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Bericht zum Forschungsvorhaben

»sUntersuchungen zu Arzneimittelrickstdnden und multiresistenten
Mikroorganismen in Biogasanlagen unter besonderer Beriicksichtigung von
Huhnertrockenkot als Garsubstrat*

Hintergrund

Mit der im Jahre 2011 durchgefiihrten Studie zum Risikopotenzial von Biogasanlagen
an jeweils 5 Anlagen aus Ackerbau-, Milchvieh- und Veredelungsregionen wurde
erstmals fur Géarsubstrate und Garreste das mikrobielle Spektrum qualitativ und
quantitativ charakterisiert. Dabei konnten in keiner der getesteten Anlagen
Neurotoxin-bildende Clostridium botulinum Stdmme und andere fir den Menschen
pathogene Mikroorganismen nachgewiesen werden. In dieser ersten Studie war es
nicht moglich, auch solche Anlagen zu beproben, in denen neben Energiepflanzen
und wirtschafteigenem Diinger auch zu einem signifikanten Teil Hiihnertrockenkot
als Garsubstrat eingesetzt wird. Da sich diese Substratkombination in jingster Zeit
als geeignet und daher als praxisrelevant erwiesen hat, zugleich jedoch keine
belastbaren Daten zum Eintrag und Austrag von
Arzneimitteln/Arzneimittelriickstanden und multiresistenten Mikroorganismen Uber die
Garsubstrate bzw. Géarreste vorliegen, war es das Ziel der Folgestudie, am Beispiel
von 5 Anlagen, in denen in erheblichem Umfang Huhnertrockenkot eingesetzt wird,
diese beiden Fragestellungen qualitativ und quantitativ zu charakterisieren.

Auswahl der Biogasanlagen und Probengewinnung

In die Studie wurden insgesamt 10 Biogasanlagen einbezogen, von denen finf
Anlagen in Veredelungsregionen neben anderen Substraten mit einem hohen Anteil
von Huhnertrockenkot betrieben wurden. Die anderen 5 Anlagen aus
Ackerbauregionen wurden mit nachwachsenden Rohstoffen bzw. teilweise mit
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wirtschaftseigenem Dunger betrieben. Von jeder Anlage wurden jeweils an vier
aufeinanderfolgenden  Tagen Proben der Garsubstrate und an vier
aufeinanderfolgenden Tagen Proben der Garreste (Probenmenge jeweils ca. 1000 g)
entnommen und bis zum Versand an die entsprechenden Untersuchungslabore bei
4°C gelagert.

Die Auswahl der Biogasanlagen sowie die Probenentnahme erfolgten tber 3N. Die
Probenaufbereitung sowie der Versand wurden vom Physiologischen Institut der
Tierarztlichen Hochschule veranlasst.

Tab. 1: Ubersicht zu den an der Studie beteiligten Biogasanlagen

Probennr. | Nr. | Betriebsart | Input

1 Al Ackerbau | 100% Mais

2 A2 Ackerbau | 100% NawaRo

3 A3 Ackerbau | Maissilage, Rinder-/Schweineglille, HTK

4 Bl Milchvieh 70% Rindergulle, Futterreste

5 B2 Milchvieh Mind. 30% Rindergiille, Rest Mais

6 C1 | Veredelung | 66% Mais, 6% HTK (Elterntiere), 25% Rinder-
/Schweinegulle

7 C2 | Veredelung | 65% Mais, 30% Mastschweingille, 5% HTK

8 C3 | Veredelung | 65% Mais, Zuckerriibe, 30% Schweinegille, 5% HTK

9 C4 | Veredelung | Schweine-/Rindergille, Hilhnermist

10 C5 | Veredelung | 1.000 t HTK/ Jahr

Projektteil 1: Arzneimittelrickstande

Die Bestimmung verschiedener Tierarzneimittel aus den Substanzklassen der
Sulfonamide und Tetracycline in den Proben der Biogasanlagen erfolgte am Institut
fir Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der Justus-Liebig-Universitat
GielRen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Hamscher. Fur die Analytik wurden die
Garsubstrate und Garreste zu jeweils 2 Proben ,gepoolt‘. Die Analyse erfolgte nach
Flissig-Flissigextraktion  mittels  Hochleistungsfliissigkeitschromatographie  in
Kombination mit Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS-MS) (Spielmeyer et al.
2014).

Fur die Quantifizierung wurde den Proben ein Gemisch aus drei internen Standards
(jeweils **Cg-isotopenmarkiertes Sulfadiazin, Sulfamethazin und Sulfamethoxazol)
zugesetzt. Die Proben wurden mit Citratpuffer aufgeschlammt und die Analyten
anschlieend mit einem Ldsungsmittelgemisch (Methanol, Ethanol, Dichlormethan;
1:3:1, viviv) aus der Matrix extrahiert. Der Extrakt wurde bei reduziertem Druck
eingeengt und der Ruckstand in Methanol/Wasser (1:1 v/v) aufgenommen. Die
chromatographische Trennung erfolgte mittels UHPLC (Dionex Ultimate 3000 RS) an
einer Accucore aq Saule (2,6 um, 2,1 mm x 100 mm, Thermo Scientific). Durch
Gradientenelution (FlieBmittel A: 98 % Wasser, 2 % Acetonitril plus 0,1 %
Ameisensaure; FlieBmittel B: Methanol/Acetonitril  1:1; v/v) konnten die
Tierarzneimittel innerhalb von 16 min separiert werden. Nachweis und Quantifizierung
der Wirkstoffe erfolgten in einem API 3000 Triple-Quadrupol Massenspektrometer
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(ABSciex) im positiven ESI-Modus. Fur jeden Analyten wurden zwei Produktionen mit
einer dwell Zeit von 0,15 s pro lon aufgezeichnet. Folgende MS Parameter wurden flr
alle Analysen eingestellt: Kapillarspannung: 5.000 V, Heizgastemperatur: 150 °C,
Kollisionsgas: Stickstoff.

Die Quantifizierung erfolgte 0Uber interne Standards anhand einer externen
Matrixkalibrierung. Fir die Kalibrierung wurde antibiotikafreier Rinderfaeces mit
definierten Konzentrationen der internen Standards und Analyten dotiert und analog
zu den Proben aufgearbeitet.

Die Methodennachweisgrenzen liegen im Bereich von 0,01 bis 0,08 mg Analyt pro kg
Feuchtmasse, die Bestimmungsgrenzen zwischen 0,02 und 0,50 mg pro kg (s.
Tabelle).

Wirkstoff Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[mg/kg] [mg/kg]

Sulfonamide

Sulfachloropyridazin 0,01 0,06
Sulfadiazin 0,01 0,04
Sulfadimethoxin 0,01 0,02
Sulfaguanidin 0,04 0,18
Sulfamerazin 0,04 0,08
Sulfamethazin (= Sulfadimidin) 0,04 0,08
Sulfamethoxazol 0,01 0,08
Sulfamethoxypyridazin 0,01 0,04
Sulfapyridin 0,01 0,04
Sulfathiazol 0,02 0,10
Tetracycline

Chlortetracyclin 0,06 0,35
Doxycyclin 0,08 0,50
Oxytetracyclin 0,06 0,26
Tetracyclin 0,06 0,28
Ergebnisse

Von den insgesamt 10 getesteten Sulfonamiden konnten nur in den Garresten von
zwei Anlagen Rickstande von Sulfadiazin sicher bestimmt werden. Die
Konzentrationen lagen in einem Bereich zwischen 50 und 100 pg/kg Frischsubstanz
(Tab. 2).

Von den 4 untersuchten Tetracyclinen konnten nur Doxycyclin und Tetracyclin in
einigen Anlagen nachgewiesen werden, in denen Huhnertrockenkot eingesetzt
wurde. Dabei konnten in der Anlage 6 Doxycyclin und Tetracyclin sowohl in
Garsubstraten als auch in Garresten gemessen werden, in der Anlage 7 wurde ein
positiver Nachweis von Tetracyclin in den Garsubstraten und Garresten gefihrt,
wogegen beide Antibiotika in den Proben der Anlage 9 nur in den Garresten
sicherbestimmt, jedoch Tetracyclin auch in den Garresten der Anlage 10
nachgewiesen werden konnten. Die Konzentrationen lagen in allen Féllen in einem
Bereich zwischen einfacher und doppelter Bestimmungsgrenze. (Tab. 3).
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Tab. 2: Ergebnisse der Sulfonamid-Analyse in Garsubstraten und Garresten (in
pg/kg Feuchtgewicht; NWG = Nachweisgrenze; BG = Bestimmungsgrenze).

Betriebsnr. . Sulfadiazin Sulfamethazin
Betrieb

Probennr. Substrat Rest Substrat Rest

1.1 - - - _
Ackerbau
1.2 - - — _
2.1 Ackerbau - 47 - Berefch NWG
2.2 - 62 - Bereich NWG
3.1 - - - _
Ackerbau

3.2 - - — _
4.1 Milchvieh — — — —
4.2 - - — _
5.1 Milchvieh Berefch NWG - - -
5.2 Bereich NWG - - -
6.1 HTK Bereich NWG - - -
6.2 - - — _
7.1 HTK Berefch NWG _ - - -
7.2 Bereich NWG {Bereich NWG - -
8.1 HTK - - - _
8.2 - - — _
9.1 HTK Bereich NWG 93 - -
9.2 - 97 - _
10.1 HTK - - - _
10.2 - - — _

In keiner Probe wurden Sulfachloropyridazin, Sulfadimethoxin, Sulfaguanidin,
Sulfamerazin, Sulfamethoxazol, Sulfamethoxypyridazin, Sulfapyridin, Sulfathiazol
nachgewiesen.
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Tab. 3: Ergebnisse der Tetracyclin-Analyse in Garsubstraten und Garresten (in pg/kg
Feuchtgewicht; NWG = Nachweisgrenze; BG = Bestimmungsgrenze).

Betriebsnr. Betrieb Chlortetracyclin Doxycyclin Oxytetracyclin Tetracyclin

Probennr. Substrat Rest Substrat Rest Substrat Rest Substrat Rest
1.1 Ackerbau Berefch NWG - - - - - - -
1.2 Bereich NWG - - - - - - -
2.1 Ackerbau - Bere?ch NWG - - - - - -
2.2 - Bereich NWG - - - - - -
3.1 - - - - - - - -

Ackerbau

3.2 - - - - - - - -
4.1 Milchvieh - - - - - = - -
4.2 - - - - - - - -
51 Milchvieh - = - - = = - -
5.2 - - - - - - - -
6.1 HTK - - 536 710 - - 330 417
6.2 - - 556 746 - - 342 466
7.1 HTK Bereich NWG | Bereich NWG <BG <BG - - 281 405
7.2 Bereich NWG | Bereich NWG <BG <BG - - 340 402
81 HTK = - - = - - - =
8.2 - - - - - - - -
9.1 HTK - - - 764 - - Bereich NWG 355
9.2 - - - 817 - - Bereich NWG 405
10.1 HTK - - - < BG - Bereich NWG - 338
10.2 - - - <BG - Bereich NWG - 391

Projektteil 2: Nachweis multiresistenter Mikroorganismen

Probenbeschreibung

Fur diese Untersuchungen wurden die einzelnen Proben der Garsubstrate und der
Garreste zu jeweils einer Probe gepoolt. Damit wurden die Bestimmungen an jeweils
10 Proben der Garsubstrate und der Garreste durchgefiihrt. Die Untersuchungen
erfolgte zwischen September 2013 und Februar 2014 am Institut fir Angewandte
Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Gie3en (Prof. Dr. P. Kampfer). In den hier
dargestellten Ergebnissen sind die untersuchten Proben fortlaufend von 1 bis 10
nummeriert. Folgende Probenbezeichnung wurden verwendet: BGA 1E bis 10E und
BGA 1A bis 10A (BGA: Biogasanlage; 1-10: durchgehende Nummerierung; E:
Garsubstrat/Eingangsproben der BGAs und A: Garrest/ Ausgangsproben der BGAs.
Die Proben wurden gekunhlt geliefert (4°C): Am Tag des Probeneingangs wurde direkt
mit den mikrobiologischen Untersuchungen begonnen.

Untersuchungsumfang und Methodenbeschreibung

Kultivierungsabhangiger Nachweis ESBL-tragender Enterobacteriaceae, VRE und
MRSA

Garsubstrate und Garreste wurden kultivierungsabhéngig auf das Vorhandensein von
ESBL-tragenden Enterobacteriaceae, v.a. ESBL E. coli, MRSA und VRE untersucht.
Die hier angewandte Nachweismethodik, wurden im Rahmen des BMBF geftrderten
Projektes RiskAGuA (2011-2014) fur die Untersuchung von Eingangs- und
Ausgangsproben von Biogasanlagen am Institut fir Angewandte Mikrobiologie der
Justus-Liebig-Universitéat, etabliert. Der Nachweis von ESBL E. coli, MRSA und VRE
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erfolgte hier aus 10 g (einfach), 1 g (in Duplikaten) und 0,1 g (in Triplikaten) frisch
gelieferter Proben. Die Einwaagen der Proben wurden in 90, 9 bzw. 0,9 mL
Flissigmedium mit entsprechenden Antibiotika flir 24h bei 37°C inkubiert. Die
Voranreicherung von ESBL Enterobacteriaceae (primar E. coli) erfolgte in Luria-
Bertani Medium unter Zusatz von je 1 mg I Cefotaxim und Ceftazidim. Fir den
Nachweis von MRSA wurden zwei aufeinanderfolgende Voranreicherungsschritte
eingesetzt, der erste Voranreicherungsschritt erfolgte in Mueller Hinton Bouillon (Carl-
Roth, Deutschland) unter Zusatz von 6 Gew.% Natriumchlorid. Der zweite Schritt in
CASO Flussigmedium mit 3,5 mg | Cefoxitin und 50 mg I* Aztreonam. Die
Voranreicherung zur Kultivierung von VRE erfolgte in M92 Flussigmedium (DSMZ
Medium Nr. M92; http://www.dsmz.de/) unter Zusatz von 6 mg I Vancomycin und
600 mg I Natriumazid. Die Voranreicherungen fir ESBL Enterobacteriaceae und
MRSA wurden unter Schitteln der Kulturen (180 rpm) inkubiert, die
Voranreicherungen fur VRE wurden nicht geschittelt inkubiert um den
Sauerstoffeintrag zu minimieren. Nach den Voranreicherungen wurden je 10 pL der
Voranreicherungskulturen auf entsprechenden CHROMagar Medien (CHROMagar
ESBL, MRSA UND VRE; MastDiagnostika, Reinfelde, Deutschland) mittels 13-Strich
Vereinzelung ausgestrichen und fur 24 h bei 37°C inkubiert.

Bei positivem Wachstum wurden Kolonien verschiedener Morphologien mit
CHROMagar spezifischen Pigmentierungen der Zielorganismen weiter untersucht.
Die Kolonien wurden gepickt und die Biomasse auf einer weiteren CHROMagar
Platte vermehrt (24 Inkubation bei 37°C). Von den gewachsenen Kolonien wurde eine
Impfése Biomasse in 100 uyL DNA und RNA freiem Wasser in einem sterilem
Reaktionsgefal resuspendiert. Durch das wiederholte Einfrieren und Auftauen (3
Zyklen) wurde DNA aus den Zellen freigesetzt. Diese Zelllysate wurden als DNA
Template fir einen PCR-basierten Nachweis entsprechender Resistenzgene
eingesetzt. Folgende Multiplex-PCRs (Paralleldetektion mehrerer Gene) wurden
durchgefihrt: Amplifikation von blaCTX-M, blaTEM und blaSHV Gene fir ESBL-
tragende Enterobacteriaceae (Monstein et al.,, 2007); von vanA, vanB und vanC;
(teilweise modifiziertes Primersystem nach Kariyama et al., 2000); und von mecA in
Kombination mit einem S. aureus-spezifischem Gen (nuc) (Poulsen et al., 2003). Die
Zelllysate wurden parallel oder integriert in die Multiplex-PCR System auf
Amplifizierbarkeit getestet. Dies erfolgte durch Amplifikation des 16S rRNA Gens
mittels universellen 16S rRNA Gen-bindenden Primern. FiUr jedes Multiplex-PCR
Primersystem wurden jeweils Positivkontrollen (Zelllysate Resistenzgen-tragender
Referenzstamme) mitamplifiziert. Bei positivem Resistenzgennachweis wurden
Reinkulturen gewonnen. Diese wurden nochmals auf die Anwesenheit des
entsprechenden  Resistenzgens geprift und GOber partielle 16S rRNA
Gensequenzierung  phylogenetisch  identifiziert. Fur die  ESBL-tragenden
Enterobacteriaceae wurde zusatzlich fur eine weitere genotypische Differenzierung
eine genomische  Fingerprintanalyse  durchgefuhrt. Die  phylogenetische
Identifizierung erfolgte durch eine BLASTN Analyse der 16S rRNA Gensequenzen in
der Typstammdatenbank EzTaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) Uber die
Erfassung der Ahnlichkeiten zu dem né&chst-dhnlichsten Typstammen. Zusétzlich
wurde fir ESBL-tragende Enterobacteriaceae, mecA-tragende Staphylokokken und
VRE jeweils eine phylogenetischer Stammbaum in dem Phylogenieprogramm ARB
(Ludwig et al., 2004) und der Typstammdatenbank des “The All-Species Living Tree"
Projektes (LTP; Release LTPs111, Februar 2013) erstellt.
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Ergebnisse

Wachstum auf CHROMagar ESBL, MRSA und VRE nach spezifischen
Voranreicherungen

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht Giber das Wachstum auf den CHROMagar Platten
nach den jeweiligen spezifischen Voranreicherungen bei der Untersuchung von 10 g,
1g und 0,1g Originalproben. Bei dem Nachweis von ESBL-tragenden
Enterobacteriaceae erfolgte nur bei zwei Garresten (BGAs 1 und 9) kein Wachstum,
alle anderen Proben zeigten zumindest bei einzelnen Einwaagen positives
Wachstum. Fur den MRSA Nachweis konnte auf allen CHROMagar Platten
Wachstum beobachtet werden. Fur den VRE Nachweis erfolgte kein Wachstum bei
einem Garsubstrat (BGA 10) und einem Garrest (BGA 1), bei allen anderen Proben
wurde, wenn auch nicht bei allen Einwaagen, Wachstum beobachtet.

Abbildung 1 Uberblick tiber das Wachstum auf CHROMagar ESBL, MRSA und VRE
nach spezifischer Voranreicherungen fir ESBL-tragende Enterobacteriaceae, MRSA
und VRE

Nachweis ESBL-tragende Enterobacteriaceae in Garsubstraten und
Garresten

ESBL Gene wurden bei 37 von 150 auf CHROMagar ESBL gewachsenen und mit
Multiplex-PCR ,gescreenten” Kolonien nachgewiesen. Ein positiver
Resistenzgennachweis erfolgte bei Garsubstraten von funf Biogasanlagen (BGA 2, 3,
4, 6 und 9) und Garresten von vier Biogasanlagen (BGA 2, 4, 5 und 6) (Abbildung 2).
Am haufigsten wurden bei den Kolonien nur ein blaCTX-M oder ein blaCTX-
M+blaTEM Gene nachgewiesen, zweimal nur ein blaTEM und nur einmal ein blaSHV
Gen. Insgesamt wurden 34 Resistenzgen-tragende Isolate gewonnen und
phylogenetisch identifiziert.
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109 19 0,1g 109 1g 0,19 109 19 0,1g
ESBL a b a b c MRSA a b a b c VRE a b a b c
1E + + + + + + 1E + + + + + + 1E + + + + + +
1A - - - - - - 1A + + + + + + 1A - - - -
2E + + + + + + 2E + + + + + + 2E + + + + + +
2A + + + + + + 2A + + + + + + 2A + + + + + +
3E + + + + + + 3E + + + + + + 3E + + + + + +
3A - - - - + + 3A + + + + + + 3A - - + + + +
AE + + + + + + AE + + + + + + 4E + + + + + +
4A + + + - + + 4A + + + + + + 4A + + - + - +
5E + + + + + + 5E + + + + + + 5E + + + + + +
5A + + + + + + 5A + + + + + + 5A + + + + + +
6E + + + + + + 6E + + + + + + 6E + + + - + +
6A + + + + + + 6A + + + + + + 6A + + + + + +
7E + + + + + + 7E + + + + + + 7E + + + + + +
7A + + + + + + 7A + + + + + + 7A + + + + + +
8E + + + + + + 8E + + + + + + 8E + + + + + +
8A - + + + + + 8A + + + + + + 8A + + + + + +
9E + + + + + 9E + + + + + + 9E + + + + + +
9A - - - - - - 9A + + + + + + 9A + + + - + -
10E - - + + + + 10E + + + + + + 10E - - - - -
10A + + + + + + 10A | + + + + + + 10A + + + + + +
Kein Wachstum
+ |Wachtsum



ESBL 109 alg b 3 O,kl)g S Resistenzgen
1E + + + + + + |n.d.
1A - - - |-
2E 2 1 2 1 + 1 |CTX-M; CTX-M+TEM
2A 1 1 2 1 + 1 |CTX-M; CTX-M+TEM; SHV
3E 1 + + 1 + + |CTX-M; CTX-M+TEM
3A - - - - + + |n.d.
4E 1 1 1 + + 13(2) [CTX-M
4A 2 2 + - + + |CTX-M
5E + + + + + + |n.d.
5A 2 + |1(0)| + 1 1 |CTX-M; CTX-M+TEM
6E 2 + + + + + |CTX-M+TEM
6A [2(1)| + + + 1 + |TEM,; CTX-M+TEM
7E + + + + + + |n.d.
7A + + + + + + [n.d.
8E + + + + + + |n.d.
8A - + + + + + |n.d.
9E 1 + 1 + + |CTX-M; CTX-M+TEM
9A - - - - - |-
10E - + + + + |n.d.
10A + + + + + + |n.d.
Kein Wachstum
+ |Wachtsum
Resistenzgennachweis: Anzahl positive Kolonien nach

Vorscreening (Isolate mit Resistenzgenen nach Vereinzelung)
Abbildung 2 Uberblick tiber Kolonien und lIsolate (in Klammern dargestellt) mit
positivem Resistenzgennachweis nach spezifischer Voranreicherung fur ESBL-
tragende Enterobacteriaceae und Wachstum auf CHROMagar ESBL.

Eine zusatzliche Analyse der ESBL-Gen-tragenden Isolate zur genotypischen
Differenzierung mittels einer molekularen Fingerprintanalyse (BOX-PCR) zeigte, dass
die Isolate 22 verschiedenen Genotypen zugeordnet werden kénnen (Abbildung 3).
Bei genotypisch identischen Isolaten wurde jeweils ein Isolat Gber 16S rRNA Gen-
Sequenzierung phylogenetisch identifiziert. Ursprung der Isolate, Ahnlichkeiten zu
nachstahnlichen Typstdammen sowie Resistenzgennachweis sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Bei 30 Isolaten handelte es sich entweder um blaCTX-M und/oder
blaTEM tragende Isolate, sowie einen blaSHV-Trager, die alle >99.8% 16S rRNA
Gensequenzidentitat mit dem Typstamm von E. coli aufwiesen; drei CTX-M tragende
Isolate wurden als Citrobacter spp. identifiziert, mit 99.8% 16S rRNA
Gensequenzahnlichkeit zu den Typstdmmen von C. freundii und C. murliniae
(Tabelle 1). Die phylogenetischen Beziehungen zu néchstverwandten Typstammen
der Enterobacteriaceae ist in einem ,Maximum-Likelihood“ Baum dargestellt
(Abbildung 4).
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Pearson correlation (Opt:1.00%) [0.0%-100.0%]

BOX-PCR BOX-PCR Sample BGA /0 BOX- Pig. Voran- ESBL Gene
S 928 g Nr. reicherung
: H-ESBL18 Ex2 E 1 pi 10g CTX-M+TEM
H-ESBL24 Ex2 E 2 bl 1gb CTX-M
- H-ESBL31 Ex2 A 3 pi 10g CTX-M
~ H-ESBL93 Ex6 E 3 pi 10g CTX-M+TEM
H-ESBL92 Ex6 E 3 pi 10g CTX-M+TEM
L H-ESBL105 Ex6 A 3 pi 0,1gb CTX-M+TEM
_[ H-ESBL81 Ex5 A 4 bl 10g CTX-M
= H-ESBL83 Ex5 A 4 bl 10g CTX-M
_|: ~ H-ESBL17 Ex2 E 5 pi 10g CTX-M+TEM
H-ESBL25 Ex2 E 6 pi 1gb CTX-M+TEM
H-ESBL40 Ex2 A 7 pi 0,1gc SHV
H-ESBL42 Ex3 E 8 pi 10g CTX-M+TEM
H-ESBL36 Ex2 A 9 pi 1gb CTX-M+TEM
H-ESBL38 Ex2 A 9 pi 01ga CTX-M+TEM
H-ESBL35 Ex2 A 9 pi 1gb CTX-M+TEM
H-ESBL61 Ex4 E 10 pi 01gc CTX-M
H-ESBL63 Ex4 E 10 pi 01gc CTX-M
1 H-ESBL66 Ex4 A 10 pi 1ga CTX-M
H-ESBL67 Ex4 A 10 pi 1ga CTX-M
H-ESBL51 Ex4 E " pi 10g CTX-M
H-ESBL62 Ex4 E " pi 0,1gc CTX-M
H-ESBL100 Ex6 A 12 pi 10g TEM
H-ESBL101 Ex6 A 12 pi 10g TEM
H-ESBL22 Ex2 E 13 pi 1ga CTX-M
L H-ESBL54 Ex4 E 14 pi 1ga CTX-M
H-ESBL57 Ex4 E 14 pi 1gb CTX-M
H-ESBL64 Ex4 A 14 pi 10g CTX-M
H-ESBL65 Ex4 A 14 pi 10g CTX-M
H-ESBL88 Ex5 A 15a pi 0,1gb CTX-M+TEM
H-ESBL91 Ex5 A 15b  pi 0,1gc CTX-M
H-ESBL133 Ex9 E 16 pi 1ga CTX-M
H-ESBL137 Ex9 E 17 pi 0,1ga CTX-M+TEM
H-ESBL48 Ex3 E 18 pi 0,1ga CTX-M
H-ESBL28 Ex2 E 19a pi 01ga CTX-M
H-ESBL30 Ex2 E 19b  pi 0,1gc CTX-M+TEM
- H-ESBL34 Ex2 A 20 pi 1ga CTX-M+TEM

Abbildung 3 Clusteranalyse ESBL Gen-tragender Enterobacteriaceae zur
genotypischen Differenzierung basierend auf BOX-PCR Fingerprintmustern
(Amplifikation repetitiver Sequenzen verteilt Uber das Gesamtgenom). Die Analyse
erfolgte nach Agarosegelelektrophorese und Ethidiumbromidfarbung tber BOX-PCR
generierte PCR-Fragmente in Gelcompar Il (Applied Math).
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H-ESBL-66
H-ESBL-34
H-ESBL-137
H-ESBL-51
H-ESBL-42
H-ESBL-18
H-ESBL-22
H-ESBL-40
H-ESBL-64
Escherichia albertii LMG 20976" (AJ508775)
Shigella sonnei CECT 4887" (FR870445)
Shigella flexneri ATCC 29903" (X96963)
Escherichia fergusonii ATCC 35469 (AF530475)
|- Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)
H-ESBL-88
H-ESBL-91
H-ESBL-133
H-ESBL-48
H-ESBL-17
H-ESBL-100
H-ESBL-31
H-ESBL-38
Shigella dysenteriae ATCC 133137 (X96966)
Citrobacter freundii DSM 30039 (AJ233408
H-ESBL-24
H-ESBL-81
Citrobacter murliniae CDC 2970-59" (AF025369
Citrobacter werkmanii CDC 0876-58T (AF025373
Citrobacter braakii CDC 080-58" (AF025368
Citrobacter gillenii CDC 4693-86" (AF025367)
Yokenella regensburgei JCM 2403 (AB519796)
Klebsiella oxytoca ATCC 131827 (AF129440)
) Citrobacter youngae GTC 13147 (AB273741)
- Citrobacter koseri LMG 55197 (HQ992945)
Rahnella aquatilis DSM 45947 (AJ233426)

0.10

Abbildung 4 Phylogenetische Verwandtschaft ESBL-tragender Isolate der
Enterobacteriaceae zu nahverwandten Typstdmmen von Arten der Familie
Enterobacteriaceae, dargestellt in einem ,Maximum-Likelihood* Baum basierend auf
partiellen 16S rRNA Gensequenzen im Vergleich zu 16S rRNA Gensequenzen der
nachstahnlichsten Typstamme. Der phylogenetische Baum wurde in ARB (Ludwig et
al., 2004) berechnet. Hierzu wurden die 16S rRNA Gensequenzen der Isolate in dem
SINA online Alignment Tool Version 1.2.1.1 (Pruesse et al., 2012) alignt und in ARB
importiert. Die Berechnung erfolgte mit PhyML. Die 16S rRNA Gensequenz von
Rahnella aquatilis wurde als ,Outgroup” verwendet. Isolate dieser Untersuchung sind
fettgedruckt dargestellt. Bar: 0,10 Substitutionen pro Nukleotidposition.
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Nachweis von mecA-tragenden Staphylokokken in Garsubstraten

Nach MRSA spezifischer Voranreicherung wurde Wachstum auf CHROMagar MRSA
fur alle untersuchten Eingangs- und Ausgangsproben (0,1, 1 und 10 g) nachgewiesen
(Abbildung 5). Insgesamt wurden 209 Kolonien von den CHROMagar MRSA
Ausstrichen ,gescreent. Ein positiver Nachweis bzgl. mecA erfolgte nur bei den
Eingangsproben von BGA 8 und 9. Es wurden 7 Isolate in Reinkultur gebracht, alle
waren mecA-Trager (Nachscreening Befund). Die phylogenetische Identifizierung der
gewonnenen lIsolate zeigte, dass es sich nicht um MRSA sondern andere mecA-
tragende Staphylokokken handelte, die 99.7 — 100% 16S rRNA Gensequenzidentitat
zu den Typstammen von S. haemolyticus, S. cohnii subsp. urealyticus und S. lentus
aufwiesen (siehe Tabelle 2 und Abbildung 6). Somit wurden weder in den
Garsubstraten noch in den Garresten MRSA kultivierungsabhéngig detektiert.

VIRSA 109 alg b 3 O,kl)g < Resistenzgen
1E + + + + + + |n.d.
1A + + + + + + |n.d.
2E + + + + + + |n.d.
2A + + + + + + |n.d.
3E + + + + + + |n.d.
3A + + + + + + |n.d.
4E + + + + + + |n.d.
4A + + + + + + |n.d.
5E + + + + + + |n.d.
5A + + + + + + |n.d.
6E + + + + + + |n.d.
B6A + + + + + + |n.d.
7E + + + + + + |n.d.
TA + + + + + + |n.d.
8E + + [2(3)| + + + |mecA
8A + + + + + + |n.d.
9E 1 2 + 2 + + |mecA
9A + + + + + + |n.d.
10E + + + + + + |n.d.
10A + + + + + + |n.d.

Kein Wachstum
+ |Wachtsum
Resistenzgennachweis: Anzahl positive Kolonien nach

Vorscreening (Isolate mit Resistenzgenen nach Vereinzelung)
Abbildung 5 Uberblick tiber Kolonien und Isolate (in Klammern dargestellt) mit
positivem Resistenzgennachweis nach spezifischer Voranreicherung fir mecA-
tragende Staphylokokken und Wachstum auf CHROMagar MRSA.
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Staphylococcus saprophyticus subsp. sapr ATCC 15305T (AP008934)
Staphylococcus saprophyticus subsp. bovi GTC 843" (AB233327)
Staphylococcus xylosus ATCC 299717 (D83374)
Staphylococcus succinus SB72T (AJ320272)
Staphylococcus equorum ATCC 43958" (AB009939)
Staphylococcus equorum subsp. linens RP29™ (AF527483)
— Staphylococcus nepalensis CW1T (AJ517414)
- Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ATCC 29974" (D83361)
H-MRSA-177
Staphylococcus cohnii ATCC 49330 (AB009936)
H-MRSA-175
H-MRSA-176
H-MRSA-180
Staphylococcus arlettae ATCC 439577 (AB009933)
Staphylococcus gallinarum ATCC 35539" (D83366)
Staphylococcus kloosii ATCC 43959" (AB009940)
Staphylococcus pettenkoferi B31177 (AF322002)
Staphylococcus auricularis ATCC 33753 (D83358)

Staphylococcus caprae ATCC 35538" (AB009935)
Staphylococcus capitis ATCC 493267 (AB009937)
Staphylococcus saccharolyticus ATCC 149537 (L37602)
S

taphylococcus epidermidis ATCC 149907 (D83363)
Staphylococcus aureus subsp. anaerobius ATCC 35844 (D83355)
Staphylococcus aureus ATCC 126007 (L36472)
Staphylococcus simiae CCM 72137 (AY727530)
Staphylococcus pasteuri ATCC 511297 (AB009944)
Staphylococcus warneri ATCC 278367 (L37603)

H-MRSA-153
H-MRSA-155a
H-VRE-155b-c
Staphylococcus hominis subsp. novobiosep GTC 1228" (AB233326)

Staphylococcus hominis DSM 20328 (X66101)
Staphylococcus jettensis SEQ110T (JN092118)
Staphylococcus devriesei KS—-SP_60T (FJ389206)
Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809T (AB009941)
Staphylococcus intermedius ATCC 29663" (D83369)
Staphylococcus pseudintermedius LMG 222197 (AJ780976)
Staphylococcus delphini ATCC 491717 (AB009938)
Staphylococcus schleiferi DSM 48077 (S83568)
Staphylococcus agnetis 6—-4T (HM484980)
Staphylococcus hyicus ATCC 112497 (D83368)
Staphylococcus chromogenes ATCC 43764 (D83360)
Staphylococcus felis ATCC 49168" (D83364)
Staphylococcus lutrae DSM 102447 (X84731)
Staphylococcus microti CCM 4903 (EU888120)
Staphylococcus rostri ARI 262" (FM242137)
Staphylococcus muscae DSM 7068" (FR733703)

Staphylococcus carnosus ATCC 51365" (AB009934)
L Staphylococcus carnosus subsp. utilis GTC 12327 (AB233329)

Staphylococcus condimenti DSM 116747 (Y15750)
Staphylococcus piscifermentans SK03™ (Y15754)
Staphylococcus simulans ATCC 27848" (D83373)
Staphylococcus massiliensis CCUG 559277 (EU707796)
H-MRSA-182
Staphylococcus lentus ATCC 29070" (D83370)
Staphylococcus fleurettii GTC 19997 (AB233330
Staphylococcus vitulinus ATCC 51145T (AB009946)
Staphylococcus stepanovicii 196™ (GQ222244)
Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus GTC 1227" (AB233331)
Staphylococcus sciuri subsp. rodentium GTC 844 (AB233332)
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri DSM 20345™ (AJ421446)

: — Macrococcus

0.10

Abbildung 6 Phylogenetische Einordnung von mecA-tragenden Staphylokokken
innerhalb der Gattung Staphylococcus dargestellt in einem ,Maximum-Likelihood*
Baum basierend auf partiellen 16S rRNA Gensequenzen im Vergleich zu 16S rRNA
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Gensequenzen der Typstamme von Staphylococcus Arten. Der phylogenetische
Baum wurde in ARB (Ludwig et al., 2004) berechnet. Hierzu wurden die 16S rRNA
Gensequenzen der lIsolate in dem SINA online Alignment Tool Version 1.2.1.1
(Pruesse et al., 2012) alignt und in ARB importiert. Die Berechnung erfolgte mit
PhyML. Die 16S rRNA Gensequenz von Typstdmmen der Gattung Macrococcus
wurde als ,Outgroup® verwendet. Isolate dieser Untersuchung sind fettgedruckt
dargestellt. Bar: 010 Substitutionen pro Nukleotidposition.

Nachweis von VRE in Garsubstraten und Garresten

Nach spezifischer Voranreicherung fir VRE wurde bis auf den Ausgang von BGA 1
und dem Eingang von BGA 10 bei allen Proben Wachstum auf dem CHROMagar
VRE beobachtet. Von insgesamt 141 auf CHROMagar VRE gewachsenen Kolonien
waren 14 Kolonien positiv bezlglich vanA und/ oder vanC,; VanB wurde nicht
detektiert. Ein positiver Nachweis von vanA erfolgte in einem Garsubstrat (BGA 5)
und in zwei Garresten (BGA 2 und 4). VanC1 wurde am haufigsten detektiert, vanC1
wurde in zwei Garsubstraten (BGA 6 und 8) und in vier Géarresten (BGA 4, 5, 6, und
9) nachgewiesen (Abbildung 7).

VRE 109 3 19 b 3 O‘é 9 < Resistenzgen
1E + + + + + + [n.d.
1A - - - - - - [nd.
2E + + + + + + |n.d.
2A + + + + 2 + |vanA
3E + + + + + + [n.d.
3A - - + + + + |n.d.
4E + + + + + + |n.d.
4A + + - + - 1 |vanA+vanCl
5E 1 + + |1(0)| + + |vanA
5A + 1 + 1 + 1 |vanCl
6E + + + - + [1(2) [vanC1
6A + + |1(0)| + [1(0)| + |vanCl
7E + + + + + + [n.d.
7A + + + + + + [n.d.
8E + + + + |1(0)| + |vanCl
8A + + + + + + [n.d.
9E + + + + + + [n.d.
9A |1(0)| 1 + - + - |vanC1
10E - - - - - - |n.d.
10A + + + + + + |n.d.
- |Kein Wachstum
+ [Wachtsum
Resistenzgennachweis: Anzahl positive Kolonien nach

Vorscreening (Isolate mit Resistenzgenen nach Vereinzelung)
Abbildung 7 Uberblick tiber Kolonien und lIsolate (in Klammern dargestellt) mit
positivem Resistenzgennachweis nach spezifischer Voranreicherung fir van-Gen-
tragende Enterokokken und Wachstum auf CHROMagar VRE.

Nicht alle van-Gen-Trager konnten isoliert und phylogenetisch identifiziert werden,
nur aus zwei Garsubstraten (BGA 5 und 6) und vier Garresten (BGAs 2, 4, 5 und 9)
war die Isolierung erfolgreich. Insgesamt wurden 11 van-Gen-tragende Isolate nach
phylogenetischer Analyse als Enterococcus spp. identifiziert. Zwei Isolate (beide aus
dem Garrest von BGA 2) zeigten 99.7% 16S rRNA Gen-Sequenzidentitat zu dem
Typstamm von E. faecium. Bei beiden Isolaten wurde ein vanA nachgewiesen. Die
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anderen Enterokokken lIsolate hatten hochste 16S rRNA Gensequenzidentitdten
(zwischen 99.5 und 100%) zu Typstammen von E. viikkiensis/E. pseudoavium/E.
devriesei (4 Isolate, zwei vanA und zwei vanB Trager), E. casseliflavus (4 Isolate,
vanC1l Trager), und E. mundii (vanC1 Trager) (Tabelle 3; Abbildung 8). Isolate die
statt Enterococcus spp. von den Kolonien mit positivem van-Gennachweis isoliert
wurden, wurden als Ochrobactrum spp., Pseudochrobactrum spp., Paenibacillus spp.
und Staphylococcus spp. identifiziert (Tabelle 3). Bis auf eine Ausnhahme
(Paenibacillus sp. H-VRE-66, positiver vanA und vanB Nachweis) wurden bei diesen
Isolaten keine van-Gene nachgewiesen.
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H-VRE-27
H-VRE-26b
Enterococcus faecium LMG 114237 (AJ301830)
Enterococcus lactis BT159™ (GU983697)
Enterococcus ratti ATCC 700914 (AF539705)
Enterococcus villorum LMG 122877 (AJ271329)
Enterococcus hirae DSM 20160" (Y17302)
Enterococcus durans DSM20633" (AJ276354)
H-VRE-155b-a
Enterococcus mundtii ATCC43186" (AF061013)
Enterococcus canis LMG12316" (X76177)
Enterococcus phoeniculicola JLB-1T (AY028437)
Enterococcus thailandicus FP48-3T (EF197994)
Enterococcus avium CIP 103 019" (AF133535)
Enterococcus malodoratus LMG 107477 (AJ301835)
Enterococcus raffinosus NCIMB 129017 (Y18296)
Enterococcus gilvus ATCC BAA-350" (DQ411810)
Enterococcus asini AS2" (Y11621)
Enterococcus diestrammenae ORL-24T (JQ650245)
Enterococcus canintestini LMG 135907 (AJ888906)
Enterococcus dispar ATCC 51266" (AF061007)
Enterococcus hermanniensis LMG 123177 (AY396047)
Enterococcus pallens ATCC BAA-351T (DQ411812)

Enterococcus pseudoavium ATCC 49372 (AF061002)

H-VRE-82

H-VRE-67

Enterococcus viikkiensis IE3.2T (HQ378515)

H-VRE-88

H-VRE-86b

Enterococcus devriesei LMG 14595" (AJ891167)

H-VRE-179

H-VRE-101b

H-VRE-101a

H-VRE-155b-b

Enterococcus casseliflavus ATCC 49996 (AF039903)
Enterococcus cecorum ATCC 43198 (AF061009)

Enterococcus columbae ATCC 51263" (AF061006)

Enterococcus camelliae FP15-1T (EF154454)
Enterococcus italicus TP1.57 (AJ582753)
Enterococcus sulfureus ATCC 49903 (AF061001)
Enterococcus aquimarinus LMG 16607" (AJ877015)
] Enterococcus saccharolyticus ATCC 43076 (AF061004)
Enterococcus caccae 2215-02T (AY943820)
Enterococcus ureasiticus CCRI-16986" (GU457264)
Enterococcus silesiacus LMG 23085™ (AM03996)
Enterococcus rotai CCM 4630" (AJ276353)
Enterococcus rottae CCM4629" (AJ276352)

Enterococcus haemoperoxidus CCM 48517 (AF286832)
Enterococcus moraviensis CCM 4856" (AF286831)
Enterococcus plantarum CCM 7889" (HQ847537)
Enterococcus quebecensis CCRI-16985" (GU457262)

Enterococcus termitis LMG 8895™ (AM039968)
L Enterococcus faecalis JCM 5803 (AB012212)
Enterococcus rivorum HAMBI 30557 (FN822765)

—8 Vagococcus
0.10

Abbildung 8 Phylogenetische Einordnung von VRE Isolaten innerhalb der Gattung
Enterococcus dargestellt in einem ,Maximum-Likelihood* Baum basierend auf
partiellen 16S rRNA Gensequenzen im Vergleich zu 16S rRNA Gensequenzen der
Typstdmme von Enterococcus Arten. Der phylogenetische Baum wurde in ARB
(Ludwig et al., 2004) berechnet. Hierzu wurden die 16S rRNA Gensequenzen der
Isolate in dem SINA online Alignment Tool Version 1.2.1.1 (Pruesse et al., 2012)
,<aligned“ und in ARB importiert. Die Berechnung erfolgte mit PhyML. Die 16S rRNA
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Gensequenz von Typstdmmen mehrere Vagococcus Arten wurden als ,Outgroup®
verwendet. Isolate dieser Untersuchung sind fettgedruckt dargestellt. Bar: 0.01
Substitutionen pro Nukleotidposition.

Zusammenfassung: Multiresistente Mikroorganismen

Von 10 deutschen Biogasanlagen (BGAs) wurde je ein Garsubstrat und ein Garrest
kultivierungsabhangig auf das Vorhandensein von multiresistenten Bakterien
untersucht. Dabei lag der Schwerpunkt auf dem Nachweis von ESBL (,Extended-
spectrum-beta-lactamase) -tragenden Enterobacteriaceae, Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) und Vancomycin resistenten Enterokokken (VRE).
Der Nachweis erfolgte aus 10 g, 1 g und 0,1 g der Originalproben unter Verwendung
spezifischer Voranreicherungsmethoden mit anschlieBender Kultivierung auf den
spezifischen Nahrbéden: CHROMagar ESBL, MRSA und VRE, die fir den Nachweis
dieser spezifischen Bakteriengruppen entwickelt wurden. Die gewachsenen
Bakterienkolonien wurden dann mit molekularbiologischen Methoden auf das
Vorhandensein der spezifischen Resistenzgene (Multiplex-PCR Systemefur ESBL
nach blaCTX-M, blaTEM und blaSHV (Monstein et al., 2007), fir MRSA nach mecA
(Poulsen et al., 2003), und fir VRE nach vanA, vanB und vanC,; (Kariyama et al.,
2000). Die Bezeichnungen blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, mecA, vanA, vanB und
vanC; stehen dabei flr ganz spezifische Gene. Bei positivem Nachweis wurden dann
aus den Bakterienkolonien Reinkulturen gewonnen und die Isolate dann identifiziert.
Auch fur die ldentifizierung wurde eine molekularbiologische Methode verwendet, die
darauf beruht, die Sequenz eines Gens (hier des 16S rRNA Gens) zu ermitteln und
diese dann anhand von Vergleichen mit hinterlegten Sequenzen in Datenbanken zu
identifizieren. Zusatzlich wurde noch eine Methode verwendet, die mit einem
speziellen ,genetischen Fingerabdruck® (BOX-PCR ,Fingerprintmethode®) eine noch
genauere Typisierung der Bakterien ermdoglicht.

Eine spezielle Gruppe antibiotikaresistenter Bakterien sind spezielle ,Darmbakterien”
(Enterobacteriaceae), die Resistenzen (und zwar durch besondere Enzyme, die 3-
Lactamasen, ESBL) besonders gegeniber solchen Antibiotika aufweisen, die
normalerweise die Zellwandbildung dieser Organismen hemmen und somit diese
Organismen im Wachstum unterdrticken.

Nach spezifischer Voranreicherung fir ESBL-tragende Enterobacteriaceae wurde bis
auf zwei Garrestproben (BGAs 1 und 9) Wachstum auf dem CHROMagar ESBL
beobachtet. Insgesamt wurden 150 der gewachsenen Bakterienkolonien von den
CHROMagar ESBL Ausstrichen auf das Vorkommen von Resistenzgenen untersucht.
Der Resistenzgennachweis war bei 37 Kolonien positiv; diese stammten aus 5
Garsubstraten (BGAs 2, 3, 4, 6 und 9) und vier Garresten (BGAs 2, 4, 5 und 6). Es
wurden 33 Isolate phylogenetisch identifiziert (nach Genotypisierung mittels einer
BOX-PCR ,Fingerprintmethode®). Dabei handelte es sich primar um blaCTX-M
und/oder blaTEM-tragende lIsolate, sowie einen blaSHV-Trager, die >99.8% 16S
rRNA Gensequenzidentitat zu Escherichia coli aufwiesen und um drei blaCTX-M-
tragende Isolate, die als Citrobacter spp. identifiziert wurden.

Nach spezifischer Voranreicherung fir MRSA wurde Wachstum bei allen Proben auf
CHROMagar MRSA nachgewiesen. Insgesamt wurden 209 Kolonien von den
CHROMagar MRSA Ausstrichen nach Resistenzgenen ,gescreent®. Resistenzengene
wurden nur bei 7 Kolonien detektiert, die alle aus zwei Garsubstraten stammten
(BGAs 8 und 9). Die Identifizierung ergab, das es sich um mecA-tragende
Staphylokokken handelte, die 99.7 — 100% 16S rRNA Gensequenzidentitat zu den
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Typstammen von Staphylococcus haemolyticus, S. cohnii subsp. urealyticus und S.
lentus aufwiesen. MRSA, d.h. Methicillin-resistente Staphylococcus aureus wurden
nicht detektiert.

Nach spezifischer Voranreicherung fur VRE (Vancomycin resistenten Enterokokken)
wurde bis auf ein Garsubstrat (BGA 10) und einen Garrest (BGA 1) bei allen Proben
Wachstum auf dem CHROMagar VRE beobachtet. Insgesamt wurden 141 Kolonien
von CHROMagar VRE Ausstrichen nach Resistenzgenen gescreent. Der
Resistenzgennachweis war bei 14 Kolonien positiv (vanA und vanC,); diese
stammten aus drei Garsubstraten (BGA 5, 6 und 8) und funf Garresten (BGA 2, 4, 5,
6 und 9). Nicht alle van-Gen-Trager konnten isoliert und identifiziert werden, nur aus
zwei Garsubstraten (BGAs 5 und 6) und vier Garresten (BGAs 2, 4, 5 und 9).
Insgesamt wurden 11 van-Gen-tragende Enterokokken Isolate identifiziert wobei zwei
Isolate (beide aus dem Garrest von BGA 2) 99.7% 16S rRNA Gensequenzidentisch
mit dem Typstamm von E. faecium Waren. Die anderen Enterococcus Isolate hatten
hochste 16S rRNA Gensequenzidentitat (zw. 99.5 und 100% zu Typstdmmen von E.
viikkiensis/E. pseudoavium/E. devriesei, E. casseliflavus und E. mundii).

Die Untersuchung zeigte, dass die multiresistenten Bakterien der ESBL (,Extended-
spectrum-beta-lactamase)-tragenden Enterobacteriaceae, und zwar hier spezifisch
ESBL-E. coli sowohl in Géarsubstraten als auch in Garresten auftreten. Gleiches,
wenn auch nur bei einem geringerem Anteil der untersuchten Biogasanlagen gilt fir
Vancomycin resistente Enterokokken (VRE). In einem Garrest wurden u.a. vanA-
tragende E. faecalis Stamme detektiert (Die Artzuordnung erfolgte aufgrund der 16S
rRNA Sequenzéhnlichkeit). MRSA, d.h. Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
wurden weder in den Garresten noch in den Garsubstraten detektiert. In den
Garresten wurden in einigen Proben andere Staphylokokken detektiert, die zwar das
mecA-Gen aufwiesen, aber nicht als Staphylococcus aureus identifiziert wurden. Eine
hier nicht dargestellte kultivierungsunabhangige Untersuchung der Garsubstrate und
Garresten zeigte, dass vereinzelt sowohl in den Garsubstraten als auch Garresten
mecA Gene nachgewiesen werden konnten. Alle drei Gruppen resistenter Bakterien
wurden somit nachgewiesen.

Die Ergebnisse zeigen keine Eliminierung aber auch keine Zunahmen dieser
Bakteriengruppen durch den anaeroben Biogasprozess.

Schlussfolgerungen und Bewertung

Mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Studie konnten erstmals an praxistiblichen
Biogasanlagen belastbare Daten erhoben werden, aus denen Ein- und Austrag von
Sulfonamiden bzw. Tetracyclinen und von multiresistenten Mikroorganismen beurteilt
werden kann. Auffallig war dabei, dass von den insgesamt 10 getesteten
Sulfonamiden nur Sulfadiazin in den Garresten von zwei Anlagen nachgewiesen
werden konnte. Dabei wurden Konzentrationen gemessen, die maximal das 2,5fache
der Bestimmungsgrenze betrugen. Bei den Tetracyclinen konnten positive
guantitative Nachweise nur fur Doxycyclin und Tetracyclin gefiihrt werden und dies
nur in solchen Anlagen, in denen Huhnertrockenkot eingesetzt wurde. In diesen
Proben wurde das Doppelte der Bestimmungsgrenze in keinem Fall erreicht. Der
ausschlieBliche Rickstandsnachweis in Garresten ist moglicherweise darauf
zuriickzuftuihren, dass bei einer Verweilzeit der Garsubstrate von durchschnittlich
mehr als 60 Tagen die zeitgleich entnommenen Garsubstrate kontaminationsfrei
waren, in den Garresten aber aus vorangegangenem Arzneimitteleintrag noch
Ruckstande nachweisbar waren..
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Aus den erhobenen Befunden ist zu schlie3en, dass durch Garreste zwar ein Austrag
von antimikrobiellen Wirkstoffen in die Umwelt stattfinden kann, die Konzentrationen
der messbaren Wirkstoffe aber in einem niedrigen Bereich liegen und dass in
Anlagen, in denen kein Huhnertrockenkot eingesetzt wird, keine Tetracycline
gefunden werden. Aus den im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Analyse ist kein
Ruckschluss mdglich, ob es durch den Fermentationsprozess mdglicherweise zur
Degradation von Arzneimitteln kommen kann.

Im Zusammenhang mit dem Auftreten multiresistenter Mikroorganismen konnte
gezeigt werden, dass unabhangig vom Anlagentyp multiresistente Mikroorganismen
nachgewiesen werden konnten, dabei aber das Auftreten von MRSA als eher
marginal zu beurteilen ist. Auszuschliel3en sind sowohl die Anreicherung als auch die
Abreicherung multiresistenter Keime wahrend des Fermentationsprozesses.
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