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Other sources
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Das naturliche oder intrinsische Resistome |
kein Bindungsort, Inaktivierung, durch geringe
Aufnahme oder effizienten Efflux e
(Olivares et al., 2013; Perry & Wright, 2013)

Erworbene Antibiotikaresistenz

Antibiotika-, Metall- und Biozid-Verbindungen, die vom Menschen

genutzt werden, verursachen Veranderungen in der Mikrobiom-Zusammen-
setzung, Selektion von resistenten Bakterien, fordern horizontalen Gentransfer



Naturliche Funktionen von Antibiotika: bioaktive Molekiile,
die bei sub-inhibitorischen Konzentrationen

Zellwachstum inhibieren
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Umwelt “hot spots”

®» Abwasser, Klarschlamme, Giille, Garreste sind Umwelthabitate mit einer grof3en Zahl
von Bakterien mit transferablen Resistenzgenen gegen Desinfektionsmittel, Metall-
und Antibiotikaverbindungen.

» Komplexe Interaktionen zwischen Bakterien in Habitaten mit sub-inhibitorischen
Konzentrationen von unterschiedlichsten selektiven Agenzien.

Courtesy M. Gillings



Core gene pool

Chromosom
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Key metabolic pathways
DNA Replikation

(Hacker & Carniel, 2001)
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Unbeabsichtigte Effekte der Nutzung von
Antibiotika in der Human- und Tiermedizin

» Sie beeinflussen Nichtziel-Mikroorganismen des Mikrobioms von Tieren, Menschen,
Pflanzen, von Oberflachenwasser und des Bodens

B Da sie ausgeschieden werden, beeinflussen sie Umweltmikroorganismen.

) Sie fordern die Fixierung und Transferabilitat von Mehrfachresistenzen.

) Sie wirken bel sub-inhibitorischen Konzentrationen.

300 SDZzZ

250 -
£ 200 - T
£ 150 v

100 Acetyl-SDZ

50 - 40H-SDZ

0 T T T
0 50 100 150
Tage der Lagerung
SDZ: Sulfadiazin (Antibiotikum der Sulfonamidgruppe) Modifiziert nach M. Gillings

Heuer et al., 2008



ONE health approach
Antibiotikaresistenz — Rolle des Agro-Okosystems

»Hot spots:
Mischen des Mikrobioms von organischem Dinger mit Bodenbakterien;
hohe Zelldichten;
Nahrstoffverfigbarkeit;
Selektionsdruck.

»Antibiotika, Metall- und Desinfektionsmittel und resistente Bakterien
werden mit Gulle, Garresten und Klarschlammen in landwirtschaftliche Bdoden
eingebracht.

>Beregnungswasser.




Monitoring der Transmission von Antibiotikaresistenzgenen
(ARGs) und mobile genetischen Elementen (MGES)
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Monitoring der Antwort des Boden- und Pflanzenmikrobioms
auf organische Dunger oder Berregnungswasser

Mikroskopie

DNA/RNA-Extraktion

Plattierung direkt oder
nach Anreicherung

1

PCR-Amplifikation von
16S rRNA-Genen &
anderen funktionellen Genen

1

Quantitative PCR Metagenomsequenzierung

PCR-Southern Blot
Amplikonsequenzierung




PCR-Amplifikation aus Boden oder Gulle-
Gesamt-DNA
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mit Klasse 1 Integron-Genkassetten in Boden aus
Merzenhausen (vorher nur Mineraldiinger gedtingt)

Binh et al., Res Microbiol. 2009



Wiederholte Begullung fuhrt in Gegenwart von Sulfadiazin zu einer
Akkumulation von Sulfonamid-Resistenzgenen (sull, sul?2)
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Quantitative real-time PCR mit Tagman-Sonden mit Gesamt-DNA ermdglicht
die Quantifizierung der Abundanz von Resistenzgenen und Plasmiden



Exogene Isolierung von ubertragbaren Antibiotika-
Resistenzen in Gulle- und Bodenbakterien

@ @ : E. coli Riff Km'

Gulle und Bodenbakterien Filter mating, Selektion auf

Rifampicin, Kanamycin (Rezipient)
und Sulfonamid, Tetracyclin

O
O P ®)

E. coli Transkonjuganten mit transferablen Sulfonamid- oder Tetrazyklin-
Resistenzplasmiden

Methode wurde erfolgreich angewendet, um Antibiotika-Resistenzplasmide
aus Boden, Rhizosphare, Gille, Garresten zu isolieren.



Transferfrequenzen in exogenen Isolierungen waren

signifikant hoher bel Behandlungen von B6den mit

Gulle + Sulfadiazin (SDZ)
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B Nihrstoffe sind notwendig, um das Transferpotential zu aktivieren
»Geringere Zahl von Transkonjuganten aus Gulle im Vergleich zu begilltem Boden

Heuer, H. and K. Smalla. 2007. Environ Microbiol 9:657-666; Heuer et al., 2009; 2012.
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Sehr haufig “gefischt”
IncP-1¢ Plasmide

Sehr breiter Wirtsbereich:
mobilisieren nichtkonjugative
Plasmide;

Transferieren effizient im Boden
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Referenzplasmid pKJKS.

B Das Plasmidriickgrat besteht aus Modulen fiir Replikation, Regulation, Partitioning,
Regulation, Mating pair formation und konjugativen Transfer.



Akzessorische Gene von IncP-1¢ Plasmiden
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Hohe Diversitat der IncP-1¢ Plasmide durch akzessorische Gene (Klasse 1 Integrons)

Heuer et al., 2012 Frontiers in Microbiology
Wolters et al., 2015, Frontiers in Microbiology.



IncP-1¢ Plasmide konnten auch aus Garresten verschiedener

Biogasanlagen exogen isoliert werden

#TF [BGP |Detected markers Gene cassette |Resistance Moderate #rp
size [bp] resistance
Ps26 |2 intll, gacEA1, sull, tet(A), aadAl 1000 SDZ, TET* DOX 3
Ps28 |2 intll, qacEAT1, sull, tet(A) 1600 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps29 (2 intll, gacEA1, sull, tet(A), aadAl 2300 + 1700 SDz, CM, SM, TET* DOX 2
Ps32 |2 intll, gqacEA1, sull, tet(A), aadAl 1000 SDZ, SM, TET* DOX 4
Ps101 |5 intll, qacEA1, sull, tet(A), aadAl 1700 SDZ, SM, TET* DOX, CM 5
Ps110 (5 intll, gacEA1, sull, tet(A), aadAl 1000 SDZ, TET* DOX, SM 6
Ps151 |6 intll, qacEA1, sull, tet(A) 1500 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps152 |6 intl1, gacEA1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps154 |6 intll, qacEAT1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps156 |6 intll, qacEAT1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps128 |7 intll, qacEA1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
Ps134 (7 intll, gacEA1, sull, tet(A), aadAl 2300 + 1700 SDZz, CM, SM, TET* DOX 2
E9 1 intl1, qacEAT, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
E10 1 intll, qacEAT1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
E12 1 intll, gacEA1, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
E17 1 intll, qacEAT, sull, tet(A) 2200 SDZ, TET*, TMP DOX, SM 1
intll —_ qacE sull
4 > > w Integrons
«— — — — > —> —>
L P U ) Wolters et al., 2015’
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Frontiers in Microbiology



Detektion von Plasmiden, Integrons und Antibiotika in

Schweinegtllen
Farm IncN | IncP-1 | IncQ |[IncW |LowGC |intll intl2 Detected antibiotics [mg/kg DW]
F1 - +++ +++ |- - +++ +++ Tc 300.00
F2 - +++ +++ | +++ - +++ +++ Doxy 20.30
F3 - +++ +++ | +++ - +++ +++ Tc 52.90
F4 - +++ +++ |- - +++ +++ Tc 161.00
F5 - ++ + - - +++ +++ Tc 263.00
F6 - +++ +++ |- - +++ +++ Tc 287.00, SDZ 0.72, Ac-SDZ 11.50
F7 - +++ + - - +++ +++ Tc 5.50, CTc 26.60
F8 - +++ +++ | +++ - +++ +++ -
B1 + +++ +++ | +++ + +++ +++ Doxy 50.00
B2 Cellar |- +++ +++ | +++ - +++ +++ Tc 4.60, Doxy 19.00
Silo + +++ +++ +++ - +++ +++ Tc 9.40
B3 piglets | - +++ +++ +++ - +++ +++ Oxy 211.00
fatten. + +++ +++ +++ - +++ +++ CTc 15.80, Oxy 14.90
B4 Siloa |+ +++ +++ |- - +++ +++ CTc 26.40, Doxy 27.70
Silob + +++ +++ +4++ - +4++ +++ Doxy 101.00
B5 ++ +++ +++ | +++ - +++ +++ Tc 1.50, Enr 1.30, Tia 1.40
B6 + +++ +++ | +++ - +++ +++ Doxy 52.60, SDM 23.00
—2IncN and lowGC plasmids only detected in manures from pig breeding




Nachweis von Resistenzgenen in DNA aus Schweinegillen

Farm sull sul2 sul3 tet(A) |tet(M) (tet(X) |gacE |qacEA1
F1 +++ +++ - ++ ++ ++ - +++
F2 +++ +++ - ++ ++ ++ - +++
F3 +++ +++ - ++ ++ ++ - +++
F4 +++ +++ - ++ ++ ++ - +++
F5 +++ +++ - ++ + ++ - +++
F6 +++ +++ - ++ + ++ - +++
F7 +++ +++ - ++ + ++ - +++
F8 +++ +++ - ++ + ++ - +++
Bl +++ +++ - ++ + ++ - +++
B2

Cellar +++ +++ - ++ + ++ (+) +++
Silo +++ +++ - ++ (+) ++ - +++
B3

piglets +++ +++ - ++ + ++ - +++
fatten. +++ +++ - ++ + ++ - +++
B4

Silo a +4++ +++ - ++ + ++ - ++
Silob +4++ +++ - ++ + ++ - +++
B5 +++ +++ - ++ + ++ - +++
B6 +++ +++ - ++ ++ ++ - +++




Nutzung von Klarschlammen als organische DUnger:
Ist die Gro3e der Klaranlage entscheidend fir die Belastung mit ARG,
MGE und Mikroschadstoffen?

Wolters et al., Environ Microbiol 2022
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Antibiotika- Resistenzgenen (ARGS)
In Klarschlammen

sull sul2
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Tetrazyklin-Resistenzgene in Klarschlammen

Klaranlage

tet(A) tet(M)

125 130

< I <

2120 2125

~ ~

> S

$115 1] 2120

= 3

3 11,0 9115

- Ah C H B Fh K E J L | G = Ah C H B Fh K E J L | G D
tet(Q) tet(W)

12,0 _ 125

2115 I g

ClE 12,0

3110 =

= 2115

g 10,5 - ._E

8 10,0 - @110

- Ah C H Bh Fh K E J L I G = Ah C H Bh Fh K E J L | G D

Klaranlage

tetA(P)

12,0 B >100.000e6wW [l <100.000 EGW

¥

®11,0 )

2 B <50.000EGW [ <10.000EGW [ Jentwassert

3 10,0

g

T 9,0

Q Ah C H Bh Fh K E J L I G




Mobile genetische Elemente (MGE)

In Klarschlammen
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Antibiotika in Klarschlammen

Antibiotika
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Quartare Ammoniumverbindungen
In Klarschlammen
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Wolters et al., Environ Microbiol 2022

i i . .t . . Carbamazepin 1
Klarschlamme aus kleinen Klaranlagen waren nicht geringer ATMAC-C‘qm
mit Schadstoffen, Resistenzgenen und mobile genetischen DADMACSs oz
Elementen belastet als Klarschlamme aus grof3en Anlagen.

Korrelogramm zwischen allen in Klarschlammen gemessenen Parameter

qPCR targets Metals Antibiotics
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Ni 0.3/0.6 0.4 0.1 -0.2-0.3 0.1 0.5 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.5 0.4 0.2 0.3

Hg 040203 0 0o 0 0201030302 002 0 0 o

Zn 0405 01 -01-04 -o.4--o.1 0.2 0.2 02 03 02

AS 040102 02 020201 -u.s-o.s 0.5 0.5 0104

Triclosan o -0.1-02 01 .0.4 0304 0 0 0 01-01
Roxithromycin 04 013.0.1 02 03 0 04 0.1 01 -0.4-0.1
Azithromycin 0.3 0.4 0103 0303 0 -0.1 0 -0.5-0.1

CIindamyc N 0.4 0.2 01 o.:. 02 0.3 0.2 -0.4 0.2

Clarithromycin .1 o 01 0 0 02 0 .04-01

Levofloxacin 1-0.2 02 02 0.2 04 0.2

Ciprofloxacin 01 02 02 0.2 0.1 02

Doxycycline 0 0102 01 0102

BAC-C14 [g§ o2

Chlormequat o

0.8

0.6

0.4

0.2



Die exogene Plasmidisolierung wurde auch genutzt, um
Plasmide aus Klarschlammen zu isolieren

we z & % 3 3 3 s 3% £ & T S unassigned; 13
k= £ £ £ = S S oo~ & ) 2 2
IncHI; 1
Ahd- 16 16 16 - . - 16 - 16 16 - 16 IncU; 5
CL
6 12 9 4 - - 10 - 10 10 5 10 4
B-h" 0 10 10 - - - 10 - 10 10 - 10 2
EM 4 1 - - - 3 4 - 4 4 -
Fhd" 1 1 - - - - 1 1 1 1 - - 1
HM M1 7 5 - 1 - 8 - 7 7T 2 5 4
M 4 1 1 - - - 1 - 1 1 - 1 3
M i
K % 5 &8 - - 7T - 6 v & 12 1 |dentifizierung durch RT-PCR
5 9 ” 1 . 1 4 1 A 4 ) 9 1 oder PCR-Replikon-Typing
13 1 - 6 - - 3 - 3 3 3 5
8 3 2 4 - 1 6 - 6 6 3 7
T 103 61 5 23 1 5 60 2 5 59 21 68 16

h: Krankenhaus im Einzugsgebiet; d: entwasserte Klarschlamme; S: kleine WWTP; M:mittlere WWTP; L: large WWTP

Mehrzahl der Plasmide gehdrten der IncP und der IncN Gruppe an
(breiter Wirtsbereich)
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Bedeutung der Qualitat von Beregnungswasser
Vorteile und Risiken der Beregnung mit behandeltem Abwasser

Vorteile
3’0 . .
J Hohere Ertrage und weniger Kosten fur Mineraldiinger soil organic carbon
| 25 -
4| Geringer Ertragsverluste bei Trockenperioden S
o 2,0
| . . 5
1 Die Kohlenstoffbindung im Boden verlangsamt den © _
Anstieg von CO, in der Atmosphére 1.5
1,0

0 20 40 60 80 100
Irrigation (years)

aber...

20 Sanchez-Gonzalez et al. 2017 Geoderma



- Behandeltes Abwasser enthalt eine Vielzahl
von Mikroschadstoffen

Detection
37 308 3

v|l|

1"’\
I
Ymm
==ia|

Sulfapyridine 4.7 184 0
Tetracycline 15.4 231.2 2

69.4 69.4 12 EU watch list
20 9054 ! Ciprofloxacin
6.5 6.7 11
: Amoxicilin
452 5975 0 Erythromycin
4.5 313.2 1 Clarithromycin
I ‘ Azytrhomycin
| 71 1234 3 Zusammen mit
| Sulfapyridine
| Tetracycline |

Modifiziert nach Rodriguez-Mozaz et al. 2020 Environ. Int
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... Antibiotika-resistenten Bakterien

Die taxonomische Zusammensetzung und das Vorkommen von
ARGs und MGEs hangen vom Ursprung der Abwasser

und vom Behandlungsprozess ab

v|l|

1"’\
I
Ymm
==ia|



Pollutant Antibiotic Resistance Pathogen Interactions in a
Changing Wastewater Irrigation System (DFG FOR 5095)

Wie tragen Mikroschadstoffe im behandelten und unbehandelten ‘

Abwasser zur Verbreitung von ARGs in Abhangigkeit vom Boden bei?

Water typ es Investments in

wastewater treatment

e e
T

Atotonilco Wastewater. treatment plant]

Phaeozem Vertisol

Leptosol

18
|
I,

(photo: www.ayesa.com)

clay content

T
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Gefordert durct JUSTUS-LIEBIG- .
DF Deutsche — UNIVERSITAT T Berliner Hochschule 4
Forschungsgemeinschaft GIESSEN flr Technik EBERHARD KARIS

UNIVERSITAT
TUBINGEN



] ~
Zentralexperiment ot
Hypothesen

Der Bodentyp, die Beregnungswasserqualitat und das Vorhandensein von
Schadstoffen beeinflusst die Mikrobiomdiversitat & -zusammensetzung,

ARG und MGE Profile

soil types
i i i Field 4 .
Field 1 Field 2 Field 3 @ Vertisol
@© Phaeczem
P [ S Il A e e s ey o
(o § 42 et § 8| [imned $EE frenet § i | o dmad b b | [Brened Ernsd fpad § QO Leptosol
<I>"~' R I v RS v R, I v
Additional Incubation Incubation Incubation Incubation
incubation experiment experiment experiment experiment

Unspiked Untreated wastewater Unspiked Treated wastewater  Spiked Untreated wastewater  Spiked Treated wastewater

Spiked with sulfamethoxazol, trimethoprim, ciprofloxacin,
erythromycin, clindamycin, azithromycin, ATMACs,
DADMACs and BACs

Sampling at 0, 4 days and 4 weeks Sampling of untreated and treated WW

Heyde, B.J., Braun, M., Soufi, L., Lineberg, K., Gallego, S., Amelung, W., Axtmann, K., Bierbaum, G., Glaeser, S.P., Grohmann,
E., Arredondo-Hernandez, R., Mulder, I., Pulami, D., Smalla, K., Zarfl, C., Siebe, C., Siemens, J., 2025. Transition from irrigation
with untreated wastewater to treated wastewater and associated benefits and risks. npj Clean Water 2025 81 8, 1-19.
https://doi.org/10.1038/s41545-025-00438-6



PC2:16.58%

-2.5

-5.0 ]

7.5 7

5.0 7]

2.5 7

0.0 1

Die relative Abundanz von ARGs und MGEs wurde durch das
Vorhandensein von Mikroschadstoffen (spike), dem

-2.5 0.0 2.5
PC1:35.69%

Probennahme-ﬁeitpunkt und dem Bodentyp beeinflusst

Water type

water_type
= treated

. untreated

Spiking level and time

Spiking_&_Time
A spiked_4d
B spiked_4dw
a unspiked_4d
=]

unspiked_4w

Soil type PERMANOVA Adonis analysis of ARGs

- Leptosol and MGEs relative abundance

~® Phaeozem distribution.

“® Vertisol
Factor(s) R2 p-Value
soil type 0.03 0.0047**
spike level 0.30 0.0001 ***
water type 0.01 0.2259
sampling date 0.06 0.00017 ***




Das Pflanzenmikrobiom

> Diverse bakterielle Gemeinschaften
» Phyllosphéare: 10%-107 CFU/g
» Dominante Phyla
» Proteobacteria
» Firmicutes
» Actinobacteria
» Bacteroidetes
Mikrobiom-Zusammensetzung ist abhangig:

Pflanzenart, -genotype, -entwicklungsstadium,

Other sources

Atmosphere
~101-105 rrr3

Il
1
A\
V' Sail
~108-10%g-!
o \
Rhizosphere
o

Bacterial phyla
> Adtinobacteria

~05-10% g1

Bactercidetes and Firmicutes

< Protechacteria

Bodentyp, bei hydroponischen Kulturen von der Wasserqualitat

Abiotischen und biotischen Faktoren (pH, Salinitat)

(Bulgarelli et al., 2013; Leff and Fierer, 2013; Schreiter et al., 2014, Erlacher et al., 2014)



Bakterien, die mit Pflanzen assoziiert sind, gehoéren haufig zu Gattungen wie
Acinetobacter
Burkholderia
Enterobacter
Klebsiella
Citrobacter
Pantoea
Pseudomonas
Stenotrophomonas
Serratia

Raoultella

Viele Noskomialkeime gehoren zu diesen Gattungen (Berg et al., 2005;
Ryan et al., 2009).

Grinde fur den Erfolg dieser Gattungen im Krankenhaus:

Viele Pflanzen-assoziierte Bakterien bilden Biofilme

Sie haben naturlicherweise Mehrfachantibiotikaresistenzen z.B. durch
effiziente Effluxpumpen.

=== dadurch haben sie einen Selektionsvorteil unter den Bedingungen
des Krankenhauses

Im Pflanzenmikrobiom auch E. coli nachgewiesen werden (niedrige KBE)



Trichome

Cuticle

- Upper epidermis

100 pm

(61— Chloroplast

|| 7 Palisade
mesophyll cell

Spongy
mesophyll cell
Xylem

Phloem

Guard cell
Stoma

Lower epidermis
Cuticle

Vorholt, 2012 Nature Microbiology, 828
Doi: 10.1038/nmicro2910

a) SEM Arabidopsis leaf with trichomes

b) SEM of Sphingomonas

c) Epifluorescence of Pantoea agglomerans cfp and
Pseudomonas syringae mCherry

Heterogene Kolonisierungsmuster
Lokal hohe Zelldichten (Aggregate, Biofilme)
Heterogene Verteilung der Nahrstoffe

Jechalke et al., 2019. Front Microbiol doi: 10.3389/fmicb.2019.00967



Ubertragbare Antibiotikaresistenzplasmide in
Pflanzen-assoziierten Bakterien

Py - Platierung auf Tc'° Selektiv
‘ Medium

DNA Extraktion

1 #Anreicherung =) Plattierung

PCR-Southern blot : 1 _
gPCR Exogene Isolierung von konjugativen oder

mobilisierbaren Tc Resistenzplasmiden




Charakterisierung von reprasentativen Tetrazyklin-
resistenten E. coli Isolaten von Koriander

E. coli Inc bla Resistance and . : :
: T _ Antibiotic resistance profileP®
isolates groups® genes integrase genes
EK2.1 0 FII! bla;gy  tet(A), gnrS AM, AMX, TE, CIP, OFX
EK2.5 0 11! bla;g, tet(A), gnrS AM, AMX, TE, CIP
EK2.7 0 uh bla;g, intll, tet(A), sul2, strA, AM, AMX, TE, S, TMP, SD, OFX
gnrS
EK2.8 0 11! bla;gy intll, tet(A), sul2, strA AM, AMX, TE, S, TMP
EK2.11 0 11 bla;gy tet(A) AM, AMX, TE
EK2.15 0 11 bla;gy  tet(A), sul2 AM, AMX, TE
EK2.16 0 N9 bla;g,, tet(A), sul2, sul3, strA AM, AMX, TE, S
EK2.18 0 X1h bla;gy  tet(A), sul2, sul3, strA AM, AMX, TE, S
EK3.34 0 FII! bla;g,, intll, tet(A), sull, strA AM, AMX, TE, S, TMP, SD, NA,
OFX
EK3.35 0 FII! bla;g, tet(A), sull AM, AMX, TE, S, TMP, SD, NA

a: |. detected by RT-PCR and PBRT; f: detected by RT-PCR; g: detected by PCR; h: detected by
PBRT.

b: AM: Ampcillin; AMX: Amoxicillin; TE: Tetracycline; S: Streptomycin; TMP: Trimethoprim; SD:
Sulfadiazine; CIP: Ciprofloxacin; OFX: Ofloxacin; NA: Nalidixic acid.




Charakterisierung von Tetrazyklin-resistenten E. coli Isolaten von Koriander

E. coli ST Inc bla genes Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profileP

: groups?

isolates
EK2.2 0 uh blagm intl1, tet(A), sul2,strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, OFX
EK2.19 0 Fu blagm intll, tet(A), merRTAP, sul2, aadA AM, AMX, TE, S, TMP, D, GM, KM
EK2.20 0 HI1h blagm intll, tet(A), sul2, sul3, aadA, gnrS  AM, AMX, TE, S, TMP, SD, GM, OFX,

C
EK2.21 0 X1h blagm intl1, tet(A) AM, AMX, TE, OFX
EK2.22 0 X1h blagm intl1, tet(A), strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, OFX
EK2.25 0 uh, X" blagy, intl1, tet(A), sul2, strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, OFX
EK2.26 0 uh blagm intl1, tet(A), sull, aadA, qacEA1, strA AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, NA,
OFX
EK2.29k 0 N9 blagy, intl1, tet(A), sull, strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CRO, CTX,
blacrym1 OFX, CIP
EK2.30 0 uh blagm intl1, tet(A), sull, sul3, aadA, gnrS  AM, AMX, TE, TMP, SD, C
EK3.33 0 X1h - intl1, sull, strA TE, D
EK3.36 0 FIB! blagm intl1, tet(A), merRTAP, sull, aadA AM, AMX, TE, S, TMP, D, GM, KM
EK3.43K 0 N9 blacryy,  tet(A), sull,gnrS AM, AMX, TE, S, D, GM, CTX, OFX
EK3.44k 7 N9 blargu, intl1, tet(A), merRTAP, sull, strA, AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CRO, CTX,
blacryms  QnrS C, NA, CIP, OFX
EK5.16 7 FII'L 117 blagy, intl1, tet(A), aadA, gacEA1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, D, OFX
EK5.19 7 X1h blagm intl1, tet(A), sul2, strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D, C
EK5.20 7 FII'L 117 blagy, intl1, tet(A), aadA, qacEA1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, OFX
EK5.25 7 Ful blagy intl1, tet(A), gacEA1, qnrS AM, AMX, TE, TMP, OFX
EK5.28 7 FII'L 117 blagy, intl1, tet(A), aadA, gacEA1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, CIP, OFX
EK5.30 7 FIl', FIB!, bla;gy, intl1, tet(A), sul1, aadA, qacEAT1, AM, AMX, TE, TMP, SD, D, CIP, NA,
11f gnrS OFX

EK5.32 7 X1h blagy intl1, tet(A), sull, sul2, strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, OFX, C
EK5.40 7 X1h blagy intl1, tet(A), sul2, strA, gnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, C
EK7.6 7 uh

.

blargy

intl1, tet(A)

AM, AMX, TE, TMP, D




Charakterisierung von reprasentativen Tetracyclin-

Gemischter Salat

resistenten E. coli Isolaten

E. coli I bl _ _ . : ,
. coll ST ne 4 Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profile¢
isolates? groups® genes
M1E ND blargy intl1, tet(A), sull, sul2, gacEA1, strA, AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D
merRTAP
M19E ND blagp intl1, tet(A), sull, sul2, gacEA1, strA  AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D
...open access: Blau et al., 2018, mBio
»1he transferable resistome of produce*
Rucola
E. coli Inc . . G . ,
. ST bla genes Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profile¢
isolates? groupsP
RE1P 0 Fil - - TE, D
REA4P 0 1 - intl1, tet(A), sul3, aadA, merRTAP TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA
RE9P 0 11! - intl1, tet(A), sul3, aadA, merRTAP TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA
RE10P 0 11 - intl1, tet(A), sul3, aadA, merRTAP TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA
RE11E 0 11 - intl1, tet(A), sul3, aadA, merRTAP TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA
RE14E 7 Fil - - TE, D
RE19E 7 11 - intl1, tet(A), sul3, aadA, merRTAP TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

a: D: Direct plating; E: Enrichment.
b: |: detected by RT-PCR and PBRT; f: detected by RT-PCR; g: detected by PCR; h: detected by PBRT.
¢: C: Chloramphenicol; AM: Ampcillin; AMX: Amoxicillin; TE: Tetracycline; S: Streptomycin; TMP:

Trimethoprim; SD: Sulfadiazine;
NA: Nalidixic acid; ND: not detected.

CIP: Ciprofloxacin; OFX: Ofloxacin; D: Doxycycline; GM: Gentamicin;




“Whole Genome Sequencing” (WGS) von 120 E. coli
Isolaten von Frischeprodukten

Phylogroup Source
. A . Cilantro
L. D B1 . Arugula
Phylogruppe B1 dominiert W e ] Mixed Salad
[]p

=N
N R ®

haufigsten STs:

6186, 165, 58, 641, 88 L
[] 88
B 5
] 224
B 457

84/120 Stammen trugen Ei;

Klasse 1 integrons (intll) Ems

B sso1

[ ] 6021

. " Bl 5186

ST58: 2 von 14 Stammen ] 7516
mit ESBL gene blacty s M eo77 T

. Singleton ~ T . Y0832 85%g%

D Novel

g ©

Reid, et al. 2020. Whole genome sequencing of Escherichia coli from store-bought produce. ' ausgem

Front. Microbiol. 10:3050. doi.org/10.3389/fmich.2019.03050.



https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.03050

“Whole Genome Sequencing” (WGS) von 120 E. coli Isolaten
von Frischeprodukten

* Viele Klasse 1 integrons waren auch mit IS Elementen wie 1S26 und verschiedenen
ARGs assoziiert.

* Die Detektion der gleichen Integrons in E. coli- Stdmmen verschiedener STs deutet
auf HGT hin
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Transfer von Antibiotikaresistenzgenen von Bakterien
an Frischeprodukten

Bakterien mit ¢ Filter mating,
Selektion mit Rif, Km, Tc

E. coli Rif Km'

konjugativen Plasmiden

D)
O - ®)
O

E. coli Transkonjuganten mit Tetrazyklin-Resistenzgenen



Charakterisierung von reprasentativen Tetrazyklin-resistenten E. coli
CV601 Transkonjuganten von Frischeprodukten

LSLEF IS el Sample Inc bla Resistance, integrase genes and
CVv601 ' Antibiotic resistance profiled
. source? groups®  genes ISe
transconjugants
pBC1.1 Ci P-1pf blargy, intl1, tet(A), merRTAP, qacEA1, TE, AM, AMX, D
1S1071
pBC1.3 Ci P-1pBf - intl1, tet(A), merRTAP, qacEA1, TE, AM, AMX, D
1IS1071
pBC1.9 Ci P-1Bf, FlI' bla;gy intl1, tet(A), merRTAP, qacEA1, TE, AM, AMX, D
1S1071
pBC1.12 Ci P-1Bf, FII' - intl1, tet(A), merRTAP, strA, qacEA1, TE, AM, AMX, D, S
1IS1071
pBC2.1 Ci FIB! blagy, tet(A), sull, gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA,
OFX, C
pBC2.2 Ci FIB!' blagy, tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX
pBC2.3 Ci FIB!, I1f blargy, tet(A), gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX
pBC2.4 Ci FIB! blagy, tet(A), sul2, gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA, OFX
pBC2.6 Ci FIB! blargy, tet(A), gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX, C
PBC2.8 Ci FIB! bla gy tet(A), gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA, OFX
pBC2.11 Ci FI bla gy, tet(A), gnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX
pBC2.15 Ci 121 blagy, tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX
pBMS1 MS FII! bla gy intll, tet(Q), sul1, strA, merRTAP TE, AM, AMX, D, TMP, C, S,
SD
pBMS4 MS Fll' blagy, intl1, sult, strA, merRTAP, TE, AM, AMX, D, TMP, C, S,
SD
pBAl A ND bla gy tet(A) TE, AM, AMX, D, TMP, C, CIP
E. coli CV601 (R) - - - - -

a: Ci: Cilantro; MS: Mixed salad; A: Arugula.

b: |: detected by RT-PCR and PBRT; f: detected by RT-PCR; ¢: IS, Insertion Sequence.

d: C: Chloramphenicol; AM: Ampcillin; AMX: Amoxicillin; TE: Tetracycline; CIP: Ciprofloxacin; OFX: Ofloxacin; D: Doxycycline; NA: Nalidixic acid;
TMP:Trimethoprim; SD: Sulfadiazine; ND: not detected.



Nachweis von IncF, 11, 12 Plasmiden, intlY und tet(A) in TC-DNA
extrahiert aus Frischeprodukten direkt oder nach Anreicherung

IncF Incll Incl2 intll tet(A)

DNA
Produce gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot
Mixed _ 0 +++ + +++ - ++)1
S;r;d Direct () ()
extraction 7 +++ + (+++) - (+++)%
0 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + (++)%
Enrichment 7 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + +++
Arugula Direct 0 (++)* + (++) - (+++)*
extraction 7 (++H) + (++) - (+++)1"
_ 0 (+++) - - + +++ + (++) + +++

Enrichment
7 (+++) - - + +++ + (++) + +++
Cilantro Direct 0 S (++) SO G
extraction 7 (V' (+4)7 : S GO M o B O G G
N O I G e M G0 B O LI G i
e B O e N e N o N o O O c e

(*): Number of positive replicates, -: Not detected or no signal, +: positive (QPCR), (++): Medium signal; (+++): Strong signal.




Faktoren, die das Mikrobiom und das ubertragbare
Resistom von Pflanzen beeinflussen

Pflanzenart und —sorte

Das Substrat (Bodentyp)
Beregnungsqualitat

Nutzung organischer Dlnger

Lagerung und Verarbeitung nach der Ernte: induzierte Mikrobiom-
Verschiebungen

47



Zusammenfassung

‘ Das Mischen des Darmmikrobioms von Mensch (Klarschlamme) und Tier (Gulle
und Garreste) mit Bodenbakterien in Gegenwart von Nahrstoffen und
Selektionsdruck flhrt zum Wachstum von resistenten Populationen und stimuliert
horizontalen Genaustausch.

Organische Dlnger tragen zu einem erh6hten Vorkommen von Bakterien mit
transferablen Resistenzgenen im Boden und im Pflanzen-Mikrobiom bei

‘ Mobile genetische Elemente wie Plasmide helfen ihren bakteriellen Wirten sich
schnell an sich verandernde Umweltbedingungen anzupassen

‘ Das Pflanzenmikrobiom ist ein Reservoir fur transferable Resistenzgene z.B. flr
Bakterien im Darm sein

Organische Dunger aber auch behandeltes Abwasser enthalten wichtige Nahrstoffe
far Pflanzen und Mikroorganismen. Aber die enthaltenen Mikroschadstoffe und
Bakterien mit transferablen Antibiotikaresistenzen stellen ein mdgliches Risiko dar.
Die Reduzierung bzw. noch besser die Entfernung solcher Mikroschadstoffe ist
daher dringend geboten.



Herzlichen Dank fur
lhre
Aufmerksamkeit!

@ JKi

Jullus Kihn-Institute
Federal Research Centre for Cultivated Plants

DFG FOR566, FOR5095, BMBF, DAAD, EU, UBA
By




rnrunm WRUBIOLOGIE  woRye. ﬂmn\ f

EIIen
Krogerrecklenfort = ChrlStOph
” Kopmann

Masaki /%
\ Shintani

W,.;,




Plasmide konnen Resistenzen gegen verschiedene
Verbindungen vermitteln

Class 1 integron mph2

sul1 - sulfonamide Mmrx = macrolide
mﬂﬂl = quaternary ammaonium cnmpu-undu mth

aadA2 - streptomyeing spedinamycin T J—.I

dj‘!’ = trimethoprim

/\SIEI‘EEI'IiC resistance I

aac(6’)-1b-cry

betaine transporter
UREA tolerance

Multiple ARGs / & 220696 bp it betU

Plasmid transfer

ABC-transporter operon
Gullberg et al. 2011

Courtesy of Chandan Pal



