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Kurzreferat

Die Haufigkeit von multiresistenten Erregern (MRE) steigt Jahr fur Jahr an. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHQO) zahlt die Zunahme von MRE zu den zehn
groldten gesundheitlichen Bedrohungen. Das Abwassersystem verbindet als
Infrastruktur alle Bereiche einer Stadt und ermoglicht es daher mit relativ wenigen
Untersuchungen ein Bild Uber die regionale MRE-Belastung zu erhalten.

In der vorliegenden prospektiv-deskriptiven Studie wurde das Abwasserkanalnetz
der Stadt Magdeburg von den Wohngebieten bis zum Klarwerk auf die klinisch
relevanten MRE-Gruppen der vierfach multiresistenten, meist Carbapenemase-
produzierenden gramnegativen Stabchen (4MRGN) und der Vancomycin-
resistenten  Enterokokken (VRE) untersucht. An 24 reprasentativen
Untersuchungsstellen der Stadt und des Klarwerks wurden zu drei Zeitpunkten
Abwasserproben gewonnen und kulturell auf MRE untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass Abwasser von Krankenhausern signifikant starker als Abwasser von
Pflegeeinrichtungen oder Wohngebieten mit 4AMRGN und VRE belastet waren. Die
im Einzugsgebiet nachgewiesenen MRE konnten ebenfalls in verschiedenen
Klarstufen des Klarwerks und teilweise auch noch in der Elbe nachgewiesen
werden, in die die geklarten Abwasser eingeleitet werden.

Schlusselworter: Multiresistente Erreger, MRGN, VRE, Abwasser
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Abkirzungen
Tabelle 1: Abkiirzungen

4MRGN

A.0.R.
CCA
DIN
DKTIG

DNA
ECDC
ESKAPE

EUCAST
EW

Gen.
HyReKA

IMP
KPC
KRINKO

LTHTh
MALDI-TOF
mbH

MCR-1
MHK

MRE

Multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz
gegen vier der vier Antibiotikagruppen

Anstalt des offentlichen Rechts

Chromogener Coliformer Agar

Deutsches Institut fur Normung e.V.

Deutsche Krankenhaus TrustCenter und
Informationsverarbeitung GmbH

Desoxyribonucleic acid

European Centre for Disease Prevention and Control
Enterokokken: Vancomycin-resistent; Staphylococcus
aureus: Methicillin-resistent (MRSA); Klebsiella
pneumoniae: Carbapenem-resistent; Acinetobacter
baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Enterobacterales:
Extended-Spectrum-Betalaktamase-Bildner/ESBL
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Einwohnergleichwerte

Generation

Biologische bzw. hygienisch-medizinische Relevanz und
Kontrolle Antibiotika-resistenter Krankheitserreger in
klinischen, landwirtschaftlichen und kommunalen
Abwassern und deren Bedeutung in Rohwassern
Imipenemase

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

Kommission fur Krankenhaushygiene und
Infektionspravention

Lecithin, Tween 80, Histidin und Thiosulfat
Matrix-assisted laser desorption time-of-flight

Mit beschrankter Haftung

Mobilized colistin resistance

Minimale Hemmkonzentration

Multiresistente Erreger



MRGN Multiresistente gramnegative Stabchen

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
NDM New Delhi Metallo-Beta-Laktamase

OXA-48 Oxacillinase-48

PCR Polymerase chain reaction

RKI Robert-Koch-Institut

spp.- species pluralis

uv ultraviolett

VIM Verona Integron-encoded Metallo-Beta-Laktamase
VRE Vancomycin-resistente Enterokokken

WHO World Health Organization



1 Einfuhrung

1.1 Zunahme von multiresistenten Erregern
Im Jahr 2015 starben in Deutschland 2.363 Menschen an den Folgen einer Infektion
mit mehrfach-Antibiotika-resistenten/multiresistenten Erregern (MRE) (Cassini et al.
2019). Weltweit wurde 2019 die Zahl der Todesfalle durch MRE auf 1,27 Millionen
geschatzt. Insgesamt stieg die Zahl der Todesfalle im Zusammenhang mit
multiresistenten Erregern in der EU von 2007 bis 2015 deutlich an (European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC) 2009; Murray et al. 2022).
Multiresistente Erreger kommen sowohl bei gramnegativen, wie bei grampositiven
Bakterien vor. Einige dieser Erreger zeigen eine hohe Assoziation mit nosokomialen
Infektionen und werden auch als ESKAPE-Gruppe (Enterokokken, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii complex, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacterales) zusammengefasst. Vor allem das vermehrte
Auftreten von gramnegativen Bakterien, welche gegen die vier klinisch relevanten
Antibiotikaklassen (4MRGN) resistent sind, ist Besorgnis erregend, da diese
Bakterien fur schwerste Wundinfektionen, Pneumonien und Septitiden
verantwortlich sind.
Verschiedene Faktoren werden als ursachlich fur die zunehmende Ausbreitung von
Resistenzen vermutet:

e insgesamt zu haufiger Einsatz von Antibiotika in der Humanmedizin

o falscher Einsatz von Antibiotika bei viralen Infektionen

e prophylaktischer Einsatz von Antibiotika in der Tiermast

e Eintrag von Antibiotikarickstanden in die Umwelt Uber menschliche und

tierische Ausscheidungen

e Verbreitung von multiresistenten Erregern Uber das Medium Abwasser

1.2 Kilinisch relevante multiresistente Erreger

Anfang 2019 hat die Weltgesundheitsorganisation (WHO) die Ausbildung von
Antibiotikaresistenzen in die Liste der zehn grofdten Bedrohungen der Menschheit
aufgenommen (World Health Organization 2019). Zuvor hatte die WHO bereits im
Jahr 2017 eine Liste mit Bakterien veroffentlicht, welche Prioritat in der
Untersuchung und Entwicklung neuer Antibiotika haben sollen (World Health
Organization 2017). Als erste Prioritat finden sich A. baumannii complex, P.
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aeruginosa und Enterobacterales. Enterococcus faecium erhielt die zweite Prioritat.
Diese Bakterien finden sich auch oft unter dem Akronym ,ESKAPE® wieder. Eine
2019 durchgefuhrte Studie kam zu dem Ergebnis, dass E. coli, K. pneumoniae, A.
baumannii und P. aeruginosa jeweils mit mehr als 250.000 Todesfallen/Jahr
weltweit assoziiert sind. Wobei E. coli, gefolgt von K. pneumoniae, fur die meisten
Todesfalle verantwortlich waren (Murray et al. 2022). Die verstarkte Ausbreitung,
Resistenzbildung und damit verbundene erhohte Mortalitat haben in den letzten
Jahren durch diese Erreger stark zugenommen. Hierbei spielen verschiedene
Resistenzmechanismen eine Rolle. Zum einen konnen Bakterien Uber eine
naturliche Resistenz verfugen, wenn die Ziel-Struktur des Antibiotikums fehlt. Dies
trifft beispielsweise auf Penicillin zu, welches als R-Lactam-Antibiotikum die
Zellwandsynthese hemmen kann. Besitzt ein Bakterium keine Zellwand, kann
Penicillin nicht wirken (z.B. bei Mykoplasmen).
Zum anderen entstehen erworbene/sekundare Resistenzen zu einem grof3en Teil
Uber Selektionsprozesse, die durch den horizontalen Gentransfer zwischen
Bakterien derselben und unterschiedlicher Spezies noch verstarkt werden. Uber
zirkulare, extrachromosomale DNA (Plasmide) konnen Resistenzgene durch
Konjugation oder Transformation in andere Bakterien Ubertragen werden. Zu den
Resistenzmechanismen zahlen beispielsweise: Produktion von Enzymen, welche
Antibiotika abbauen (z.B. Betalaktamasen); Effluxpumpen, welche fur eine
Ausschleusung von Antibiotika aus dem Zellinneren fuhren und Zielstrukturen,
welche Antibiotika binden und somit unwirksam machen konnen (z.B.
Chloramphenicol-Acetyltransferase) (Hof und Dorries 2009).
Die Produktion von Enzymen, insbesondere die Produktion von Carbapenemasen
bei gramnegativen Stabchenbakterien, stellt ein grolRes Problem dar, weil diese
Enzyme Carbapeneme als klinisch wichtigste Reserveantibiotika mit breiten
Wirkspektrum inaktivieren.
Die Antibiotikagruppe der Carbapeneme enthalt zwei Untergruppen (Kattan et al.
2008).

e Gruppe 1: Ertapenem

e Gruppe 2: Imipenem, Meropenem und Doripenem (in Deutschland nicht

mehr verfugbar)

Diese Antibiotika werden vorwiegend intravends bei schweren Infektionen mit

gramnegativen Stabchenbakterien als Reserveantibiotika eingesetzt. Eine Studie
2



zeigte, dass im Zeitraum von 2001 bis 2015 die definierte Tagesdosis von
Carbapenemen pro 100 Liegetage auf den teilnehmenden Intensivstationen um
230 % angestiegen war. Der Einsatz von Meropenem ist in gleichem Zeitraum um
638 % gestiegen (Remschmidt et al. 2017).

Carbapenemasen konnen entweder zu den Serin-Carbapenemasen oder Metallo-
Carbapenemasen gezahlt werden und fuhren durch den Abbau von Carbapenemen
zur Inaktivierung dieser wichtigen Antibiotika. Verantwortlich fur die Ausbildung
dieses Abwehrmechanismus sind Gene, welche sich, wie oben dargestellt, meist
auf Plasmiden befinden. Zu den bekanntesten und im klinischen Alltag wichtigsten
Carbapenemase-Resistenzgenen gehoren Oxacillinase-48 (OXA-48), Verona
Integron-encoded Metallo-Beta-Laktamase (VIM), New Delhi Metallo-Beta-
Laktamase (NDM), Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) und
Imipenemase (IMP). Diese Gene konnen z.B. mittels PCR in Bakterien

nachgewiesen werden.

Bei Enterokokken spielen die Resistenzen gegen Glykopeptide, wie Vancomycin
eine wichtige Rolle. Hier werden vor allem drei klinisch relevante Resistenzen
unterschieden, da diese phanotypisch-unterschiedliche Formen annehmen. VanA
und vanB kommen lediglich bei E. faecium und E. faecalis vor. Dabei zeigt sich bei
vanA eine Resistenz gegen Vancomycin und Teicoplanin. VanB erzeugt eine
Resistenz nur gegen Vancomycin. VanC spielt bei E. gallinarum und E. casselifavus
eine Rolle. Hier fuhrt es zur Resistenz gegen Vancomycin. Im Gegensatz zu den
meist auf Plasmiden befindlichen Resistenzgenen vanA und vanB, werden vanC-
Resistenzen meist chromosomal kodiert und sind deshalb weniger leicht
Ubertragbar.

Im Zeitraum 2015 bis 2018 stieg die Anzahl der mit Carbapenem-resistenten K.
pneumoniae infizierten Patienten in Deutschland von 1.583 auf 3.879 an. Die Anzahl
an klinisch relevanten E. faecium VRE-Nachweisen stieg im gleichen Zeitraum von
1.347 auf 2.382 Patienten (European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) 2019). Im Jahr 2015 lag die Zahl der durch multiresistente Erreger
verstorbenen Patienten in Deutschland bei 2.363.



1.21 Enterokokken

Enterokokken sind nicht-bewegliche grampositive Kokken, fakultativ anaerob,
Oxidase- und Katalase-negativ und konnen Kohlenhydrate fermentieren. Zu den
wichtigsten klinisch relevanten Arten zahlen E. faecium und E. faecalis, wobei E.
faecium ca. 10 % und E. faecalis ca. 90 % der Infektionen mit Enterokokken
ausmachen. Enterokokken sind bis 45 °C hitzestabil und widerstehen einem pH-
Wert von 9,6. Sie gehdren zum physiologischen Mikrobiom des menschlichen
Dickdarms und besitzen eine Resistenz gegen Gallenflissigkeit. Insbesondere bei
immunsupprimierten Patienten kann es nach wiederholten Antibiotikatherapien zu
einer verschobenen Zusammensetzung der Darmflora zugunsten von
Enterokokken kommen, was das Risiko fur Harnwegsinfektionen, Peritonitiden,
Weichteilinfektionen, Endokarditiden bis hin zu einer lebensbedrohlichen Sepsis
durch Enterokokken erhoht (Gatermann 2016).

1.2.2 Vancomycin-resistente Enterokokken

Zur Behandlung von Enterokokken-Infektionen werden bei E. faecalis primar
Aminopenicilline (Ampicillin) bzw. bei E. faecium primar Glykopeptide (Vancomycin)
eingesetzt. Durch die vermehrte Resistenzentwicklung gegen Glykopeptide
entwickelt sich zunehmend bei E. faecium eine Selektion zu Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE). Diese Resistenz wird vor allem Uuber die
Ubertragbaren Glykopeptid-Resistenzgenotypen vanA und vanB verursacht (Klare
et al. 2012). Eine Infektion mit VRE schrankt die Therapieoptionen stark ein und
fuhrt zu einem hoheren Risiko fur Komplikationen. Reserveantibiotika wie
Oxazolidinone (Linezolid) oder cyclische Lipopeptide (Daptomycin) sind zwar
vorhanden, jedoch sollte ihr Einsatz abgewogen werden, um weitere

Resistenzentwicklungen zu vermeiden.

1.2.3 Klinisch relevante gramnegative Stabchen

1.2.3.1 Nonfermenter

Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii gehdren zur Gruppe der
nichtfermentativen gram-negativen Stabchenbakterien, die sich durch die
Unfahigkeit auszeichnen, Kohlenhydrate zu fermentieren. Beide Erreger besitzen
eine hohe Umwelttoleranz und konnen besonders im feuchten Milieu Uberleben
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(Campa 1993). Insbesondere A. baumannii besitzt ebenfalls eine grol3e Toleranz
gegenuber Austrocknung und Uberlebt daher auch sehr gut im trockenen Milieu
(Wendt et al. 1997). Sie zahlen zu den fakultativ-pathogenen Erregern und gehoren
in einer geringen Zahl zur menschlichen Normalflora, konnen aber bei
immunsupprimierten oder alteren Patienten zu Pneumonien, Harnwegsinfektionen,
Otitis externa, Wundinfektionen und Septitiden fuhren (Steinmetz 2016). Als klinisch
relevante Vertreter, welche sehr oft Resistenzen gegenuber Antibiotika entwickeln,
gelten A. baumannii complex und P. aeruginosa (Hubner und Kramer 2016). Zum
A. baumannii complex gehoren A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A.

nosocomialis, A. seifertii und A. dijkshoorniae.

1.2.3.2 Enterobacterales

Die Gruppe der Enterobacterales hat einige gemeinsame Eigenschaften. Die
Vertreter der Gruppe sind gramnegative Stabchen, fakultativ anaerob, konnen
Kohlenhydrate fermentieren, besitzen Katalase und sind je nach Spezies beweglich
oder unbeweglich. Sie gehdren zur physiologischen Darmflora des Menschen und
verursachen nur bei Verschleppung in andere Korperregionen oder bei
immungeschwachten Menschen Infektionen. Diese konnen dann aber
lebensbedrohlich  werden.  Enterobacterales l6sen  Erkrankungen von
Harnwegsinfektion, Pneumonie, Meningitis, Peritonitis Uber Wundinfektion bis zur
Sepsis aus. Die wichtigsten unter ihnen mit einer Assoziation zur Multiresistenz sind
E. cloacae complex, E. coli, C. freundii complex, K. pneumoniae, K. oxytoca, S.
marcescens (Suerbaum et al. 2016) und K. aerogenes. Zum C. freundii complex
gehoren C. freundii, C. braakii, C. gillenii, C. murliniae, C. portucalensis, C. sedlakil,
C. werkmanii und C. youngae. Zum E. cloacae complex gehoren E. cloacae, E.
asburiae, E. cancerogenus, E. chengduensis, E. chuandaensis, E. hormaechei, E.
kobei, E. kobei, E. ludwigii, E. roggenkampii und E. sichuanensis.

1.2.4 Multiresistente gramnegative Stabchen

Der Begriff ,Multiresistente gramnegative Stabchen“ wurde von der Kommission fur
Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) im Jahr 2012 definiert.
Eingeschlossen werden alle Enterobacterales und aus der Gruppe der

Nonfermenter P. aeruginosa und A. baumannii complex solche, die gegen drei von



vier Antibiotikaklassen (3MRGN) und gegen vier von vier Antibiotikaklassen
(4MRGN) resistent sind (Kommission fur Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI) 2012, S. 1313). Als
Antibiotikaklassen wurden Wirkstoffe gewahlt, welche eine hohe klinische Relevanz
haben: Acylureidopenicilline, Cephalosporine der dritten und vierten Generation,
Carbapeneme und Fluorchinolone. Auflerdem empfiehlt die KRINKO,
Enterobacterales und Acinetobacter spp. mit einer Resistenz gegen Carbapeneme
ebenfalls als 4MRGN zu klassifizieren, auch wenn eine Sensibilitat fur Ciprofloxacin
vorliegt (Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO)
beim Robert Koch-Institut (RKI) 2012, S. 1313). Bei 4MRGN sind die
Therapiemoglichkeiten stark eingeschrankt. Es muss eine individuelle Therapie
anhand eines Antibiogramms eingeleitet werden. Hier kommen dann
Reserveantibiotika wie Colistin  (Polymyxin), Ceftolozan/Tazobactam und
Ceftazidim/Avibactam (Cephalosporin der funften Gen./Betalactamaseinhibitor-
Kombinationen) oder Tobramycin mit Amikacin (Aminoglycoside) zum Einsatz.

1.3 Multiresistente Erreger im Abwasser

Das Abwasser spielt fur die Ausbreitung von MRE eine wichtige Rolle, da trotz
Klarung auf diesem Weg MRE aus einem Stadtgebiet in naturliche Gewasser
freigesetzt werden konnen. Mit MRE infizierte Patienten sind in Krankenhausern
haufig (Remschmidt et al. 2017). Es liegt nahe, dass bei der taglichen Hygiene die
Erreger von der kontaminierten Haut des Patienten abgespult oder vom Patienten
mit Urin oder Stuhlgang ausgeschieden werden und in das Abwassersystem des
Krankenhauses gelangen. Ebenfalls kann bei aus dem Krankenhaus entlassenen
Patienten eine Erregerverschleppung ins hausliche Abwasser erfolgen. Durch eine
Einleitung in das stadtische Kanalnetz kommt es zu einer Vermischung mit
Abwasser aus anderen Bereichen der Stadt und damit auch zu Kontakt mit anderen
Bakterien, eventuell sogar zum Austausch von Resistenzplasmiden. Der
Klarprozess im Klarwerk beginnt mit der mechanischen Behandlung. Hierbei filtern
Rechenanlagen grobe Verunreinigungen (z.B. Plastiktuten) aus dem Abwasser. Es
gelangt danach in den Sand- und Schwimmstofffang. Fette werden von der
Wasseroberflache entfernt, Sand lagert sich als Sediment ab und wird ebenfalls aus
dem Abwasser entfernt. Der letzte Schritt der mechanischen Reinigungsstufe bildet

die Vorklarung. Durch eine langsame Fliel3geschwindigkeit setzt sich Klarschlamm
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als Sediment auf dem Beckenboden ab, Partikel mit einer geringeren Dichte als
Wasser schwimmen an der Wasseroberflache. Sediment und leichtere Partikel
werden als Klarschlamm abgenommen und gelangen zur weiteren Verarbeitung in
Faultirme. Das Abwasser gelangt danach in die biologische Reinigungsstufe. In der
Kaskadenbelebungsanlage sorgen Bakterien unter stetiger Beluftung fur eine
Aufspaltung von organischen Kohlenstoffverbindungen und fur die Denitrifikation
(NO3™ zu N2). Diese Bakterien bilden den Belebtschlamm. In der Nachklarung wird
dieser Belebtschlamm vom Abwasser  getrennt und in die
Kaskadenbelebungsanlage ruckgefuhrt. In der chemischen Reinigungsstufe sorgen
Eisen- und Aluminiumsalze fur eine Abtrennung von Phosphor aus dem Abwasser.
Als letzter Schritt gelangt das geklarte Abwasser Uber den Ablauf des Klarwerks in
den Vorfluter (Bundesministerium Land- und Forstwirtschaft, Regionen und
Wasserwirtschaft), d.h. in der Regel in ein oberirdisches Fliegewasser, welches

letztlich in das Meer flief3t.

1.4 Ziele der Arbeit

Das primare Ziel der Arbeit war die Untersuchung des Abwassers im Stadtgebiet
Magdeburg auf klinisch relevante MRE. Am Untersuchungsort (Magdeburg) erfolgte
gemal Information der Trinkwasserversorgung Magdeburg (TWM) bisher keine
routinemafige Untersuchung des Abwassers auf multiresistente Bakterien. Eine
Voraussetzung fur das Projekt war die Entwicklung eines Laborverfahrens zur
kulturellen Analyse von Abwasser auf das Vorliegen von MRE. Wahrend sich die
meisten neueren Studien auf genotypische Nachweisverfahren fokussierten
(Piedra-Carrasco et al. 2017; Nasri et al. 2017; Caucci et al. 2016), war es ein Ziel
der vorliegenden Studie primar kostengunstige kulturelle Verfahren zu verwenden
und im Nachgang Resistenzgene molekularbiologisch nachzuweisen. Weiterhin
wurde im Rahmen der Studie untersucht, in welchem Umfang sich das Abwasser
von Krankenhausern im Vergleich zum Abwasser von Pflegeheimen und hauslichen
Abwasser unterscheidet. Abschlielend wurde untersucht, ob die nachgewiesenen

MRE im stadtischen Klarwerk eliminiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material
Tabelle 2: Material

Bezeichnung Hersteller Beschreibung
1 - 10 pl Pipette Eppendorf
20 - 200 pl Pipette Eppendorf
100- 1000 pl Pipette Eppendorf

Absaugleiste

PALL Life Sciences

Allplex Entero-DR Assay Seegene PCR-Set
Allpex Entero-DR IC Seegene PCR-Kontrolllésung
Aztreonam ATM 30 g Oxoid Antibiotikablattchen
Biorad C100 Thermal Cycler CFX-96 Biorad PCR
Real-Time System
Drigalskispatel IsoLAB
CCA-Agar Oxoid Festndhrmedium
Cefepim FEP 30 ug Oxoid Antibiotikablattchen
Cefotaxim CTX 5 ug Oxoid Antibiotikablattchen
Ceftazidim CAZ 10 pg Oxoid Antibiotikablattchen
Cetrimid-Agar Oxoid Festndhrmedium
Cetrifuge 5415 D Eppendorf Zentrifuge
CHROMagar™ KPC (KPC-Agar) Graso Festndhrmedium
Ciprofloxacin CIP 5 ug Oxoid Antibiotikablattchen
Colistin CT 10 pg Oxoid Antibiotikablattchen
Columbia-Agar BD Festndhrmedium
D7100 Nikon Digitalkamera
Digital heatblock Inkubator VWR
Disc Dispenser Oxoid Dispenser flr
Antibiotikablattchen
DNA/RNA UV-Cleaner UVC/ T-M-AR Kisker UV-Reiniger
Easypet Eppendorf Easypet Pipettierhilfe
Einmalpinzetten transparent mediWare
Environmental Shaker-Inkubator ES- Peqglab Schuttelinkubator
20/60
Ertapenem ETP 10 ug Oxoid Antibiotikablattchen
Glasflaschen, steril, 300 ml unbekannt
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ID-Platte VITEK MS BIOMERIEUX Target fur
Massenspektrometer

Imipenem IPM 10 ug Oxoid Antibiotikablattchen

Impfésen 1 ul weil3 Greiner Bio-one

Incidin OxyWipe S ECOLAB Desinfektionstlcher

Inkubationsraum unbekannt

Deluxe Automatik Privileg Kahlschrank

Lineal, 30 cm unbekannt

Linezolid LZD 10 ug Oxoid Antibiotikablattchen

Low-Profile PCR-Tubes 8-Tube strip, Biorad Probengefald fur PCR

white TLS 0851

MacConkey-Agar Oxoid Festnahrmedium

Meropenem MEM 10 ug Oxoid Antibiotikablattchen

Microbial storage PL 170C/M Microbank Rohrchen zur
Kryokonservierung

MicroFunnel Filter 4810, 0,45 uym PALL

Micronaut-S

Merlin Diagnostika

MHK-Standardplatte

Millipore Caso-Bouillon m. LTHTh 10 ml

Merck

Flussignahrmedium

Mobilien W 90 VARIOLAB Absaugbank
Muller-Hinton-Agar hell BD Festnahrmedium
Na Thiosulfate 20 mg, 500 ml Diagonal Probenahmegefal
optical Flat 8-Cap strips for 0,2 ml tube | Biorad Probengefald fur PCR
strips/plates TCS 0803

Piperacillin PRL 30 pg Oxoid Antibiotikablattchen
Pipettenspitzen mit Filter Starlab

Probenahmehilfsmittel 1 unbekannt

Probenahmehilfsmittel 2 unbekannt

Slanetz-Bartley-Agar Oxoid Festndhrmedium
Schere, steril unbekannt

Schraubbecher, steril, 100 ml Sarstedt

serologische Pipetten 10 ml

Greiner Bio-one

Cellstar
Sicherheitswerkbank Hera guard Herasafe
Sicherheitswerkbank Hera safe Herasafe
Sonorex super RK 514 BH Bandelin Ultraschallreiniger

Stieltupfer

LR Raucotupf
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Teicoplanin TEC 30 ug Oxoid Antibiotikablattchen
Trichter, steril unbekannt

Universal 320 Hettich Zentrifuge
Vancomycin VA 30 g Oxoid Antibiotikablattchen
Vancomycin VA 5 ug Oxoid Antibiotikablattchen
VITEK MS MALDI-TOF BIOMERIEUX Massenspektrometer
VRE-Agar BIOMERIEUX Festnahrmedium

Porengrdlie

Whatman Faltenfilter 110 mm, 4-7 ym

GE Healthcare

2.2 Entnahmestellen

Am 31.12.2018 hatte die Stadt Magdeburg als Landeshauptstadt Sachsen-Anhalts
238.697 Einwohner (Statistisches Landesamt 2019, S. 9). Das gesamte Abwasser

wird Uber die Abwassergesellschaft Magdeburg mbH im Klarwerk Gerwisch geklart.

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht lber die Beprobungsstellen im Stadtgebiet

Magdeburg.
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Abbildung 1: Ubersicht der Untersuchungsstellen im Stadtgebiet Magdeburg. KH:
Abwasser Krankenhaus, PF: Abwasser Pflegeeinrichtung, H: hdusliches Abwasser

ohne Krankenhaus oder Pflegeheim im Einzugsgebiet, Z: Abwasser Zoo, E: Elbe.
(OpenStreetMap contributors)
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In enger Absprache mit dem Kanalnetzbetreiber der Stadt Magdeburg erfolgte die
Auswahl geeigneter Probenahmepunkte. Hierbei war wichtig, alle Krankenhauser
Magdeburgs (KH1 — KH5) und ein Rehabilitationszentrum (KH6) einzuschliel3en, da
diese als MRE-Haupteinleiter vermutet wurden. Aullerdem wurden die vier
Pflegeeinrichtungen Magdeburgs (PF1 — PF4) in die Beprobung eingeschlossen,
welche die hochste Bettenkapazitat aufwiesen. Eine weitere beprobte
Pflegeeinrichtungen verfugt Uber einen Intensivpflegebereich (PF5). Nach eigenen
Angaben verfugten die Pflegeheime im Jahr 2017 im Durchschnitt Gber 154,4 Betten
(91 bis 192). Die Krankenhauser wiesen im selben Jahr eine Fallzahl (stationar +
teilstationar) von durchschnittlich 20.149 (608 bis 48.127 Falle) auf (Deutsche
Krankenhaus TrustCenter und Informationsverarbeitung GmbH (DKTIG) 2019). Die
Probenahmen erfolgten am jeweiligen Ubergabeschacht zum Gesamtkanalnetz.

Um eine ausreichende Menge hauslichen Abwassers zu gewinnen, erfolgte die
Abnahme an einer Abwasserleitung, welche einen gesamten Strallenzug
beinhaltete. Aus historischen/baulichen Grinden schieden Abwasserleitungen in
Innenstadtnahe fur eine Beprobung aus. Zudem musste darauf geachtet werden,
dass kein Krankenhaus und keine Pflegeeinrichtung an der Abwasserleitung des
Strallenzugs angeschlossen ist. Insgesamt wurde an acht Stellen (H1 — H8) im
Stadtgebiet Magdeburg hausliches Abwasser abgenommen. Zusatzlich wurde

Abwasser des stadtischen Zoos (Z) entnommen.

Die Stadt Magdeburg verfugt zum groRten Teil uber Mischwasserkanale, welche
Schmutz- und Regenwasser gemeinsam sammeln und dem Klarwerk zufuhren.
Uber 1.000 km Kanalnetz leiten das Mischwasser (Abwasser/Regenwasser) in das
1999 in Betrieb genommene Klarwerk Magdeburg/Gerwisch, welches Uber eine
Mischwasserzufluss-Kapazitat von rund 7.500 m?® pro Std. verfugt. Es Ubernimmt
mit seiner AusbaugroRe 426.000 EW das Abwasser der gesamten
Landeshauptstadt Magdeburg, sowie weiterer 21 Vororte (Abwassergesellschaft
Magdeburg mbH).
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Die chronologische Reihenfolge des Klarprozesses:

e Zufluss Nord / Zufluss Stadtgebiet (KL1 + KL2)
e Gesamtzulauf Klarwerk (KL3)

e Rechenanlage (mechanische Behandlung)

e Sand- und Schwimmstofffang (KL4)

e Vorklarung

o Kaskadenbelebungsanlage (KL5)

e Nachklarung

e Chemische Reinigungsstufe (KL6)

e Ablauf Klarwerk (KL7)

e Einleitung Elbe

(Probenahmestellen KL1 — KL7 in Fettschrift, Abb. 2)

Die Elbe als Vorfluter des Klarwerks wurde vor Einleitung (E1) und nach Einleitung
(E2) des geklarten Abwassers beprobt. Zusatzlich erfolgt auf dem Gelande des
Klarwerks eine Behandlung des geklarten Wassers (nach chemischer
Reinigungsstufe) mit UV-Licht. Dieses Wasser wird ausschlieBlich fur
innerbetriebliche Ablaufe des Klarwerks verwendet. Hier wurden ebenfalls nach der
UV-Behandlung Proben genommen (KL8).
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Klérwerk (KL1 — KL7). Die weiteren Abnahmepunkte KL8 (Klarwerk nach UV-

Behandlung) und Elbe vor Einlauf (E1) und nach Einlauf (E2) sind nicht dargestellt.
Die Vorlage fiir die Abbildung wurde freundlicherweise von der Stadtische Werke

Klarwerks Magdeburg/Gerwisch. Eingetragen (rot) sind die Abnahmepunkte im
Magdeburg GmbH zur Verfiigung gestellt.

Abbildung 2: FlieBschema Abwasserbehandlung mit Darstellung der Klarstufen des



2.3 Zeitraum

Es wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (Tab. 3) Abwasserproben gewonnen
und jeweils am darauffolgenden Tag bearbeitet. Da das Kanalnetz vorwiegend aus
Mischwasserkanalen (Abwasser + Regenwasser) besteht, war eine Beprobung an
moglichst niederschlagsarmen Tagen notwendig. GroRere Niederschlage hatten

eventuell durch den Verdunnungseffekt das Ergebnis beeinflusst.

Tabelle 3: Dargestellt sind die Zeitpunkte der Beprobung. Die Wetterdaten wurden
im Internet ermittelt (WetterKontor).

Lufttemperatur max. Niederschlag in den
letzten 48 Std.
Dienstag, 19.02.2019 10,9 °C 0,7 I/m?
8:30 bis 15:30 Uhr
Donnerstag, 28.03.2019 | 12,3 °C 2,7 I/m?
8:15 bis 14:00 Uhr
Montag, 02.09.2019 21,4 °C 0,0 I/m?
8:15 bis 14:30 Uhr

2.4 Probenahme

Die Entnahme der Abwasser erfolgte in Anlehnung an die DIN 38402-11:2009-02
(Deutsches Institut fir Normung e.V.) als einzelne Stichprobe. Hierzu standen zwei
Probenahmehilfsmittel (Abb. 3 und 4) zur Verfugung. Es erfolgte eine eindeutige
|dentifizierung der Beprobungsstelle anhand einer eindeutigen Schachtnummer.
Abweichend zur DIN 38402-11:2009-02 erfolgte vor Ort und zu Beginn jeder
einzelnen Probenahme eine Wischdesinfektion der Probenahmehilfsmittel mit
Incidin  OxyWipe S. Nach der erforderlichen Einwirkzeit wurde das
Probenahmegerat in den Abwasserstrom fur wenige Sekunden eingelegt, um
Desinfektionsmittelrickstande zu beseitigen.

Es wurden jeweils 500 ml Abwasser an jeder Beprobungsstelle gewonnen (Abb. 5),
in Behalter mit 20 mg Natriumthiosulfat abgefullt (Abb. 6) und bis zur
Weiterverarbeitung bei 4 — 8 °C gelagert.
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Abbildung 3: Probenahmehilfsmittel 1. Hiermit wurden Abwasserproben
genommen.

Abbildung 4: Probenahmehilfsmittel 2. Hiermit wurden Abwasserproben
genommen, wenn der Abnahmeschacht sehr tief lag.

Abbildung 5: Probenahme mit Probenahmehilfsmittel 1. Der Probenahmebehélter
wurde in den jeweiligen Abwasserstrom gehalten, um eine Probe zu gewinnen.
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Abbildung 6: Umfiillen der Probe in Na-Thiosulfat zur Konservierung.

2.5 Kultureller Erregernachweis

Am Folgetag nach der Probenahme wurden die weiteren Arbeitsschritte im
Hygienelabor des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene
des Universitatsklinikums Magdeburg A.6.R. durchgefuhrt.

Zur Vermeidung von Kontaminationen erfolgten alle kulturellen Verfahren in einer

mikrobiologischen Sicherheitswerkbank mit sterilen Materialien.

Die Originalprobe wurde kurz aufgeschuttelt und 200 ml davon Uber einen
Whatman-Faltenfilter (Porengrof3e: 4 — 7 ym) grob vorfiltriert. So konnten grobe
Feststoffe entfernt werden. Je nach Verunreinigung dauerte die Filtration von
wenigen Min. bis zu 1,5 Std. (Abb. 7).

Von den gewonnenen 200 ml wurden 100 ml bei -18 °C als Ruckstellprobe
tiefgefroren und die verbliebenen 100 ml noch einmal feinfiltriert. Fur die zweite
Filtration wurden 100 ml Abwasser auf einen 0,45 ym MicroFunnel Filter gegeben
und mittels einer Absaugleiste mit 0,7 Bar Unterdruck filtriert. Es zeigte sich je nach
Verunreinigung/Trabung eine Filtrationszeit von Sekunden bis zu mehreren Minuten
(Abb. 8 — 10).
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Abbildung 7: Vor-Filtration mit Whatman-Filter. Das Abwasser wurde auf das
Filterpapier gegeben und vorfiltriert.

Abbildung 8: MicroFunnel Filter vor Filtration. Durch diesen Filter erfolgte die zweite
Filtration.

Abbildung 9: MicroFunnel Filter Filtration
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Abbildung 10: MicroFunnel Filter nach Filtration. Triibung des Filters.

Nach der zweiten Filtration wurden die verwendeten MicroFunnel Filter mit einer
sterilen Schere zerschnitten, in einen sterilen 100 ml Becher gegeben und mit 20 ml
CASO-Bouillon (mit LTHTh-Enthemmer) in einem Ultraschallbecken fur 5 Min.
resuspendiert.

Im nachsten Schritt wurden aus der Suspension jeweils 9 ml in die zwei leeren
Caso-Bouillon-Reagenzrohrchen umgefullt und die Rohrchen zur selektiven
Anreicherung mit Antibiotika-getrankten Plattchen versetzt:

e 60 pg Vancomycin und 30 pg Aztreonam, zur ersten Selektion auf
Vancomycin-resistente Enterokokken
e 20 pg Ertapenem zur Selektion auf Carbapenem-resistente Enterobacterales

und Nonfermenter

Anschliel3end erfolgte eine Schuttelinkubation bei 35 £ 1 °C fur 24 Std., bis zur
Trubung der Bouillon (Abb. 11).
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Abbildung 11: Bouillon vor und nach Inkubation bei 35 £ 1 °C. Links ist die Bouillon
noch unbeimpft und klar. Rechts ist die Bouillon nach Beimpfung, mit Antibiotikum
versetzt und fiir ca. 24 Std. inkubiert, getriibt.

Nach Inkubation wurden die Proben nochmals kurz aufgeschattelt und dann jeweils
100 pl auf die entsprechenden Nahrmedien inokuliert und mit einem sterilen
Drigalskispatel ausplattiert (Abb. 12).

FUr die Selektion bzw. Detektion von Enterokokken, Enterobacterales bzw.
Pseudomonaden wurden verschiedene Nahrmedien inokuliert:

e Slanetz-Bartley-Agar selektiert das Wachstum fur Enterokokken und hemmt
das Wachstum von gramnegativen Erregern (z.B. Enterobacterales,
Nonfermenter).

e Chromogener Coliformer Agar (CCA) erlaubt nur das Wachstum von
gramnegativen Stabchenbakterien.

e Um eine Selektion von P. aeruginosa zu erreichen, wurde Cetrimid-Agar
eingesetzt.

Inkubiert wurden der Slanetz-Bartley-Agar fur 48 Std., CCA und Cetrimid-Agar fur
24 Std. jeweils bei 35 + 1 °C.

20



e

Abbildung 12: Ausplattieren von 100 ul Bouillon mit dem Drigalskispatel

Nach der Inkubation wurden die Platten auf kulturelles Wachstum Uberprift und
verdachtige Kolonien wie folgt weiterverarbeitet:

o Enterokokken vom Slanetz-Bartley-Agar wurden auf VRE-Agarplatten zur
Selektion von Vancomycin-resistenten Enterokokken subkultiviert.

o Enterobacterales und A. baumannii complex sowie P. aeruginosa wurden auf
Carbapenem-haltigen chromogenen Agar (KPC-Agar) subkultiviert, um

Carbapenem-resistente Erreger zu selektionieren.

Die Inkubation der Subkulturen erfolgte fur 48 Std. bei 35 £ 1 °C. Trotz dieser
selektiven Subkulturen war die Dichte der Kolonien auf den Nahrmedien weiterhin
sehr hoch (Abb. 13). Erst nach mehreren Fraktionierungsschritten auf MacConkey
bzw. Columbia-Agar, konnten Einzelkolonien isoliert werden.
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Schema der ersten Probenahme:

20 ml Proben-Suspension

— T

CASO-Bouillon mit
LTHTh versetzt mit
Vancomycin 6,666

CASO-Bouillon mit
LTHTh versetzt mit
Ertapenem 2,222

pMg/ml und pg/ml
Aztreonam 3,333
pg/mi
1. Subkultur 1. Subkultur 1. Subkultur
100 pl auf 100 ul auf CCA 100 pl auf Cetrimid-
Slanetz-Bartley- Agar
Agar
2. Subkultur 2. Subkultur 2. Subkultur
auf VRE-Agar auf KPC-Agar auf KPC-Agar
V.a. VRE V.a. 4MRGN Enterobacterales V.a. 4AMRGN P.
oder aeruginosa

4MRGN A. baumannii complex
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Abbildung 13: CCA-Agar nach der ersten Subkultur. Bakterienkolonien bewachsen
das Néhrmedium.

Die isolierten Bakterienkolonien wurden zuerst Uber ihre Morphologie (Farbe,
Grolle, Erhabenheit, Berandung, Konsistenz) orientierend und danach mittels
,matrix-assisted laser desorption time-of-flight* (MALDI-TOF) definitiv identifiziert.
Escherichia coli zeigte sich auf dem KPC-Agar dunkel-rosa bis rotlich, Klebsiella, C.
freundii complex und Enterobacter blaulich, P. aeruginosa transparent, A.
baumannii complex leicht gelb. Erreger, welche nicht von der KRINKO als 4MRGN
klassifiziert werden, wurden nicht weiter berucksichtigt (z. B. P. putida). Isolate,
welche die gleiche Morphologie besal3en, wurden als ein Isolat gewertet.

Die Aufarbeitung der zweiten und dritten Probenahme wurde zugunsten einer
besseren Selektion von P. aeruginosa angepasst. Dies war notwendig, da
Ertapenem eine Wirklicke u.a. gegen P. aeruginosa aufweist (Livermore et al.
2003). Eine bessere antibiotische Wirkung ist mit Meropenem zu erzielen. So wurde
der MicroFunnel Filter 0,45 pm nun mit 30 ml CASO-Bouillon (mit LTHTh-
Enthemmer) resuspendiert und eine zusatzliche 9 ml Suspension mit 20 pg

Meropenem versetzt.
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Somit ergab sich in der zweiten und dritten Probenahme folgendes geandertes

Schema:

30 ml Proben- Suspension

N

CASO-Bouillon mit CASO-Bouillon mit LTHTh

LTHTh versetzt mit versetzt mit
Vancomycin 6,666 Ertapenem 2,222 ug/mi
pg/ml und
Aztreonam 3,333
pg/mi
1. Subkultur 1. Subkultur
100 ul auf Slanetz- 100 pl auf CCA
Bartley-Agar
2. Subkultur 2. Subkultur
fraktioniert auf VRE- fraktioniert auf KPC-Agar
Agar
V.a. VRE V.a. 4MRGN Enterobacterales
oder

4MRGN A. baumannii complex
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2.6 Phanotypische Resistenztestung mittels Agardiffusionstest

In dieser Studie kam in erster Linie der phanotypische Nachweis von
multiresistenten Erregern in Frage, da diese Methode die direkte Wirkung von
Antibiotika auf entsprechende Erreger in vitro simuliert. Eine molekularbiologische
Untersuchung der 4MRGN-Isolate wurde anschlielend zur Identifikation von
Carbapenemasen durchgefuhrt (2.7 Molekularbiologischer Carbapenemase-
Nachweis).

Nach Erregeridentifikation wurde eine Resistenztestung mit dem Agardiffusionstest
durchgefuhrt (Bauer et al. 1966). Hierzu wurden die jeweiligen Isolate auf Muller-
Hinton-Agar ausplattiert, mit den aufgelegten Antibiotikablattchen (Tab. 4) 24 Std.
bei 35 £ 1 °C inkubiert und danach die Diameter der Hemmhofe mittels eines Lineals
bestimmt. Anhand der EUCAST breakpoints (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing 2018) wurde die Antibiotikaempfindlichkeit der Isolate in
sensibel, intermediar und resistent kategorisiert.
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Tabelle 4: Folgende Antibiotika wurden im Agardiffusionstest untersucht. Lag ein
Messwert zwischen sensibel und resistent, so wurde das Isolat als intermediar

gewertet:
Verdacht auf Antibiotika-Gruppe |Wirkstoff Diameter in mm
sensibel | resistent
VRE Glykopeptide Vancomycin 5 ug >12 <12
Teicoplanin 30 ug >16 <16
Oxazolidinone Linezolid 10 pg >19 <19
4MRGN Acylureidopenicilline | Piperacillin 30 ug >20 <17
Ent teral
nterobacterales 3 1 Gen. Cefotaxim (Gen. | 20 | <17
Cephalosporine 3a) 5 ug
Ceftazidim (Gen. > 22 <19
3b) 10 ug
Cefepim (Gen. 4) > 27 <24
30 ug
Carbapeneme Ertapenem 10 ug >25 <22
Imipenem 10 ug >22 <16
Meropenem 10 ug >22 <16
Fluorchinolone Ciprofloxacin 5 ug > 26 <24
4MRGN P. Acylureidopenicilline | Piperacillin 30 ug >18 <18
aeruginosa 3/4. Gen. Ceftazidim (Gen. | =17 | <17
Cephalosporine 3b) 10 ug
Cefepim (Gen. 4) > 21 <21
30 ug
Carbapeneme Imipenem 10 ug >20 <17
Meropenem 10 ug >24 <18
Fluorchinolone Ciprofloxacin 5 ug > 26 <26
4MRGN A. Carbapeneme Imipenem 10 ug >23 <17
baumannii Meropenem 10 ug | > 21 <15
complex: Fluorchinolone Ciprofloxacin 5 ug | > 21 <21
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Tab.2 Klassifizierung multiresistenter gramnegativer Stabchen auf Basis ihrer phanotypischen Resistenzeigenschaften

(R=resistent oder intermediar empfindlich, S = sensibel)

Antibiotikagruppe Leitsubstanz Enterobakterien Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter bau-
mannii
3MRGN' 4MRGN? 3MRGN' 4MRGN? 3MRGN' 4MRGN?
Acylureidopenicilline Piperacillin R R Nur eine R R R
3./4. Generations-Cephalo- Cefotaxim und/oder R R der 4 Antibio- R R R
sporine Ceftazidim tikagruppen
Carbapeneme Imipenem und/oder S R W|rks.am R S R
Meropenem (sensibel)
Fluorchinolone Ciprofloxacin R R R R R
" 3MRGN (Multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen 3 der 4 Antibiotikagruppen)
2 4MRGN (Multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen)

Abbildung 14: Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspréavention
(KRINKO) beim Robert Koch-Institut 2012 - HygienemalBnahmen bei Infektionen
oder Besiedlung (Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionsprévention
(KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI) 2012, S. 1313)

Da die KRINKO explizit alle Enterobacterales als 4MRGN definiert, welche eine
phanotypische Resistenz gegen ein Carbapenem-Antibiotikum aufweisen
(Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) beim
Robert Koch-Institut (RKI) 2012, S. 1313), wurde eine Resistenztestung mit den drei

Carbapenemen Ertapenem, Imipenem und Meropenem durchgefuhrt.

Da in allen Resistenztestungen nach der ersten Probenahme eine Resistenz gegen
Piperacillin nachweisbar war, wurde ab der zweiten Probenahme die
Resistenztestung angepasst und anstatt Piperacillin, das Polymyxin Colistin als
weiteres Antibiotikum untersucht. Dies war madglich, da fur die Klassifizierung als
4MRGN auch ein alleiniger Nachweis einer Carbapenem-Resistenz ausreichend ist
und die zusatzliche Untersuchung von Piperacillin dann entfallen kann (Kommission
fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-
Institut (RKI) 2012). 4AMRGN-Isolate, welche eine phanotypische Resistenz gegen
Colistin aufwiesen, wurden im Anschluss mittels Bestimmung der MHK verifiziert.
Colistin ist ein wichtiges Reserveantibiotikum zur Behandlung einer Infektion mit
4MRGN, weshalb die Entwicklung einer Colistin-Resistenz durch die Einschrankung
der Therapiemdglichkeiten klinisch relevant ist.

Anhand der Klassifikation der KRINKO (Kommission fur Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI) 2012) wurden die
Isolate in die Klasse 4MRGN eingeteilt (Abb. 14). Gemall der zum Zeitpunkt der

27



Untersuchung gultigen Einstufung wurden dabei intermediare Isolate wie resistente
Isolate bewertet.

Enterococcus faecium mit Vancomycin-Resistenz wurden als VRE klassifiziert.

Um eine spatere genotypische Resistenztestung mittels PCR zu ermdglichen
erfolgte eine Kryokonservierung bei -85 °C (2.7 Molekularbiologischer

Carbapenemase-Nachweis).

2.7 Molekularbiologischer Carbapenemase-Nachweis

Zusatzlich zur phanotypischen Resistenztestung erfolgte bei den identifizierten
4MRGN eine genotypische Analyse auf die haufigsten Carbapenemase-Gene OXA-
48, VIM, NDM, KPC und IMP. Wenn ein Erreger mehrfach in einer Probe vorkam
und auch die phanotypische Resistenz Ubereinstimmte, wurde der
molekularbiologische Carbapenemase-Nachweis nur mit einem Isolat durchgefuhrt.
Es unterscheidet sich somit die Zahl der nachgewiesenen 4MRGN (n = 117) von
der Zahl der molekularbiologischen Carbapenemase-Nachweise (n = 93).

Fir den Nachweis wurde der Seegene Allplex Entero-DR Assay auf dem Biorad
C100 Thermal Cycler CFX-96 Real-Time System verwendet.

Zunachst wurden die Isolate innerhalb von 30 Min. von -85 °C auf 20 °C aufgetaut
und in 10 ml CASO-Bouillon suspendiert, fur 24 Std. bei 35 + 1 °C inkubiert und
anschlielfend auf Columbia-Agar Uber Nacht bei 35 + 1 °C subkultiviert. Zum
Aufschluss der DNA wurde jeweils eine Kolonie des Erregers in 200 pul destilliertem
Wasser mit 10 ul Entero-DR IC resuspendiert und bei 100 °C in einem Heizblock fur
10 Min. erhitzt. Im Anschluss folgte die Zentrifugation fur 1 Min. bei 13.000
Umdrehungen/Min., bevor die Proben bis zur abschlieRenden PCR-Analyse,
entsprechend der Herstellerangaben, bei -20 °C tiefgekuhlt wurden.

2.8 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten wurden die nicht parametrischen
Teststatistiken Mann-Whitney-U-Test (Vergleich von zwei Gruppen) bzw. zum
Vergleich von multiplen Gruppen der Kruskall-Wallis-Test verwendet (Statistics
Kingdom; Statistics Kingdom).

Die Signifikanzanalyse der Gruppen erfolgte beim Kruskall-Wallis-Test mit dem post
hoc Dunn‘s-Test. Ein p-Wert < 0,05 wurde beim Vergleich von zwei Gruppen als

signifikant bewertet. Der Vergleich von multiplen Gruppen erfolgte unter
28



Berucksichtigung der Bonferroni-Korrektur. Beim Vergleich von drei Gruppen wurde
der p-Wert entsprechend auf p < 0,05/3 = 0,017 adjustiert.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der Arbeit wurden insgesamt 102 Abwasserproben bearbeitet, 625
Erreger identifiziert, 332 Resistenztestungen durchgefuhrt und 157 MRE gefunden.
Hiervon waren 40 Isolate Vancomycin-resistente E. faecium. Vancomycin-
resistente E. faecalis wurden nicht nachgewiesen. Zunachst konnten 117 Erreger
phanotypisch als 4MRGN klassifiziert werden. Klebsiella pneumoniae (n = 25), C.
freundii complex (n = 17) und E. cloacae complex (n = 15) waren die am haufigsten
kulturell nachgewiesenen 4MRGN. Wahrend des kulturellen Nachweisverfahrens
wurde eine unbekannte Anzahl Isolate verworfen, da diese nicht als 4MRGN oder
VRE eingruppiert werden (z. B. P. putida).

Fur den molekularbiologischen Carbapenemase-Nachweis wurden 24 Isolate
ausgeschlossen, bei denen die jeweilige Spezies doppelt in einer Probe isoliert
worden war. Somit wurde der molekularbiologische Carbapenemase-Nachweis nur
mit 93 verschiedenen 4MRGN durchgefuhrt.

Klebsiella pneumoniae (n = 7), C. freundii complex (n = 6) und E. cloacae complex
(n = 15) waren die haufigsten 4AMRGN mit Gennachweis im stadtischen Abwasser
(Krankenhauser, Pflegeeinrichtungen und hausliches Abwasser) (Abb. 15).

Im Ergebnis wiesen 65 der 93 getesteten Erreger genau ein Resistenzgen und acht
von 93 lIsolaten zwei Resistenzgene auf. Bei 19 der 4MRGN-Isolaten war der
molekularbiologische Nachweis auf alle funf untersuchten Carbapenemasen
negativ. Das mit Abstand am haufigsten nachgewiesene Resistenzgen war OXA-48
(n = 68). Ebenfalls wurden die Metallocarbapenemasen NDM (n = 6) und VIM (n =
8) nachgewiesen. Die Resistenzgene KPC und IMP konnten in keinem Isolat

nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: 4MRGN (mit Gennachweis) im Abwasser. Dargestellt ist die
Gesamtzahl der nachgewiesenen Spezies-Carbapenemase-Kombinationen im
Abwasser von Krankenhé&usern, Pflegeeinrichtungen und im h&uslichen Abwasser,
aufgetrennt nach den jeweiligen Bakterien.

3.1 Krankenhauser

Im Abwasser der Krankenhauser und des Rehabilitationszentrums konnten in vielen
Proben eine groRRe Vielfalt von multiresistenten Erregern nachgewiesen werden
(Tab. 5a). In 13 von 18 Proben der Krankenhaus- und
Rehabilitationszentrumsabwasser fanden sich Erreger, welche als 4MRGN (mit
Gennachweis) oder als VRE klassifiziert werden konnten. Vor allem multiresistente
K. pneumoniae, C. freundii complex und E. faecium traten gehauft auf. Je nach
Ausstattung und GroRe der Krankenhauser variierte das Erregerspektrum von
grof®/Intensivstation bis klein/ohne Intensivstation. So zeigte sich in den beiden
groRten Krankenhausern mit Intensivstationen (KH1 und KH2), im Gegensatz zu
den ubrigen Krankenhausern, ein deutlich breiteres Erregerspektrum im Bereich der
multiresistenten Erreger: neun verschiedene Spezies bei KH1 + KH2 gegenuber

funf verschiedenen Spezies bei KH3 — KH6 (Tab. 5a und Abb. 16). Aullerdem waren
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hier Keime wie K. pneumoniae, C. freundii complex und E. faecium an allen drei

Probezeitpunkten durchgangig nachweisbar. Die beiden kleineren Krankenhauser

(KH3 und KH4) hatten ein kleineres Erregerspektrum in den Proben. In 40

weiterfiUhrenden Untersuchungen auf Resistenzgene fanden sich OXA-48 (n = 31),
NDM (n = 1) und VIM (n =7) (Tab. 5a).

Eine statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis-Test zeigte, dass das Auftreten

von 4MRGN (mit Gennachweis) im Abwasser von Krankenhausern signifikant hoher

war, als im Abwasser von Pflegeheimen (p < 0,0002) und im hauslichen Abwasser

(p < 0,0001). Ebenfalls signifikant hoher war das Auftreten von VRE im Abwasser

von Krankenhausern, als im Abwasser von Pflegeheimen (p < 0,0122) und im
hauslichen Abwasser (p < 0,0024).

Tabelle 5a: Im Abwasser von Krankenhdusern nachgewiesene VRE und 4MRGN
mit molekulargenetischem Carbapenemasenachweis

Erreger 19.02.2019 | 28.03.2019 | 02.09.2019
KH1 VRE 1 1 1
Citrobacter freundii complex 0 OXA-48 OXA-48
Enterobacter cloacae complex 0 OXA-48 OXA-48
Escherichia coli 0 0 OXA-48
Klebsiella pneumoniae OXA-48 OXA-48 OXA-48
Serratia marcesens 0 OXA-48 0
verschiedene Spezies mit 1 4 4
Carbapenemasenachweis
verschiedene 1 1 1
Carbapenemasen
KH2 VRE 1 1 1
Acinetobacter baumannii NDM Ohne Gen- 0
complex nachweis
Citrobacter freundii complex 0 OXA-48 0
Citrobacter freundii complex OXA-48 0 0
Citrobacter freundii complex OXA-48 OXA-48 VIM
OXA-48
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Enterobacter cloacae complex 0 VIM, OXA- VIM
48 OXA-48
Escherichia coli VIM VIM
Klebsiella pneumoniae 0 VIM, OXA-
48
Klebsiella oxytoca OXA-48 0 0
Raoultella ornitholytica OXA-48 0 0
Serratia marcescens 0 VIM 0
verschiedene Spezies mit 4 4 4
Carbapenemasenachweis
verschiedene 2 2 2
Carbapenemasen
KH3 kein Keimnachweis 0 0
KH4 VRE 1 1
Klebsiella pneumoniae Ohne Gen- Ohne Gen-
nachweis nachweis
KH5 VRE 1 1 0
Citrobacter freundii complex 0 0 OXA-48
Citrobacter freundii complex 0 OXA-48 OXA-48
Enterobacter cloacae complex OXA-48 0 0
Klebsiella pneumoniae 0 OXA-48 OXA-48
Klebsiella oxytoca OXA-48 OXA-48 OXA-48
verschiedene Spezies mit 2 3 3
Carbapenemasenachweis
verschiedene 1 1 1
Carbapenemasen
KH6 VRE 1 0
Citrobacter freundii complex 0 OXA-48
Citrobacter freundii complex OXA-48 OXA-48
Enterobacter cloacae complex Ohne Gen- 0 Ohne Gen-
nachweis nachweis
verschiedene Spezies mit 1 1 0

Carbapenemasenachweis
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verschiedene 1 1 0

Carbapenemasen

KH1-6 VRE gesamt 5 3 3

4MRGN (mit Gennachweis) 9 14 12

gesamt

16

14

12

10

Anzahl
[o¢]

Abbildung 16: 4MRGN (mit Gennachweis) im Abwasser von den Krankenhé&usern
KH1 — KH6. Dargestellt ist die Gesamtzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen
Spezies-Carbapenemase-Kombinationen im Abwasser der Krankenhéuser,
aufgetrennt nach den jeweiligen Bakterien.

3.2 Pflegeeinrichtungen

Das Abwasser der funf Pflegeeinrichtungen wies ein weniger grof3es Spektrum an
multiresistenten Erregern auf (Tab. 5b). Beschrankt man sich bei den Ergebnissen
auf die Pflegeeinrichtungen ohne Intensivpflege (PF1 — PF4), wurden lediglich zwei
Isolate der Klasse 4MRGN und ein Isolat der Klasse VRE im gesamten Zeitraum
(zwolf Proben) identifiziert. Wobei bei nur einem lIsolat eine Carbapenemase

nachgewiesen wurde. In sechs molekularbiologischen Untersuchungen fand sich
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ein OXA-48. NDM und VIM wurden nicht nachgewiesen. Sechs von den zwolf
untersuchten Proben des gesamten Pflegebereichs enthielten MRE. Das Abwasser
der Intensivpflegeeinrichtung (PF5) wies in allen drei Proben die gesuchten Erreger
auf. Auch zeigte sich das Keimspektrum mit C. freundii complex, E. cloacae
complex, P. aeruginosa und E. faecium sehr ahnlich zu dem der Krankenhauser
(Abb. 17). Jedoch wurde in keiner Pflegeeinrichtung ein Erreger durchgangig

nachgewiesen.

Tabelle 5b: Im Abwasser von Pflegeheimen nachgewiesene VRE und 4MRGN mit

positivem molekulargenetischen Carbapenemasenachweis

Erreger 19.02.2019 | 28.03.2019 | 02.09.2019
PF1 VRE 0 1 0
PF2 Acinetobacter baumannii Ohne Gen- 0 0
complex nachweis
PF4 Klebsiella pneumoniae Ohne Gen- 0 0
nachweis
PF3 kein Keimnachweis 0 0 0
PF5 VRE 1 1 0
Citrobacter freundii complex 0 0 OXA-48
Enterobacter cloacae 0 0 Ohne Gen-
complex nachweis
Pseudomonas aeruginosa Ohne Gen- 0 Ohne Gen-
nachweis nachweis
PF1-5 VRE gesamt 1 0
4MRGN (mit Gennachweis) 0 1
gesamt

35




16

14
12
10
£
N 8
c
<
6
4
2
0 []
o Q\eﬂ‘ e S N RN &
WY X O o 2 Q & A
\ & o° e N N\ N\ G
& N F F o G e
N g o o © @ NG 2
> < < » s & @ N
0 Y xQ \ 0 A\ Q
< O O B \© S
) o 2 '\
¢ &
O 0
g & @
v Q/(\

Abbildung 17: 4AMRGN (mit Gennachweis) im Abwasser von Pflegeeinrichtungen
PF1 — PF5. Dargestellt ist die Gesamtzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen
Spezies-Carbapenemase-Kombinationen im Abwasser der Pflegeheime,
aufgetrennt nach den jeweiligen Bakterien.

3.3 Hausliches Abwasser

In sieben von 24 Proben des hauslichen Abwassers konnten MRE nachgewiesen
werden. Insgesamt wurden hier vier VRE bzw. funf 4MRGN identifiziert. Lediglich
drei Isolate, C. freundii complex, K. aerogenes und K. pneumoniae, enthielten
Carbapenemasen (Tab. 5c und Abb. 18). In funf Untersuchungen auf
Resistenzgene im hauslichen Abwasser fanden sich drei OXA-48-positive Isolate.
NDM und VIM konnten auch hier nicht nachgewiesen werden. Im Zoo wurden in
einer von drei Proben 4MRGN gefunden (nicht in Abbildung dargestellt). Auch im
hauslichen Abwasser und im Abwasser des Zoos konnte kein multiresistenter
Erreger durchgangig nachgewiesen werden. Bei den drei gefundenen Erregern im

Zoo wurden keine Resistenzgene nachgewiesen.
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Tabelle 5c: Im Abwasser von Wohngebieten und des Zoos nachgewiesene VRE
und 4MRGN mit molekulargenetischen Carbapenemasenachweis

Erreger 19.02.2019 | 28.03.2019 | 02.09.2019

H1 VRE 0 1 0
Klebsiella pneumoniae OXA-48 0 0

H2 kein Keimnachweis 0 0 0

H3 kein Keimnachweis 0 0 0

H4 kein Keimnachweis 0 0 0

H5 VRE 0 0 1
Citrobacter freundii complex 0 0 OXA-48
Enterobacter cloacae 0 Ohne Gen- 0
complex nachweis
Klebsiella aerogenes 0 0 OXA-48

H6 VRE 1 0
Acinetobacter baumannii 0 0 Ohne Gen-
complex nachweis

H7 ohne Keimnachweis 0 0 0

H8 VRE 0

Zoo Acinetobacter baumannii Ohne Gen-
complex nachweis
Klebsiella pneumoniae Ohne Gen-

nachweis

Enterobacter cloacae Ohne Gen-
complex nachweis

H1-H8 | VRE gesamt 0 1

H1-H8 4MRGN (mit Gennachweis) 1 2

gesamt

37




16

14
12
10
=
R 8
=
<
6
4
2
0 [] [] []
o Q\eﬂ‘ o o &£ L (\\%e R &
¢ & & o f o‘& ® & &
PR < © & > > ©
& & F o @ PR
X o> P Q:’G oY 00 \2 0 W2
\)((\ ‘\( Q 6\ \e Q\ \\,0 (’b
2 < & E o @ A
Y xQ N 0 A\ Q
‘\0 O @ ‘l‘ @ S
@ P > s
& * ¥
&© 0
RUSG @
v Q/(\

Abbildung 18: 4MRGN (mit Gennachweis) im héuslichen Abwasser. Dargestellt ist
die Gesamtzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen Spezies-Carbapenemase-
Kombinationen im hé&uslichen Abwasser, aufgetrennt nach den jeweiligen
Bakterien.

3.4 Vergleich der MRE-Belastung des Abwassers von Krankenhausern,
Pflegeheimen und des hauslichen Abwassers
3.41 4MRGN
Zum Vergleich der 4MRGN-Belastung im Abwasser von Krankenhausern,
Pflegeheimen und des hauslichen Abwassers wurde die Anzahl der verschiedenen
Spezies-Carbapenemase-Kombinationen der drei Probenahmen verglichen (Tab.
5a — ¢, Abb. 19). Die Belastung des Krankenhausabwassers mit 4MRGN war im
Vergleich zum Abwasser von Pflegeheimen bzw. zum hauslichen Abwasser bei den
ersten zwei Beprobungsterminen und auch in der Summe signifikant hoher (p <
0,05, Abb. 19). Der Unterschied zwischen dem Abwasser von Pflegeheimen und
dem hauslichen Abwasser hingegen war nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 19: Vergleich der 4MRGN Belastung mit positivem Carbapenemase-
Gennachweis im Abwasser von Krankenhéusern, Pflegeeinrichtungen und im
héuslichen Abwasser bei den drei durchgefiihrten Probenahmen. Dargestellt ist die
Anzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen Spezies-Carbapenemase-
Kombinationen bei den einzelnen Probenahmen mit den jeweiligen p-Werten.
Gesamt entspricht der Summe der drei Probenahmetermine. Der Asterisk markiert
einen  signifikanten (p < 0,05) Unterschied der Belastung des
Krankenhausabwassers im Vergleich zum Abwasser von Pflegeheimen bzw. zum
héuslichen Abwasser. Der Unterschied zwischen dem Abwasser von Pflegeheimen
und dem hé&uslichen Abwasser war nicht signifikant (p-Werte nicht dargestellt).

3.4.2 Vancomycin-resistente Enterokokken

Zum Vergleich der VRE-Belastung im Abwasser von Krankenhausern,
Pflegeheimen und des hauslichen Abwassers wurde die Anzahl der auf VRE-positiv
getesteten Probenahmeorte an allen drei Probenahmen verglichen (Tab. 5a — 5c,
Abb. 20). Die Belastung des Krankenhausabwassers war im Vergleich zum
Abwasser von Pflegeheimen bzw. zum hauslichen Abwasser in der ersten
Beprobung und in der Summe ebenfalls signifikant hoher (p < 0,05, Abb. 20). Der
Unterschied zwischen Pflegeheimen und hauslichen Abwasser war auch hier nicht

signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 20: Vergleich der VRE-Belastung im Abwasser von Krankenhé&usern,
Pflegeeinrichtungen und im h&uslichen Abwasser bei den drei durchgefiihrten
Probenahmen. Dargestellt ist die Anzahl der nachgewiesenen VRE bei den
einzelnen  Probenahmen. Gesamt entspricht der Summe der drei
Probenahmetermine. Der Asterisk zeigt in der ersten Probenahme und im
Gesamtvergleich einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied der Belastung des
Krankenhausabwassers im Vergleich zum Abwasser von Pflegeheimen und
héuslichen Abwasser an. Der Unterschied zwischen Pflegeheimen und hauslichem
Abwasser war nicht signifikant (p-Werte nicht dargestellt).

3.5 Klarwerk Magdeburg

Im Klarwerk wurden in 16 von 18 Proben MRE nachgewiesen. Das qualitative
Vorkommen der Erreger war hier somit mit Abstand am grof3ten (Tab. 5d, Abb. 22).
Nachgewiesen wurden 35 4MRGN-Isolate mit Gennachweis und 16 VRE-Isolate,
wobei fast durchgangig eine grol3e Vielfalt herrschte. Insgesamt 38 Isolate wurden
auf Resistenzgene untersucht. Hierbei fanden sich OXA-48 (n = 32), NDM (n = 5)
und VIM (n = 1). Lediglich zwei Vancomycin-resistente E. faecium konnten im Zulauf
des Stadtgebiets (KL2) und im Gesamtzulauf des Klarwerks (KL3) durchgangig
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nachgewiesen werden. Escherichia coli 4AMRGN wurde in allen drei Proben im
Zulauf der Biologie (KL5) nachgewiesen. Die drei Proben nach UV-Behandlung
(KL8) des geklarten Abwassers wiesen in einem Fall VRE auf.

Die statistische Analyse mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab, dass die Anzahl der
nachgewiesenen 4MRGN mit Gennachweis vom Zulauf Klarwerk KL3 (n = 5) im
Vergleich zum Ablauf des Klarwerks KL7 (n = 4) nicht signifikant unterschiedlich war
(U=7,2Z=1,0328, p = 0,3017) (Abb. 21). Nach UV-Behandlung (KL8) war der
4MRGN-Nachweis negativ.

Tabelle 5d: In den Klérstufen nachgewiesene VRE und 4MRGN mit
molekularbiologischem Carbapenemasenachweis

Erreger 19.02.2019 | 28.03.2019 | 02.09.2019
KL1 VRE 1 1 0
Escherichia coli NDM 0 0
OXA-48
Klebsiella aerogenes 0 Ohne Gen- 0
nachweis
Pseudomonas aeruginosa 0 0 Ohne Gen-
nachweis
4MRGN (mit Gennachweis) 1 0 0
KL2 VRE 1 1 1
Citrobacter freundii complex OXA-48 0 0
Enterobacter cloacae 0 0 OXA-48
complex
Klebsiella pneumoniae OXA-48 OXA-48 0
Raoultella ornitholytica 0 OXA-48 0
4MRGN (mit Gennachweis) 2 2 1
KL3 VRE 1 1 1
Citrobacter freundii complex OXA-48 0 OXA-48
Enterobacter cloacae OXA-48 0 0
complex
Escherichia coli 0 OXA-48 OXA-48
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Klebsiella aerogenes 0 0 Ohne Gen-
nachweis
Klebsiella pneumoniae OXA-48 OXA-48 0
4MRGN (mit Gennachweis) 3 2 2
KL4 VRE 0 1 1
Citrobacter freundii complex 0 0 OXA-48
Enterobacter cloacae 0 0 OXA-48
complex
Escherichia coli OXA-48 0 NDM
OXA-48
Klebsiella oxytoca 0 OXA-48 0
Klebsiella pneumoniae VIM 0 0
Serratia marcescens 0 0 OXA-48
4MRGN (mit Gennachweis) 2 1 4
KL5 VRE 0 1 1
Citrobacter freundii complex 0 0 OXA-48
Enterobacter cloacae 0 OXA-48 OXA-48
complex
Escherichia coli OXA-48 NDM NDM
OXA-48
Klebsiella pneumoniae OXA-48 0 0
Serratia marcescens 0 OXA-48 0
4MRGN (mit Gennachweis) 2 3 3
KL6 VRE 1 keine 0
Escherichia coli 0 Abnahme NDM,
OXA-48
Klebsiella aerogenes 0 0
Klebsiella pneumoniae 0 OXA-48
4MRGN (mit Gennachweis) 0 0 2
KL7 VRE 0 1 1
Citrobacter freundii complex 0 OXA-48 | Ohne Gen-
nachweis
Klebsiella oxytoca OXA-48 0 0
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Pseudomonas aeruginosa OXA-48 0 0
Serratia marcescens 0 OXA-48 0
4MRGN (mit Gennachweis) 2 2 0
KLS8 VRE 1 0 0
4MRGN (mit Gennachweis) 0 0 0
KL1- VRE gesamt 5 6 5
KLS8
KL1- 4MRGN (mit Gennachweis) 12 10 12
KL8 gesamt
9

Anzahl
N o

7
6
3
2
| I
LI
KL1 KL2 KL3 KL4 KL5 KL6 KL7 KL8

Abbildung 21: Gesamtanzahl 4MRGN (mit Gennachweis) in den Klarwerkstufen
KL1 — KL8. Dargestellt ist die Gesamtzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen
Spezies-Carbapenemase-Kombinationen im gesamten Klarwerk, aufgetrennt nach
der jeweiligen Klédrwerkstufe. KL1: Zufluss Nord, KL2: Zufluss Stadtgebiet, KL3:
Gesamtzulauf  Kldrwerk, @ KL4: Sand- und Schwimmstofffang, KLb5:
Kaskadenbelebungsanlage, KL6: Chemische Reinigungsstufe, KL7: Ablauf
Kléarwerk, KL8: nach UV-Behandlung.
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Abbildung 22: 4MRGN (mit Gennachweis) in den Kldrwerkstufen KL1 — KL8.
Dargestellt ist die Gesamtzahl der nachgewiesenen unterschiedlichen Spezies-
Carbapenemase-Kombinationen im gesamten Klarwerk, aufgetrennt nach den
Jeweiligen Bakterien.

In den Proben der Elbe vor dem Einlaufpunkt des geklarten Abwassers (E1) wurde
C. freundii complex (4MRGN) einmal nachgewiesen. Die molekularbiologische
Analyse ergab das Resistenzgen OXA-48. Zudem waren in zwei von drei Proben
VRE vorhanden (nicht in Abbildung und Tabelle aufgefuhrt).

Nach dem Einlaufpunkt in die Elbe (E2) wurden lediglich in einer von drei Proben
VRE nachgewiesen. 4MRGN konnten nicht nachgewiesen werden (nicht in
Abbildung oder Tabelle aufgefuhrt).

In der zweiten und dritten Probenahme wurde das Acylaminopenicillin Piperacillin
gegen das Polymyxin Colistin ausgetauscht. Es fanden sich unter den 4MRGN funf
Isolate, welche eine zusatzliche Resistenz gegen das Reserveantibiotikum Colistin
aufwiesen. Zu diesen Isolaten gehorten ausschlieBlich E. cloacae complex und S.

marcescens, welche eine intrinsische Resistenz gegen Colistin besitzen. Diese
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Erreger befanden sich in den Proben des Klarwerkes, in einem Krankenhaus, in

einem Pflegeheim und im Zooabwasser.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurde erstmals in der Stadt Magdeburg das Abwasser auf MRE
untersucht. In 102 Proben verteilt auf drei Probenahmen wurden 157 MRE
nachgewiesen, die sich in 4AMRGN (n = 117) und VRE (n = 40) aufteilen. Die bei
verdachtigen Isolaten mit einem 4MRGN-Phanotypus in der kulturellen
Resistenztestung durchgefuhrte molekulargenetische Untersuchung auf die
haufigsten Carbapenemase-Resistenzgene (OXA-48, VIM, NDM, KPC und IMP) bei
93 verschiedenen 4MRGN-Isolaten konnte in 73 Fallen ein fur die Resistenz
ursachliches Carbapenemase-Gen nachweisen. Hierbei konnte im Abwasser der
Krankenhauser eine signifikant (p < 0,05) hohere Anzahl von 4MRGN mit
Carbapenemase-Gennachweis bzw. VRE detektiert werden, als im Abwasser von
Pflegeeinrichtungen oder aus dem hauslichen Bereich. Im Klarwerk konnte
ebenfalls eine hohe Belastung durch MRE festgestellt werden.

Mithilfe von Vorversuchen wurde auf Basis friherer wissenschaftlicher Arbeiten
(Serani 2006; Muller et al. 2018), ein eigenes kulturelles Nachweisverfahren
etabliert. Mittels Selektivnahrmedien wurde in mehreren Schritten eine Selektion der
gesuchten multiresistenten Erreger erreicht. Das Auftreten von naturlich-resistenter
Begleitflora, welche nicht als MRGN oder VRE einzustufen ist, konnte dabei
allerdings nicht vollstandig unterdrickt werden. So zeigte sich wahrend der ersten
Probenahme, nach Selektion mit Ertapenem in Kombination mit KPC-Agar, ein
vermehrtes Auftreten von P. aeruginosa, welche gegen die Carbapeneme
Imipenem und Meropenem sensibel waren und damit nicht der Klasse der 4AMRGN
zugeordnet werden konnten. Diese Erreger bewuchsen trotz ihrer Carbapenem-
Sensibilitat den KPC-Agar, da das Nahrmedium hauptsachlich zur Selektionierung
von Enterobakterien ausgelegt ist. Daraufhin wurde ab der zweiten Probenahme
eine Anpassung im Nachweisverfahren etabliert. Im ersten Anreicherungsschritt
wurde Ertapenem durch 20 ug Meropenem in der Boullion ersetzt, wodurch sensible
P. aeruginosa weitgehend unterdrickt werden konnten. Diese Umstellung zeigte
gute Erfolge und wurde daher auch fur die dritte Probenahme verwendet.

Es wurden einige Erreger gefunden, welche eine Multiresistenz aufwiesen, aber
anhand ihrer relativ geringen Virulenz eher als Umweltkeime und nicht als typische

humanpathogene Krankenhauskeime eingeordnet wurden. Hierzu zahlt unter
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anderem P. putida. Dieser Keim wurde sehr haufig nachgewiesen, spielt aber kaum
eine Rolle als Erreger schwerer Infektionen.

Eine weitere Elimination der restlichen Begleitflora erfolgte nach Identifikation
mittels Massenspektroskopie (MALDI-TOF). Als nachster Schritt wurde mit einem
Agardiffusionstest der Nachweis von Resistenzen gegen Antibiotika festgestellt.
Mittels abschlieRendem molekulargenetischen PCR-Nachweis konnten in den
meisten verdachtigen Isolaten entsprechende Carbapenemase-Resistenzgene
nachgewiesen und die Einteilung als 4MRGN bestatigt werden.

Das hier durchgefuhrte Verfahren kombinierte den kulturellen Erregernachweis mit
einem phanotypischen und genotypischen Resistenznachweis und ermaoglichte so
gleichzeitig die Zuordnung einzelner Resistenzgene 2zu verschiedenen
Bakterienspezies. Im Uberwiegenden Teil vergleichbarer Studien wurden hingegen
ausschlieBlich molekulargenetische Methoden (PCR) verwendet und es wurde
dabei besonders auf das generelle Vorkommen bestimmter Resistenzgene
untersucht (Korzeniewska und Harnisz 2018; Buelow et al. 2018; Piedra-Carrasco
et al. 2017; Caucci et al. 2016).

Der Vorteil der hier eingesetzten kulturellen Methodik ist, dass tatsachlich vitale
Erreger nachgewiesen wurden und nicht nur DNA evtl. bereits abgestorbener
Bakterien. Die Nachteile der angewendeten kulturellen Nachweismethode werden
weiter unten diskutiert (siehe Abschnitt 4.1 Limitationen).

Wird ausschlieRlich das Abwasser vor der Behandlung im Klarwerk betrachtet,
konnten 48 (n = 35 4MRGN mit Carbapenemasenachweis und n = 13 VRE) der
gesamten 59 (n = 39 4MRGN mit Carbapenemasenachweis und n = 20 VRE) im
gesamten Stadtgebiet (Krankenhauser, Pflegeeinrichtungen, hausliches Abwasser
sowie Zoo) nachgewiesenen MRE den Krankenhausern zugeordnet werden. Dies
lag im Falle der 4AMRGN und VRE signifikant (p < 0,05, Abb. 19 und Abb. 20) tber
der Nachweisrate im Abwasser von Pflegeheimen und der des hauslichen
Abwassers. Demnach fungierten Krankenhauser als ,Hotspot® fur 4MRGN und auch
fur VRE, was die Ergebnisse fruherer Untersuchungen verschiedener Autoren
bestatigt (Nasri et al. 2017; Stalder et al. 2014; Varela et al. 2013; Buelow et al.
2018). Es zeigte sich auch, dass die beiden Krankenhauser der Maximalversorgung

(KH1 und KH2) tendenziell ein groReres Spektrum an MRE im Abwasser aufwiesen
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als kleinere Krankenhauser, das Rehabilitationszentrum (KH3 — KH 6), die
Pflegeeinrichtungen (PF1 — PF5) und das hausliche Umfeld. Ebenfalls wurde in
Krankenhausern der Maximalversorgung auch eine hohere Anzahl von
Resistenzgenen nachgewiesen, als in den kleineren medizinischen Einrichtungen.
Eventuell spielen hier Fallzahlen, Unterschiede in den Fachdisziplinen und die
Anzahl der vorhandenen Intensivbetten eine Rolle, da in der Intensivmedizin

vermehrt auf Carbapeneme zur Antibiotikatherapie zurickgegriffen wird.

Sobald sich in einem Abwassersystem 4MRGN etabliert haben, muss damit
gerechnet werden, dass es zum Austausch von Resistenzgenen zwischen
verschiedenen Bakterienspezies durch sogenannte horizontale Gentransfers
kommt (Szekeres et al. 2017; Nasri et al. 2017). Dieser Transfer erfolgt unter
anderem mittels Plasmiden, Bakteriophagen oder als freie DNA.

Die Carbapenemase-Resistenzgene KPC, VIM, OXA-48, IMP und NDM wurden
gehauft im Klinikabwasser nachgewiesen. Diese Resistenzgene sind vor allem bei
K. pneumoniae, E. coli, A. baumannii complex, P. aeruginosa und C. freundii
complex nachweisbar (Muller et al. 2018). Die Nachweisrate unterschied sich je
nach Probenahmeort (KH1 — KH6) erheblich. In Bezug auf die Resistenzgene zeigt
sich eine Heterogenitat im KH1 mit OXA-48, NDM und VIM und Homogenitat mit
ausschlieBlich OXA-48 in den anderen Krankenhausern (KH2 — KHG). Bei 40
Testungen wurden bei 31 Isolaten OXA-48, bei einem Isolat NDM und bei sieben
Isolaten VIM nachgewiesen. Somit fallen von acht VIM-Nachweisen sieben auf
eines der grofdten Krankenhauser. Es ist zu vermuten, dass dies durch die hohe
Patientenanzahl und dem damit verbundenen hohen Eintrag an MRE in das
Krankenhaus bedingt ist. Grole Krankenhauser tauschen haufig schwerkranke
Patienten mit anderen Krankenhausern aus, sodass ein erhohtes Risiko fur den
Nachweis von MRE und insbesondere 4MRGN plausibel ist. Schaut man auf die
Konsistenz der nachgewiesenen MRE in den drei Probenahmen, zeigt sich lediglich
bei drei MRE, dass sie durchgangig nachweisbar waren (VRE, C. freundii complex
4MRGN und K. pneumoniae 4MRGN). Diese MRE werden haufig auf
Intensivstationen bei Patienten mit einer Sepsis isoliert (Remschmidt et al. 2017).
Fir eine generelle Aussage zur Haufigkeit von MRE in Klinikabwassern waren aber

weitere Probenahmen notwendig.
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Das Auftreten von MRE im Abwasser von Pflegeeinrichtungen war sehr
unterschiedlich. Sechs der neun Erreger wurden im Abwasser der Pflegeeinrichtung
mit vorhandener Intensivpflege nachgewiesen, wobei lediglich ein C. freundii
complex-lsolat eine Carbapenemase aufwies. Dies kann auf einen Zusammenhang
mit der Morbiditat  von Patienten hinweisen. Bewohner  von
Intensivpflegeeinrichtungen (z.B. PF5) werden oftmals aus den Kliniken der
Maximalversorgung verlegt. Daher besteht hier ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur den
Nachweis von multiresistenten Erregern. Bewohner von Pflegeeinrichtungen ohne
Intensivpflege kommen eher aus dem hauslichen Umfeld und es scheint plausibel,
dass die Bewohner weniger haufig MRE-Trager sind. Auffallend ist, dass bei den
sechs molekularbiologischen Untersuchungen auf Carbapenemasen in den
Pflegeheimen (PF1 — PF5) lediglich ein OXA-48 nachgewiesen wurde. Weitere
Resistenzgene wurden nicht detektiert, was allerdings auch an der geringen Anzahl
nachgewiesener Erreger liegen konnte. Da kein Erreger durchgangig in allen drei
Probenahmen vorlag, ware eine hohere Anzahl von Probenahmeterminen
notwendig, um die Belastung der Pflegeinrichtungen genauer zu bewerten.
Insgesamt zeigte diese Studie, dass Abwasser von Pflegeheimen bezuglich der
Belastung mit 4AMRGN im direkten Vergleich signifikant weniger belastet waren als
die Abwasser von Krankenhausern und die Abwasserbelastung eher mit der von
normalen Wohngebieten vergleichbar war. Frihere Studien zur MRE-Belastung in
Pflegeheimen zeigten einerseits, dass Bewohner von Pflegeheimen starker mit
MRE belastet sind als die Normalbevdlkerung (Legeay et al. 2019; Pérez-Moreno
et al. 2021). Andererseits wurde auch gezeigt, dass Bewohner von Pflegeheimen
als Quelle von Carbapenemasebildenden Enterobacterales keine grof3e Rolle
spielen (Cunha et al. 2016). Insgesamt erscheint es nach der Literatur und den
eigenen Beobachtungen plausibel, dass Pflegeheime eine Mittelstellung zwischen
dem Keimspektrum von Krankenhausern und dem Keimspektrum einer normalen
Wohnbevolkerung aufweisen.

In Analogie zur Untersuchung von Krankenhausabwassern ist die Untersuchung
von Abwassern von Pflegeheimen eine im Vergleich zur Untersuchung aller
Bewohner einfache Methodik um die MRE-Belastung in einem Pflegeheim zu
analysieren. Bisher wurden entsprechende Untersuchungen allerdings nur in

wenigen Einzelfallen veroffentlicht (Bedenic et al. 2020).
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Das hausliche Abwasser war signifikant weniger mit 4MRGN mit
Carbapenemasenachweis und VRE belastet als die Krankenhauser. Nur neun
MRE-Isolate konnten insgesamt in 28 Probenahmen gefunden werden. Hierbei
zeigte sich, dass eher Vancomycin-resistente E. faecium im hauslichen Abwasser
vorkommen. Aufgrund des diskontinuierlichen Abwasserflusses von einzelnen
Hausern oder Wohnungen war es notwendig, das Abwasser von mehreren
Objekten eines StralRenzuges zusammenzufassen. Hierdurch ergibt sich eher ein
Durchschnittswert des hauslichen Abwassers. Dieser Durchschnittswert kann ein
Anhaltspunkt fur die Belastung des hauslichen Abwassers sein. Hier waren durch
eine qualitative Stichprobe mit mehreren Probenahmen in 24 Stunden oder durch
eine kontinuierliche Beprobung genauere Ergebnisse moglich. Aufgrund der
Gegebenheiten des Kanalnetzes der Stadt Magdeburg konnten lediglich in den
auleren Stadtteilen Abwasserproben gewonnen werden (Abb. 1).

Die einzelnen Nachweise im hauslichen Abwasser erscheinen plausibel, lag doch
die Zahl der Entlassungen aus deutschen Krankenhausern im Jahr 2016 bei 19,4
Millionen Patienten (Klauber et al. 2019). Diese Patienten konnen weiterhin mit
multiresistenten Erregern besiedelt sein, auch wenn sie keine Infektion aufweisen.
Eine kleine Studie mit 527 Probanden aus Niedersachsen gibt den Hinweis, dass
MRE auch in der Normalbevolkerung nachweisbar sind (Hillenbrand 2023). Hierbei
wurden bei 30 Personen MRGN nachgewiesen, wobei lediglich 13 Isolate als
3MRGN und kein Isolat als 4MRGN eingeteilt wurde. Durch tagliche Korperpflege
konnte eine Verschleppung der Erreger in die private Wohnsituation und ins
Abwasser erfolgt sein. So erklaren sich auch die diskontinuierlichen Nachweise der
Keime. In ihrem Erregerspektrum ahneln sich das Abwasser aus
Pflegeeinrichtungen und das hausliche Abwasser sehr. So wurden multiresistente
E. faecium, A. baumannii complex, C. freundii complex, E. cloacae complex und
Klebsiella spp. in beiden Abwassern nachgewiesen. Dreimal wurde das
Resistenzgen OXA-48 in funf Testungen detektiert. NDM und VIM konnten zu keiner
Zeit nachgewiesen werden. Auch hier ist die Anzahl der positiven Nachweise von
Resistenzgenen mit funf relativ gering.

Im Abwasser des stadtischen Zoos wurden in zwei von drei Probenahmen keine der
gesuchten multiresistenten Erreger festgestellt. Die dritte Probe beinhaltete jedoch
drei verschiedene 4MRGN, welche aber alle in der molekulargenetischen Analyse

keine Resistenzgene trugen. Eventuell kann es durch die Benutzung von
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Sanitaranlagen durch Besucher oder Mitarbeiter zur Ubertragung gekommen sein.
Eine Besiedlung von Zootieren mit multiresistenten Erregern kann ebenfalls in
Betracht gezogen (Zoologischer Garten Magdeburg) und daher nicht

ausgeschlossen werden.

Das Klarwerk sammelt das gesamte Abwasser aller im Stadtgebiet untersuchten
Bereiche. So wurden insgesamt 50 der gefundenen 93 multiresistenten Erreger
(4MRGN mit positivem Gennachweis und VRE) im Klarwerk nachgewiesen. Die
haufigsten Vertreter waren Vancomycin-resistente E. faecium mit 16 Isolaten.
Auffallig ist, dass als zweithaufigster Erreger E. coli auftrat. Lediglich im
Krankenhausabwasser der beiden groften Kliniken (KH1 und KH2) konnten einige
E. coli ebenfalls nachgewiesen werden. Vancomycin-resistente E. faecium wurde
durchgangig uber den Zulauf des Stadtgebiets (KL2) in das Klarwerk eingetragen.
So zeigt sich im Einlauf des Klarwerks (KL3) ebenfalls eine Nachweisrate bei drei
von drei durchgefuhrten Beprobungen. Schaut man sich den weiteren Verlauf des
Abwassers innerhalb des Klarwerks an, zeigt sich, dass E. faecium nicht
durchgangig in jeder Klarwerksstufe (KL1 — KL7) nachgewiesen wurde. Dies konnte
durch die niedrige Probenahmefrequenz oder durch die Verdinnung des Erregers
im Gesamtabwasser bedingt sein. Von 41 genotypisch getesteten 4MRGN wiesen
32 das Gen OXA-48, funf das Gen NDM und einer das Gen VIM auf. Auch hier ist
die Vielfalt der gefundenen Erreger grol3 und ahnelt dem der anderen Proben. Es
konnte kein auffalliger Unterschied der verschiedenen Erreger in den Proben der
einzelnen Klarstufen beobachtet werden. Der Ablauf des Klarwerks (KL7)
beinhaltete ebenfalls MRE der Klassen 4MRGN und VRE und die statistische
Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied zum MRE-Nachweis im Zulauf (p >
0,05). Die Schlussfolgerung ist, dass das angewandte biologische Klarverfahren
keine qualitative Reduktion von MRGN und VRE zulasst. Andere Studien konnten
belegen, dass kommunale Klarwerke zumindest eine quantitative Reduktion der
MRE-Konzentration von drei log-Stufen erzielen konnen (Exner 2018). Dies hangt
vermutlich vom Erreger an sich ab. Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter
spp. zeigen ein umweltrobusteres Verhalten als E. coli im Bezug zur
Klarwerksbehandlung (Pinnekamp 2018). Gilt E. coli eher als weniger robust und
kommt es zu einer quantitativen Reduzierung durch Klarwerke (Reinthaler et al.

2003), kann es aber zu einer Resistenzzunahme gegen Antibiotika kommen (Da
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Ferreira Silva et al. 2007). Je nach Klarwerk und Klarstufe kommt es zu
unterschiedlichen Wirksamkeitsraten (Bouki et al. 2013). Trotz quantitativer
Reduzierung werden weiterhin MRE in das Oberflachengewasser abgegeben,
welches das geklarte Abwasser aufnimmt. Eine UV-Behandlung des geklarten
Wassers zeigte bereits auf den ersten Blick auf den Agar-Medien eine deutliche
keimreduzierende Wirkung. Es waren hier nur noch sehr vereinzelt Kolonien zu
finden und es wurden lediglich in einer von drei Proben Vancomycin-resistente
Enterokokken nachgewiesen. Die Behandlung des gesamten Abwassers mittels
UV-Licht kann als erweiterte Klarstufe in Klarwerken erwogen werden (siehe
Ausblick 4.2).

Der Ablauf des Klarwerks fuhrt direkt in die Elbe. Hier wurden vor der Einspeisung
(E1) drei VRE (erste und zweite Probe) und zwei C. freundii complex (erste Probe)
nachgewiesen. Beide C. freundii complex-Isolate wiesen hierbei das Resistenzgen
OXA-48 auf.

Nach Einspeisung in die Elbe (E2) konnten in der ersten Probe ebenfalls VRE
nachgewiesen werden, weitere MRE wurden nicht festgestellt. Eine mogliche
Quelle fur MRE im landlichen Raum liegt in Abwassern aus der Tierhaltung. Grolie
Mengen Antibiotika werden in Tiermastbetrieben eingesetzt und konnen z.B. als
Gulle auf landwirtschaftliche Nutzflachen gelangen. Eine Untersuchung in einem
amerikanischen Schweinemastbetrieb ergab einen Nachweis  von
Carbapenemasebildnern in bis zu 64 % der gewonnenen Umgebungsproben und in
14 % der Schweinekotproben (Mollenkopf et al. 2018).

In der Groftierhaltung eingesetzte Antibiotika oder deren noch antibiotisch aktive
Metabolite konnen in den Wasserkreislauf geraten und resistente Bakterien in Gulle
und Garresten erzeugen. Auch spielt die direkte Ausscheidung von multiresistenten
Erregern durch Masttiere eine Rolle und fuhrt so zu einer weiteren Belastung der
landwirtschaftlichen Flachen (Westphal-Settele et al. 2018; Umweltbundesamt
2018). Regenfalle spulen aktive Antibiotikaformen und multiresistente Erreger in
Bache und Flusse. Es zeigt sich, dass eine Verbreitung von Multiresistenzen nicht
auf das Abwasser begrenzt ist, sondern gesamtzivilisatorisch gesehen werden
muss.

Citrobacter freundii complex konnte in der ersten Probenahme zwar stromaufwarts

festgestellt werden, stromabwarts aber nicht mehr. Dies liegt wahrscheinlich an der
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sehr starken Verdunnung durch die Grole der Elbe. Daher kann ein Vorkommen
anderer MRE in der Elbe nicht ausgeschlossen werden. Eine genauere
Untersuchung ist durch die Grolle der Elbe methodisch allerdings schwer
umzusetzen. Andere Studien zeigen, dass die gesuchten Erreger und deren
Resistenzgene bereits in Oberflachengewasser weit verbreitet sind. Sogar das
Colistin-Resistenzgen MCR-1 wurde bereits im Zu- und Ablauf von Klarwerken in
Deutschland nachgewiesen (Hembach et al. 2017). Bei einer Infektion mit einem
multiresistenten Erreger der Klasse 4MRGN bleibt vielfach als letzte Therapieoption
nur noch das Reserveantibiotikum Colistin.

Auch das Magdeburger Abwasser wies einzelne Erreger (S. marcescens und E.
cloacae complex,) auf, welche gegen Colistin resistent sind, wobei S. marcescens
eine intrinsische Resistenz besitzt.

Dies ist im Falle von E. cloacae complex besonders alarmierend, da sich diese
Erreger auch im Abwasser von einem Krankenhaus und einer Pflegeeinrichtung
fanden und es sich potentiell um eine Resistenz durch das plasmidkodierte MCR-1
Gen handeln konnte. Die Untersuchung der Colistin-Resistenz erfolgte mittels
Bestimmung der MHK und nicht mittels eines Tests auf das MCR-1-Gen. Wenn es
sich um eine Gen-vermittelte Resistenz handelt, konnte es zu einem Austausch
dieser Gene im Abwasser und somit zu einer Verbreitung der Resistenzen gegen
Colistin kommen. Colistin wird im Bereich der Tiermast ebenfalls eingesetzt. Daher
ist das Risiko weiterer Resistenzen und deren Verbreitung Uber
Oberflachengewasser erhoht. Eine gezielte Untersuchung des Abwassers in
Magdeburg auf Colistin-Resistenzen kdonnte neue Erkenntnisse in der Verbreitung
bringen.

Das Thema der multiresistenten Erreger im Abwasser ist aktueller denn je und so
fordert auch seit 2016 das Bundesministerium fur Bildung und Forschung das
Verbundprojekt HyReKA. HyReKA untersucht hierbei die quantitative und
qualitative Belastung von Abwassern mit MRE (HyReKA 2016).

41 Limitationen
Im Rahmen der durchgefuhrten Untersuchungen erfolgten die Probenahmen als
einzelne Stichproben und zeigen somit nur Momentaufnahmen des

Abwasserflusses. Um ein noch genaueres Bild der MRE-Belastung zu erhalten,
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ware es sinnvoll, qualifizierte Stichproben zu nehmen, die entweder als
diskontinuierliche Mischprobe Uber zwei oder 24 Stunden oder als kontinuierliche
Probenahme durchgefuhrt werden konnten. Diese Art der Probenahme wurde unter
anderem tageszeitabhangige Spitzen im Abwasserfluss von hauslichem Abwasser
(morgens und abends) und vermutete jahreszeitabhangige Konzentrationsspitzen
von MRE im Abwasser genauer abbilden. Jedoch waren solche Verfahren erst mit
erhohtem finanziellem und baulichem Aufwand umzusetzen, da viele
Probenahmestellen fur einen Einbau von automatisierten Untersuchungen zu eng
sind.

Eine weitere technische Limitation der vorliegenden Studie konnte sein, dass
schnell wachsende MRE langsamer wachsende MRE uberwuchern, was dazu
fuhren konnte, dass langsamer wachsende MRE unterreprasentiert sind. Diese
Moglichkeit musste mit einem molekularen Nachweisverfahren Uberpruft werden,
das auch in komplexen MRE-Gemischen relativ sicher verschiedene Spezies
nachweisen kann (Serani 2006).

Eine weitere Limitation der Studie ist die Anderung der 4MRGN im
Untersuchungszeitraum. Am 28. Februar 2019 veroffentlichte das Robert Koch-
Institut/KRINKO eine Erganzung (Abb. 23) zur bestehenden Einteilung der
multiresistenten gramnegativen Stabchen (Kommission fur Krankenhaushygiene
und Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI) 2019). Diese
trat riickwirkend zum 01.01.2019 in Kraft. Es bestand eine Ubergangszeit, in der die
alte und neue Definition verwendet werden durften. Eine Anderung in der Einteilung
der MRGN war notwendig, da die EUCAST zuvor eine neue Einteilung veroffentlicht
hatte.

Die Kategorie ,|“ wird neu definiert. Zuvor galt ,I“ fur intermediar und wurde von der
KRINKO wie ,R" resistent bewertet. Die neue Definition beschreibt ,|I* als ,sensibel
bei erhohter Dosierung/Exposition®.
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Antibiotikagruppe Leitsubstanz Enterobacterales Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii
3MRGN 4MRGN? 3MRGN’ 4MRGN? 3MRGN’ 4MRGN?
Acylureidopenicilline Piperacillin R R £~ R R R
[
Cefotaxim und/ 33
. . " e [OR=~d
3./4. Generations-Cephalosporine oder Ceftazidim R R < ED‘?’ R R R
-
Imipenem und/ °©3
Carbapeneme Sl e S oder | R E _E _;:" R S oder | R
=
Fluorchinolone Ciprofloxacin R R = = R R R
oder Nachweis oder Nachweis oder Nachweis
einer einer einer
Carbapenemase® Carbapenemase? Carbapenemase®

Tab. 2: Neue Klassifizierung multiresistenter gramnegativer Stabchen auf Basis ihrer phidnotypischen Resistenzeigenschaften bei Anwendung des EUCAST-
Systems

(R = resistent, | = sensibel bei erhéhter (Increased) Dosierung/Exposition, S = sensibel bei normaler Dosierung)

' 3MRGN (Multiresistente gramnegative Stibchen mit Resistenz gegen 3 der 4 Antibiotikagruppen)
2 4MRGN (Multiresistente gramnegative Stibchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen)
3 Unabhingig vom Ergebnis der phinotypischen Resistenzbestimmung fiir Carbapeneme sowie der anderen drei Substanzklassen

Abbildung 23: KRINKO 2019 - Ergénzung zur Empfehlung der KRINKO
(Kommission flir Krankenhaushygiene und Infektionsprévention (KRINKO) beim
Robert Koch-Institut (RKI) 2019, S. 83)

Die Einteilung der multiresistenten gramnegativen Stabchenbakterien erfolgte in
dieser Arbeit anhand der damals einzig gultigen Einteilung. Im Falle von Isolaten
mit positiven PCR-Nachweis eines Carbapenemasegens andert die Anderung der
KRINKO bzw. EUCAST-Vorgaben aber in keinem Fall die 4MRGN-Klassifizierung,
weil Isolate mit positiven Gennachweis immer als 4MRGN klassifiziert werden.

4.2 Ausblick

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Untersuchungen die Aussage zu, dass
ein grolRer Teil des stadtischen Abwassers mit MRE belastet ist und dass das
Magdeburger Klarwerk eine Ausbreitung der MRE in die Elbe nicht sicher
verhindert. Wie stark die Verbreitung von MRE in der Umwelt insgesamt ist, ist noch
relativ unklar. Hier konnte eine verstarkte oder routinemafRige Testung der
Abwasserstrome - vor allem des Klinikabwassers - Klarheit schaffen.

Der Nachweis dieser Bakterien im hauslichen Abwasser lasst die Vermutung zu,
dass auch andere Bereiche im Alltag besiedelt sein konnten. Oberflachen in z.B.
Supermarkten, oOffentlichem Personennahverkehr oder Arztpraxen konnten
ebenfalls Trager von MRE sein. Auch erscheint es sinnvoll, Erreger, welche im
Krankenhausabwasser nachgewiesen wurden, im entsprechenden Krankhaus zu

suchen und somit den Weg vom Patienten bis ins Klarwerk zu verfolgen.
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Zudem ist die Verbreitung von 4MRGN, welche auch gegen Colistin resistent sind,
relativ unbekannt. Da Colistin als Reserveantibiotikum bei Patienten mit 4MRGN-
Infektionen zum Einsatz kommt, sollte die Resistenzbildung in Zukunft verstarkt
beobachtet und untersucht werden.

Der Nachweis von 4MRGN und VRE im Klinikabwasser zeigt, dass
Handlungsbedarf schon vor der Einleitung in das Gesamtkanalnetz besteht. Als eine
Option konnte eine dezentrale Aufbereitung der Krankenhausabwasser erfolgen.
Eine Reduktion der bakteriellen Last ware im Vorfeld, bevor das Abwasser in das
Kanalnetz gelangt und sich die Chance zum Austausch der Resistenzmechanismen
ergibt (Duong et al. 2008), moglich. Dies ware allerdings mit Kosten je nach
Verfahrenskombination in Hohe von ca. 2,33 bis 5,09 € pro Kubikmeter Abwasser
verbunden (Seidel 2013). Auch konnte das Klarwerk um eine zusatzliche vierte
Klarstufe erweitert werden. Verschiedene Verfahren stehen zur Auswahl, wobei die
Ozonbehandlung, Membranfiltration und UV-Behandlung zur starksten Reduktion
von multiresistenten Erregern fuhrt (Czekalski et al. 2016). Optimal sollte eine
Kombination mehrerer Verfahren gewahlt werden. Ebenfalls reduzieren diese
Malnahmen ein weiteres Problem: Antibiotikarickstande im Abwasser. Diese
Ruckstande haben immer noch eine Restwirkung, gelangen Uber
Korperausscheidungen ebenfalls in das Abwasser und fuhren dort zu einer
Selektion unter den Bakterien (Duong et al. 2008). Auch das geklarte Wasser ist
nicht frei von Antibiotikarickstanden. Klarwerke schaffen zur Zeit keinen
vollstandigen Abbau dieser Ruckstande. Reste gelangen direkt in das
Oberflachenwasser und kdnnen auch hier zu Selektionsprozessen fuhren (Jelic et
al. 2011). Indirekt gelangen diese Reste auch Uber Klarschlamm in die Umwelt
(Stenzel et al. 2019). Eine Gesamtbeurteilung des Abwassers von
Pflegeeinrichtungen ist, aufgrund der Grof3e der hier untersuchten Stichprobe, allein
durch diese Arbeit nur eingeschrankt moglich. Diese Arbeit soll zunachst eine grobe
Ubersicht der Lage zeigen. Eine detailliertere Arbeit, welche Uber die fiinf
Pflegeeinrichtungen hinausgeht, ware der nachste Schritt. Ebenfalls sollte die
Ausbreitung von multiresistenten Erregern im hauslichen Umfeld und auch in
Arztpraxen untersucht werden, da unklar ist, wie weit das private Umfeld bereits mit
diesen Erregern belastet ist.
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5 Zusammenfassung

Diese Studie untersuchte das erste Mal das Abwasser im Stadtgebiet Magdeburg,
sowie das Abwasser der einzelnen Klarstufen im angeschlossenen Klarwerk in
Gerwisch in Bezug auf MRE. Im Rahmen dessen wurde ein eigenes Verfahren zum
Nachweis von MRE im Abwasser mittels Kultivierung und Agardiffusionstest
entwickelt. Die nachgewiesenen 4MRGN wurden zusatzlich molekularbiologisch auf
die haufigsten Carbapenemasen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass das
Abwasser von Krankenhausern signifikant starker mit 4AMRGN und VRE belastet
war im Vergleich zu Abwasser von Pflegeeinrichtungen und hauslichem Abwasser.
Die Unterschiede zwischen der MRE-Belastung des Abwassers von Pflegeheimen
und des hauslichen Abwassers waren weder fur 4MRGN noch VRE signifikant. Die
Untersuchung des Abwassers innerhalb der einzelnen Klarwerkstufen ergab keinen
signifikanten Unterschied im Nachweis von 4MRGN im Zulauf und Ablauf des
Klarwerks. Entsprechend muss davon ausgegangen werden, dass die derzeitigen
Klarverfahren nicht ausreichend sind, um die Einleitung von VRE und MRGN in die
Elbe zu unterbinden.
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