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Viele Boden- und Pflanzen-assoziierte Bakterien produzieren Antibiotika

Naturliche Funktionen:
Bioaktive Molekile, die bei sub-inhibitorischen Konzentrationen

ZeIIwachstgm inhibieren

Phagen-
induktion ,\ Signalmolekule
Virulenz =~ Antibiotika Gentransfer
\‘ Transposition
Adhasion, Adharenz Biofilmbildung

v

TRANSKRIPTION



Antibiotika-Resistenz

Das nattrliche oder intrinsische Resistome
Kein Bindungsort, Inaktivierung, durch geringe

Aufnahme oder effizienten Efflux
(Olivares et al., 2013; Perry & Wright, 2013)

Erworbene Antibiotikaresistenz

Antibiotika-, Metal- und Biozid-Verbindungen, die
vom Menschen genutzt werden, verursachen
Veranderungen in der Mikrobiomzusammen-
setzung, Selektion von resistenten Bakterien
und férdern horizontalen Gentransfer

Other sources

Atmosphere
~101-105 T3

Leaf area
~ 105107 crrr?

Root endosphere
~10%-10% g

]
Il

..\

> Soil

~ 106107 g

] \
Rhizosphere
i)

~105-10° g’

Bacterial phyla
> Actinobadtaria

Bactereidetes and Firmicutes
> Protechaderia

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



ONE health approach
Antibiotikaresistenz — Rolle des Agro-Okosystems

»Hot spots:
Mischen des Mikrobioms von organischem Dinger mit Bodenbakterien:
Hohe Zelldichten
Nahrstoffverfigbarkeit
Selektionsdruck

»Antibiotika, Metallverbindungen und Desinfektionsmittel sowie
resistente Bakterien werden mit Gulle, Garresten, Klarschlammen oder
Beregnungswasser in landwirtschaftliche Boden eingebracht.




ONE health

Monitoring von Resistenzgenen und mobilen genetischen
Elementen

Organischer ™ Boden ™ Gemiise & Obst ™ Menschliches
Dunger Darmmikrobiom

Giulle

Garreste
Klarschlamm
Beregnungswasser




Antibiotikareste in organischen Dungern oder
Beregnungswasser

qurschiebungen in der relativen Abundanz von Mikroorganismen-
populationen im Boden

ﬂ Veranderungen in den Bodenfunktionen

m) Abundanz und Diversitat von Resistenzgenen und Bakterien
mit MGE

Effekte auf das Pflanzenmikrobiom?
Effekte auf das Pflanzenresistom und -mobilom?




Wiederholte Begullung fuhrt in Gegenwart von Sulfadiazin zu einer
Akkumulation von Sulfonamid-Resistenzgenen (sull, sul?2)
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Heuer et al., AEM 2011
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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 P ®)

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

Methode wurde erfolgreich angewendet, um Antibiotika-Resistenzplasmide
aus Boden, Rhizosphare, Gulle, Garresten, Klarschlammen und von Pflanzen
zu isolieren.



Transferfrequenzen in exogenen Isolierungen waren

signifikant hoher bel Behandlungen von Béden mit

Gulle + Sulfadiazin (SDZ)
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B soil

D Soil + Manure

D Soil + Manure + SDZ10
. Soil + Manure + SDz1

) Nahrstoffe sind notwendig, um das Transferpotential zu aktivieren
»Geringere Zahl von Transkonjuganten aus Gllle 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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Biosolids for safe land application: does wastewater treatment plant size
matter when considering antibiotics, pollutants, microbiome, mobile

genetic elements and associated resistance genes?
Wolters et al., Environ Microbiol 2022

WWTP IEs* WWTP Treatment Hospital in catchment Other features of catchment
State of biosolids Biosolid disposal area
area

stabilization

Large Anaerobic
>100,000 di Dewatered Land use Hospital
igestion
Medium Anaerobic
<50,000 . . Liquid Yes Land use Hospital, food industry
digestion
Large Aerobic
<100,000 S Liquid No Incineration Food industry
stabilization
Small Aerobic
< 10,000 S Liquid No Land use
stabilization
Medium Aerobic
< 50,000 e e Liquid No Land use
stabilization
Medium Anaerobic
< 50,000 di . Dewatered Yes Land use Hospital
igestion
Small Aerobic
< 10,000 . Liquid, non-stabilized** No Land use®*
stabilization
Medium Aerobic
< 50,000 S Liquid No Incineration
stabilization
Small Aerobic
< 10,000 S Liquid No Land use
stabilization
Medium Aerobic
JJ < 50,000 — Liquid No Land use
stabilization
Medium Aerobic
< 50,000 S Liquid No Land use
stabilization
Small Aerobic
< 10,000 Liquid No Land use Amino-acid production factory
0

Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi;:10.1111/1462-2920.15938



Antibiotika- und gac-Resistenzgene
In Klarschlammen

sull sul2
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Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi:10.1111/1462-2920.15938



Tetrazyklin-Resistenzgene in Klarschlammen

tet(A) tet(M)
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Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi:10.1111/1462-2920.15938



Mobile genetische Elemente in Klarschlammen

16S (rrn) intl1
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Antibiotika in Klarschlammen

Antibiotika WWTP IEs*
W roxithromycin
M clindamycin
>100,000
500 M clindamycinSO
trimethoprim m <50,000
400 :
E M clarithromycin
5 300
g M sulfamethoxazole - <100,000
200 B vancomycin
< 10,000
100 e = .--'1' ® carbamazepin
0 .-.-.... ’.-..--ﬁ ® doxycycline u < 50,000
AThAh C H Bh Fh K E J L | G D m azithromycin
Klaranlage u < 50,000
Fluorochinolone
6000 _ < 50,000
E 4000 W levofloxacin
~
E : : < 50,000
= J J m ciprofloxacin
2000
<
0 .- ’ .- - 10000
ATh Ah C H Bh Fh K E J L \ G D
Klaranlage

Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi;10.1111/1462-2920.15938



Quartare Ammoniumverbindungen
In Klarschlammen

QACs
16000 - >100,000
14000 m <50,000
<100,000
12000
10000
> 8000 - ® ATMAC Sum
= B BACMAC Sum u < 50,000
6000 - ® DADMAC Sum
< 10,000
4000 -
< 50,000
2000 - T - < 10,000
0 : : : I _ < 50,000
ATh  Ah C H Bh Fh K E J L | G D
Kldranlage u < 50,000

Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi:10.1111/1462-2920.15938



Klarschlamme aus kleinen Klaranlagen waren nicht geringer — gouarore . s - i
mit Schadstoffen, Resistenzgenen und mobile genetischen BAC.HM
Elementen belastet als Klarschlamme aus grof3en Anlagen. Chlormequat e

Korrelogramm zwischen allen in Klarschlammen gemessenen Parametern

qPCR targets Metals Antibiotics QACs
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Wolters et al., Environ Microbiol 2022. doi;:10.1111/1462-2920.15938
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Die exogene Plasmidisolierung wurde auch genutzt, um
Plasmide aus Klarschlammen zu isolieren

watp x % 94 0z T O3 = o 4 T . o =T =
g 2 2 2 2 € ES8S8&8~- 3 3 B8 B
unassigned; 13
Ahdt 16 16 16 - - - 16 - 16 16 - 16 IncHI- 1
) .
¢ % 12 9 4 - - 10 - 10 10 5 10 4 IncU; 5
B-hV 10 10 10 - - - 10 - 10 10 - 10 2
EM 4 1 - - - 3 4 - 4 4 -
F-haM 1 1 - - - - 1 1 1 1 - - 1
HM "M 7 5 - 1 - 8 - 7 7 2 5 4
M 4 1 1 - - - 1 - 1 1 - 1 3
M - - - g
< v r 5 8 ! 6 ! 8 12 1 |dentifitierung durch RT-PCR
5 2 2 1 i} 1 4 1 4 4 . 2 1 oder PCR-Repllkon-Typlng
13 1 - 6 - - 3 - 3 3 3 5
8 3 2 4 - 1 6 - 6 6 3 7
2 103 61 50 23 1 5 60 2 58 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

Hauschild et al. 2025 mBio
10.1128/mbio.02068-25



Sequenzanalysen zeigen fast identische ,,backbone*“ Gene und die Integration
akzessorischer Gene zwischen traC und parA

=

Tn402-class 1 integron-like element
Transfer . . ISPal7
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mm\——“-v—r — i d e idd iy iid]
pKHJ1 (o)) i) Y | | A Bk B B sk AR
(IncPe-1) “ /

= '\_ A mm. -
pKHL31 (o ip i) Hp = iAi‘Km AR A A b b b b A

(IncPe-l)

pPKJIKS
(IncPe-l)

1S1326 ISPal7

IncPe Plasmide wurden aus Klarschlammen grof3er (pKHAL,7; pKHCL1), mittlerer
(PKHK15;pKHK16; pKHJ1) und kleiner (pKHL31) Klaranlagen isoliert

Hauschild et al. 2025 mBio
10.1128/mbio.02068-25



IncPI3

pKHK11
(IncPB-1)

IncPeg
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Tn402-class 1 integron-like element .

100% pKHK15 —
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(IncPe-I) AtniA eamA  tetA  tetR mphE  msrE

tniB orf5 sull qgacG2 gqacG2
gacE4 aadA6

Erworbene Resistenzen

Hg, SM, AMP, SDZ

SDZ

BAC*,SDZ

ERY, BAC, TET, SDZ, TMP

ERY, BAC, TET, SDZ, TMP

ERY, BAC, TET, SDZ, TMP

ERY, BAC, TET, SDZ, TMP

Hauschild et al. 2025 mBio
10.1128/mbio.02068-25



Sequenzanalysen von IncU Plasmiden - fast identische ,,backbone* Gene wie
das Referenzplasmid pRA3

5 kb

Replication Maintenance Transfer
EeEs——

mphR-mrxA-mphA

pTE_T100 5

2l

KHG4 o H- O endmmme e tmety-
p ) ey, . s, s, s B A B sl . s, 4

IncU plasmids

- TV Sy — V(WY —y Ty ==y
p KHL61 hn_¥M7-\—‘LANLdLLdIB‘LH= J

I/

]
‘J-'—-'VVWF"_FF'—FNV

WK Aﬁ-L—L-LL-LLILﬂL—mL—LLWA
N

\

pMBUI7

sull

orfs qaoEA— S o intile,
e

sull catA2 aadA2 100%

pRA3

Maintenance: klcA-korC-kfrCA-korA-incC-korB
Transfer: mobC-nic-traC3C4-verD4-virB11B10B9B8B6B5B4B3B2-top

Os26 Missi00 [Jis class 1 integron "

Die zwei Plasmide pKHG4 und pKHL61 waren nicht nur in den “backbone”
sondern auch in den akzessorischen Genen sehr ahnlich zu pTE_E100_5, aus
Abwasser einer Klaranlage in Goéteburg (Schweden).

Hauschild et al. 2025 mBio
20 10.1128/mbio.02068-25
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PRHB38-C24_3 oy Y
. traLMABC traDNOFG LT aph(3")-1
[2ph(6)-Id

A _dah domld ‘“V““‘m‘ m L EE T

pLBCA4 po—tp-4mi¢ Adididdeddd

IncN Plasmide

A __dab i Ao b L b b ﬂ N T N Y — iy |
PKHL62 po— 163 Hup )9 P PRIl (R — -

PRAG e PP +edh- O H) 9P Gmm b }—- - - -

-S 4
17, gron qnrs1

:;»m u««

mtllaac(é) Ib cr5 ISKpn19 bla Im“/
c
qacEA -sull-orf5
D Tn3-like transposon 67%

Beide IncN Plasmide stammen aus dem Klarschlamm von zwei kleinen
Klaranlagen. Die genetische Struktur von pKHL62 zeigt eine hohe Ahnlichkeit
zum Plasmid pLBC4 (exogen isoliert aus Bachsedimenten unterhalb einer

Antibiotikaproduktionsstatte in Kroatien)
Hauschild et al. 2025 mBio



Akzessorische Gene Erworbene Resistenzen

(A) IncU backbone

repA repBoriV__ KkIcA korC kfrCA korA incC mobC nic traC3C4 virD4-virB11B10B9B8B6B5B4B3B2-

or|

pTE_T100 5 -

IncU Plasmide

BAC, RIF, AMP,
pKHG4

CIP, SDZ, TET

|100°/
BAC, RIF, AMP,
67% CIP, SDZ, TET

tnpA tnpR

aac(6 )-1b-cr5 blagy jcatB3arr-3 mphR mrxA

repeat region
P g gacE4 sull orf5 mphA la

(B) IncN backbone

IncN Plasmide 100% identical

BAC*, AMP,
TET,
SDZ, TMP

14 Id
tpA tnpR - blaremy tetR  tetA thpA  sul2aph(3”)-1b aph(3”)-1b

Ko-Lokalisation verschiedener klinisch relevanter Antibiotikaresistenzgene
Die in der Veterinarmedizin verwendeten Sulfonamide oder Tetrazykline kdnnen
klinisch relevante Resistenzgene selektieren

Hauschild et al. 2025 mBio
10.1128/mbio.02068-25



Das Pflanzenmikrobiom
Diverse Mikrobiome in Abhangigkeit vom Mikrohabitat

Atmosphere
~101-105 rrr3

»Dominante bakterielle Phyla

> Proteobacteria <
> Firmicutes y
> Actinobacteria Lot

~10E-107 crrr?

> Bacteroidetes

Mikrobiom-Zusammensetzung abhangig:
Pflanzenart, -genotype, -entwicklungsstadium,

Mikrohabitat, Bodentyp, der Beregnungswasser-

Qualitat und von abiotischen und biotischen Faktoren

< Proteckacteria

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

Phyllosphare: 10%-10” CFU/g
Heterogen Kolonisierungsmuster
Lokal hohe Zelldichten (Aggregate, Biofilme)

Heterogene Verteilung der Nahrstoffes



Bakterien, die mit Pflanzen assoziiert sind, gehoéren haufig zu Gattungen wie
Acinetobacter

Burkholderia

Enterobacter

Klebsiella

Citrobacter

Pseudomonas

Stenotrophomonas

Serratia

Raoultella

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

Griunde fur den Erfolg dieser Gattungen im Krankenhaus:

Viele Pflanzen-assoziierte Bakterien bilden Biofilme

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

===) dadurch haben sie einen Selektionsvorteil unter den Bedingungen
im Krankenhaus

Im Pflanzenmikrobiom kdnnen- oft in geringen Zahlen- auch E. coli
nachgewiesen werden



Ubertragbare Antibiotikaresistenzplasmide in
Pflanzen-assoziierten Bakterien

A, - Plattierung auf Tc1® Selektiv-

DNA Extraktion Medium

1 #Anreicherung =) Plattierung

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

mobilisierbaren Tc Resistenzplasmiden

Blau K, Bettermann A, Jechalke S,Fornefeld E, Vanrobaeys Y, Stalder T, Top EM, Smalla K. 2018.
The transferable resistome of produce. mBio 9:e01300-18. https://doi.org/10.1128/mBio.01300-18.



Genomsequenzierung von 120 E. coli Stdmmen isoliert von

Frischeprodukten

Phylogruppe B1 dominiert
haufigsten STs:
6186, 165, 58, 641, 88

84/120 Stammen trugen
Klasse 1 Integrons (intll)

ST58: 2 von 14 Stammen
mit ESBL gene blacty s

Reid, et al. 2020. Whole genome sequencing of Escherichia coli from store-bought produce.
Front. Microbiol. 10:3050. doi.org/10.3389/fmich.2019.03050.

Phylogroup Source

. A . Cilantro
D Bl . Arugula
B 82 [ ] Mixed Salad
[]p

GSE111
GSE126

ST
B s
[]es

B 5

] 224

B 457

[] 641

B 1727

[] 2165

Il 4684

B 5801

[ ] 6021

Bl 6186

[ ] 7576

B so77 PP

=33

. Singleton ~ . ‘08223 %a%*

D Novel

& ausgem



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

Genomsequenzierung von 120 E. coli Stammen isoliert von

Frischeprodukten

Viele Klasse 1 Integrons waren auch mit Insertionssequenzen Elementen wie 1S26
und verschiedenen ARGs assoziiert

Die Detektion der gleichen Integrons in E. coli- Stammen verschiedener Sequence
types (STs) deutet auf horizontalen Gentransfer hin
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Reid, et al. 2020. Whole genome sequencing of Escherichia coli from store-bought produce.
Front. Microbiol. 10:3050. doi.org/10.3389/fmicb.2019.03050.
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Ubertragbare Antibiotikaresistenzgene von Bakterien
an Frischeprodukten

2=l

Bakterien mit ¢ Filter mating,
Selektion mit Rif Km Tc

E. coli Rif Km'

konjugativen Plasmiden

)
O P ®)
O

E. coli Transkonjuganten mit Tetrazyklin-Resistenzgenen

IncFIB und IncFll (TE, D, AM, AMX, CIP, NA, OFX)
Incl1 (TE, D, AM, AMX, CIP, OFX)
IncPR (TE, D, AM, AMX, Hg)

Blau K, Bettermann A, Jechalke S,Fornefeld E, Vanrobaeys Y, Stalder T, Top EM, Smalla K. 2018.
The transferable resistome of produce. mBio 9:e01300-18. https://doi.org/10.1128/mBio.01300-18.



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

Inck Incll Incl2 intll tet(A)
Produce DNA gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot gPCR Blot
. i - i - : - n
M'Tedd Direkte DNA-  © e ()
saia Extraktion 7 - - - - - +++ + (+++) - (+++)?
0 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + (++)%
Anreicherung 7 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + +++
Rucola Direkte DNA- O - - - - - (++)% + (++) - (+++)2
EXtraklon 7 - - - - - (++)1* + (++) _ (+++)1*
) 0 + (+++) - - + +++ + (++) + +++
Anreicherung
7 + (+++) - - + +++ + (++) + +++
Koriander Direkte DNA- O T - - - - (B () (MY )T
Extraktion 7 (¥ (++)? : S L o A GO B OO Gl
O e L N S M S B O G e
Anreicherung - (H)2 (++4) (+) (++)2 ) i H)F (T (DT ()

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

Blau K, Bettermann A, Jechalke S,Fornefeld E, Vanrobaeys Y, Stalder T, Top EM, Smalla K. 2018.
The transferable resistome of produce. mBio 9:e01300-18. https://doi.org/10.1128/mBio.01300-18.



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

Pflanzenart und —sorte

Das Substrat (Bodentyp)
Beregnungsqualitat

Nutzung organischer Dunger

Lagerung und Verarbeitung nach der Ernte: induzierte Mikrobiom-
Verschiebungen

30



Zusammenfassung

‘ Das Mischen des Darmmikrobioms von Mensch (Klarschlamme) und Tier (Gulle
und Garreste) mit Bodenbakterien in Gegenwart von Nahrstoffen und
Selektionsdruck (Antibiotikareste) flihrt 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 fir Ubertragbare Resistenzgene flr
Darmbakterien

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.
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