierung von Bakterien anhand ihrer Biomole-
kile. Den gréten Teil der sich im Messbereich von 2000 Dalton bis 20.000 Dalton befindlichen
Molekdule stellen dabei ribosomale Proteine dar. Durch das Verfahren werden molekulare Fin-
gerabdriicke, sogenannten Proteinfingerprints, erzeugt und zur ldentifizierung mit Referenz-
spektren aus einer Datenbank abgeglichen.

Material und Prifmittel:

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid,
PB5012A)

e Brutschrank (36 £ 1) °C

e MALDI Gerat, MALDI Biotyper®, mikroflex LT/SH (Fa. Bruker)

e MALDI System, MALDI Biotyper® Research Use Only

e MALDI Software

e MBT Compass Version 4.1.100

¢ flexControl Version 3.4

¢ MALDI-MSP-Bibliothek

o BDAL Datenbankversion 9 (Stand 2019-12) fir Isolate bis 2021-10,

e BDAL Datenbankversion 10 (Stand 2020-11) flr Isolate ab 2021-10 bis 2022-02, BDAL
Datenbankversion 11 (Stand 2022-02) fur Isolate ab 2022-02

¢ MALDI Identifikationsmethode, MALDI Biotyper MSP I|dentification Standard Method 1.1

e MALDI Vorverarbeitungsmethode, MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1

e MALDI ACQ Methode, MBT_FC

o MALDI AutoXecate—Methode, MBT_AutoX

o MALDI Tragerplatte MSP 96 target polished steel BC (Fa. Bruker, 8280800)

e MBT FAST Shuttle IVD (Fa. Bruker, 1878263)

e Bruker Matrix a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA, Fa. Bruker, 8255344)

o Bruker Lésemittel Standard solvent (Fa. Sigma-Aldrich, 900666)

o Bruker Bacterial Test Standard (BTS, Fa. Bruker, 255343)

Durchfiihrung:

Die zu untersuchende Kolonie wurde als 3-Osenausstrich auf eine TSA-N&hrmedienplatte mit
5 % Schafblut ausgestrichen und bei (36 £ 1) °C fur (21 + 3) h bebritet. Die MALDI-TOF-MS-
Analytik von Einzelkolonien dieser Reinkultur erfolgte zeitnah nach Inkubationsende oder kur-
zer Lagerungen der Kultur bei Raumtemperatur am selben Tag. Von einer einzeln liegenden
Kolonie wurde randstandig Material fur den Transfer auf die MALDI-Tragerplatte abgenommen
und von der identischen Kolonie eine neue Subkultur fir weitere Analyseverfahren angelegt.
Der Materialtransfer auf die MALDI-Tragerplatte erfolgte nach der Direkttransfermethode. Es
erfolgte keine Extraktion. Bei der Direkttransfermethode wurde eine kleine Menge an Bio-
masse der Kolonie als dunner Film direkt auf die Tragerplatte aufgebracht und sofort mit 1 pl
HCCA-Matrixlésung Uberschichtet. Der Trocknungs- und Kristallisationsprozess erfolgte ent-
weder bei Raumtemperatur oder unterstitzt durch die Verwendung des MBT FAST Shuttle.
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Das biologische Material der zu untersuchenden Kolonie wurde als technisches Duplikat auf
die Tragerplatte aufgebracht. Zudem wurde jeder MALDI-Lauf qualitatsgesichert. Zur Laufvali-
dierung und Kontrolle wurden zwei Felder der Tragerplatte mit BTS beaufschlagt und auf der
Tragerplatte ein von Lauf zu Lauf variierendes Feld als Blindwert, nur mit HCCA-Matrixlésung
Uberschichtet.

Die Identifizierungsebene entspricht der vom MALDI-System vergebenen Konsistenzkatego-
rie. Diese wird anhand vom besten und vom zweitbesten Treffer und den zugewiesenen Be-
wertungszahlen nach Herstellervorgaben berechnet und bewertet. Eine Kategorie A-Bewer-
tung bedeutet Spezieskonsistenz, eine Kategorie B-Bewertung Gattungskonsistenz und eine
Kategorie C-Bewertung keine Konsistenz. Die Uberpriifung auf Widerspruchsfreiheit der Er-
gebnisse der Doppelbestimmung erfolgt automatisiert. Beide Einzelbestimmungen gehen in
die Berechnung der Konsistenzkategorie ein. Die als Zielorganismus-verdachtig interpretierte
Kolonie galt nach dem hier beschriebenen Verfahren als bestatigt, wenn der beste Treffer dem
Verdacht entsprach und die Konsistenzkategorie fiir eine Bestatigung ausreichend war.

Die Arten, die der KEC-Gruppe angehdrten, hielten mindestens die Anforderung der Konsis-
tenzkategorie B ein. Fur die Zielorganismen E. faecium, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa und
fur Arten der A. baumannii-Gruppe war eine Einstufung in die Konsistenzkategorie A zur Be-
statigung notwendig.

Einige Bakterienisolate waren durch das beschriebene Verfahren nicht sicher auf Art-Ebene
voneinander abzugrenzen. Dies stellte eine Limitierung des Verfahrens dar, die bei der Ergeb-
nisfestlegung beachtet wurde.

A1.6.2 Vitek® 2 — System

Die als Zielorganismen bestatigten Kolonien der KEC-Gruppe wurden durch das Vitek® 2-
Identifizierungsverfahren weitergehend charakterisiert. Das Verfahren erlaubt eine Differen-
zierung und ldentifizierung der Bakterien anhand ihrer stoffwechselphysiologischen Eigen-
schaften. Hierzu wurden verschiedene biochemische Tests (Substratverwertung, enzymati-
sche Reaktionen) an Suspensionen von Reinkulturen in einer colorimetrischen Identifizie-
rungskarte durchgefuhrt, Gber die Inkubationsdauer mehrfach durch eine optische Einheit aus-
gewertet und die Kinetik durch das System bewertet. Das Ergebnis wurde mit denen in der
Datenbank hinterlegten Spezies-spezifischen Merkmalen abgeglichen und das ldentifizie-
rungsergebnis ausgegeben.

Bei widersprtichlicher Befundlage wurden auch Zielorganismen, die nicht der KEC-Gruppe an-
gehdrten, mit dem Verfahren weitergehend charakterisiert.

Material und Prifmittel:
e TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C
e VITEK Densitometer
e DensiCHEK plus (Fa. bioMérieux, 21250)
mit Standards Kit (Fa. bioMérieux, 21255)
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¢ VITEK DENSICHEK Basiseinheit (Fa. bioMérieux, 422220)
mobile optische Einheit (Fa. bioMérieux, 423000)
mit Standard MCFARLAND REFERENCE (Fa. bioMérieux, 422219)
e VITEK System, VC-VITEK2 COMPACT 60 — CLINICAL (Fa. bioMérieux, 4700734)
e VITEK Reader, VITEK 2 COMPACT 60 (Fa. bioMérieux, 27560)
e VITEK Software fur Reader, VITEK 2 COMPACT 60 Reader, Softwareversion 2.03
e VITEK PC Systemsoftware und Datenbank
Version 08.01 bis 21.01.2020
Version 09.02 seit 22.01.2020
¢ VITEK ldentifizierungskarten
e VITEK 2 GN (Fa. bioMérieux, 21341)
e VITEK 2 GP (Fa. bioMérieux, 21342)
e Suspensionsmedium NaCl 0,45% (Fa. bioMérieux, V1204)
¢ Kontrollstdmme fir Qualitatssicherung nach Herstellerangaben

Durchfiihrung:

Die zu untersuchende Kolonie wurde als 3-Osenausstrich auf eine TSA-N&hrmedienplatte mit
5 % Schafblut ausgestrichen und bei (36 + 1) °C fur (21 £ 3) h bebriutet. Wurden kryokonser-
vierte Isolate verwendet, erfolgte nach deren Reaktivierung und vor Untersuchungsbeginn eine
erneute Subkultivierung.

Die Analytik startete direkt nach Entnahme der Kulturplatte aus dem Inkubator oder kurzzeiti-
ger Lagerung der Kultur bei Raumtemperatur. Von einzeln liegenden Kolonien wurden 2 bis 4
Kolonien mit einem sterilen Tupfer abgenommen und eine homogene Bakteriensuspension
mit einem Trabungswert von 0,5 bis 0,63 McFarland Units (MFU) hergestellt.

Die VITEK-Identifizierungskarte wurde innerhalb von 30 Minuten nach Herstellung der Sus-
pension beimpft. Anschlieend wurde die befiillte Karte innerhalb von 15 Minuten in den
VITEK 2 COMPACT 60 Reader tberfuhrt, automatisch bei (36 £ 1) °C inkubiert und abgelesen.
Von der Bakteriensuspension wurde ein Kontrollausstrich angelegt, nach den vorgenannten
Inkubationsbedingungen inkubiert und am Folgetag auf Reinheit Uberpruft.

Die Ergebnisse der Einzelreaktionen auf der Karte ergeben zusammen ein Reaktionsmuster,
das durch die Software mit den in der Datenbank hinterlegten erwarteten Reaktionen einzelner
Arten oder Gruppen vergleichend ausgewertet wird. Eine volle Ubereinstimmung wird als 99-
prozentige ldentifizierungswahrscheinlichkeit interpretiert. FUr eine eindeutige ldentifizierung
ist mindestens eine 85-prozentige Ubereinstimmung notwendig. Gibt es kein eindeutiges Iden-
tifizierungsmuster, wird eine Auswahl mdglicher Organismen angezeigt oder der Stamm wird
nicht bestimmt.

Einige Bakterienisolate waren durch das beschriebene Verfahren nicht sicher auf Art-Ebene
voneinander abzugrenzen. Dies stellte eine Limitierung des Verfahrens dar, die bei der Ergeb-
nisfestlegung beachtet wurde.

Die Eingangskontrolle der Identifizierungskarten und des Suspensionsmediums erfolgte unter
Verwendung der vom Hersteller vorgegebenen Qualitatskontrollvorgaben.
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A1.6.3 16S rDNA-Sequenzierung und Sequenzabgleich

Far die molekularbiologische Identifizierung der Isolate wurde jeweils die gesamte DNA einer
Bakterienkolonie extrahiert. Anschliel’end wurde ein Genfragment (ca. 1400 bp) der 16S rDNA
per Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und eine Teilsequenzierung von ca. 1100
Basen durchgefiihrt. Die Sequenz wurde mit 6ffentlich zur Verfligung stehenden Sequenzda-
tenbanken verglichen und die Verwandtschaftsverhaltnisse mittels geeigneter Software-Algo-
rithmen ermittelt.

Die Analytik erfolgte bei widerspruchlicher Befundlage, um eine breitere Datenbasis zur Fest-
legung und Absicherung des Identifizierungsergebnisses zu erlangen.

Eckpunkte der beauftragten Analvtik:
e DNA-Extraktion durch Freeze & Thaw-Verfahren
e Vervielfaltigung eines Genfragments der 16S rDNA

e PCR-Produktkontrolle Gber Gelelektrophorese (Fragmentlange von ca. 1400 bp)

e First Generation Sequenzierung nach Sanger (Teilsequenzlange von ca. 1100 bp)

e Standard Nucleotide BLAST bei NCBI (blastn)

e Datenbank Nucleotide collection (nr/nt) oder Reference RNA Sequences (RefSeq_rna)

e Ergebnis nach bestem Hit in Abhangigkeit vom Max Score, Query Cover, Expect value
und Percent Identity

Die Analytik wurde fremdvergeben. Flr den Versand wurde eine Reinkultur ab Passage 2 auf
TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut angelegt, bei (36 + 1) °C fiir (21 + 3) h bebrtet und
die Kulturplatte direkt oder nach Lagerung im Kihilschrank bei (5 + 3) °C verschickt. Der Ver-
sand erfolgte lichtgeschutzt und ungekuhlt bei Umgebungstemperatur.

Einige Bakterienisolate waren durch das beschriebene Verfahren nicht sicher auf Art-Ebene
voneinander abzugrenzen. Dies stellte eine Limitierung dar, die bei der Ergebnisfestlegung
beachtet wurde.

A1.6.4 Festlegung des Identifizierungsergebnisses

Anhand der Gesamtbefundlage, bestehend aus mindestens zwei Teilergebnissen, kultureller
Befund und MALDI-TOF-MS-Befund, wurde das wahrscheinlichste Identifizierungsergebnis
fur die untersuchte prasumtive Kolonie festgelegt. Die Definition der Zielorganismen ist den
Ausflhrungen zu den kulturellen Verfahren zu entnehmen (A 1.4.2).

Die zur Identifizierung verwendeten Verfahren wiesen methodenspezifische Limitierungen auf,
die im nachfolgenden beschrieben sind:

¢ Durch die verwendeten Identifizierungsverfahren wurden Daten erhoben, die mit Referen-
zeintragen aus Datenbanken abgeglichen wurden. Fur Arten, die ein sehr ahnliches Daten-
muster aufwiesen, kamen die Verfahren an |lhre Differenzierungsgrenze.

¢ Da die Identifizierung der Isolate mit MALDI-TOF-MS (A 1.6.1) wesentlich auf ribosomalen
Proteinen beruht, traten - dhnlich wie bei der Sequenzierung (A 1.6.3) - bei sehr eng ver-
wandten Arten Limitierungen bei deren Differenzierung auf. Eine Prifung auf Plausibilitat
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der Ergebnisse war deshalb wie bei jeder Identifizierungsmethode erforderlich (PAvLOvVIC
ETAL., 2011).

 Ahnliche Limitierungen traten ebenfalls bei der Taxa-ldentifizierung nach A 1.6.2 auf. Be-
stimmte Spezies gehdrten dabei moglicherweise einer als ,Keimpaar bezeichneten Taxa-
Identifizierung an. Dies tritt auf, wenn das Biomuster dieser Taxa identisch ist. Zur Unter-
scheidung der Keimpaar-Taxa sind unter Umstdnden Zusatztests erforderlich (FA.
BIOMERIEUX, 2020).

Alle genannten verfahrensspezifischen Limitierungen wurden bei der Festlegung des wahr-
scheinlichsten Identifizierungsergebnisses beachtet.

Uber die unter A 1.6 beschriebenen Verfahren hinaus, wurden keine weiteren Zusatzteste oder
eine weitergehende Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) durchgefiihrt. War die Gesamtbe-
fundlage unzureichend um ein plausibles ldentifizierungsergebnis festzulegen, endete die
Analytik an der Stelle ohne Identifizierungsergebnis.

Anhand der Gesamtbefundlage wurde das wahrscheinlichste Identifizierungsergebnis auf Art-
ebene festgelegt. Fir Arten die der Acinetobacter baumannii Gruppe angehoéren, war die fest-
gelegte ldentifizierungsebene die AB-Gruppe. Fir Arten die dem Citrobacter freundii-Komplex
(SCHOCH ET AL., 2020), dem Enterobacter cloacae-Komplex (SCHOCH ET AL., 2020), dem
Klebsiella oxytoca-Komplex (YANG ET AL., 2022) oder dem Klebsiella pneumoniae-Komplex
(RODRIGUES ET AL., 2018) zugeordnet wurden, war die festgelegte Identifizierungsebene der
jeweilige Komplex.

Im weiteren Bericht werden

- alle Isolate, die zur Acinetobacter baumannii-Gruppe gehoéren, als AB-Gruppe,

- alle Isolate, die zum Citrobacter freundii-Komplex gehéren, als Citrobacter freundii,

- alle Isolate, die zum Enterobacter cloacae-Komplex gehoéren, als Enterobacter cloacae,

- alle Isolate, die zum Klebsiella oxytoca-Komplex gehdren, als Klebsiella oxytoca und

- alle Isolate, die zum Klebsiella pneumoniae-Komplex gehdren, als Klebsiella pneumoniae
bezeichnet.
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A1.7 Phanotypische Verfahren zur Antibiotika-
Empfindlichkeitspriifung

A1.7A1 Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung mit Vitek® 2 — System

Die taxonomisch als Zielorganismen bestatigten und identifizierten Umweltisolate wurden
durch das automatisierte Diagnostiksystem Vitek® 2 auf lhre Empfindlichkeit gegenlber anti-
mikrobiellen Substanzen (AST) gepruft. Das Verfahren basiert auf der von MacLowry, Marsh
und Gerlach beschriebenen MHK-Methode und stellt im Wesentlichen eine miniaturisierte, ver-
kirzte Version der geometrischen Verdunnungsreihe fir die MHK-Bestimmung mit Hilfe der
Mikrodilutionsmethode dar (FA. BIOMERIEUX, 2018).

Hierzu wurde das zu prifende Bakterienisolat in Ab- und Anwesenheit von antimikrobiellen
Substanzen in einer Resistenzkarte inkubiert, das Bakterienwachstum tber die Inkubations-
dauer mehrfach durch eine optische Einheit ausgewertet und die Kinetik durch das System
bewertet. Das MHK-Ergebnis wurde mit denen in der Datenbank hinterlegten Spezies-spezifi-
schen Grenzwerten nach EUCAST kategorisiert und eine Interpretation als sensibel (S), inter-
mediar (I) oder resistent (R) fur jede getestete Substanz/-kombination ausgegeben. Die Infor-
mationen zu dem getesteten Umweltisolat wurden anschliefiend durch das Advanced Expert
System (AES) ausgewertet. AES prift die Daten auf Konsistenz, weist auf ungewdhnliche Er-
gebnisse hin und schlagt fir die getestete Antibiotikafamilie einen oder mehrere Phanotypen
bzgl. der Resistenz vor.

Material und Prifmittel:

TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C
e VITEK Densitometer

DensiCHEK plus (Fa. bioMérieux, 21250)

mit Standards Kit (Fa. bioMérieux, 21255)

VITEK DENSICHEK Basiseinheit (Fa. bioMérieux, 422220)

mobile optische Einheit (Fa. bioMérieux, 423000)

mit Standard MCFARLAND REFERENCE (Fa. bioMérieux, 422219)
e VITEK System, VC-VITEK2 COMPACT 60 — CLINICAL (Fa. bioMérieux, 4700734)
e VITEK Reader, VITEK 2 COMPACT 60 (Fa. bioMérieux, 27560)
e VITEK Software fur Reader, VITEK 2 COMPACT 60 Reader, Softwareversion 2.03
e VITEK PC Systemsoftware und Datenbank
Version 08.01 bis 21.01.2020

Version 09.02 seit 22.01.2020
o VITEK Auswertesoftware und Einstellungen

MHK — Interpretationsrichtlinie: EUCAST 2019 DE NAK
AES — Parameterset: EUCAST + Phanotypisch DE NAK (Letzte Anderung 08.05.2020)

Therapeutische Interpretationsrichtlinie: NATURAL RESISTANCE
¢ VITEK Resistenzkarten

VITEK 2 AST-N223 (Fa. bioMérieux, 13110)
VITEK 2 AST-N248 (Fa. bioMérieux, 413397)
VITEK 2 AST-P592 (Fa. bioMérieux, 22287)
e Suspensionsmedium NaCl 0,45% (Fa. bioMérieux, V1204)

¢ Kontrollstdmme fir Qualitatssicherung nach Herstellerangaben
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Durchfiihrung:

Die zu untersuchende Kolonie wurde als 3-Osenausstrich auf eine TSA-N&hrmedienplatte mit
5 % Schafblut ausgestrichen und bei (36 + 1) °C fur (21 £ 3) h entsprechend Abbildung 12
bebrutet. Kryokonservierte Isolate wurden reaktiviert und erst nach erneuter Subkultivierung
fur die Analytik verwendet. Die Analytik startete direkt nach Entnahme der Kulturplatte aus
dem Inkubator oder kurzzeitiger Lagerung der Kultur bei Raumtemperatur. Von einzeln liegen-
den Kolonien wurde biologisches Material (ca. 2 bis 4 Kolonien) mit einem sterilen Tupfer ab-
genommen und eine homogene Bakteriensuspension mit einem Tribungswert von 0,5 bis
0,63 MFU hergestellt. Von der Suspension wurde nach Herstellerangaben ein Teilvolumen
von 145 yl bei gramnegativen Isolaten und 280 pul bei grampositiven Isolaten in 3 ml Kochsalz-
I6sung (0,45 %) verdinnt in die Analytik eingesetzt.

Tabelle 36: Verwendete Vitek® 2 AST-Resistenzkarten

Vitek® 2 AST - Resistenzkarte | Bakterienart/Bakteriengattung

N223 E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.
Bei Carbapenemase-Verdacht nach Resistenzkarte N223 wurde
zusatzlich die Resistenzkarte N248 beimpft.

N248 A. baumannii — Gruppe, P. aeruginosa
P592 E. faecalis, E. faecium

Die Resistenzkarte wurde innerhalb von 30 Minuten nach Herstellung der Suspension mit die-
ser beimpft. Anschliel’iend wurde die beflllte Karte innerhalb von 15 Minuten in den VITEK 2
COMPACT 60 Reader eingelesen und bei (36 £ 1) °C inkubiert. Von der Bakteriensuspension
wurde ein Kontrollausstrich angelegt, nach den vorgenannten Inkubationsbedingungen inku-
biert und am Folgetag auf das Vorliegen einer Reinkultur Uberpruft. Die Auswahl der Resis-
tenzkarte erfolgte nach Tabelle 36. Die Resistenzkarte wurde mit der Bakterienidentifizierung
nach Abschnitt A 1.6 verknUpft, um eine Interpretation der MHK-Ergebnisse nach S, | oder R
zu erhalten.

Eine belastbare |dentifizierung war fir die Interpretation notwendig. Das AES prufte im An-
schluss die Daten auf Konsistenz, wies auf ungewdhnliche Ergebnisse hin und schlug fir die
getestete Antibiotikafamilie einen oder mehrere Phanotypen vor.

Anmerkung: Die therapeutische Interpretationsmdglichkeit fur klinische Isolate durch das AES
wurde fur die im vorliegenden Projekt untersuchten Umweltisolate deaktiviert
(INTERPRETATIONSRICHTLINIE NATURAL RESISTANCE, FA. BIOMERIEUX).

Die Befunddaten wurden in drei Vertrauensebenen ,konsistent, ,konsistent nach Korrektur*
und ,inkonsistent”, kategorisiert. Ein als konsistent bewerteter Befund bedeutete, dass die ge-
messenen Werte in den Messbereichen lagen, die in der AES-Wissensbasis flr die betrach-
tete Spezies hinterlegt sind. Bei nur einer Abweichung wurde eine Korrektur eines MHK- oder
Testwertes fur die Analyse durchgefuhrt und auf dem Befund als ,Konsistent nach Korrektur®
angegeben. In beiden Fallen wurde/n ein oder mehrere Resistenzphanotyp/en vorgeschlagen.
Wenn mehrere Phanotypen berichtet wurden, wurde der Verdacht durch qualifiziertes Perso-
nal unter Verwendung von Zweitmethoden abgesichert.
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Ein als inkonsistent durch das AES bewerteter Befund bedeutete, dass die gemessenen Werte
bei mehr als einem Wert von der AES-Wissensbasis abwichen. Die hinterlegten Algorithmen
basieren auf Diskriminanzanalysen die ganzlich oder zumindest vorwiegend mit klinischen Iso-
laten durchgefiihrt wurden, so dass bei Betrachtung von Umweltisolaten ein inkonsistenter
Befund nicht unbedingt auf handwerkliche Fehler (z.B. Mischkultur oder unzutreffende ldenti-
fizierung) hindeutet, sondern dem System unbekannt sein kann. Ein Phanotyp wird in diesem
Fall vom System nicht vorgeschlagen. Bei inkonsistenten Befunden wurde auf handwerkliche
Fehler im Analyseprozess geprift und eine Abklarung, beziehungsweise Bestatigung von Re-
sistenzmechanismen durch Zweitmethoden, durchgefuhrt.

Die in Tabelle 36 benannten Resistenzkarten Vitek® 2 AST — N223 oder N248 erlaubten bei
belastbarer Identifizierung (A 1.6) eine MRGN-Klassifizierung auf Basis der Leitantibiotika
nach KRINKO (siehe A 1.7.2). Die abschliel’iende Festlegung der MRGN-Klassifizierung der
betrachteten gramnegativen Umweltisolate erfolgte anhand der Vitek® 2 AST-Befunde und
der Befunde der weitergehenden Resistenzanalytik bzgl. Carbapenemase-Nachweis.

Die Qualitatseingangskontrolle der Resistenzkarten und des Suspensionsmediums erfolgte
unter Verwendung der vom Hersteller angegebenen Qualitatskontrollvorgaben.

A1.7.2 MRGN-Klassifizierung

Die Einteilung der untersuchten Vertreter der Enterobacterales sowie P. aeruginosa und Aci-
netobacter baumannii-Gruppe in MRGN-Klassen (Tabelle 37) erfolgte nach den Vorgaben der
KRINKO (2019) unter Berlcksichtigung der FAQ des NRZ (2019) und Anwendung des
EUCAST-Systems. Dabei wurden zur Klassifikation die vier wichtigsten klinisch-therapeuti-
schen Antibiotikaklassen (Ureidopenicilline, Cephalosporine der dritten Generation, Carba-
peneme und Fluorchinolone), die als primare bakterizide Therapeutika bei schweren Infektio-
nen verwendet werden, betrachtet.

Tabelle 37: Klassifizierung multiresistenter gramnegativer Stdbchen (KRINKO, 2019)

Antibiotikagruppe Leitsubstanz Enterobacterales Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
3MRGN! 4MRGN? 3MRGN! 4MRGN? 3MRGN! 4MRGN?
Acylureidopenicilline Piperacillin R R £~ R R R
Cefotaxim und/ P
. . . etotaxim un T 59
3./4. Generations-Cephalosporine oder Ceftazidim R R s E"; R R R
Imipenem und/ o % E
Carbapeneme o [ S oder| R 5 2 g R S oder | R
£=
Fluorchinolone Ciprofloxacin R R <5 B3 R R R
oder Nachweis oder Nachweis oder Nachweis
einer einer einer
Carbapenemase’ Carbapenemase? Carbapenemase’

R, resistent; |, sensibel bei erhdhter Dosierung/Exposition; S, sensibel bei normaler Dosierung
1, 3BMRGN, Multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen 3 der 4 Antibiotikagruppen
2, 4AMRGN, Multiresistente gramnegative Stdbchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen

3, Unabhangig vom Ergebnis der phanotypischen Resistenzbestimmung flir Carbapeneme sowie der anderen
drei Substanzklassen

Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen — Fachbericht 155
—146 /209 —



Klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien in Abwasser und FlieRgewassern in NRW
Anhang 1: Details zu Probenahme und Analytik

A1.8 Phanotypische Verfahren zur Bestimmung von
Resistenzmechanismen

A1.8.1 Bestimmung von R-Lactamasen mittels B-LACTA-Test®

Der qualitative kolorimetrische B-LACTA-Test zeigt eine verringerte Empfindlichkeit gegentber
Cephalosporinen der 3. Generation, die auf das Vorhandensein von B-Lactamasen mit erwei-
tertem Wirkspektrum (ESBL), erworbenen Cephalosporinasen (AmpC) sowie Carbapenema-
sen (KPC, MBL) in den Bakterien hinweisen, an. Dieser Test wurde optional erganzend zur
Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung mittels Vitek zur Erweiterung der Befundlage angewendet.

Material und Prifmittel:

o [R-LACTA-Test (Fa. Bio-Rad, 68250)
o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C

Die Bakterienisolate wurden aus Passage 2 (Abbildung 12) auf TSA mit Schafsblut ausgestri-
chen, bei (36 £ 1) °C fir (21 + 3) h inkubiert und anschlielend nach Angaben des Herstellers
in den R-LACTA-Test eingesetzt. Die gegebenenfalls auftretende Farbveranderung im Test-
system wurde abgelesen und entsprechend den Vorgaben des Herstellers entweder als ein
positives oder negatives Ergebnis bzgl. Empfindlichkeit gegentiber 3GC dokumentiert.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
im Kapitel Arbeitshilfsmittel aufgefihrten Positiv- und Negativstammen.

A1.8.2 Bestimmung von ESBL mittels E-Test®

Das Etest®-System ist ein gebrauchsfertiger, inerter und nicht porenhaltiger Kunststoff-Rea-
genzstreifen mit einem vordefinierten Antibiotikum/Antibiotikum-R3-Lactamase-Inhibitor-Gradi-
enten zur Bestatigung von ESBL. Als ESBL-Inhibitor wird Clavulansaure in Kombination mit
verschiedenen Antibiotika verwendet und weist auf das Vorhandensein von Clavulansaure-
inhibierbaren ESBL in Enterobacterales hin. Dieser Test wurde optional erganzend zur Antibi-
otika-Empfindlichkeitsprifung mittels Vitek zur Erweiterung der Befundlage bezuglich Bestati-
gung einer ESBL angewendet.

Material und Prifmittel:

e Etest-Streifen zum Nachweis von ESBL

e Cefotaxim/Cefotaxim+Clavulansaure (Fa. bioMérieux, 532200)

e Ceftazidim/Ceftazdim+Clavulansaure (Fa. bioMérieux, 532500)

e Cefepim/Cefipim+Clavulansaure (Fa. bioMérieux, 534700)

e TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)

e Miller-Hinton-Agar, Fertigmischung (Fa. Bio-Rad, 64888)
Die Agar-Nahrmedien-Herstellung erfolgte aus einer fertigen Mischung. In jede Petrischale
(@ 90 mm) wurden 25 ml des Nahrmediums dosiert, um eine garantierte Agarschichtdicke
von (4 £ 0,5) mm zu erhalten. Die Qualitatssicherung erfolgte in Anlehnung an DIN EN ISO
11133:2020-10 mit dem im Anhang aufgefihrten Qualitatssicherungsstammen.
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e Medium zur Herstellung des Inokulums: sterile 0,9 % (w/v) NaCl-Ldsung
e Brutschrank (36 £ 1) °C

Durchfiihrung:

Die Bakterienisolate wurden aus Passage 2 (Abbildung 12) auf TSA mit Schafsblut ausgestri-
chen und bei (36 + 1) °C flr (21 = 3) h inkubiert. AnschlieRend wurde nach den Vorgaben der
Fa. bioMérieux ein definiertes Inokulum fir die Beimpfung der Miller-Hinton-Nahrmedienplat-
ten hergestellt und nach konfluenter Beimpfung mit Etest-Streifen belegt. Der gesamte Vor-
gang unterlag der 15-15-15-Minuten-Regel (EUCAST 2022); d.h. die Inokulumsuspension
wurde innerhalb von 15 Minuten nach Herstellung verwendet, Etest-Streifen innerhalb von 15
Minuten nach der Inokulation aufgelegt und die Nahrmedienplatten innerhalb von 15 Minuten
nach Aufbringen der Streifen bei (36 £ 1) °C flr (18 £ 2) h inkubiert.

Die Auswertung der Muller-Hinton-Nahrmedienplatten erfolgte nach den Vorgaben der Fa. bi-
oMérieux durch Ablesen der Hemmhofendpunkte an der Skala des Etest-Streifens. Das Able-
sen erfolgte ohne LupenvergréfRerung, gegebenenfalls vor einem dunklen Hintergrund und/
oder unter Zuhilfenahme von reflektiertem Licht. Anhand der bestimmten Hemmhofendpunkte
und dem daraus berechneten Konzentrationsverhaltnis zwischen Clavulansaure-haltigen und
nicht Clavulansaure-haltigen Bereichen oder durch optische Bewertung von auftretenden EI-
lipsen wurde das Ergebnis anhand der vom Hersteller vorgegebenen Auswertetabellen als
entweder ,ESBL positiv*, ,ESBL negativ“ oder ,nicht auswertbar® ermittelt.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
durch den Hersteller vorgegebenen Qualitatskontrollstdmmen und Qualitatskontrollbereichen.
Bei Nichteinhaltung der Qualitatssicherungsvorgaben wurde das Testergebnis nicht gewertet
und es erfolgte eine Wiederholung der Analytik.

A18.3 Immunochromatographische Bestimmung von CTX-M

In Deutschland werden die ESBL CTX-M-15 und CTX-M-1 (Gruppe 1) am haufigsten in Bak-
terienisolaten aus klinischem Probenmaterial nachgewiesen (BEVAN et al., 2017; BERNABEU et
al., 2020). Der Nachweis der CTX-M B-Lactamasen der Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25 erfolgte
mittels des immunochromatographischen Testsystems NG-Test CTX-M MULTI aus bakteriel-
len Reinkulturen. Das Testsystem basiert auf dem Nachweis von CTX-M-Epitopen in ,lateral
flow“-Kassetten mittels spezifischer immobilisierter Antikorper.

Das Testsystem weist folgende Varianten nach (Herstellerangaben):

e Gruppe 1: CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82, -101, -182
o Gruppe 2: CTX-M-2

o Gruppe 8: CTX-M-8

e Gruppe 9: CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

e Gruppe 25: CTX-M-94, -100
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Material und Prufmittel:

e NG-Test CTX-M MULTI (Fa. NG Biotech, HW/NGB-CTM-S23-008)

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C

Durchfiihrung:

Die Bakterienisolate wurden aus Passage 2 (Abbildung 12) auf TSA mit Schafsblut ausgestri-
chen, bei (36 £ 1) °C fur (21 £ 3) h inkubiert und anschlieRend nach Angaben des Herstellers
in das Testsystem eingesetzt.

Das Vorhandensein von CTX-M der Gruppen 1, 2, 8, 9 oder 25 wurde durch eine rote Linie im
Testbereich “T” und im Kontrollbereich “C” der ,lateral flow* Kassette angezeigt und entspre-
chend als CTX-M-positiv gewertet. Wenn die Probe kein CTX-M oder eine nicht nachweisbare
Konzentration des Enzyms enthielt, wurde nur eine rote Linie im Kontrollbereich “C” angezeigt.
Das Ergebnis wurde als CTX-M-negativ bewertet.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
im Kapitel Arbeitshilfen hinterlegten Positiv- und Negativstdmmen.

A184 Bestimmung von Carbapenemasen-Aktivitat

Carbapenemase-bildende Enterobacterales sowie P. aeruginosa und A. baumannii wurden
Uber den Nachweis einer enzymatischen Aktivitat gegentiber Carbapenemen bestatigt. Der
hier verwendete RAPIDEC CARBA NP-Test (Fa. bioMérieux) besteht aus einem gebrauchs-
fertigen Testkit, dass auf den Nachweis einer Carbapenem-Hydrolyse von Imipenem beruht.
Eine Hydrolyse des Substrats fihrt zur Ansduerung des Nahrmediums, welches den pH-Indi-
kator Phenolrot enthalt, wodurch es zu einer Farbanderung des Indikators kommt.

Material und Prufmittel:

e RAPIDEC CARBA NP-Test (Fa. bioMérieux, 15418)

o TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C

Die Bakterienisolate wurden aus Passage 2 (Abbildung 12) auf TSA mit Schafsblut ausgestri-
chen, bei (36 £ 1) °C fur (21 £ 3) h inkubiert und anschlieRend nach Angaben des Herstellers
in das Testkit eingesetzt. Das Ablesen des Testkits erfolgte durch einen Vergleich der Farben
der Kontrollkammer ohne Imipenem mit der Reaktionskammer, die Imipenem enthielt. Wenn
die nach Herstellerangaben zu erwartende signifikante Farbabweichung zwischen diesen bei-
den Kammern beobachtet wurde, wurde das Isolat als Carbapenemase-positiv, bei ungenu-
gender oder keiner Farbabweichung als Carbapenemasae-negativ beurteilt.

Ein negatives Ergebnis schloss eine vorhandene Carbapenemase nicht vollstandig aus. Daher
wurde mindestens ein zusatzliches Verfahren (immunochromatographisches und/oder mole-
kularbiologisches Verfahren) zur Absicherung des Ergebnisses durchgefihrt.
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Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
durch den Hersteller vorgegebenen Positiv- und Negativstammen.

A1.8.5 Immunochromatographische Bestimmung von Carbapenemasen

Ausgewahlte Carbapenmasen (OXA-48-like, NDM, VIM, IMP, KPC) wurden unter Verwendung
eines immunochromatographischen Nachweisverfahrens aus Reinkulturen bestimmt. Das
Testsystem basiert auf der immunochromatographischen Bestimmung von Carbapenemase-
Epitopen mittels ,lateral flow“-Kassetten, bei denen mittels spezifischer immobilisierter Anti-
korper ein Nachweis erfolgt.

Das Testsystem weist mindestens folgende Varianten (Herstellerangaben):

e NDM Typ: NDM-1, -4, -5, -6, -7, -9

e KPC Typ: KPC-2, -3

e IMP Typ: IMP-1, -8, -11

e VIM Typ: VIM-1, -2, -4, -19

o OXA-48-like: OXA-48, -162, -181, -204, -232, -244, -517, -519, -535

¢ Nicht-Carbapenemasen (Kreuzreaktivitat): OXA-163 und OXA-405 (OXA- 48-ahnliche Ex-
tended Spectrum Oxacillinasen mit sehr geringer Carbapenemase-Aktivitat)

Material und Prifmittel:

e NG-Test CARBA 5 (Fa. NG Biotech, HW/NGB-CAR-S23-008)

e TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut, Fertigndhrmedienplatten (Fa. Oxoid, PB5012A)
e Brutschrank (36 £ 1) °C

Durchfiihrung:

Die Bakterienisolate wurden aus Passage 2 (Abbildung 12) auf TSA mit Schafsblut ausgestri-
chen, bei (36 £ 1) °C fur (21 + 3) h inkubiert und anschlielRend nach Angaben des Herstellers
in das Testsystem eingesetzt.

Das Vorhandensein der genannten Carbapenemasen wurde durch eine (bei einzeln auftreten-
den Carbapenemasen) bzw. mehreren (bei mehreren parallel auftretenden Carbapenemasen)
rote/n Linie/n im Testbereich “T” und im Kontrollbereich “C” der ,lateral flow* Kassette ange-
zeigt. Wenn eine Linie im Kontrollbereich (C) und eine bzw. mehrere Linie/n im Testbereich
(T) nachweisbar waren, enthielt die Probe eine bzw. eine Kombination der genannten Carba-
penemasen und wurde als Carbapenemase-positiv (NDM, KPC, IMP, VIM oder OXA-48-like)
gewertet. Wenn die Probe keine der genannten Carbapenemasen oder eine nicht nachweis-
bare Konzentration des Enzyms enthielt, wurde nur eine rote Linie im Kontrollbereich “C” an-
gezeigt. Das Ergebnis wurde dann als Carbapenemase-negativ bewertet. Ein negatives Er-
gebnis schliel’t eine vorhandene Carbapenemase nicht vollstandig aus. Daher war mindestens
ein zusatzliches Verfahren zur Absicherung des Ergebnisses durchzufuhren.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
im Kapitel Arbeitshilfen hinterlegten Positiv- und Negativstammen.
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A1.9 Molekularbiologische Verfahren zur Bestimmung von
Resistenzgenen

A1.9.1 DNA-Extraktion aus Bakterienisolaten

Die Extraktion und Reinigung von DNA aus gramnegativen und grampositiven Bakterienisola-
ten erfolgte halbautomatisiert mit dem Test-Kit QlAamp DNA Mini QlAcube® Kit nach Herstel-
lerangaben (QIAGEN, 2016; APPENDIX D).

Material und Prufmittel:

e QIAamp DNA Mini QlAcube Kit (Fa. Qiagen, 1064532)

e 20 mg Lysozym/ml in 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2 mM EDTA, 1,2 % (v/v) Triton; Lysozym
aus Huhnereiweil3, > 40.000 Unit/mg Protein (Fa. Sigma Aldrich, SAE0152)

o Wasser fur die Molekularbiologie, DNA-frei

e QIAcube Connect (Fa. Qiagen)

Durchfiihrung:

Die Bakterienisolate wurden auf TSA-Nahrmedienplatten mit 5 % Schafblut ausgestrichen, bei
(836 £ 1) °C fur (21 £ 3) h inkubiert und anschlieRend nach Angaben des Herstellers (QIAGEN
2016; APPENDIX D: PROTOCOLS FOR BACTERIA) in das Testkit eingesetzt. Fur grampositive Bak-
terienisolate erfolgte nach Angaben des Herstellers vorab zusatzlich ein enzymatischer Auf-
schluss mit Lysozym, indem ein Bakterienpellet in 180 ul Lysozymlésung fir mindestens 30
min bei (36 £ 1) °C inkubiert wurde. Danach wurde das Protokoll entsprechend Herstelleran-
gaben durchgefuhrt.

Nach erfolgter DNA-Extraktion wurde der DNA-Gehalt und die Reinheit der Extrakte bestimmt
und die Extrakte bis zur weiteren Bestimmung von Antibiotikaresistenzgenen im Ultratiefkihler
bei einer Temperatur von < -70 °C gelagert.

Arbeitstaglich erfolgte im Rahmen der DNA-Extraktion eine Blindwertkontrolle mit DNA-freiem
Wasser.

A1.9.2 DNA-Extraktion aus Wasserproben

Bei der Extraktion von DNA aus Wasserproben wurde im Rahmen des Projektes zwischen
Proben mit keiner oder geringer Tribung (< 25 FNU) und Proben mit erhéhter bzw. hoher
Tribung unterschieden (> 25 FNU). Als Leitparameter zur Differenzierung wurde der Tru-
bungswert der Probe bestimmt nach DIN EN ISO 7027-1:2016 verwendet.

Die Extraktion erfolgte unter Verwendung des NucleoMag® DNA Microbiome Kit. Das Testkit-
Verfahren basiert auf der reversiblen Adsorption von Nukleinsduren an paramagnetischen Be-
ads nach Lyse der Probe durch mechanischen Aufschluss und weitergehender Aufreinigung.
Dem Testkit vorgeschaltet ist ein zusatzlicher thermischer Lyseschritt. Das Testsystem ist
nach Herstellerangaben fur eine DNA-Probenmenge von ca. 50 — 200 mg ausgelegt.
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Material und Prifmittel:

Probenvorbereitung
o Kiuhlzentrifuge Eppendorf (Model 5810/R) mit Ausschwingrotor (Model A-4-62)
¢ Polycarbonatmembranfilter mit einer Porengréf3e von 0,45 um

Extraktion

e Thermoschuttler Model ThermoMixer C (Fa. Eppendorf)

e Lysing Matrix B (Fa. MP Biomedicals, SGD143.70)

¢ Homogenisator FastPrepModel FastPrep-24 5G (Fa. MP Biomedicals)
e Vortexer Model MS3 digital mit Plattenaufsatz (Fa. IKA)

¢ NucleoMag SEP (Fa. Macherey-Nagel, 744900)

o Square-well Block (Fa. Macherey-Nagel, 740481)

¢ NucleoMag DNA Microbiome Kit® (Fa. Macherey-Nagel, 744330.1)

Durchfiihrung:
A. Probenvorbereitung

Proben mit keiner bzw. geringer Triibung

Proben mit einer Tribung < 25 FNU wurden mittels Filtration aufkonzentriert. Dazu wurden
100 — 500 ml der jeweiligen Probe Uber einen Polycarbonatmembranfilter mit einer Porengréliie
von 0,45 um filtriert, der Filter mit Hilfe einer sterilen Pinzette dreimal gefaltet und in ein 700 pl
MI1-Lésung enthaltendes Lysematrix B-Reaktionsgefall so Uberfiihrt, das die durch Faltung
entstandene Spitze des Filters nach oben gerichtet wurde. Danach wurde das Reaktionsgefaly
5 min bei 2000 rpm gevortext und der Filter enthommen.

Proben mit erhbhter bzw. hoher Tribung

Proben mit einer Tribung > 25 FNU sowie Proben mit einer Tribung < 25 FNU, bei denen
weniger als 100 ml Probe durch Filtration angereichert werden konnte, wurden mittels Zentri-
fugation aufkonzentriert. Dazu wurden 100 — 200 ml der jeweiligen Probe tber 15 min bei 5 °C
und 3041 rcf zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet nach Feststellung des
Feuchtgewichtes mit 350 ul MI1- Lésung (NucleoMag DNA Microbiome Kit®) suspendiert, in
ein Lysematrix B-Reaktionsgefall Gberflihrt und das Zentrifugenréhrchen nochmals mit 350 pl
MI1- Lésung nachgespuilt.

B. Extraktion

Die probenhaltigen Lysematrix B-Reaktionsgefaf3e wurden fir 5 min bei 70 °C im Thermo-
schittler inkubiert und anschlielRend mittels des Homogenisators FastPrep fir 2 x 30 s bei 6
m/s mit einer Pause von 10 s lysiert. Nach einer anschlieRenden Inkubation von 5 min bei
Raumtemperatur erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 11.000 rcf fiir 5 min. Der Uberstand
wurde in ein 2ml-Reaktionsgefaly uberfihrt und entsprechend den Vorgaben des Hersteller-
protokolls ,User manual - DNA from sail, stool and biofilm samples — NucleoMag DNA Micro-
biome, 2020“ weiterbearbeitet.
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Nach erfolgter DNA-Extraktion wurde der DNA-Gehalt und die Reinheit der Extrakte bestimmt
und die Extrakte bis zur weiteren Bestimmung von Antibiotikaresistenzgenen im Ultratiefkihler
bei einer Temperatur von < -70 °C gelagert.

Arbeitstaglich wurde im Rahmen der DNA-Extraktion eine Blindwertkontrolle mit 100 ml DNA-
freiem Wasser mitgefuhrt, die wie eine Probe mit keiner bzw. geringer Trubung bearbeitet
wurde.

A193 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die fluoreszenzbasierte Bestimmung der Konzentration der extrahierten DNA erfolgte mit dem
kommerziellen Qubit™ dsDNA Assay-Kit nach den Vorgaben des Herstellers durch Bindung
eines Farbstoffs an dsDNA. Die DNA-Qualitat wurde durch Absorptionsmessung bei Azso/Azgo
mittels Nanodrop ermittelt.

Material und Prufmittel:
o Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen, Q32854)
Core range (high confidence): 1 - 500 ng/mL
Extended ranges (moderate confidence): 0.5 - 1 ng/mL und 500 - 600 ng/mL
e Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen, Q32853)
Core range (high confidence): 0.01 - 5 pg/mL
Extended range (moderate confidence): 5 - 10 ug/mL
e Qubit Flex Fluorimeter (Fa. ThermoFisher Scientific)

¢ NanoDrop™ Lite Spektralphotometer (Fa. ThermoFisher Scientific)

Durchfiihrung:

Die aus Bakterienisolaten und Wasserproben gewonnene DNA wurde direkt nach Extraktion
auf die DNA-Konzentration mittels Qubit dsDNA Assay Kit sowie auf ihre Qualitat durch Be-
stimmung des Quotienten der Absorptionsmessung bei Azso und Azgo mittels NanoDrop unter-
sucht. Es sollte ein Axo/Azgo-Wert im Bereich zwischen 1,7 - 1,9 erhalten werden. Wurden
Werte unter 1,7 nachgewiesen, war dies ein Hinweis auf Verunreinigung mit Proteinen. Eine
weitere Aufreinigung der DNA-Extrakte erfolgte nicht.

Das Ergebnis der DNA-Konzentration wurde bei den DNA-Extrakten von Bakterienisolaten auf
zwei signifikante Stellen gerundet als DNA in ng/ml DNA-Extrakt angegeben. Das Ergebnis
der DNA-Konzentration bei den DNA-Extrakten aus Wasserproben wurde als DNA ng/ml Ori-
ginalprobe auf zwei signifikante Stelle gerundet angegeben.
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A194 Bestimmung von ESBL-codierenden Genen

In der Vergangenheit wurden als vorherrschende ESBL-Familien in der Ordnung der Entero-
bacterales TEM- und SHV-ESBL beschrieben. Seit Anfang der 2000er Jahre wurden diese
dann in der Haufigkeit ihres Nachweises durch Enzyme des CTX-M-Typs abgel6st. In dieser
ESBL-Familie dominiert die Variante CTX-M-15 weltweit, gefolgt von CTX-M-14 und neuer-
dings verstarkt auftretend CTX-M-27 (EUCAST, 2017; CASTANHEIRA, SIMNER UND BRADFORD,
2021). Neben den genannten Enzymen werden sporadisch auch andere ESBL wie z. B. PER
und VEB identifiziert, die jedoch relativ selten auftreten.

Der molekularbiologische Nachweis von ESBL-Genen fokussierte sich in diesem Projekt daher
auf die am haufigsten in klinischen Isolaten der Enterobacterales auftretenden Genen blacxuia,
blaciuss, blasw und blawy. Das dabei eingesetzte qualitative real-time PCR-Testsystem weist
folgende Gen-Varianten nach (Herstellerangaben):

e CTX-M14: CTX-M-9, 13, 14,16, 17, 19, 21, 24, 27, 38, 46-51, 65, 67, 73, 81-87, 90, 93, 98, 99, 102,
104, 105, 110-113, 121, 122, 125, 126, 129, 130, 134, 147, 148, 159, 161, 168, 174

e CTX-M 15: CTX-M-1, 3, 10, 12, 15, 22, 23, 28, 29, 30, 32, 36, 37, 52, 55, 58, 60, 61, 64, 69, 71, 72,
79, 80, 82, 96, 103, 114, 116, 117, 123, 132, 136, 138, 139, 142, 144, 150, 155-158, 163, 164, 166,
167, 170, 172,173, 175, 176, 179, 180, 181, 183, 184

e SHV: 1-3, 7-9, 11-6, 18, 24, 26-36, 38, 40-46, 48-53, 55, 56, 59-62, 64-67, 69-83, 85, 86, 92-111,
120-127, 129, 132-137, 140-168, 172, 173, 178-180, 182, 183, 185-191, 193, 194, 196-228

e TEM:1-3,6, 8, 10, 15, 22, 24, 28-30, 43, 45, 47-49, 52, 53, 55, 59, 60, 63, 67, 68, 70-72, 75-99, 101,
104-118, 120-122, 125-131, 133-137, 139, 141-144, 147-160, 162-164, 166-169, 171, 177, 182-185,
187-192,197, 198, 199, 201, 205-209, 211, 213-217, 219, 220

Material und Prufmittel:
e Streck ARM-D Kit B-Lactamase; hier CTX-M (Fa. Streck, 250047)
Sensitivitat (LOD): 1000 GU/ul DNA-Extrakt
e Streck ARM-D Kit TEM, SHV, GES; hier TEM und SHV (Fa. Streck, 250057)
e Sensitivitat (LOD): 1000 GU/ul DNA-Extrakt
e CFX96 Deep Well Real Time System, Typ C1000 Touch Thermal Cycle (Fa. Bio-Rad)

Durchfiihrung:
Nachweis aus DNA-Extrakten von Bakterienisolaten

Bei unklarer Befundlage beztiglich phanotypischem Nachweis von ESBL in Bakterienisolaten
wurde zusatzlich mittels qualitativer real-time PCR auf das Vorhandensein von blacrxu 1., blacix.
w1 blasw und blawy getestet. Die Bestimmung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers,
wobei die DNA-Extrakte in einem Konzentrationsbereich zwischen 10 — 200 ng/ul als techni-
sche Duplikate eingesetzt wurden. Die Auswertung wurde nach den Vorgaben des Herstellers
durchgefihrt. Ergebnisse wurden als blacru i, blacru s, blasw und/oder blawew-positiv gewertet,
wenn der Cq-Wert der untersuchten Probe zwischen 10 bis < 26, der Cg-Wert der Inhibitions-
kontrolle zwischen 10 — 20 lag und die Positivkontrollen im angegebenen Cg-Wert-Bereich des
Herstellers lagen. Bei abweichenden Ergebnissen im technischen Duplikat sowie bei nachge-
wiesener Inhibition im Reaktionsansatz wurde die Untersuchung unter Einhaltung der vom
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Hersteller vorgegebenen Konzentrationswertintervalle fur die DNA-Extrakte zusatzlich in Ver-
dinnung (1:2 und 1:10 in DNA-freiem Wasser) wiederholt. Das Ergebnis wurde als negativ
bzgl. der nachzuweisenden Gene gewertet, wenn der Cg-Wert bei fehlender Inhibition bei >
27 lag. Das Ergebnis wurde qualitativ als ESBL-positiv bzw. ESBL-negativ angegeben.

Nachweis aus DNA-Extrakten von Wasserproben

Die aus den Wasserproben extrahierte DNA wurde mittels qualitativer real-time PCR auf das
Vorhandensein von blacrw 1, blacx s, blasw und blawew getestet. Die Bestimmung erfolgte nach
den Vorgaben des Herstellers. Die DNA-Konzentration des eingesetzten Extraktes entsprach
der Menge an DNA, die probenspezifisch in 100 ml Wasserprobe zu erwarten war (A 1.9.3).
Die Proben wurden als technische Duplikate eingesetzt, wobei ein DNA-Extraktvolumen von
5 pl/well eingesetzt wurde. Die Auswertung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. Er-
gebnisse wurden als blacrw 1, blacixu s, blasw und/oder blawy-positiv gewertet, wenn der Cg-
Wert in mindestens einem Well des technischen Duplikates zwischen 10 bis < 32, der Cqg-Wert
der Inhibitionskontrolle zwischen 10 — 20 lag und die Positivkontrollen im angegebenen Cqg-
Wert-Bereich des Herstellers lagen. Bei abweichenden Ergebnissen im technischen Duplikat
sowie bei nachgewiesener Inhibition im Reaktionsansatz wurde die Untersuchung mit 1:2 und
1:10 verdinnten DNA-Extrakten wiederholt. Das Ergebnis wurde als negativ bezliglich der
nachzuweisenden Gene gewertet, wenn in den technischen Duplikaten Cqg-Wert > 32 bei feh-
lender Inhibition erhalten wurden. Das Ergebnis wurde bei unverdiinnten DNA-Extrakten als
blacxwoder blas., oder blau-positiv bzw. negativ in 10 ml Wasserprobe angegeben.

Arbeitstaglich erfolgte bei allen Untersuchungen zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfah-
rens unter Verwendung der im Kapitel Arbeitshilfe hinterlegten Positiv- und Negativstammen.

A1.9.5 Bestimmung von Carbapenemase-codierenden Genen

In Deutschland wurden in 2021 durch das Nationale Referenzzentrum fir gramnegative Kran-
kenhauserreger (PFENNIGWERTH UND SCHAUER, 2022) bei den untersuchten Enterobacterales
neben OXA-48- und OXA-48-like-Carbapenemasen hauptsachlich VIM-, NDM- und KPC-
Carbapenemasen nachgewiesen.

Der molekularbiologische Nachweis von Carbapenemase-Genen fokussierte sich in diesem
Projekt daher auf die haufig in klinischen Isolaten der Enterobacterales nachgewiesen Genen
blaoxass, blawe, blayw, blaw: und blawy. Das verwendete Testsystem weist folgende Varianten
nach (Herstellerangaben):

e OXA-48 und OXA-48-like: OXA-48, 162, 163, 181, 199, 204, 232, 244, 245, 247, 370, 405, 416,
438, 439, 505, 514, 515, 517, 519, 538, 546, 547, 566, 567

e [IMP: IMP-1-4, 6-8, 10, 13, 14, 17-20, 23-25, 27, 30, 32-34, 37, 40, 42, 43, 48, 49, 51, 52, 54-56,
60, 61, 63, 64, 67, 70-73, 75

e VIM: VIM-1-6, 8-12, 14-20, 23-46, 49-51

e KPC: KPC-1-22

¢ NDM: NDM-1-21, 32
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Material und Prifmittel:

o Streck ARM-D Kit R-Lactamase; hier IMP, OXA-48, VIM, KPC, NDM (Fa. Streck, 250047)
Sensitivitat (LOD): 1000 GU/100 pl DNA-Extrakt

o CFX96 Deep Well Real Time System, Typ C1000 Touch Thermal Cycle (Fa. Bio-Rad)

Durchfiihrung:
Nachweis aus DNA-Extrakten von Bakterienisolaten

Bei unklarer Befundlage bezlglich Carbapenemase-Nachweis durch phanotypische, stoff-
wechselphysiologische und immunologische Testverfahren, die nicht zu einem eindeutigen
Ergebnis fuhrten, erfolgte zusatzlich mittels qualitativer real-time PCR ein Nachweis von aus-
gewahlten Carbapenemase-codierenden Genen (blaoxas, blawe, blau, blawe und blayw). Die Be-
stimmung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers, wobei die DNA-Extrakte in einem Kon-
zentrationsbereich zwischen 10 — 200 ng/ul als technische Duplikate eingesetzt wurden. Die
Auswertung wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. Ergebnisse wurden als
blaoxass, blawe, blau, blaw: und blaww-positiv gewertet, wenn der Cq-Wert der untersuchten Probe
zwischen 10 bis < 26, der Cg-Wert der Inhibitionskontrolle zwischen 10 — 20 lag und die Posi-
tivkontrollen im angegebenen Cg-Wert-Bereich des Herstellers lagen. Bei abweichenden Er-
gebnissen im technischen Duplikat sowie bei nachgewiesener Inhibition im Reaktionsansatz
wurde die Untersuchung unter Einhaltung der vom Hersteller vorgegebenen Konzentrations-
wertintervalle fur die DNA-Extrakte zusatzlich in Verdinnung (1:2 und 1:10 in DNA-freiem
Wasser) wiederholt. Das Ergebnis wurde als negativ beziglich der nachzuweisenden Gene
gewertet, wenn kein Cg-Wert bei fehlender Inhibition erhalten wurde. Das Ergebnis wurde
qualitativ als Carbapenemase-positiv bzw. Carbapenemase-negativ angegeben.

Nachweis aus DNA-Extrakten von Wasserproben

Die aus den Wasserproben extrahierte DNA wurde mittels qualitativer real-time PCR auf das
Vorhandensein von blaoxas, blawe, blaw, blaw: und blaw.u getestet. Die Bestimmung erfolgte nach
den Vorgaben des Herstellers. Die DNA-Konzentration des eingesetzten Extraktes entsprach
der Menge an DNA, die probenspezifisch in 100 ml Wasserprobe zu erwarten war (A 1.9.3).
Die Proben wurden als technische Duplikate eingesetzt, wobei ein DNA-Extraktvolumen von
5 ul/well zur Analyse kam. Die Auswertung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. Er-
gebnisse wurden als blaoxass, blawe, blaw, blaw: und blaww-positiv gewertet, wenn der Cg-Wert
in mindestens einem Well des technischen Duplikates zwischen 10 bis < 32, der Cg-Wert der
Inhibitionskontrolle zwischen 10 — 20 lag und die Positivkontrollen im angegebenen Cqg-Wert-
Bereich des Herstellers lagen. Bei abweichenden Ergebnissen im technischen Duplikat sowie
bei nachgewiesener Inhibition im Reaktionsansatz wurde die Untersuchung mit 1:2 und 1:10
verdinnten DNA-Extrakten wiederholt. Das Ergebnis wurde als negativ bezlglich der nachzu-
weisenden Gene gewertet, wenn in den technischen Duplikaten ein Cq-Wert > 32 bei fehlender
Inhibition erhalten wurden. Das Ergebnis wurde bei unverdiinnten DNA-Extrakten als blaoxa.s,
blawe, blau, blawc und blaww positiv bzw. negativ in 10 ml Wasserprobe angegeben.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
im Kapitel Arbeitshilfe hinterlegten Positiv- und Negativstammen.
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A1.9.6 Bestimmung von vanA und vanB-Genen

Die DNA-Extrakte der E. faecium-Bakterienisolate (gleiches gilt grundséatzlich methodisch
auch fir E. faecalis, die jedoch in diesem Messprogramm kulturell nicht nachgewiesen und
somit nicht isoliert wurden), die phanotypisch als Vancomycin-resistent charakterisiert wurden,
wurden zusatzlich mit Hilfe eines qualitativen real-time PCR-Testkits auf das Vorhandensein
des vanA bzw. vanB-Genclusters geprtft. Hierbei handelt es sich um ein Testkit, mit dem spe-
zifische konservierte DNA-Sequenzen in den vanA- und vanB-Genen detektiert werden kon-
nen. Zusatzlich enthalt das Testkit eine Inhibitionskontrolle. Die Bestimmung erfolgte nach den
Vorgaben des Herstellers.

Die Mehrzahl der in Deutschland isolierten klinischen VRE-Isolate der Arten E. faecium bzw.
E. faecalis werden dem vanB-Typ zugeordnet (EPIDEMIOLOGISCHES BULLETIN, 2021).
Material und Prufmittel:
e  GeneProof VRE PCR Kit (Fa. Geneproof, VRE/ISEX/100)

Sensitivitat (LOD): vanA 10 GU/100 ul DNA-Extrakt, vanB 10 GU/100 pl DNA-Extrakt
e CFX96 Deep Well Real Time System, Typ C1000 Touch Thermal Cycle (Fa. Bio-Rad)

Durchfiihrung:
Nachweis aus DNA-Extrakten von Bakterienisolaten

Die DNA-Extrakte aller E. faecium bzw. E. faecalis-Bakterienisolate, die als phanotypisch Van-
comycin-resistent charakterisiert wurden, wurden zusatzlich mit Hilfe eines qualitativen real-
time PCR-Testkits auf das Vorhandensein des vanA bzw. vanB-Genclusters geprift. Die Be-
stimmung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers, wobei die DNA-Extrakte in einem Kon-
zentrationsbereich zwischen 10 — 200 ng/ul als technische Duplikate eingesetzt wurden. Die
Auswertung wurde nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Ergebnisse wurden als
vanA- bzw. vanB-positiv gewertet, wenn der Cg-Wert der untersuchten Probe 10 bis < 38, der
Cqg-Wert der Inhibitionskontrolle ebenfalls < 38 lag und die Positivkontrollen im angegebenen
Cqg-Wert-Bereich des Herstellers lagen. Bei abweichenden Ergebnissen im technischen Dup-
likat sowie bei nachgewiesener Inhibition im Reaktionsansatz wurde die Untersuchung unter
Einhaltung der vom Hersteller vorgegebenen Konzentrationswertintervalle fur die DNA-
Extrakte zusatzlich in Verdinnung (1:2 und 1:10 in DNA-freiem Wasser) wiederholt. Das Er-
gebnis wurde als negativ bzgl. der nachzuweisenden Gene gewertet, wenn ein Cq-Wert >38
bei fehlender Inhibition erhalten wurde. Das Ergebnis wurde qualitativ als vanA- und/oder
vanB-positiv bzw. vanA- und/oder vanB-negativ gewertet.

Nachweis aus DNA-Extrakten von Wasserproben

Die aus den Wasserproben extrahierte DNA wurde mittels qualitativer real-time PCR auf das
Vorhandensein von vanA und/oder vanB getestet. Die Bestimmung erfolgte nach den Vorga-
ben des Herstellers. Die DNA-Konzentration des eingesetzten Extraktes entsprach der Menge
an DNA, die probenspezifisch in 100 ml Wasserprobe zu erwarten war (A 1.9.3). Die Proben
wurden als technische Duplikate eingesetzt, wobei ein DNA-Extraktvolumen von 10 pl/well zur
Analyse kam. Die Auswertung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. Ergebnisse wur-
den als vanA- und/oder vanB-positiv gewertet, wenn der Cg-Wert in mindestens einem Well
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des technischen Duplikates zwischen 10 bis < 38, wenn keine Inhibition auftrat und die Posi-
tivkontrollen im angegebenen Cqg-Wert-Bereich des Herstellers lagen. Bei abweichenden Er-
gebnissen im technischen Duplikat sowie bei nachgewiesener Inhibition im Reaktionsansatz
wurde die Untersuchung mit 1:2 und 1:10 verdinnten DNA-Extrakten wiederholt. Das Ergebnis
wurde als negativ bzgl. der nachzuweisenden Gene gewertet, wenn in den technischen Dup-
likaten ein Cg-Wert > 38 bei fehlender Inhibition erhalten wurden. Das Ergebnis wurde bei
unverdinnten DNA-Extrakten als vanA und/oder vanB positiv bzw. negativ in 20 ml Wasser-
probe angegeben.

Arbeitstaglich erfolgte zusatzlich die Qualitatssicherung des Verfahrens unter Verwendung der
im Kapitel Arbeitshilfe hinterlegten Positiv- und Negativstammen.
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A1.10

Arbeitshilfen

Flaschen- und Konservierungsliste

Flaschenbezeichnung Analyt Behalt-e r Volumen | Vorbehandlung GefaR vor Einsatz Vorbehandlung / Konservierung K0|.1$erV|erung
material vor Ort im Labor
L Einstellen auf pH < 2 mit Salz- . . .
TOC TOC PE-WH 250 ml | phosphatfrei spilen, trocknen saure/HCI (1:1) suprapur, kiihlen kihlen, ggfs. tiefgefrieren
HPLC F1 ARZ ARZ BG-EH 250 ml Maschlner]relnlgung, mit dest. Was- F"Iasche"randvoll und luftblasenfrei kiihlen und dunkel lagern
- - ser klarspilen, trocknen fallen, kihlen
HPLC_F1_ARZ-ABW ARZ BG-EH 250 Maschlnerjrelnlgung, mit dest. Was- F"Iasche"randvoll und luftblasenfrei kiihlen und dunkel lagern
ser klarspulen, trocknen fallen, kihlen
Mibi multiresistente Antlblotlkare.3|s- PP sterilisiert | 500 ml | vorkonfektioniertes Probengefal Gefaly zu 5/6 fullen und kuhlen kihlen und dunkel lagern
Erreger tente Bakterien
Mibi DNA f;“gg:';ares's' PP sterilisiert | 500 ml | vorkonfektioniertes Probengefa | GefaR zu 5/6 fiillen und kihlen kiihlen und dunkel lagern
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Qualitdtssicherungsstamme fliir Agar-Nahrmedien (ohne Listung in DIN EN I1ISO 11133:2020-10)

Priifung | _ . . - Bestimmung der Selektivitit Inkubationsbe-
Priifung Bestimmung der Produktivitat dingungen
. Se- | Typ Agar- | nach . -
Agar-Nahr- | Her- x mit . Leis-
. lek- | Nahrme- | DIN EN . nicht se- Tempe- .
medium steller | . - Membran- .. Referenz- | Leistungs- - . tungs- Zeit
tiv dium ISO . Referenzstimme . . Referenzstamme | lektives . ratur
filter medium kriterium . krite- o [h]
11133 Medium . [°C]
rium
CHROMagar Fertige Mi- | quantita- Acinetobacter Acinetobacter
Acinetobacter | Mast | ja scht?n on q tiv ja baumannii ATCC TSA Pr>0,5 | baumannii DSM TSA SF22 | (42+1) | (211 3)
MDR 9 BAA-1605 105126
Klebsiella pneumo- Escherichia coli
Fertig zu- . niae ATTC 700603 ATCC 25922
CHROMagar | \1ost | ja | bereitetes | 9U2Ntita- ja und TSA Pr>0,5 TSA | Se22 | (42 1) | 21£3)
ESBL ) tiv _ .
Medium Escherichia coli
CCUG 62975
Klebsiella pneumo- Klebsiella pneu-
CHROMagar Fertig zu- uantita- niae ATCC BAA- moniae ATCC
mSuper- Mast | ja | bereitetes q tiv ja 1905 und TSA Pr>0,5 |700603 und TSA SF22 | (42+1) | (21£3)
CARBA Medium Escherichia coli Enterococcus fae-
CCUG 67180 calis ATCC 29212
Enterococcus fae- Enterococcus fae-
Fertig zu- . calis ATCC 51299 calis ATCC 29212
CHROMAgar Mast | ja | bereitetes quahtlta- ja und Enterococcus TSA Pr>0,5 TSA SF22 | (42+1) | (481 4)
VRE . tiv .
Medium faecium ATCC
700221
Escherichia coli
. . . . . Punktwert 2
Maller-Hin- | Bio- | ;| Fertige Mi- 1 litativ|  nein | A1CC 29922 und - (9-16 Stri- - - | @6£1) | @21£3)
ton-Agar Rad schungen Enterococcus fae- che)
calis ATCC 29212
Fertig zu- uantita- Escherichia coli Punktwert 2 | -
R2-Agar Oxoid | nein | bereitetes q tiv nein WDCM 00012 - (9-16 Stri- - - (22 £ 2) 168
Medium che)
Trypton-Soja- Fertig zu- Escherichia coli Punktwert 2 | -
Agar mit Oxoid | nein| bereitetes | qualitativ nein WDCM 00012 - (9-16 Stri- - - (36+1) | (21+£3)
Schafsblut Medium che)
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Qualitdtssicherungsstamme flir Testsysteme (ohne Herstellervorgaben)

Inkubationsbedingungen der

Testsystem Hersteller Positiv-Stamm Negativ-Stamm .
Referenzstamme
NG-Test CTX-M MULTI | NG Biotech Escherichia coli CCUG 62975 Escherichia coli ATCC 25922
NG CARBA-5 NG Biotech Klebsiella pneumoniae CCUG 58547 Klebsiella pneumoniae DSMZ 30104

Escherichia coli CCUG 68728

Klebsiella pneumoniae CCUG 68727
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
Escherichia coli CCUG 67180

ARM-D Kit Streck Escherichia coli CCUG 58543 Escherichia coli ATCC 25922
R-Lactamase Escherichia coli CCUG 62975

Escherichia coli CCUG 59355

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae CCUG 68727
Escherichia coli CCUG 67180

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae CCUG 58547
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 58545
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1905

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146

(36 £ 1) °C, (21 £ 3) h, TSA mit
5 % Schafsblut

ARM-D Kit Streck Escherichia coli CCUG 52543 Escherichia coli DSM 1103
TEM, SHV, GES Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Pseudomonas aeruginosa NRZ-17916
VRE/ISEX/100 GeneProof Enterococcus faecium CCUG 58549 Enterococcus faecalis DSM 2570

Enterococcus faecium ATCC 700221
Enterococcus faecalis ATCC 51299
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Checkliste - Festlequng der zu verwendenden Untersuchungsvolumina bzw. Ansatzverfahren

Wasser
mit Oberflichengewasser gereinigtes Abwasser Rohabwasser
Parameter Feldblind- | geringem
wertprobe | anthropo-
genen Ein- Untersuchungsvolumen Originalprobe
fluss
2 x50 ml, 2 x50 ml, . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 2x0,5 ml, Oberﬂa?henverfahren
. . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren . 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren
ESBL-bildende Membranfilt- | Membran- . . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren .
. . . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren .. 2 x 0,005 ml, Oberflachenverfahren
Enterobacterales | rationsver- filtrations- . 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren .
fahren verfahren 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren 2% 0.05 ml. Oberflachenverfahren 2 x 0,0005 ml, Oberflachenverfahren
’ ’ 2 x 0,00005 ml, Oberflachenverfahren
2 x50 ml, 2 x50 ml, . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 2x0,5ml, Oberﬂa?henverfahren
Carbapene- . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren . 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren
) Membranfilt- | Membran- X . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren ..
mase-bildende . . . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren . 2 x 0,005 ml, Oberflachenverfahren
rationsver- filtrations- N 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren .
Enterobacterales fahren verfahren 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren 2 % 0.05 ml. Oberflachenverfahren 2 x 0,0005 ml, Oberflachenverfahren
’ ’ 2 x 0,00005 ml, Oberflachenverfahren
Carbapene- 2 x50 ml, 2 x50 ml, 10 ml, Membranfiltrationsverfahren
mase-f)ildende Membranfilt- | Membran- | 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren
AB-Gruppe rationsver- filtrations- 10 ml, Membranfiltrationsverfahren 10 ml, Membranfiltrationsverfahren 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren
PP fahren verfahren 2 x 0,005 ml, Oberflachenverfahren
Pseudomonas 2 %50 ml 2 %50 ml 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren
aerucinosa Membran’filt- Membran’- 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 10 ml, Membranfiltrationsverfahren 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren
mit Agwtibiotika rationsver- filtrations- 10 ml, Membranfiltrationsverfahren 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren 2 x 0,005 ml, Oberflachenverfahren
resistenzen fahren verfahren 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren 2 x 0,0005 ml, Oberflachenverfahren
2 x 0,00005 ml, Oberflachenverfahren
. 2 x50 ml, 2 x50 ml, . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren 2x0,5 ml, Oberﬂa?henverfahren
Vancomycin- . 2 x 50 ml, Membranfiltrationsverfahren . 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren
. Membranfilt- | Membran- . . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren .
resistente . . . 10 ml, Membranfiltrationsverfahren .. 2 x 0,005 ml, Oberflachenverfahren
rationsver- filtrations- . 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren .
Enterokokken 2 x 0,5 ml, Oberflachenverfahren . 2 x 0,0005 ml, Oberflachenverfahren
fahren verfahren 2 x 0,05 ml, Oberflachenverfahren

2 x 0,00005 ml, Oberflachenverfahren
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A2 Ergebnisse der Untersuchung auf Antibiotika

Erganzend zu den Untersuchungen auf klinisch-relevante antibiotikaresistente Bakterien und
Resistenzgene wurden die Proben des Messprogramms auch mittels Hochleistungs-Flissig-
keitschromatographie und massenspektrometrischer Detektion auf Arzneimittelwirkstoffe — da-
runter 14 Antibiotika oder deren Transformationsprodukte — untersucht. Die Auswahl der Anti-
biotika im Rahmen der Arzneimittelanalytik erfolgte allerdings nicht nach medizinischen Ge-
sichtspunkten bzw. klinischer Relevanz, sondern unter dem Aspekt von ubiquitar auftretenden
Substanzen in der wassrigen Umwelt sowie unter Berlicksichtigung rechtlicher Vorgaben im
Zusammenhang des Gewasserschutzes (siehe Kapitel A 1.3.2).

Nachfolgend sind tabellarisch (nach absteigender Haufigkeit des Nachweises) nur die Ergeb-
nisse gréfker Nachweisgrenze flir die Antibiotika Sulfamethoxazol (Tabelle 38, Tabelle 39, Ta-
belle 40 und Tabelle 41), Trimethoprim (Tabelle 42 und Tabelle 43), Clarithromycin (Tabelle
44), Metronidazol (Tabelle 45) und Erythromycin (Tabelle 46) dargestellt sowie zusammenfas-
send die wenigen Befunde fiur Roxythromycin, Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfadoxin
(Tabelle 47). Die Antibiotika Sulfadimethoxin, Sulfamerazin und Sulfathiazol wurden nicht
nachgewiesen.

Tabelle 38: Nachgewiesene Konzentrationen des Sulfonamid-Antibiotikums Sulfamethoxazol in Abwasserpro-
ben aus Krankenhausabwasserbehandlungsanlagen. Krankenhaus 4 = Kreiskrankenhaus Waldbrdl
(ABA = MBR und Ozonung), Krankenhaus 5 = Marienhospital Gelsenkirchen (ABA = MBR und Ozo-
nung bzw. PAK/Sandfiltration). Sulfamethoxazol: Einsatz in Humanmedizin (oral verabreichbar) und
Veterindrmedizin.

Probenahme Sulfamethoxazol

Ort Datum Uhrzeit [g/1]
Krankenhduser mit Abwasserbehandlungsanlage

Krankenhaus 4 Zulauf ABA 24.08.2020 10:56 0,280
Krankenhaus 4 Zulauf ABA 29.03.2021 09:02 1,900
Krankenhaus 4 Zulauf Ozonung 24.08.2020 10:15 2,700
Krankenhaus 4 Zulauf Ozonung 29.03.2021 08:35 0,960
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 01.03.2021 11:15 1,500
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 04.04.2022 07:45 4,100
Krankenhaus 5 Ablauf MBR 01.03.2021 10:15 0,330
Krankenhaus 5 Ablauf Ozonung 01.03.2021 10:15 0,130
Krankenhaus 5 Ablauf Ozonung 04.04.2022 07:45 0,980
Krankenhaus 5 Ablauf PAK/Sandfilter 01.03.2021 10:15 0,220
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Tabelle 39: Nachgewiesene Konzentrationen des Sulfonamid-Antibiotikums Sulfamethoxazol in Krankenhaus-
abwasser, Abwasser aus Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet und Oberflachenwas-
serproben aus dem Gewasser oberhalb und unterhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage.

Probenahme Sulfamethoxazol

Ort Datum Uhrzeit [ug/l]
Klaranlagen mit Krankenhdusern im Einzugsgebiet

Krankenhaus 1 17.05.2022 08:42 0,170
Rehaklinik 15.03.2022 08:28 0,160
Rehaklinik 17.05.2022 09:14 0,320
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 14.09.2020 10:54 0,140
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 19.04.2021 12:18 0,150
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 18.10.2021 09:32 0,710
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 15.03.2022 09:47 0,210
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 17.05.2022 10:38 0,430
Ablauf KA Engelskirchen 19.04.2021 11:22 0,200
Ablauf KA Engelskirchen 18.10.2021 08:54 0,230
Gewasser oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 09:33 0,085
Gewasser oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 09:38 0,031
Gewasser oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 17.05.2022 12:20 0,047
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 10:07 0,080
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 19.04.2021 10:45 0,150
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 18.10.2021 08:15 0,090
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 08:45 0,042
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 17.05.2022 11:26 0,041
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 27.07.2021 14:55 1,000
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 08.11.2021 14:30 0,840
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 22.02.2022 15:02 0,170
Krankenhaus 2, Haus 2-6 08.11.2021 13:15 0,140
Sportklinik 22.02.2022 14:10 2,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Ludenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 10:20 2,600
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Lidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 11:11 1,800
Ablauf KA Liudenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 11:42 0,600
Ablauf KA Liidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 10:30 0,450
Gewasser unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 0,410
Gewasser unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 12:10 0,350
Krankenhaus 3, Haus 2 08.12.2020 11:40 9,800
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 08.12.2020 09:27 2,000
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 02.02.2021 09:56 1,300
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 22.06.2021 13:10 1,100
Ablauf KA Minster-Geist 08.12.2020 08:45 0,990
Ablauf KA Minster-Geist 02.02.2021 09:14 1,200
Ablauf KA Minster-Geist 22.06.2021 12:10 1,000
Gewasser oberhalb Einleitung KA Minster-Geist 22.06.2021 10:35 0,240
Gewasser unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 08.12.2020 08:30 0,940
Gewasser unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 22.06.2021 11:35 1,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 17.11.2020 10:44 0,850
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 16.03.2021 13:29 0,390
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 21.09.2021 09:38 1,500
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 11:57 0,660
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Zulauf Ozonung 15.06.2021 10:32 0,190
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Zulauf Ozonung 21.09.2021 09:12 0,160
KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda Ablauf Ozonung 21.09.2021 08:47 0,160
Ablauf KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 09:18 0,170
Ablauf KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 21.09.2021 08:25 0,210
Gewasser oberhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 08:22 0,051
Gewasser oberhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 21.09.2021 07:25 0,036
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 17.11.2020 09:50 0,030
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 08:52 0,051
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheda-Wiedenbrick, Rheda ~ 21.09.2021 07:52 0,059
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Tabelle 40: Nachgewiesene Konzentrationen des Sulfonamid-Antibiotikums Sulfamethoxazol in Abwasser aus
Klaranlagen ohne Krankenhdusern im Einzugsgebiet und Oberflachenwasserproben aus dem Ge-
wasser unterhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage. Sulfamethoxazol: Einsatz in Humanmedi-
zin (oral verabreichbar) und Veterinarmedizin.

Probenahme Sulfamethoxazol

Ort Datum Uhrzeit [ng/1]
Klaranlagen ohne Krankenhduser im Einzugsgebiet

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 29.09.2020 11:15 0,420
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 02.02.2021 10:55 0,120
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 22.06.2021 11:20 0,160
Ablauf KA Rahmedetal 29.09.2020 10:25 0,220
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 29.09.2020 09:00 0,150
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 02.02.2021 09:00 0,025
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 22.06.2021 12:10 0,056
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 08.09.2020 09:45 0,610
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 18.01.2021 11:07 0,580
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 17.01.2022 10:05 0,800
Ablauf KA Rheinbach 08.09.2020 10:47 0,260
Ablauf KA Rheinbach 18.01.2021 09:53 0,170
Ablauf KA Rheinbach 17.01.2022 09:18 0,410
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 18.01.2021 07:58 0,110
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 12.04.2021 09:09 0,037
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 13:10 2,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 18.01.2021 09:50 0,300
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 10:04 1,200
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 21.06.2022 11:48 1,600
Ablauf KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 12:35 0,340
Ablauf KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 08:25 0,180
Ablauf KA Stemwede, Wehdem 21.06.2022 10:38 0,330
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 10:55 0,360
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 18.01.2021 12:35 0,230
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 11:55 0,220
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 21.06.2022 09:35 0,320
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 02.08.2022 11:40 0,730
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Tabelle 41: Nachgewiesene Konzentrationen des Sulfonamid-Antibiotikums Sulfamethoxazol in Abwasser aus
Klaranlagen (ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet) mit weitergehender Abwasserbehandlung (zum
oxidativen Abbau von Spurenstoffen bzw. zur Hygienisierung) und Oberflachenwasserproben aus
dem Gewasser unterhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage sowie in Abwasser eines Betriebs
der Fleischwirtschaft (Direkteinleiter, Geflligelschlachtung) bzw. Oberflachenwasser aus dem Ge-
wasser unterhalb der Einleitung eines anderen Betriebs der Fleischwirtschaft (Direkteinleiter, Gefli-
gelverarbeitung) und aus einem Badegewasser. Sulfamethoxazol: Einsatz in Humanmedizin (oral
verabreichbar) und Veterinarmedizin.

Probenahme Sulfamethoxazol
Ort Datum Uhrzeit [ug/l]
Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 16.02.2021 14:25 0,160
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 06.09.2021 14:10 0,350
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 21.06.2022 14:10 0,740
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 16.02.2021 13:25 0,230
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 06.09.2021 13:30 0,830
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 21.06.2022 13:15 0,320
Ablauf KA Bad Sassendorf 16.02.2021 12:30 0,240
Ablauf KA Bad Sassendorf 21.06.2022 12:10 0,270
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 16.02.2021 11:40 0,430
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 21.06.2022 10:40 0,220
Gewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 16.02.2021 10:15 0,160
Gewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 21.06.2022 09:45 0,063
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 11.01.2021 11:51 0,320
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 23.03.2021 10:55 0,590
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 07.06.2022 09:36 0,520
KA Konzen, Zulauf MBR nach Feinsiebung 11.01.2021 11:19 0,310
KA Konzen Zulauf MBR nach Feinsiebung 23.03.2021 10:16 1,100
KA Konzen Zulauf MBR nach Feinsiebung 07.06.2022 10:38 0,520
Ablauf KA Konzen 11.01.2021 10:38 0,130
Gewasser unterhalb Einleitung KA Konzen 11.01.2021 10:04 0,094
Gewasser unterhalb Einleitung KA Konzen 23.03.2021 09:22 0,082
Gewasser unterhalb Einleitung KA Konzen 07.06.2022 11:21 0,110
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 12.10.2020 11:58 0,360
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 22.02.2021 12:34 0,480
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 18.05.2021 13:04 0,170
KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 12.10.2020 11:10 0,240
KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 22.02.2021 11:35 0,260
KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 18.05.2021 12:14 0,470
Ablauf KA Monschau 12.10.2020 09:24 0,170
Ablauf KA Monschau 22.02.2021 11:01 0,110
Ablauf KA Monschau 18.05.2021 11:28 0,300
Betriebe der Fleischwirtschaft
Zulauf ABA Betrieb A 01.03.2021 10:11 0,360
Gewasser unterhalb Einleitung ABA Betrieb B 30.11.2020 10:44 0,041
EG-Badegewadsser
Seaside Beach/Baldeneysee 02.06.2020 09:49 0,053
Seaside Beach/Baldeneysee 30.06.2020 11:10 0,045
Seaside Beach/Baldeneysee 04.08.2020 11:45 0,080
Seaside Beach/Baldeneysee 01.09.2020 11:44 0,076
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Tabelle 42: Nachgewiesene Konzentrationen des Antibiotikums Trimethoprim (Klasse: Folsdureantagonist) in
Abwasserproben aus Krankenhausabwasserbehandlungsanlagen [Krankenhaus 4 = Kreiskranken-
haus Waldbrél (ABA = MBR und Ozonung), Krankenhaus 5 = Marienhospital Gelsenkirchen (ABA =
MBR und Ozonung bzw. PAK/Sandfiltration)] sowie in Krankenhausabwasser, Abwasser aus Klar-
anlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet und Oberflachenwasserproben aus dem Gewasser
unterhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage. Trimethoprim: Einsatz in Humanmedizin (oral o-

der intravends verabreichbar) und Veterinarmedizin.

Probenahme Trimethoprim

Ort Datum Uhrzeit ug/l
Krankenhauser mit Abwasserbehandlungsanlage

Krankenhaus 4 Zulauf ABA 24.08.2020 10:56 0,210
Krankenhaus 4 Zulauf ABA 29.03.2021 09:02 7,800
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 01.03.2021 11:15 0,730
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 04.04.2022 07:45 2,700
Krankenhaus 5 Ablauf MBR 04.04.2022 07:45 3,700
Krankenhaus 5 Ablauf Ozonung 04.04.2022 07:45 0,340
Krankenhaus 5 Ablauf PAK/Sandfilter 04.04.2022  07:45 2,700
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet

Krankenhaus 1 19.04.2021 10:02 2,300
Krankenhaus 1 17.05.2022 08:42 0,360
Rehaklinik 15.03.2022 08:28 0,240
Rehaklinik 17.05.2022 09:14 0,210
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 18.10.2021 09:32 0,500
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 15.03.2022 09:47 0,180
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 17.05.2022 10:38 0,210
Ablauf KA Engelskirchen 19.04.2021 11:22 0,110
Ablauf KA Engelskirchen 18.10.2021 08:54 0,180
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 19.04.2021 10:45 0,060
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 18.10.2021 08:15 0,042
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 08:45 0,026
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 27.07.2021 14:55 1,600
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 08.11.2021 14:30 2,200
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 22.02.2022 15:02 0,260
Krankenhaus 2, Haus 2-6 08.11.2021 13:15 0,170
Sportklinik 22.02.2022 14:10 1,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Liidenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 10:20 2,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Liidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 11:11 1,600
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Lidenscheid Schlittenbachtal 22.02.2022 10:11 0,110
Ablauf KA Lidenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 11:42 0,280
Ablauf KA Liidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 10:30 0,280
Gewasser unterhalb Einleitung KA Liudenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 0,130
Gewasser unterhalb Einleitung KA Lidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 12:10 0,130
Krankenhaus 3, Haus 2 08.12.2020 11:40 2,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Munster-Geist 08.12.2020 09:27 0,440
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Minster-Geist 02.02.2021 09:56 0,800
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 22.06.2021 13:10 0,440
Ablauf KA Minster-Geist 08.12.2020 08:45 0,150
Ablauf KA Miinster-Geist 02.02.2021 09:14 0,240
Gewasser unterhalb Einleitung KA Miinster-Geist 08.12.2020  08:30 0,130
Gewasser unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 22.06.2021 11:35 0,046
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 17.11.2020 10:44 0,330
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 16.03.2021 13:29 0,230
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 11:57 0,360
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 21.09.2021 09:38 0,400
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Tabelle 43: Nachgewiesene Konzentrationen des Antibiotikums Trimethoprim in Abwasser aus Klaranlagen ohne
Krankenhauser im Einzugsgebiet bzw. mit weitergehender Abwasserbehandlung und Oberflachen-
wasserproben aus dem Gewasser unterhalb der Einleitung der jeweiligen Klaranlage sowie in Ab-

wasser eines Betriebs der Fleischwirtschaft (Direkteinleiter, Gefligelschlachtung).

Probenahme Trimethoprim
Ort Datum Uhrzeit pg/l
Kldaranlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 29.09.2020 11:15 0,220
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 02.02.2021 10:55 0,130
Ablauf KA Rahmedetal 29.09.2020 10:25 0,150
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 29.09.2020 09:00 0,096
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 22.06.2021 12:10 0,045
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 08.09.2020 09:45 0,410
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 18.01.2021 11:07 0,130
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 17.01.2022 10:05 0,530
Ablauf KA Rheinbach 18.01.2021 09:53 0,240
Ablauf KA Rheinbach 17.01.2022 09:18 0,410
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 18.01.2021 07:58 0,160
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 12.04.2021 09:09 0,057
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 13:10 0,220
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 18.01.2021 09:50 0,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 10:04 0,230
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 21.06.2022 11:48 0,210
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 07.11.2022 12:10 0,230
Ablauf KA Stemwede, Wehdem 18.01.2021 08:35 0,170
Ablauf KA Stemwede, Wehdem 17.01.2021 08:00 0,180
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 10:55 0,034
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 11:55 0,069
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 02.08.2022 11:40 0,053
Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 16.02.2021 14:25 0,110
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 06.09.2021 14:10 0,160
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 21.06.2022 14:10 0,400
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 16.02.2021 13:25 0,160
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 06.09.2021 13:30 0,310
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 21.06.2022 13:15 0,170
Ablauf KA Bad Sassendorf 16.02.2021 12:30 0,180
Ablauf KA Bad Sassendorf 21.06.2022 12:10 0,160
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 16.02.2021 11:40 0,220
KA Bad Sassendorf Ablauf Schénungsteich 21.06.2022 10:40 0,130
Gewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 16.02.2021 10:15 0,080
Gewasser unterhalb Einleitung KA Bad Sassendorf 21.06.2022 09:45 0,028
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 11.01.2021 11:51 0,220
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 23.03.2021 10:55 0,280
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Konzen 07.06.2022 09:36 0,240
KA Konzen, Zulauf MBR nach Feinsiebung 11.01.2021 11:19 0,240
KA Konzen, Zulauf MBR nach Feinsiebung 23.03.2021 10:16 0,360
KA Konzen, Zulauf MBR nach Feinsiebung 07.06.2022 10:38 0,230
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 12.10.2020 11:58 0,200
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 22.02.2021 12:34 0,340
KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 12.10.2020 11:10 0,140
KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 22.02.2021 11:35 0,140
Ablauf KA Monschau 12.10.2020 09:24 0,140
Ablauf KA Monschau 22.02.2021 11:01 0,140
Betriebe der Fleischwirtschaft
Zulauf ABA Betrieb A 01.03.2021 10:11 0,220
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Tabelle 44: Nachgewiesene Konzentrationen des Makrolid-Antibiotikums Clarithromycin in Abwasser- und Ober-
flachenwasserproben. [Krankenhaus 4 = Kreiskrankenhaus Waldbrol (ABA = MBR und Ozonung),
Krankenhaus 5 = Marienhospital Gelsenkirchen (ABA = MBR und Ozonung bzw.
PAK/Sandfiltration)]. Clarithromycin: Einsatz in Humanmedizin (oral oder intravends verabreichbar).

Probenahme Clarithromycin

Ort Datum Uhrzeit (/1]

Krankenhauser mit Abwasserbehandlungsanlage

Krankenhaus 4 Zulauf ABA 29.03.2021 09:02 4,300

Krankenhaus 4 Zulauf ABA 16.08.2021 09:36 4,700

Krankenhaus 5 Zulauf ABA 01.03.2021 11:15 12,000

Klaranlagen mit Krankenhdusern im Einzugsgebiet

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 14.09.2020 10:54 1,400

Ablauf KA Engelskirchen 14.09.2020 10:36 0,450

Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 08:45 0,045

Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 17.05.2022 11:26 0,060

Krankenhaus 2, Hauptgebaude 27.07.2021 14:55 0,440

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Lidenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 10:20 1,700

Gewasser unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 0,069

Gewasser unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 12:10 0,031

Krankenhaus 3, Haus 2 22.06.2021 09:15 0,280

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Munster-Geist 08.12.2020 09:27 0,810

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 22.06.2021 13:10 0,330

Ablauf KA Minster-Geist 08.12.2020 08:45 0,140

Ablauf KA Minster-Geist 22.06.2021 12:10 0,110

Gewasser oberhalb Einleitung KA Minster-Geist 22.06.2021 10:35 0,025

Gewasser unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 08.12.2020 08:30 0,170

Gewasser unterhalb Einleitung KA Minster-Geist 22.06.2021 11:35 0,110

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 17.11.2020 10:44 0,140

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 15.06.2021 11:57 0,130

Ablauf KA Rheda-Wiedenbriick, Rheda 17.11.2020 10:13 0,110

Klaranlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 22.06.2021 11:20 0,150

Ablauf KA Rahmedetal 29.09.2020 10:25 0,140

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 18.01.2021 11:07 0,660

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rheinbach 12.04.2021 11:25 0,260

Ablauf KA Rheinbach 18.01.2021 09:53 0,140

Ablauf KA Rheinbach 12.04.2021 10:28 0,180

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 18.01.2021 09:50 0,430

Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung

KA Konzen, Zulauf MBR nach Feinsiebung 23.03.2021 10:16 0,100

Ablauf KA Konzen 11.01.2021 10:38 0,110

Gewasser unterhalb Einleitung KA Konzen 23.03.2021 09:22 0,083

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 18.05.2021 13:04 0,860

Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Monschau 22.02.2021 12:34 0,850

KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 22.02.2021 11:35 0,190

KA Monschau Zulauf UV-Besprahlung 18.05.2021 12:14 0,140

Ablauf KA Monschau 22.02.2021 11:01 0,200

Ablauf KA Monschau 18.05.2021 11:28 0,130
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Tabelle 45: Nachgewiesene Konzentrationen des Nitroimidazol-Antibiotikums Metronidazol in Abwasser- und
Oberflachenwasserproben. [Krankenhaus 4 = Kreiskrankenhaus Waldbrél (ABA = MBR und Ozo-
nung), Krankenhaus 5 = Marienhospital Gelsenkirchen (ABA
PAK/Sandfiltration)]. Metronidazol: Einsatz in Humanmedizin (oral oder intravends verabreichbar)

und Veterinarmedizin.

MBR und Ozonung bzw.

Probenahme Metronidazol
Ort Datum Uhrzeit [Hg/1]
Krankenhduser mit Abwasserbehandlungsanlage
Krankenhaus 4 Zulauf ABA 24.08.2020 10:56 4,700
Krankenhaus 4 Zulauf ABA 16.08.2021 09:36 3,800
Krankenhaus 4 Zulauf Ozonung 24.08.2020 10:15 0,130
Krankenhaus 4 Zulauf Ozonung 29.03.2021 08:35 1,200
Krankenhaus 4 Zulauf Ozonung 16.08.2021 09:04 0,470
Krankenhaus 4 Ablauf ABA 29.03.2021 08:12 0,160
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 01.03.2021 11:15 18,000
Krankenhaus 5 Zulauf ABA 04.04.2022 07:45 11,000
Krankenhaus 5 Ablauf MBR 01.03.2021 10:15 0,290
Krankenhaus 5 Ablauf Ozonung 01.03.2021 10:15 0,220
Krankenhaus 5 Ablauf Ozonung 04.04.2022 07:45 9,400
Krankenhaus 5 Ablauf PAK/Sandfilter 04.04.2022 07:45 11,000
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet
Krankenhaus 1 19.04.2021 10:02 5,600
Rehaklinik 19.04.2021 09:24 0,230
Rehaklinik 17.05.2022 09:14 0,150
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Engelskirchen 19.04.2021 12:18 0,120
Ablauf KA Engelskirchen 19.04.2021 11:22 0,110
Ablauf KA Engelskirchen 15.03.2022 09:17 0,120
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 19.04.2021 10:45 0,043
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 15.03.2022 08:45 0,027
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 08.11.2021 14:30 2,100
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 27.07.2021 14:55 3,000
Krankenhaus 2, Hauptgebaude 22.02.2022 15:02 5,100
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Ludenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 11:11 0,370
Gewasser unterhalb Einleitung KA Lidenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 0,029
Gewasser unterhalb Einleitung KA Liidenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 12:10 0,030
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 22.06.2021 13:10 0,140
Klaranlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 29.09.2020 11:15 0,120
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Rahmedetal 22.06.2021 11:20 0,230
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rahmedetal 29.09.2020 09:00 0,056
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 10:04 0,110
Klaranlagen mit weitergehender Abwasserbehandlung
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Bad Sassendorf 16.02.2021 14:25 2,100
KA Bad Sassendorf Zulauf Ozonung 16.02.2021 13:25 0,120
KA Bad Sassendorf Ablauf Schdnungsteich 16.02.2021 11:40 0,120
Betriebe der Fleischwirtschaft
Betrieb C Ablauf ABA 30.11.2020 09:31 0,180
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Tabelle 46: Nachgewiesene Konzentrationen des Makrolid-Antibiotikums Erythromycin in Abwasser- und Ober-
flachenwasserproben. [Krankenhaus 5 = Marienhospital Gelsenkirchen (ABA = MBR und Ozonung
bzw. PAK/Sandfiltration)]. Erythromycin: Einsatz in Humanmedizin (oral oder intravends verabreich-
bar) und Veterindrmedizin.

Probenahme Erythromycin

Ort Datum Uhrzeit [ug/n
Krankenhduser mit Abwasserbehandlungsanlage

Krankenhaus 5 Zulauf ABA 01.03.2021 11:15 0,750
Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet

Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 18.10.2021 08:15 0,036
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 10:07 0,032
Gewasser unterhalb Einleitung KA Liidenscheid Schlittenbachtal 27.07.2021 0,026
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Miinster-Geist 08.12.2020 09:27 0,120
Gewasser unterhalb Einleitung KA Munster-Geist 08.12.2020 08:30 0,089
Gewasser unterhalb Einleitung KA Miinster-Geist 22.06.2021 11:35 0,027
Klaranlagen ohne Krankenhauser im Einzugsgebiet

Ablauf KA Rheinbach 17.01.2022 09:18 0,100
Gewasser unterhalb Einleitung KA Rheinbach 18.01.2021 07:58 0,051
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 10:04 0,240
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 01.09.2020 10:55 0,026
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 12.04.2021 11:55 0,027
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 21.06.2022 09:35 0,055

Tabelle 47: Nachgewiesene Konzentrationen des Makrolid-Antibiotikums Roxythromycin bzw. der Sulfonamid-
Antibiotika Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfadoxin in Abwasser- und Oberflachenwasserproben.
Roxythromycin: Einsatz in Humanmedizin (oral verabreichbar); Sulfadiazin: Einsatz in Humanmedi-
zin (oral verabreichbar) und Veterinarmedizin; Sulfadimidin und Sulfadoxin: Einsatz in Veterinarme-

dizin.
Probenahme Antibiotikum [ug/I]

Ort Datum Uhrzeit

Gewasser unterhalb Einleitung KA Ludenscheid Schlittenbachtal 08.11.2021 12:10  [Roxythromycin 0,047
Gewasser oberhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 09:33 [Sulfadiazin 0,052
Gewasser unterhalb Einleitung KA Engelskirchen 14.09.2020 10:07 |Sulfadiazin 0,040
Gewasser unterhalb Einleitung KA Stemwede, Wehdem 07.11.2022 14:50 [Sulfadimidin 0,050
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Stemwede, Wehdem 07.11.2022 12:10  [Sulfadimidin 9,400
Zulauf (Ablauf Sandfang) KA Minster-Geist 08.12.2020 09:27 | Sulfadoxin 0,110
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A3 Abschlussbericht des NRZ zum Projekt
»,Molekulare Epidemiologie*

A 3.1 Abschlussbericht zur Kooperation LANUV — NRZ
A311 Hintergrund

Im Rahmen der Kooperation zwischen dem Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) und dem Nationalen Referenzzentrum flir gramnegative
Krankenhauserreger (NRZ) wurden vom LANUV Bakterienisolate, die nach KRINKO?*:?7 als
4MRGN einzustufen sind, zur Uberpriifung und Charakterisierung der Resistenz gegen Carba-
peneme? an das NRZ eingesandt. Diese Bakterienisolate stammten aus Umweltproben, wel-
che insbesondere aus Abwassern im Bereich von Klaranlagen sowohl mit als auch ohne Kran-
kenhauszulauf gewonnen wurden. Im gesamten Berichtszeitraum von Dezember 2020 bis Ap-
ril 2023 wurden dem NRZ insgesamt 451 Bakterienisolate zur Carbapenemasedetektion zu-
gesandt.

A3.1.2 Molekulare Epidemiologie — Teil 1

Bei den Isolaten aus Umweltproben, die zu Beginn des Projektes an das NRZ eingesandt
wurden, konnte insbesondere die KPC-2-Carbapenemase?® nachgewiesen werden. Auffallig
hierbei war insbesondere der deutliche Unterschied bezlglich der Verteilung der Bakterien-
spezies von KPC-2-tragenden Umweltisolaten und klinischen Isolaten. Wahrend im klinischen
Kontext vor allem die Enterobacterales Spezies Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli
eine Rolle spielen, gehorten die KPC-2-tragenden Umweltisolate grofiteilig den Enterobacte-
rales Spezies Citrobacter freundii und Klebsiella oxytoca bzw. Klebsiella michiganensis (siehe
unten zur Erklarung) an. Zu einem geringeren Anteil konnte die KPC-2-Carbapenemase je-
doch auch in den Spezies Escherichia coli, Raoultella ornithinolythica, Klebsiella pneumoniae
und Citrobacter farmeri nachgewiesen werden, ebenso wie in Isolaten, die dem Enterobacter
cloacae Komplex zugeordnet werden. Fir einige dieser Umweltisolate wurde mittels Ganzge-
nomsequenzierung eine molekulare Typisierung (cgMLST?°) durchgefiihrt. Diese Methode ba-
siert auf dem Vergleich des sogenannten Kerngenoms, welches all die Gene umfasst, die in
allen Isolaten der jeweiligen Spezies zu finden sind (typisch etwa 1000-3000 Gene). Die Ver-
wandtschaft zwischen Isolaten wird in Allelunterschieden (Anzahl der sich unterscheidenden
Gene) angegeben, wobei eine Differenz von bis zu 15 Allelunterschieden allgemein auf eine
enge genetische Verwandtschaft hindeutet. In einem Krankenhaus wirde man bei einer der-
artigen Konstellation von einer Ubertragung zwischen den Patienten bzw. einer gemeinsamen
Quelle ausgehen. Bei einer Differenz von bis zu 30 Allelunterschieden spricht man im Allge-

[N

¢ KRINKO: Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspravention am RKI
27 Bundesgesundheitsblatt 55:1311-1354;2012

8 Antibiotikagruppe, die zur Klasse der B-Laktame gehdrt und haufig als letzte Gruppe noch wirksam ist. Resis-
tenzen gegen diese Gruppe schranken die Therapiemdglichkeiten deutlich ein.

S

]

? Klebsiella-pneumoniae-Carbapenemase, ein Enzym aus der groRen Gruppe der Carbapenemasen

30 Core-Genome-Multi-Locus-Sequence-Typing
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meinen von einer relativ engen genetischen Verwandtschaft, wobei ein direkter epidemiologi-
scher Zusammenhang hier nicht unbedingt gegeben ist. Sind Isolate jedoch nicht oder nur
entfernt verwandt, kann die Zahl der Allelunterschiede durchaus > 1000 sein. Entsprechend
lassen sich mit dieser Methode Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen Isolaten verschiedener
zeitlicher oder ortlicher Herkunft beschreiben. Auch ein Vergleich zu klinischen Isolaten ist
madglich. Eine Moglichkeit der grafischen Darstellung der cgMLST Analyse ist der sogenannte
minimum spanning tree (MST), bei dem die Differenz der Allelunterschiede zwischen Isolaten
abgebildet wird. Es muss an dieser Stelle jedoch darauf hingewiesen werden, dass sich in
solch einer Darstellung nicht die maximale Anzahl von Allelunterschieden zwischen nah ver-
wandten Isolaten ablesen lassen, sofern mehr als zwei Isolate miteinander verglichen werden.

Der Vergleich von 23 KPC-2-tragenden Umweltisolaten mit 23 KPC-2-tragenden klinischen
Isolaten des NRZ aus ahnlicher geographischer Herkunft ergab jedoch keine enge genetische
Verwandtschaft.

A3.1.3 Molekulare Epidemiologie — Teil 2

Aus dieser Pilotstudie ergaben sich auffallige und bemerkenswerte Ergebnisse. So konnte ge-
zeigt werden, dass genetisch ahnliche KPC-2-tragende K. oxytoca bzw. K. michiganensis |so-
late (siehe unten zur Erklarung) an derselben Messstelle (Klaranlage Engelskirchen, Ablauf
Sandfang) zu unterschiedlichen Probenahmezeitpunkten vorkommen, was eine Persistenz
dieses Stammes an besagter Stelle vermuten lasst. Des Weiteren wurden KPC-2-tragende
Isolate von E. coli Sequenztyp (ST)410 und K. pneumoniae ST392 identifiziert, welche zu den
sogenannten High-Risk-Klonen gezahlt werden. Als High-Risk-Klone werden bestimmte ge-
netisch homogene Untergruppen einer Bakterienspezies bezeichnet, die sich durch eine weite
Verbreitung, teilweise Uber Kontinente, gepaart mit besonderer Antibiotikaresistenz und/oder
Virulenz (krankmachende Eigenschaft) auszeichnen. Diese Klone haben bereits bewiesen,
dass sie in den Habitaten, in denen sie gefunden wurden, erfolgreich (insbesondere hinsicht-
lich ihrer Ausbreitung bzw. Persistenz) sind.

Entsprechend dieser Ergebnisse wurden die Untersuchungen intensiviert und zudem auf wei-
tere Probenahmeorte ausgeweitet. Im Folgenden werden die relevantesten Ergebnisse basie-
rend auf den unterschiedlichen Probenahmestellen aufgefuhrt und diskutiert.
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A3.1.31 Klaranlage Engelskirchen
Die wichtigsten Ergebnisse sind:

o das Auftreten und die Persistenz von multiresistenten, KPC-2-tragenden High-Risk-
Klonen der Bakterienspezies Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae unterhalb der
Klaranlage Engelskirchen

e das Auftreten und die Persistenz weiterer Klone anderer Bakterienspezies mit KPC-2
unterhalb der Klaranlage

High-Risk-Klon ST410 Escherichia coli

Wie bereits erwahnt, wird der Sequenztyp ST410 von E. coli als High-Risk-Klon eingestuft.
Der Nachweis dieses Klones im Oberflachenwasser kann insofern ein Problem darstellen, als
durch den Eintrag eines nachgewiesen krankheitserregenden Bakteriums das Risiko von In-
fektionen in flussabwarts gelegenen Bereichen besteht. Im Gegensatz zu weiter unten disku-
tierten Isolaten ist belegt, dass dieser Klon direkt Infektionen beim Menschen verursachen
kann. Es bedarf allein des Kontaktes eines empfanglichen Menschen mit erregerhaltigem
Wasser. Konkret stammen die Nachweise aus folgenden Proben (Tabelle 48).

Tabelle 48: Nachweisdaten und -orte flr Escherichia coli ST410 mit KPC-2

unterhalb Ablauf Ablauf Schacht Abwasser
Klaranlage Sandfang Nachklarbecken Krankenhaus
19.04.2021 + + + +
18.10.2021 + +
15.03.2022 + +
05.09.2022 + + + Biofilm

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit KPC-2 vom LANUV eingesandt wurden. Es
kann nicht geschlossen werden, ob die Entnahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde. Informationen bzgl.
der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Die 20 nachgewiesenen Isolate zeigen maximal 17 Alleldifferenzen in der cgMLST (siehe oben
Erklarung zum MST), so dass sie als relativ eng verwandt gelten missen. Aufgrund der Ver-
wandtschaft der zu verschiedenen Probenahmeterminen gefundenen Isolate muss davon aus-
gegangen werden, dass der E. coli-Klon in und unterhalb der Klaranlage persistiert, insbeson-
dere, weil dieser auch im Biofilm nachgewiesen werden konnte. Man muss daher mit einem
dauerhaften Eintrag dieser Bakterien aus der Klaranlage bzw. ausgehend von dem Probenort
unterhalb der Anlage in die Agger rechnen. Dies ist insofern bedeutsam, als dass es sich somit
nicht um ein einmaliges Ereignis handelt, sondern das Risiko permanent existiert und sich
deshalb die Wahrscheinlichkeit eines Eintrages in Menschen oder Tiere erhoht.
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High-Risk-Klon ST392 Klebsiella pneumoniae

Die speziellen Eigenschaften, die zur Definition eines High-Risk-Klon herangezogen werden,
treffen auch auf den gefundenen Klon ST392 von K. pneumoniae zu. Dariber hinaus konnte
gezeigt werden, dass K. pneumoniae ST392 in der Lage ist, schwerwiegende Infektionen bei
Haustieren zu verursachen®'. Entsprechend kann eine Ubertragung von Tier zu Mensch bzw.
vice versa nicht ausgeschlossen werden. Konkret stammen die Nachweise aus folgenden Pro-
ben (Tabelle 49):

Tabelle 49: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST392 mit KPC-2

unterhalb Ablauf Schacht Abwasser Biofilm Biofilm Stein
Klaranlage Sandfang Krankenhaus Gerinne unterhalb
19.04.2021 +
05.09.2022 |+ + + Biofilm + +

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit KPC-2 vom LANUV eingesandt wurden. Es
kann nicht geschlossen werden, ob die Entnahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde. Informationen bzgl.
der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Die 9 nachgewiesenen Isolate zeigen maximal 28 Alleldifferenzen in der cgMLST, so dass sie
als verhaltnismalig eng verwandt gelten mussen. Die Tatsache, dass die entsprechenden
Isolate an diversen Probenahmestellen sowie in Biofilmen nachgewiesen wurden, deutet auf
eine Persistenz und somit einen dauerhaften Eintrag, auch in unterhalb der Klaranlage gele-
gene Bereiche, hin. Entsprechend ist auch bei dem KPC-2-tragenden K. pneumoniae ST392
Klon das Risiko eines Eintrages in Mensch und Tier erhdht.

Andere Bakterienspezies mit Carbapenemase in oder unterhalb der Klaranlage

Klebsiella michiganensis mit KPC-2

Diese Isolate waren vom LANUV als K. oxytoca eingesandt worden, was nachvollziehbar ist,
da die zur Identifizierung verwendete Methode (MALDI-TOF) diese beiden Spezies nicht dif-
ferenzieren kann. Erst die Sequenzierung ermdglichte die Zuordnung zu K. michiganensis. In
anderen Aufstellungen kdnnen diese Isolate somit als K. oxytoca erscheinen. Die Nachweise
sind in Tabelle 50 zusammengefasst.

31 One Health 15:100414;2022.
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Tabelle 50: Nachweise von Klebsiella michiganensis mit KPC-2

unterhalb Kldranlage |Ablauf Sandfang i::::::&buv:asser
14.09.2020 + *
19.04.2021 * '
18.10.2021 *
15.03.2022 +

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit KPC-2 vom LANUV eingesandt wurden. Es
kann nicht geschlossen werden, ob die Entnahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde. Informationen bzgl.
der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Von den insgesamt 9 sequenzierten Isolaten zeigten 7 Isolate Alleldifferenzen zwischen 18
und 32, so dass das Verwandtschaftsverhaltnis weniger eng ist als bei den anderen hier be-
sprochenen Spezies. Allerdings existieren weder fur K. michiganensis noch fur die verwandte
Spezies K. oxytoca international gultige Standards hinsichtlich eines Typisierungsschemas, so
dass auch keine Grenzen fur die nahe Verwandtschaft definiert sind.

Klebsiella variicola mit KPC-2

Von dieser Spezies wurden insgesamt sechs Isolate am 18.10.2021 und am 15.03.2022 ge-
funden, die maximal 17 Allelunterschiede entfernt voneinander sind und somit als relativ nah
verwandt gelten. Alle Isolate stammen aus der Probenahmestelle ,Ablauf Sandfang®. Die Iso-
late gehoren alle zum ST938, zu dem es bisher keine besonderen Berichte gibt.

Citrobacter freundii mit KPC-2 und Citrobacter portucalensis mit KPC-2

Von der Spezies C. freundii gab es vier Isolate, die drei unterschiedlichen ST (ST668, ST615,
STnew) angehdren. Zwei Isolate gehéren zum ST615 und zeigen untereinander 13 Allelunter-
schiede. Eines dieser Isolate stammt aus dem Schacht des Krankenhauses aus April 2021
und das andere Isolat vom Messpunkt unterhalb der Klaranlage aus Oktober 2021. Das nach-
gewiesene KPC-2-tragende C. portucalensis lIsolat gehérte dem Sequenztyp ST17 an und
stammte aus dem Ablauf des Sandfanges. Auch diese Sequenztypen sind in der Literatur bis-
her nicht nennenswert in Erscheinung getreten.
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A 3.1.3.2 Klaranlage Miinster-Geist
Auffallig waren:

e das Auftreten von multiresistenten, Carbapenemase-tragenden High-Risk-Klonen der
Bakterienspezies Klebsiella pneumoniae und deren Persistenz an den jeweiligen Orten
e das Auftreten von Enterobacterales-Isolaten mit zwei Carbapenemasen

In der Probenserie Minster Geist wurden ebenfalls High-Risk-Klone der Spezies K. pneumo-
niae in den Umweltproben identifiziert, wobei es sich hierbei um die Sequenztypen ST11,
ST20, ST45 und ST307 handelte. Typischerweise tragen diese Klone sowohl diverse Resis-
tenz- und Virulenzdeterminanten, hier insbesondere der ST11. Aufféllig bei der Probenahme-
serie Munster-Geist ist vor allem das Vorkommen von K. pneumoniae und anderen Entero-
bacterales-Isolaten, bei denen zwei Carbapenemasen identifiziert werden konnten. In den fol-
genden tabellarischen Ubersichten (Tabelle 51 bis Tabelle 53) sind die entsprechenden Nach-
weise aufgefuhrt:

Tabelle 51: Nachweisdaten und -orte fur Klebsiella pneumoniae ST11 mit VIM-1 oder NDM-1 und VIM-1

Schacht Abwasser Krankenhaus, |Ablauf
Haus 2 Sandfang
08.12.2020 +
22.06.2021 +
07.02.2023 + +

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit VIM-1 und/oder NDM-1 vom LANUV
eingesandt wurden. Es kann nicht geschlossen werden, ob die Entnahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde.
Informationen bzgl. der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Die funf nachgewiesenen Isolate von K. pneumoniae ST11 (Tabelle 51) zeigten in der cgMLST
eine Differenz von maximal 10 Allelunterschieden. Im Krankenhaus-Abwasser aus Haus 2
wurden drei Isolate nachgewiesen und zwar im Dezember 2020 und im Februar 2023. Am
Ablauf Sandfang fanden sich zwei Isolate vom Juni 2021 und vom Februar 2023. Der Nach-
weis von eng verwandten Isolaten an derselben Messstelle zu unterschiedlichen Zeitpunkten
deutet auf eine Persistenz dieses Stammes hin.

Tabelle 52: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST45 mit KPC-2 oder GIM-1 und KPC-2

Schacht Abwasser Krankenhaus, | Ablauf
Haus 2 Sandfang

22.06.2021 + +

Informationen bzgl. der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.
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Im Gegensatz dazu wurden drei K. pneumoniae ST45 Isolate, welche eine Differenz von nur
einem Allelunterschied aufwiesen, lediglich wahrend einer Probennahmeserie, namlich vom
22.06.2021, nachgewiesen (Tabelle 52). Hierbei konnten diese jedoch auch an zwei Standor-
ten identifiziert werden.

Tabelle 53: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST307 mit VIM-1

Schacht Abwasser Krankenhaus, | Ablauf Ablauf der
Haus 2 Sandfang Klaranlage
08.12.2020 +
02.02.2021 +
22.06.2021 + +

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit VIM-1 vom LANUV eingesandt wurden. Es
kann nicht geschlossen werden, ob die Entnahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde. Informationen bzgl.
der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Der Sequenztyp ST307 wurde bei sechs K. pneumoniae Isolaten nachgewiesen, welche an
allen Probenahmezeitpunkten nachgewiesen werden konnten (Tabelle 53). Untereinander be-
trug die Differenz in der cgMLST maximal 15 Allelunterschiede, womit die Isolate als eng ver-
wandt gelten. Eine Persistenz Iasst sich bisher nur fur den Abwasserstrang aus Haus 2 des
Krankenhauses (Nachweis im Dezember 2020 und im Juni 2021) postulieren, wohingegen an
den anderen Standorten, namlich im Ablauf vom Sandfang und im Ablauf der Klaranlage in
den Galgenbach, diese Isolate bisher nur einmalig gefunden wurden.

Das Isolat mit VIM-1, welches dem Sequenztyp ST20 zugeordnet wird, konnte lediglich einmal
an der Probenahmestelle ,Schacht Abwasser Krankenhaus, Haus 2 nachgewiesen werden.

Andere Bakterienspezies mit Doppelcarbapenemase in der Klaranlage

Neben den zuvor erwahnten Ergebnissen, wurden zu jeder Probenahmeserie vor allem Isolate
der Spezies Citrobacter freundii, aber auch vereinzelt Citrobacter amalonaticus und C. y-
oungae nachgewiesen. Bei den insgesamt 16 Isolaten gab es jedoch keine Hinweise auf eine
enge genetische Verwandtschaft, wobei dennoch angemerkt werden muss, dass bei diesen
Isolaten verschiedene Carbapenemasen, auch in unterschiedlicher Kombination, nachgewie-
sen werden konnten (GIM-1, OXA-48, VIM-1 bzw. GIM-1+VIM-1, OXA-48+VIM-1). Insgesamt
deutet dies darauf hin, dass sich in der Klaranlage Stdmme mit unterschiedlichen Carbapene-
masen etabliert haben.
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A 3133 Klaranlage Liidenscheid-Schlittenbachtal

Insgesamt wurden von der Probenserie Lidenscheid 20 Isolate sequenziert: 11 Isolate, bei
denen die Carbapenemase OXA-48 nachgewiesen wurde, stammten aus dem Abwasser des
Krankenhauses, welches im Juli und November 2021 beprobt wurde. Diese OXA-48-
produzierenden Isolate gehdrten verschiedenen Spezies und Sequenztypen an (Citrobacter
freundii ST415, Citrobacter amalonaticus ST573, Enterobacter hormaechei ST66, Enterobac-
ter roggenkampii STnew, Klebsiella pneumoniae ST1441, Citrobacter freundii ST415, Citro-
bacter freundii ST511). Bis auf zwei identische C. freundii ST415 Isolate und zwei E. coli ST10
Isolate, welche jeweils aus derselben zeitlichen und &rtlichen Probenahmeserie stammten,
konnten hinsichtlich der genetischen Verwandtschaft keine erwdhnenswerten Ahnlichkeiten
zwischen den Isolaten festgestellt werden. Die anderen 9 sequenzierten Isolate stammten aus
dem Abwasser der Klaranlage Lidenscheid-Schlittenbachtal und aus dem Gewasser (Schlit-
tenbach; zwei Isolate) unterhalb der Einleitung der Klaranlage. Wahrend der Probenahmen
vom 27.07.2021 konnte ein OXA-48-produzierendes E. roggenkampii STnew Isolat im Sand-
fang nachgewiesen werden, wobei in der Probenserie vom 08.11.2021 ein C. farmeri ST686
Isolat mit OXA-48 ebenfalls im Sandfang identifiziert werden konnte. In der letzten Serie vom
22.02.2022 konnten neben einem OXA-48-produzierenden C. freundii ST110 Isolat, ein OXA-
48-produzierendes K. pneumoniae Isolat (ST1441) sowie ein VIM-1-produzierendes E. coli
ST197 lIsolat identifiziert werden. Des Weiteren fanden sich vier NDM-5-produzierende
K. pneumoniae Isolate (zweimal ST309, ST1426, ST54), wobei die zwei letzteren im Oberfla-
chenwasser unterhalb der Einleitung der Klaranlage gefunden wurden. Mit Ausnahme der
K. pneumoniae ST309 Isolate, welche eine Differenz von 10 Allelunterschieden zeigten, je-
doch aus derselben Probenahmeserie stammten, konnten bei den Ubrigen Isolaten keine ge-
netischen Ahnlichkeiten festgestellt werden. Dariiber hinaus sind die gefundenen Sequenzty-
pen bislang nicht in besonderer Weise in Erscheinung getreten.

A31.34 Abwasserbehandlungsanlage Kreiskrankenhaus Waldbrol

Aus den Proben der Probenahmestellen ,Zulauf MBR (vor Rechen)‘ und ,Zulauf Ozo-
nung“ (entspricht Ablauf MBR), welche an drei verschiedenen Probenahmedaten beprobt wur-
den, stammten insgesamt 10 KPC-2-produzierende Isolate der Spezies C. freundii (ST279,
ST98, ST154), K. michiganensis (ST226), welche alle unterschiedlichen Sequenztypen zuge-
ordnet werden konnten und entsprechend keine enge genetische Verwandtschaft aufwiesen.
Jedoch fanden sich auch zwei K. michiganensis ST50 Isolate und zwei C. freundii ST168 Iso-
late, die jeweils lediglich eine Differenz von 1 Allelunterschied aufwiesen und deshalb als sehr
nah verwandt angesehen werden mussen. Diese fanden sich im Zulauf MBR (vor Rechen)
und im Zulauf Ozonung. An denselben Probenahmestellen (Proben vom 29.03.2021) fanden
sich dartber hinaus vier eng verwandte NDM-1-produzierende K. pneumoniae ST11 Isolate,
die sich untereinander in 1 Allel unterschieden. Des Weiteren wurden drei KPC-2-
produzierende R. planticola Isolate nachgewiesen, wobei zwei dieser Isolate eine Differenz
von 1 Allelunterschied zeigten. Diese nah verwandten Isolate wurden im Zulauf MBR (vor Re-
chen) und im Ablauf der Abwasserbehandlungsanlage gefunden. Auch konnte im Ablauf der
Anlage, Probenahmedatum 24.08.2020, ein KPC-2-produzierendes C. braakii Isolat (STnew)
nachgewiesen werden, wahrend in der Probe vom 29.03.2021 ein KPC-2-produzierendes Iso-
lat der Spezies C. freundii (ST396) identifiziert werden konnten.
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A 3135 Klaranlage Wiehl Weiershagen

Insgesamt wurden 8 E. coli Isolate mit OXA-244 gefunden, welche aus der Probenserie vom
30.08.2022 stammten [Anm. LANUV: Proben auferhalb des ARB-Projekts; Informationen
bzgl. der Probenahmestellen sind im Anhang enthalten.] Von diesen wurden Isolate im Bereich
der Klaranlage Wiehl Weiershagen gefunden, namlich im Ablauf der Klaranlage ins Gewasser
(Venturirinne vor der Mengenmessung) sowie im Gewasser (Wiehl) unterhalb der Einleitung
der Klaranlage (oberhalb der Mindung Wiehl in die Agger). Diese Isolate zeigten untereinan-
der eine maximale Differenz von einem Allelunterschied. Obwohl OXA-244 eine bedeutende
Carbapenemase sowohl in Deutschland als auch europaweit darstellt, ist der hier gefundene
Sequenztyp ST4981 bisher nicht in Erscheinung getreten. Ebenfalls aus dem Gewasser un-
terhalb der Einleitung der Klaranlage stammte das einzelne NDM-7-tragende C. portucalensis
Isolat, welches dem Sequenztyp ST129 angehért, Gber welchen bisher keine ungewdhnlichen
Berichte erschienen sind.

A 3.1.3.6 Abwasserbehandlungsanlage Marienhospital Gelsenkirchen

Bei der Beprobung dieses Standortes am 04.04.2022 wurden bisher lediglich ein VIM-1-
produzierendes K. pneumoniae sowie zwei identische GIM-1-produzierende C. freundii Isolate
an derselben Probenahmestelle (Zulauf MBR) gefunden.

A 3.1.3.7 Klaranlage Stemwede, Wehdem
Die wesentlichen Befunde sind:

e das Auftreten von NDM-5-tragenden High-Risk-Klonen der Bakterienspezies E-
scherichia coli unterhalb der Klaranlage Stemwede

e das Auftreten von OXA-244-tragenden Isolaten der Bakterienspezies Escherichia coli
unterhalb der Klaranlage Stemwede

Diese Klaranlage ist gekennzeichnet durch das Fehlen eines direkten Abwasserzulaufes durch
ein Krankenhaus. Es wurden Isolate aus Proben aus den Jahren 2020 und 2022 vom NRZ auf
Carbapenemasen untersucht. Wahrend in der ersten Probenahmeserie keine Carbapene-
mase-tragenden Enterobacterales Isolate nachgewiesen werden konnten, wurden bei der Un-
tersuchung mittels einer zusatzlichen (fir den Nachweis von Carbapenemase-Produktion spe-
zifischeren und sensitiveren) Analytik (LANUV) der Proben im Jahr 2022 sowohl NDM-5-
produzierende E. coli Isolate als auch OXA-244-produzierende E. coli Isolate gefunden. Die
NDM-5-tragenden Isolate gehdren dem High-Risk-Klon ST405 an, welcher auch im klinischen
Kontext eine nicht unwesentliche Rolle spielt. So konnten wir und andere kirzlich zeigen, dass
der Anstieg von NDM-5-produzierenden E. coli nicht nur in Deutschland, sondern europaweit,
eben auch durch diesen Sequenztyp verursacht wird3233,

32 Euro Surveillance 28(10): 2200509;2023
33 Euro Surveillance 28(19):pii=2300209;2023
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Mithilfe einer hochauflésenden Analysemethode (SNP34) zeigte sich, dass die hier gefundenen
Umweltisolate verhaltnismafRig nah verwandt sind mit den klinischen NDM-5-produzierenden
E. colilsolaten. Es zeigte sich, dass die Umweltisolate einen Unterschied von 109 bis 148 SNP
zu einigen der klinischen NDM-5-tragenden Isolaten aufwiesen, wobei ein Grenzwert von 100
SNP fur eine enge Verwandtschaft der klinischen Isolate verwendet wurde.

Tabelle 54: Nachweisdaten und -orte fiir Escherichia coli ST405 mit NDM-5

Namenloses Gewasser unterhalb | Ablauf der Klaranlage
der Einleitung Klaranlage [PN (siehe Systemskizze)]
21.06.2022 + +

Informationen bzgl. der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Die NDM-5-produzierenden E. coli Isolate, die sowohl im Abwasser am Ablauf der Klaranlage
Stemwede, Wehdem (PN siehe Systemskizze) als auch im Oberflachenwasser unterhalb der
Einleitung der Klaranlage nachgewiesen wurden, zeigten in der cgMLST eine Differenz von 1
Allelunterschied und missen entsprechend als eng verwandt angesehen werden. Ob und in-
wieweit eine Persistenz in der Umwelt vorliegt, kann zu diesem Zeitpunkt nicht geschlussfol-
gert werden, da die bisherigen Isolate lediglich wahrend einer Probenahmeserie nachgewie-
sen wurden.

Tabelle 55: Nachweisdaten und -orte fiir Escherichia coli ST10 mit OXA-244

Namenloses Gewadsser unterhalb |Pumpwerk 1

der Einleitung Klaranlage (ein Zulauf der Kliranlage)
21.06.2022 +
02.08.2022 +

Leere Zellen zeigen an, dass uns hier keine Isolate dieser Spezies mit OXA-244 vom LANUV eingesandt wurden.
Es kann nicht geschlossen werden, ob die Enthahmestelle an diesem Zeitpunkt beprobt wurde. Informationen bzgl.
der Probenahmestellen und -termine sind im Anhang enthalten.

Des Weiteren konnte ein OXA-244-produzierendes E. coli Isolat sowohl im Zulauf der Klaran-
lage (Pumpwerk 1) wahrend der Probenserie aus August 2022, aber auch bereits im Juni 2022
im Oberflachenwasser unterhalb der Klaranlage nachgewiesen werden (Tabelle 55). Die zwei
Isolate, welche dem Sequenztyp ST10 angehoren, unterschieden sich in 6 Allelen in der
cgMLST und werden entsprechend als nah verwandt klassifiziert. Darliber hinaus wurden in
der zweiten Probenserie vom August 2022 im Pumpwerk 1 insgesamt funf identische OXA-

34 Single Nucleotide Polymorphism basiert auf der Suche nach Nukleotiddifferenzen nicht nur in kodierenden Be-
reichen (wie die cgMLST) sondern im gesamten Genom. Diese Methode findet deshalb auch dann Differen-
zen, wenn wenig oder keine Alleldifferenzen vorliegen.
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244-tragende E. coli Isolate nachgewiesen, welche dem Sequenztyp ST2178 angehdren. So-
wohl flr ST10 als auch ST2178 sind in der Literatur bisher keine auRergewdhnlichen Eigen-
schaften beschrieben worden. Die zwei OXA-244-produzierende E. coli Isolate der Proben-
ahme vom 21.06.2022, welche im Ablauf des Sandfanges identifiziert wurden, sowie das OXA-
181-produzierende E. colilsolat der Probennahme vom 02.08.20022, welches im Pumpwerk 1
nachgewiesen wurde, konnten aus technischen Griinden nicht analysiert werden.

A 3.1.3.8 Essen Baldeneysee Seaside Beach

Neben den zuvor erwahnten Probenahmestandorten wurde auch das Badegewasser Seaside
Beach/Baldeneysee, in dessen Einzugsgebiet sich Einleitungen aus kommunalen Klaranlagen
(an denen auch Krankenhauser angeschlossen sind) und auferdem Mischwassereinleitungen
sowie Niederschlagswassereinleitungen befinden, zu mehreren Zeitpunkten beprobt. Isolate
von finf Probenahmedaten im Zeitraum Anfang April bis Anfang September 2020 wurden ans
NRZ gesandt. Obwohl keine Carbapenemase-produzierenden Enterobacterales Isolate gefun-
den werden konnten, fanden sich zwei ESBL-tragende Isolate der Spezies E. coli sowie drei
ESBL-tragende Isolate von K. pneumoniae. Die zwei identifizierten Isolate von E. coli trugen
entweder die ESBL-Variante CTX-M-15 oder CTX-M-27. Diese Isolate gehdérten den unter-
schiedlichen Sequenztypen ST443 und ST1598 an und zeigten dementsprechend keine na-
here genetische Verwandtschaft. Im Gegensatz dazu zeigten die drei K. pneumoniae Isolate
eine Differenz von einem Allelunterschied. Diese Isolate, welche die ESBL-Varianten CTX-M-
15 und SHV-1 trugen, wurden im April, Juni und Juli 2020 gefunden und gehdrten dem Se-
quenztyp ST45 an. Der Sequenztyp ST45 wird phylogenetisch der klonalen Gruppe' (engl.
clonal group) CG258 zugeordnet. Einer klonalen Gruppe werden typischerweise verschiedene
Sequenzytypen zugeordnet, welche einen gemeinsamen genetischen Ursprung und deren
Vertreter ahnliche Virulenz- und Resistenzeigenschaften haben. Entsprechend ihrer Eigen-
schaften werden Sequenztypen innerhalb des CG258, einschliellich ST45, auch als mul-
tidrug-resistant (MDR) High-Risk-Klone bezeichnet und sind in der Regel krankenhaus-asso-
ziiert sowie als haufiger Verursacher von nosokomialen Ausbrichen bekannt. Fir den Se-
quenztyp ST45 sind insbesondere Falle auf Neonatologien beschrieben. Obwohl die nachge-
wiesenen Isolate keine Eigenschaften einer Multiresistenz aufgrund des Fehlens von Carba-
penemasen zeigen, ist der ST45 dennoch in der Lage, Resistenzgene Uber mobile genetische
Elemente, wie z. B. Plasmide, aufzunehmen.

A314 Schlussfolgerungen

Aus keinem der hier besprochenen Befunde kann eine unmittelbare Gefahrdung der Allge-
meinbevdlkerung abgeleitet werden. Infektionen mit den nachgewiesenen Erregern wirden
den Kontakt einer aufgrund von Vorerkrankungen besonders gefahrdeten Person mit den Bak-
terien am Nachweisort voraussetzen. Man darf davon ausgehen, dass Personen mit einem
krankheitsbedingt besonders hohen Infektionsrisiko solche Expositionen vermeiden werden.
Selbstverstandlich sind besondere Einzelfalle nicht auszuschlieen.

Der zeitlich mehrfache Nachweis von Enterobacterales mit Carbapenemasen auch unterhalb
von Klaranlagen, d. h. im Oberflachenwasser, sowie den Nachweisen eng verwandter Klone
innerhalb der Klaranlagen legt Persistenz dieser Klone an den beprobten Orten nahe. Anhand
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der Daten lasst sich nicht abschatzen, zu welchem Zeitpunkt der Eintrag in die jeweilige Klar-
anlage erfolgte. Teilweise lielRen sich die Resistenzdeterminanten in Linien der jeweiligen Bak-
terienspezies nachweisen, von denen bereits bekannt ist, dass sie Infektionen verursachen
und sich verbreiten kénnen (sog. High-Risk-Klone). Bei solchen Stammen besteht die Gefahr,
dass sie direkt Infektionen bei pradisponierten Individuen verursachen. Da anzunehmen ist,
dass sich die Klone in und unterhalb der Klaranlagen angesiedelt haben, muss mit einem kon-
tinuierlichen Eintrag gerechnet werden. Konsequenz kann auch die Ausbreitung in die tierische
(Fische, Vieh) oder menschliche Normalflora (Badende, Angler) sein, was die Gefahr einer
weiteren Verbreitung und somit schlussendlich moglicherweise auch den Eintrag in Kliniken,
erhoht. Insgesamt steigt dadurch die Gesamtwahrscheinlichkeit von Infektionen durch diese
Bakterien. Der Nachweis von E. coli ST405 mit NDM-5-Carbapenemase unterhalb der Klaran-
lage Stemwede, Wehdem und die relativ groRe Ahnlichkeit zu Isolaten aus klinischen Proben
legt eine ahnliche Herkunft nahe. Gleichzeitig belegt der Nachweis in Stemwede, dass Zu-
flisse von einem Krankenhaus keine Voraussetzung fir das Vorkommen von Klonen mit
Carbapenemase sind. Man darf allerdings annehmen, dass manche Rehabilitationseinrichtun-
gen oder Alten- und Pflegeheime ebenfalls fir einen Eintrag verantwortlich sein kdnnen.

Die weiteren Nachweise erfolgten in Anlagen, die Zufliisse aus Krankenhdusern haben. Be-
merkenswert ist dabei, dass die meisten nachgewiesenen Bakterienspezies und Sequenzty-
pen nicht diejenigen sind, die typischerweise in der Humanmedizin gefunden werden. Die ge-
fundenen Carbapenemasen jedoch sind solche, die in der Humanmedizin die gréfte Rolle
spielen. Diese augenscheinliche Diskrepanz erklart sich dadurch, dass die Resistenzdetermi-
nanten (die Carbapenemasen) zwischen Bakterien Ubertragbar sind und in verschiedenen Ha-
bitaten differente Spezies bzw. Stdmme einen Selektionsvorteil haben. Die Gefahr liegt darin,
dass solche Stamme ihre Resistenzen auch auf medizinisch relevante Spezies und Linien
Ubertragen kénnen.

Es ist keinesfalls ausgeschlossen, dass eine solche Ubertragung zwischen einer Spezies/ei-
nem Klon, der auf Klarwerke oder Oberflachenwasser angepasst ist, und einer humanpatho-
genen Spezies/einem Klon stattfindet. Typischerweise findet der Transfer von Resistenzdeter-
minanten namlich innerhalb des Darmtraktes statt. Dies bedeutet, dass die Akquisition von
Carbapenemase-tragenden Umweltisolaten eben auch in resistenten, an den Menschen an-
gepassten Stammen resultieren kann.

Da ein Eintrag in Klaranlagen letztlich unvermeidlich ist, schliellich bewohnen Enterobactera-
les den Darm von Mensch und Tier, bleiben als MaRnahmen nur die Vermeidung von Selektion
durch Minimierung nicht indizierter Antibiotikatherapien sowie Versuche, den Eintrag aus Klar-
anlagen in die Umgebung zu reduzieren. Das Erstere betrifft das Antibiotic-Stewardship in den
Kliniken, das Letztere technische Einrichtungen an den Klarwerken.

Wegen der hier nachgewiesenen Persistenz der Carbapenemase-tragenden Klone innerhalb
und unterhalb von Klaranlagen sind von allen mdglicherweise eingeleiteten MalRnahmen keine
kurzfristigen Effekte zu erwarten. Es muss also davon ausgegangen werden, dass die oben
beschriebenen méglichen Gefahrdungen noch fir einen gewissen Zeitraum bestehen werden.
Eine Abschatzung dieser Zeitdauer ist anhand der bisher erhobenen Daten nicht moglich.

Um weitere Informationen Uber die Dauer der Persistenz humanpathogener Klone in der Um-
welt und ggf. Uber den Effekt von MaRnahmen gegen die Verbreitung in die Umwelt zu ge-
winnen, sollten Monitoringprogramme erwogen werden.
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A3.2 Anhang Abschlussbericht zur Kooperation LANUV —
NRZ: Detaillierte Informationen zu den jeweiligen
Probenahmestellen

Klaranlage Engelskirchen
Tabelle 48: Nachweisdaten und -orte fiir Escherichia coli ST410 mit KPC-2

unterhalb Klaranlage: Agger (ca. 130 m) unterhalb der Einleitung der KA Engelskirchen (Mess-
stellen ID: 204262; Name: uh KA Ehreshoven).

Ablauf Sandfang: Bei der Probenahmestelle "Ablauf Sandfang" handelt es sich um den Zulauf
der Klaranlage nach mechanischer Vorbehandlung (d. h. nach Rechen und Sandfang). Es
handelt sich also um das Rohabwasser vor biologischer Behandlung.

Ablauf Nachklarbecken: Entspricht der amtlichen Messstelle am Ablauf der Klaranlage ins Ge-
wasser.

Schacht Abwasser Krankenhaus: Fir die Entnahme von Abwasser des Krankenhauses im
Einzugsgebiet der KA Engelskirchen wurde ein Schacht im 6ffentlichen Kanalnetz genutzt. Bei
den dort enthommenen Proben handelt es sich um Abwasser des Krankenhauses ggf. ver-
mischt mit Niederschlagswasser der oberhalb gelegenen, angeschlossenen Flachen.

Schacht Abwasser Krankenhaus: + Biofilm vom 05.09.2022: An diesem Probenahmetermin
wurde zusatzlich zur Abwasserprobe eine Probe von der Sielhaut (Biofilm auf den Innenfla-
chen des Kanals) aus dem Abwasserkanal entnommen. [Anmerkung: Der Kanal wirkte optisch
sehr sauber; es konnte nur eine sehr geringe Menge an Biofilm gewonnen werden.]

Tabelle 49: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST392 mit KPC-2

Biofilm Gerinne: Der Biofilm wurde von der Wandung an der Messstelle Ablauf Klaranlage
Engelskirchen abgekratzt.

Biofilm Stein unterhalb: Der Stein wurde aus dem Gewasser (Agger) an der Messstelle (ca.
130 m) unterhalb der Einleitungsstelle der Klaranlage Engelskirchen entnommen. Der Biofilm
wurde im Labor vom Stein abgeschabt.

Tabelle 50: Nachweise von Klebsiella michiganensis mit KPC-2

Informationen zu den Probenahmestellen (= Messstellen) siehe Tabelle 48.
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Klaranlage Munster-Geist

Tabelle 51: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST11 mit VIM-1 oder
NDM-1 und VIM-1

Schacht Abwasser Krankenhaus, Haus 2: Abwasser aus Haus 2 des Krankenhauses.

Ablauf Sandfang: Bei der Probenahmestelle "Ablauf Sandfang" handelt es sich um den Zulauf
der Klaranlage nach mechanischer Vorbehandlung (d. h. nach Rechen und Sandfang). Es
handelt sich also um das Rohabwasser vor biologischer Behandlung.

Tabelle 52: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST45 mit KPC-2 oder
GIM-1 und KPC-2

Informationen zu den Probenahmestellen (= Messstellen) siehe Tabelle 51.

Tabelle 53: Nachweisdaten und -orte fiir Klebsiella pneumoniae ST307 mit VIM-1

Ablauf der Klaranlage: Entspricht der amtlichen Messstelle am Ablauf der Klaranlage ins Ge-
wasser.

Klaranlage Wiehl Weiershagen

Die KA Wiehl Weiershagen gehort nicht zum Umfang des ARB-Projekts, sondern wird routi-
nemafig auf Legionellen untersucht. Proben aus dieser Analytik wurden ausnahmsweise auch
auf antibiotikaresistente Bakterien untersucht, weil die Klaranlage in ein Nebengewasser
(Wiehl) der Agger oberhalb der Klaranlage Engelskirchen (welche im ARB-Projekt untersucht
wurde) einleitet.

oberhalb der Mindung Wiehl in die Agger: Gewassermessstelle in der Wiehl (ca. 50 m) unter-
halb der Einleitung der KA Wiehl Weiershagen (Messstellen ID: 203506; Name: oh Mdg in

Agger).

Venturirinne vor der Mengenmessung: Entspricht der amtlichen Messstelle am Ablauf der Klar-
anlage ins Gewasser.

Abwasserbehandlungsanlage Marienhospital Gelsenkirchen

Standort: Zulauf des Membranbioreaktors (= Rohabwasser nach mechanischer Vorbehand-
lung [Rechen]).
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Klaranlage Stemwede, Wehdem

Die Klaranlage Stemwede, Wehdem wurde fir das Messprogramm im ARB-Projekt ausge-
wahlt, weil sich kein Krankenhaus im Einzugsgebiet der Klaranlage befindet (zum Vergleich
mit den Klaranlagen mit Krankenhausern im Einzugsgebiet).

Tabelle 54: Nachweisdaten und -orte fiir Escherichia coli ST405 mit NDM-5

Namenloses Gewasser unterhalb der Einleitung Kldranlage: Probenahmestelle im Gewasser
(ca. 150 m) unterhalb der Einleitung der Klaranlage Stemwede, Wehdem.

PN (siehe Systemskizze): Entspricht der amtlichen Messstelle am Ablauf der Klaranlage ins
Gewasser.

Tabelle 55: Nachweisdaten und -orte fiir Escherichia coli ST10 mit OXA-244

Namenloses Gewasser unterhalb der Einleitung Klaranlage: Probenahmestelle im Gewéasser
(ca. 150 m) unterhalb der Einleitung der Klaranlage Stemwede, Wehdem.

Pumpwerk 1: Eines von drei Pumpwerken, die das Rohabwasser der Klaranlage Stemwede,
Wehdem zufiihren. Im Zulauf der Klaranlage kénnen die Abwasserstrome der drei Pumpwerke
separat beprobt werden. Das Pumpwerk 1 férdert das Abwasser aus einem Teilgebiet (Weh-
dem) der Gemeinde Stemwede.

Probenahmedaten

Tabelle 56: Probenahmedaten der fir das Projekt ,Molekulare Epidemiologie“ relevanten Probenserien des
ARB-Projekts. 2 Eine Entnahme von Proben am Schacht am Krankenhaus war nur bei diesen Pro-
benahmen moglich. ® Aufgrund verschiedener technischer Widrigkeiten konnten nur zwei von drei

geplanten Probenahmen durchgefiihrt werden.

Probenahmedaten
Probenserie Probenserie Probenserie Probenserie Probenserie Probenserie
Engelskirchen |Lidenscheid |Minster-Geist |Stemwede Waldbrol Marienhospital®
14.09.2020 27.07.2021 08.12.2020 01.09.2020 24.08.2020 01.03.2021
19.04.20212 |08.11.2021 02.02.2021 12.04.2021 29.03.2021 04.04.2022
18.10.2021 22.02.2022 22.06.2021 21.06.2022 16.08.2021
15.03.2022 02.08.2022
17.05.2022°)
05.09.2022%
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