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Sachbericht zum Verwendungsnachweis
Teil ll: Eingehende Darstellung

FKZ: 01KI2205
Laufzeit des Vorhabens: 01.05.2022 - 30.09.2025
Vorhabenbezeichnung: COMBAT: One Health-Malinahmen zur Verhinderung oder

Verringerung der Entwicklung und Ubertragung von Antibiotikaresistenzen.

1 Wichtigste wissenschaftlich-technische Ergebnisse und andere

wesentliche Ereignisse

1.1  Wissenschaftlich-technische Ergebnisse

Handlungsanweisungen von allen Partnern fur alle Partner wurden verfugbar gemacht
Sammlung von Biofilmen aus Haushalten, Krankenhausern und landwirtschaftlichen
Betrieben (inkl. Aufzeichnung der ggf. genutzten Reinigungsprodukte) (WP1)
o 138 Biofilme insgesamt von allen Partnern gesammelt (39 in Krankenhausern,
47 in Haushalten, 52 in Farmen)
Chemische Analyse durch das SYKE Institut von 87 in-situ Biofilmen (WP1)
o getestet auf bis zu 48 Verbindungen (z.B. Tenside, Biozide, Antibiotika)
o dafir war die Entwicklung von 4 neuen Methoden nétig
Etablierung des Biofilmmodells im Labor (WP2)
o Uber alle Partner wurden mehr als 450 Biofilme im Modell produziert
Versand priorisierter Biofilmproben zwischen den Partnern
Anzucht von 4 priorisierten Biofilmen im Modell inkl. DNA Extraktion (WP2)
o Sequenzierung mit verschiedenen Plattformen und Datenvergleich durch die
UCD Dublin ist erfolgt (WP2/3) und publiziert worden
Produktion von Biofilmanreicherungen fir WP3 & 4
Sequenzierung der urspringlichen Biofilme: mikrobielle Zusammensetzung und
Diversitat (WP1)
weitere Sequenzierung von uber 100 relevanten DNA-Extrakten der HSRW (WP2)

o insgesamt wurden von allen Partnern tber 500 DNA-Extrakte sequenziert



1.2

Testen und Versand von PCR Standards zur Bestimmung der Klasse 1 Integrons an
alle nétigen Partner (WP4)
Pravalenz von Klasse 1 Integrons in (deutschen) originalen Biofilmen +
Anreicherungen bestimmt (WP4)
High Resolution Melting Analysis von (deutschen) originalen Biofiimen +
Anreicherungen (Erganzung zu WP2)
Vergleich der Biofilme verschiedener Labore anhand der Sequenzierergebnisse, um
die Reproduzierbarkeit des Systems zu prifen (WP2)
Zufallige Verteilung nahezu aller Biofilme an Projektpartner: einfache Bestimmung der
Anzucht im Biofilmsystem und anschlieBende DNA-Extraktion erfolgt (WP2)
Testung der Effektivitdt und der Rekultivierung der 4 priorisierten Biofilme nach
Belastung mit chlorbasierten Desinfektionsmittel im Dreifachansatz (Zellzahl
verschiedener Gruppen von Mikroorganismen) (WP2)

o DNA-Extraktion erfolgt, Sequenzierungen bzw. Ergebnisse noch ausstehend

o Bestimmung der Pravalenz von Klasse 1 Integrons erfolgt
Testung der Effektivitdt und der Rekultivierung von je bis zu 7 weiteren Biofilmen
(HSRW, Cardiff University, Kingston University London) nach Belastung mit
verschiedenen Desinfektionsmitteln in Einfachbestimmung (WP2)

o 3 verschieden Biozide: Basis auf Chlor/Peressigsaure/Atherischen Olen

o Zellzahl verschiedener Gruppen von Mikroorganismen bestimmt

o DNA-Extraktion & Sequenzierungen erfolgt

o Bestimmung der Pravalenz von Klasse 1 Integrons erfolgt
Isolation interessanter bakterieller Vertreter inkl. ldentifikation und Resistenzprofil
ausgewabhlter Isolate (WP4)

o Fokus auf Extended-Spectrum-Beta-Laktamasen (ESBL)-positive

Mikroorganismen und Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE)

Erhalt von Proben aus Low and middle income countries: Anreicherungen + Anzucht
im Biofilmsystem erfolgt (Erganzung zu WP1)

o Versand fur chemische Analyse zum SYKE Institute

o Sequenzierung erfolgt

Andere wesentliche Ereignisse

Face2Face Meeting 16.-17.01.23 an der Kingston University in London
Stakeholder-Meeting 25.04.23

Social Media Prasenz aktiv (Twitter, Instagram, Mailaccount, Website sind aktiv)
Metagenomics Workshop fur Nachwuchswissenschaftler und Interessierte,

Durchflhrung durch die Partner vom University College Dublin vom 24.-28.07.23



o Ziel: Hands-On Training fokussiert auf gPCR, DNA-Extraktion und Mikrobiom-
Analysen inklusive Bibliothekenherstellung, 16S Sequenzierung, Shotgun-
Sequenzierung und anschlieRende Datenanalyse

o Inhalte:

= Willkommen, Einfuhrung, Laborfihrung
» Ansatz einer gPCR inklusive Schmelzkurvenanalyse (HRMA)
=  DNA-Extraktion
= Theorie zur verschiedenen Sequenziermethoden und -Plattformen
= Bibliothekenherstellung und anschlieRende 16S-Sequenzierung
» Bioinformatische Analysen
= Dateninterpretation
= Gemeinsames Abendessen zum Networking
= Recap, Feedback und Q&A-Session
o Face2Face Meeting an der HSRW 02.-03.11.23
o Prasentation erster Ergebnisse auf der DGHM-Konferenz 2023 als Posterbeitrag
o Face2Face Meeting an der Cardiff University 20.-22.11.24
e Prasentation von Ergebnissen auf verschiedenen Konferenzen, von Angehdrigen der
HSRW folgende Beitrage:

o Prasentation auf der Conference of Applied Hygiene, Microbiology and
Virology, Hamburg, 28.-29.11.23

o Prasentation auf der Conference of Applied Hygiene, Microbiology and
Virology, Hamburg, 27.-28.11.24

o Teilnahme an der Konferenz Biofilms 11 (13.-15.05.25) in Cardiff; mehrere
Projektpartner inklusive der HSRW haben Projektdaten in Form von Vortragen

und/oder Postern vorgestellt

1.3 Projektmeetings

Topic/Type of meeting Date Partners Participants present
present
1 Willkommen & Einflihrung (virtuell) | 04/05/22 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, PL, VK, DB, NvL, SF,
P5, P6 SG, MH, GM, LA
2 Stakeholder  und Konsortium | 28/06/22 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, VK, PL, DB, NvL, SF,
Vorstellung/Prasentation (virtuell) P5, P6 GM, MF, MH, HS, RD, RV, JP
3 Konsortium Projekt-Meeting | 07/07/22 P1, P2, P4, P5, | IC, DB, RL, MF, MH, VK
(virtuell) P6
4 Konsortium Projekt-Meeting | 10/08/22 P1, P2, P3, P4, | IC, RL, SF, GM, VK, KB
(virtuell) P6
5 Konsortium Projekt-Meeting | 07/09/22 P1, P4, P6 IC, RL, NvL, MH
(virtuell)
6 Konsortium Projekt-Meeting | 21/09/22 P1, P4, P6 IC, RL, MH
(virtuell)
7 Konsortium Projekt-Meeting | 26/09/22 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, DB, NvL, VK, PL, MH,
(virtuell) — WP Updates und P5, P6 SF, GM, KW, MH, SG, LA, KB
Einfiihrung neuer Teilnehmer




8 Konsortium Projekt-Meeting | 05/10/22 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, SF, DB, VK, PL, MH
(virtuell) P6

9 Konsortium Projekt-Meeting | 09/11/22 P1, P2, P3, P5, | JYM, VK, SF, MF, IC, MH
(virtuell) P6

10 | Konsortium Projekt-Meeting (face- | 16- P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, DB, MF, MH, IC,
to-face):  Kingston  University, | 17/01/23 P5, P6 NvL, GM, KW, SG, RL, RA, RL
London

11 | Konsortium Projekt-Meeting | 01/02/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, DB, MF, IC, NvL, GM
(virtuell) P5

12 | Konsortium Projekt-Meeting | 15/02/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, DB, MH, PL, RL
(virtuell) P6

13 | Konsortium Projekt-Meeting | 01/03/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, DB, MF, MH, IC,
(virtuell) P5, P6 NvL, PL, RL, GM

14 | Konsortium Projekt-Meeting | 15/03/23 P1, P2, P3, P4, | IC, VK, SF, DB, MF, MH, NvL, PL,
(virtuell) P5, P6 RL, GM

15 | Konsortium Projekt-Meeting | 29/03/23 P1, P2, P3, P4, | SF, IC, NvL, PL, MH
(virtuell) P6

16 | Stakeholder  und Konsortium | 25/04/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, MF, MH, IC, NvL,
Meeting - WP Updates (virtuell) P5, P6 MH, PL, GM, KW, RL, RL, RA,

MR, RD, JP, NP

17 | Konsortium Projekt-Meeting | 10/05/23 P1, P2, P4, P6 KYM, VK, DB, IC, NvL, MH
(virtuell)

18 | Konsortium Projekt-Meeting | 24/05/23 P1, P4, P5, P6 JYM, DB, MF, MH, RL
(virtuell)

19 | Stakeholder  und Konsortium | 05/06/23 P1 JYM, IC, TI, TP, WW, FL
Meeting - WP Updates fir
Stakeholder, die beim letzten
Meeting verhindert waren (virtuell)

20 | Konsortium Projekt-Meeting | 07/06/23 P1, P2, P3, P4, | VK, MF, IC, NvL, MH, GM
(virtuell) P5, P6

21 | Konsortium Projekt-Meeting | 21/06/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF,DB, MF, MH, IC,
(virtuell) P5, P6 NvL, GM, SG

22 | Konsortium Projekt-Meeting | 05/07/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, DB, MF, MH, IC,
(virtuell) P5, P6 NvL, GM, RL

23 | Konsortium Projekt-Meeting | 16/08/23 P1, P3, P4, P5, | JYM, SF, MF, MH, IC, NvL, GM,
(virtuell) P6 RL, KW

24 | Konsortium Projekt-Meeting | 30/08/23 P1, P2, P3, P4, | VK, SF, DB, MF, MH, IC, NvL,
(virtuell) P5, P6 GM,RL,KW, PL

25 | Konsortium Projekt-Meeting | 13/09/23 P1, P2, P3, P4, | VK,SF, DB, MF,MH, IC, NvL, GM,
(virtuell) P5, P6 KW, PL

26 | Konsortium Projekt-Meeting | 27/09/23 P1, P2, P3, P4, | VK, SF, DB, MF, MH, IC, NvL,
(virtuell) P5, P6 GM, KW, PL

27 | Metagenom-Workshop (virtuell) 08/02/23 - IC, NvL, GM, KW, PL, RA

28 | Metagenom-Workshop (virtuell) 15/2/23 - IC, NvL, GM, KW, PL, RA

29 | Metagenom-Workshop (virtuell) 01/03/23 - IC, NvL, GM, KW, RA

30 | Metagenom-Workshop (virtuell) 30/03/23 - IC, NvL, GM, KW, RA

31 | Metagenom-Workshop (virtuell) 11/05/23 - IC, NvL, GM

32 | Metagenom-Workshop (virtuell) 15/05/23 - IC, NvL, GM

33 | Metagenom-Workshop (virtuell) 16/06/23 - IC, NvL, GM

34 | Metagenom-Workshop (virtuell) 06/07/23 - IC, NvL, GM

35 | Metagenom-Workshop (face-to- | 24 - - IC, NvL, GM, KW, BL
face): UCD Dublin 28/07/23

36 | Metagenom-Workshop (virtuell) 09/08/23 - IC, NvL, GM




37 | Metagenom-Workshop (virtuell) 16/08/23 - IC, NvL, GM

38 | Konsortium Projekt-Meeting | 11/10/23 P1, P2, P6 JYM, VK, IC, MH
(virtuell)

39 | Konsortium Projekt-Meeting | 25/10/23 P1, P2, P4, P5, | JYM, VK, MF, IC, RL
(virtuell) P6

40 | Konsortium Projekt-Meeting (face- | 01/11- P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, SF, DB, MF, MH, IC,
to-face): HSRW, Kleve 03/11/23 P5, P6 NvL, KW, CK, PL, RL, NP

41 | Konsortium Projekt-Meeting | 15/11/23 P1, P2, P3, P4, | IC, VK, JYM, MH, PL, SF, NvL,
(virtuell) P5, P6 RL, KW, CK

42 | Konsortium Projekt-Meeting | 13/12/23 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, RL, NvL, KW, CK, MH,
(virtuell) P5, P6 PL, BL

43 | Konsortium Projekt-Meeting | 10/01/24 P1, P2, P3, P4, | IC, VK, JYM, MH, PL, SF, NvL,
(virtuell) P5, P6 RL, KW, CW, BL

44 | Konsortium Projekt-Meeting | 30/01/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, VK, IC, MH, SF, RL, DB
(virtuell) P6

45 | Konsortium Projekt-Meeting | 13/02/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, BL, MF, CK, PL, VK, RL, SG
(virtuell) P5

46 | Konsortium Projekt-Meeting | 14/02/24 P1, P2, P3, P4, | IC,VK,JYM, MH, PL, NvL, BL, MF
(virtuell) P5, P6

47 | Konsortium Projekt-Meeting | 28/02/24 P1, P2, P3, P4, | IC, VK, MH, PL, NvL, BL, MF, KW,
(virtuell) P5, P6 CK, SG

48 | Konsortium Projekt-Meeting | 13/03/24 P1, P2, P3, P4, | RL, SG, JYM, RL, MF, CK, PL, VK
(virtuell) P5

49 | Konsortium Projekt-Meeting | 24/04/24 P1, P2, P3, P4, | BL, JYM, CK, VK, MH, IC, PL, RA,
(virtuell) P5, P6 NvL, DB

50 | Konsortium Projekt-Meeting | 08/05/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, CK, VK, MH, IC, PL RA, RL,
(virtuell) P5, P6 MF, BL

51 | Stakeholder und Konsortium | 19/06/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, DB, PL, NvL, MF, NP,
Meeting - WP Updates (virtuell) P5, P6 RA, MH, CK, SF, BL, KL, JP, LB

52 | Konsortium Projekt-Meeting | 26/07/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, MH, IC, RA, NvL, SG, MF,
(virtuell) P5, P6 VK, PL, BL

53 | Konsortium Projekt-Meeting | 18/09/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, MH, IC, RA, NvL, MF, VK,
(virtuell) P5, P6 PL, RL, CK, SF

54 | Konsortium Projekt-Meeting | 02/10/24 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, RA, NvL, MF, PL, RL,
(virtuell) P5 CK, SF

55 | Konsortium Projekt-Meeting | 16/10/24 P1, P5, P6 JYM, MH, IC, BL, NP, MF, RA
(virtuell)

56 | Konsortium Projekt-Meeting (face- | 21- P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, MF, SG, RA, BL, DB, RL,
to-face): Cardiff University 22/11/24 P5, P6 NvL, VK, PL, NP, MH, SF, CK

57 | Konsortium Projekt-Meeting | 08/01/25 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, MF, RA, BL, NvL, RL,
(virtuell) P5, P6 CK, MH

58 | Konsortium Projekt-Meeting | 22/01/25 P1, P2, P3, P4, | JYM, IC, MF, RA, BL, NvL, RL,
(virtuell) P5, P6 CK, MH

59 | Konsortium Projekt-Meeting | 05/02/25 P1, P2, P3, P4, | IC, RA, BL, NvL, CK, MH, VK
(virtuell) P5, P6

60 | Konsortium Projekt-Meeting | 19/02/25 P1, P2, P3, P4, | IC,RA, BL, NvL, CK, SF, JYM, RL
(virtuell) P5, P6

61 | Konsortium Projekt-Meeting | 05/03/25 P1, P3, P4, P5, | IC, RA, NvL, SF, JYM, MF, MH
(virtuell) P6

62 | Konsortium Projekt-Meeting | 19/03/25 P1, P2, P3, P4, | IC, NvL, JYM, MF, MH, CK, PL,
(virtuell) P5, P6 VK, DB

63 | Konsortium Projekt-Meeting | 02/04/25 P1, P4, P5, P6 NvL, JYM, MF, MH, DB, RL
(virtuell)

64 | Konsortium Projekt-Meeting | 16/04/25 P1, P2, P6 JYM, MH, PL, VK
(virtuell)

65 | Konsortium Projekt-Meeting | 30/04/25 P1, P2, P3, P5 JYM, PL, CK, MF, RA
(virtuell)

66 | Konsortium Projekt-Meeting | 21/05/25 P1, P4, P5, P6 JYM, MF, NvL, MH
(virtuell)

67 | Konsortium Projekt-Meeting | 04/06/25 P1, P4, P6 JYM, NvL, MH
(virtuell)

68 | Konsortium Projekt-Meeting | 10/09/25 P1, P4, P5, P6 JYM, NvL, MH, MF, SG, RL

(virtuell)




Partner:

P1: Cardiff University, UK

P2: University of Tartu, Estonia

P3: University College Dublin, Ireland
P4: Rhine-Waal-University, Germany
P5: Kingston University, UK

P6: SYKE, Finland

Teilnehmer:

JYM: J-Y Maillard, UK, CU

IC: | Centeleghe, UK, CU

VK: Veljo Kisand, Estonia, TU

PL: Peeter Laas, Estonia, TU

SF: Seamus Fanning, Ireland, UCD
GM: Guerrino Macori, Ireland, UCD
CK: C Killian, Ireland, UCD

KW: Katie Wall, Ireland, UCD

DB: D Bockmiuhl, Germany, RWU
RL: R Lucassen, Germany, RWU
NvL: Nicole Van Leuven, Germany, RWU
MF: M Fielder, UK, KU

SG: Simon Gould, UK, KU

BL: R Lewis, UK, KU

RA: R Abbara, UK, KU

NP: N Perkola, Finland SYKE

MH: Marja Hagstrom, Finland, SYKE
LA: L Aysto, Finland, SYKE

KB: K Bjorklof, Finland, SYKE

Industrielle Stakeholder:

HS: Harsha Siani, UK, GAMA

MR: Maria Rubiano, UK, GAMA

LB: Lauren Brown, UK, GAMA

JP: Jordan Petkov, UK, Arxada

KL: Kate Ledwoch, UK, Genesis Biosciences

Akademische und sonstige Stakeholder:

RV: Rebecca Veale, UK, NPA

RD: Rimantas Daugelavi€us, Lithuania, Vilnius University
TI: Taohidul Islam, India, BAU

TP: Tom Powell, UK, NHS

WW: Wei Wang, China, CFSA

FL: Fengqin Li, China, CFSA

o Weitere virtuelle Meetings haben seit 10/25 unregelmaRig stattgefunden, um z.B.
Ergebnisse fiir Publikationen zu diskutieren

e Ein letztes virtuelles Abschlussmeeting mit Stakeholdern ist in Planung



2 Erfolgte oder geplante Verdffentlichungen der Ergebnisse

2.1 Wissenschaftliche Publikationen

trap model aller anderen
Biofilme

o Vergleich zwischen
Herkunftsland und One
Health Bereiche der
Biofilme

e Zusammenhang der
mikrobiellen mit der
chemischen
Zusammensetzung

¢ inklusive LMIC-Biofilme

Thema Inhalte Status Verantwortliche
Partner/WP
Chemische Zusammensetzung | e Beschreibung der | eingereicht SYKE Institut,
von Biofilmen Methodik zur Analyse WP1
der Biofilme
Sequenzierung/Reproduzierbarkeit | e Daten der 4 priorisierten | Verdffentlicht, UCD Dubilin,
Biofilme https://doi.org/10.1093/ | WP2+3
e Fokus auf | femsle/fnaf118
Sequenzierdaten
e Unterschiede in-situ,
Anreicherung, trap
model
Diversitat der Biofilme e Sequenzierdaten zum | Entwurf in Bearbeitung | Cardiff

University, WP2

Testung von Desinfektionsmitteln

o Effizienz getesteter
Produkte (Zellzahl)

e Reduktion direkt nach
Testung

¢ Recovery-Potenzial der
Biofilme nach Testung

e Pravalenz von Klasse 1
Integrons vor/nach
Produkt-Testungen

¢ MDRO-Pravalenz
(Fokus: ESBL)

Aktuell in 1.
bei Biofilm.

Revision

HSRW, WP4

Farm Biofilme

e Daten aus dem
Feldversuch in Farmen

e Suspensionstest:
Standardstamme
Farm-Isolate

¢ Disk-Diffusionstest zu
Isolaten aus UK Farmen
und Krankenhausern

VS

Entwurf in Bearbeitung

Kingston
University, WP5

Aufgrund der groRen Datenmenge sind ggf. weitere Publikationen nétig

= Shotgun Sequencing Paper fiir Resistenzgene (WP3)

= Sequenzierdaten zu den Desinfektionsmittel-Testungen (WP4)




2.2 Konferenzbeitrage aller Partner:
Type of documents Brief Description URL
[Outputs
(paste from options
provided below)
1 Konferenzbeitrag Poster von van Leuven auf der DGHM
- “German Association for hygiene and
microbiology
2 Konferenzbeitrag Prasentation (ber “Biofilms and | https://bsac.org.uk/events/single-
infection prevention and control: from | event/decon-uk-2024/
the unseen to the muck” von Maillard
auf der Decon24, UK
3 Konferenzbeitrag Prasentation Uber “How does | https://www.his.org.uk/training-

understanding biofilm change our
perception of environmental risk?” von
Maillard auf der HIS2024, UK

events/annual-conference/his-annual-
conference/

4 Sonstiges

Prasentation tber “Pulling the plug on
sink drain?” von Maillard in einer
Online-Session 2023

https://webbertraining.com

5 Konferenzbeitrag

Prasentation Uber “Investigating the
effect of hygiene procedures on
domestic  biofilms using ex-situ
models” von van Leuven auf der
CAHMV 2023, Hamburg, GER

6 Konferenzbeitrag

Prasentation Uber “Drain Hygiene -
Using a small-scale biofilm model to
test the activity of a drain disinfection
procedure in a practice-relevant
assay” von van Leuven auf der
CAHMV 2024, Hamburg, GER

7 Konferenzbeitrag

Poster prasentiert von van Leuven auf
der Biofilms 11, Cardiff, UK

8 Konferenzbeitrag

Vortrag von Bockmihl auf der Biofilms
11, Cardiff, UK

9 Konferenzbeitrag

JPIAMR-Treffen, Stockholm 2025,
Posterprasentation von Ergebnissen
durch Maillard




3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten

Projektarbeiten

3.1

3.11

3.1.2

3.1.3

Vergleich des Stands des Vorhabens mit der urspringlichen Arbeits-, Zeit- und
Ausgabenplanung

Arbeitsplanung:

Der urspriingliche Arbeitsplan konnte weitgehend unverandert mit kleinen Anderungen
umgesetzt werden. So war urspringlich geplant, 45 In-situ-Biofilme aus drei One-
Health-Bereichen zu sammeln. Im Laufe des Projekts wurden dann jedoch insgesamt
76 In-situ-Biofilme gesammelt und analysiert und dadurch eine deutlich bessere
Datengrundlage geschaffen werden. Die Vorbereitung des Biofilmmaterials wurde von
einem Anreicherungsschritt auf zwei Anreicherungsschritte geandert. Dadurch stand

ausreichend Material fir die gesamte Studie zur Verfligung.

Zeitplanung:

Die kostenneutrale Verlangerung des Projektes erlaubte das durch ungeplant grofte
Probenmengen erhéhte Arbeitsvolumen vollstandig zu bearbeiten und entsprechende
Daten zu erfassen und zu analysieren. Details zu den einzelnen WPs, deren geplante

und geanderten Ergebnisse sind dem Abschnitt 3 zu entnehmen.

Ausgabenplanung:

Eine Mittelumwidmung fand bereits im Jahr 2023 statt, da sich durch eine
Verschiebung von Kapazitaten innerhalb der Fakultat die Ressourcenverflgbarkeit von
Geraten verandert hat. So wurde anstelle der 2 geplanten Inkubatoren ein Rollschuttler
und Materialien fir eine PCR angeschafft. Zudem wurden im Jahre 2024 Mittel auf die
Reisekosten umgewidmet, um die Teilnahme an einem weiteren Face2Face Meeting
fur alle an der HSRW-beteiligten zu ermoglichen. Da mehr Biofilme gesammelt wurden
als geplant und entsprechend analysiert werden, war eine weitere Umwidmung von

Mitteln fir Verbrauchsmaterial auf gréfRere Anschaffungen nétig.



3.2 Anderungen bei Erreichung der Ziele des Vorhabens innerhalb des angegebenen

Zeitraums gegenilber dem urspringlichen Antrag

Da mehr Biofilme gesammelt wurden als urspringlich geplant und entsprechend mehr und
sehr diverse Datensatze erfasst wurde, wurde das Projekt kostenneutral verlangert. Dies
ermdglicht uns die umfangreiche Analyse der Daten und entsprechende Aufbereitung der

Manuskripte fir Publikationen.

Besonders anfangliche Verzégerung sind hauptsachlich auf Lieferprobleme und Export-
/Importprobleme zuriickzufihren. In den letzten Monaten der Laufzeit des Projektes war
besonders das Warten auf Ergebnisse externer Dienstleister (z.B. flir Sequenzierungen)

relevant flrs Fortschreiten des Projektes und der geplanten Manuskripte.
Details zu den einzelnen Work Packages:
WP1: Probenahme & Informationssammlung (PI: Veljo Kisand, University of Tartu)

B Erreicht; " Eingeschrankt erreicht; B Nicht erreicht; B Ubertroffen

Ergebnis/Meilenstein Outcome

E1.1: EinfUhrung des Protokolls zur Probenahme u

E1.2: Identifikation von Probenahmestellen, Probennahme und -sammlung von

Biofilmen und Produktinformationen

E1.3: Verstandnis Uber die mikrobielle Diversitdt und Zusammensetzung des u

ursprunglichen Biofilmmaterials

E1.5: Verstandnis Uber die chemischen & antimikrobiellen Reste im |

urspriinglichen Biofilmmaterial aus den verschiedenen One Health-Bereichen

E1.6: Anreicherung von Kultursuspensionen aus den urspringlichen Biofilmen u
M1.1: Sammlung von 45 Biofilmproben aus den verschiedenen One Health- L
Bereichen

M1.2: Informationen Uber Unterschiede/Gemeinsamkeiten der Biofilmproben u

aus den verschiedenen One Health-Bereichen




COMBAT sammelte 138 in-situ Biofilme aus 3 verschiedenen One-Health relevanten
Bereichen, wovon 59 sequenziert wurden (17 aus Krankenhdusern, 25 aus Haushalten, 17
aus Farmen). Verschiedene DNA-Extraktionskits wurden getestet und das PureLink
Genomic DNA MiniKit als beste Lésung gewahlt.

Partner des SYKE Instituts optimierten ihr Protokoll, um die Analyse der quantitativen
Detektion von ausgewahlten Chemikalien an unser geringes Probenvolumen anzupassen.
Als Ergebnis wurde eine Probenaufreinigungsmethode entwickelt, bei der eine Saule und
3 verschiedene MS/MS fiir verschiedene Substanzgruppen genutzt werden. Insgesamt
wurden 87 Biofilm-Proben (56 UK, 11 GER, 12 EST, 8 BGD; 16 aus Haushalten, 51 aus
Farmen, 20 aus Krankenhadusern) getestet auf 10 Antibiotika (Amoxicillin, Azithromycin,
Cefuroxim, Doxycyclin, Ciprofloxacin, Enrofloxacin, Florfenicol, Tiamulin, Tulathromycin,
Tylosin), 23 Biozide (C10-BAC, C12-BAC, C14-BAC, C16-BAC, C18-BAC, C8-DDAC, C10-
DDAC, C12-DDAC, CAPB, 4-hydroxybenzoic acid, Methylparaben, Ethylparaben,
Propylparaben, Butylparaben, Chlorhexidin, Benzisothiazolinon,
Chloromethylisothiazolinon, Methylisothiazolinon) und 15 Tenside (C10-SDBS, C11-
SDBS, C12-SDBS, C13-SDBS, C12-SLS, C14-SLS, C12-SLES, C12-DiSLES, C12-
TrSLES, C12-TeSLES, C12-PeSLES, C12-HxSLES, C12-HpSLES, C14-SLES, C14-
DIiSLES, C14-TrSLES, C14-TeSLES, C14-PeSLES, C14-HxSLES).

Statt geplanten 45 Biofilme aus 3 One Health-Bereichen wurden 76 in-situ Biofilme
gesammelt und analysiert.
Um genug Biofilmmaterial fir alle WPs zu erhalten, wurde nach der ersten Anreicherung

der Biofilme eine zweite Anreicherung erganzt.

WP2: “Small scale complex biofiim model” (SSCBM): Validierung und

InterventionsmaRBnahmen (PI: Jean-Yves Maillard, Cardiff University)

B Erreicht; = Eingeschrankt erreicht; B Nicht erreicht; | Ubertroffen

Ergebnis/Meilenstein Outcome

E2.1: Ausarbeitung und Nutzung der Handlungsanweisung zum Aufbau des u
SSCBM




E2.2: SSCBM-Reproduzierbarkeit u
E2.3: Analyse der Biofilmzusammensetzung nach Wachstum im SSCBM u
E2.4: Anderungen in der bakteriellen Diversitat nach Interventionsmafnahmen u
verstehen

M2.1: Analyse der Daten zur Reproduzierbarkeit der Biofilm-Charakteristiken u
durch verschiedene Projektpartner

M2.2: Analyse der Unterschiede in Biofilm-Charakteristiken zwischen One u
Health Bereichen

e Ausarbeitung der Vor- und Nachteile verschiedener DNA-Extraktionsmethoden

e Entwicklung eines Verstandnisses, wie Biofilm-Zusammensetzungen komplexer Biofilme

anhand von Genvorkommen verglichen werden kénnen

¢ Zusammensetzung von Biofilmen (Bakterien, Pilzen, Hefen) aus Krankenhausern und

Haushalten vor und nach der Anreicherung
e Validierung des SSCBM fur weitere Studien

o Rekrutierung weiterer industrieller Stakeholder

¢ Die Reproduzierbarkeit des Biofilm Modells wurde mit 4 priorisierten Biofilmen nur aus

Haushalten und Krankenhausern getestet

WP3: Anwesenheit von Genen fiir antimikrobielle Resistenzen und Gentransfer in

komplexen Biofilmen (Pl: Séamus Fanning, University College Dublin)

B Erreicht; = Eingeschrankt erreicht; B Nicht erreicht; B Ubertroffen

Ergebnis/Meilenstein

Outcome

E3.1: Durch Nutzung von Shotgun Metagenomic Sequencing wurden DNA-

Sequenzen charakterisiert




E3.2: Einschatzung, in wieweit Interventionsmallnahmen die mikrobielle |

Zusammensetzung verandern

E3.3: Beschreibung der Veranderungen und deren Bedeutung fir den One u
Health Ansatz

M3.1: Charakterisierung der Bedeutung der Veranderungen in Biofilmen in u

Bezug auf den One Health Ansatz

Detektion wichtiger AMR-Gene mittels Shotgun Sequencing trotz Interventionsmal3nahmen
Bestatigung der Anwesenheit in Krankenhausern vorkommender Gram-negativer
Krankheitserreger (Pseudomonas, Enterobacter, Stenotrophomonas und Pantoea), sowohl
in Biofiimen aus Haushalten als auch Krankenhausern. Diese Bakterien trugen [-
Lactamasen (bla-Gene), Aminoglykosid-modifizierende Enzyme (aph/aad), sul1 und
Effluxpumpen (ogxB).

Es wurde festgestellt, dass Gram-positive Actinobacteria aus der Umwelt (u. A.
Rhodococcus, Moycolicibacterium, Bacillus, Microbacterium) in Biofiimen aus
Privathaushalten als auch Krankenhausern vorkommen. Einige dieser Bakterien tragen
fosB1, erm(B) und manchmal auch APH(4)-la.

Die Sequenzierbibliotheken wurden unter Verwendung eines Quick-Ligation-Kits (ONT)
erstellt, gefolgt von der Sequenzierung auf der GridlON-Plattform. Eine neuartige,
individuell angepasste Datenbank wurde auf der Grundlage von Benchmark-Datensatzen
entwickelt. Diese umfasste 3.131 AMR-kodierende Gensequenzen zugehdrig zu
verschiedenen Substanzklassen.

Optimierung der Schmelzkurvenanalyse (HRMA) fir die schnelle Analyse der
Biofiimzusammensetzung. Das Protokoll erlaubt eine neuartige, schnellere und
kostengunstigere Alternative zum Nachweis von Unterschieden in der Zusammensetzung
der Biofilme verglichen mit einer Sequenzierung.

Es wurde ein Protokoll fur die vollstdndige 16S-rRNA-Sequenzierung (FL-16S) entwickelt,
getestet und validiert, um erhaltene Ergebnisse zu verbessern. Die Verwendung von
Flongle- oder MinlON-Plattformen erzielten bessere Ergebnisse als andere bestehende
technische Methoden zur Identifizierung [E3.1]. Diese Methode wurde zur Untersuchung

von etwa 800 Bakterienisolaten genutzt.



waren Modifikationen der Handlungsanweisungen nétig.

Aufgrund von geringen DNA-Konzentrationen nach dem Biofiimwachstum im SSCBM

e Zwei der vier priorisierten Biofilme mit gro3erer DNA-Ausbeute (ESTHM13 & UKHPG6)

wurden im SSCBM verwendet, um Selektionsdruck durch Biozide zu testen.

¢ Nur zwei Desinfektionsmittel wurden fiir die Biofilmtestung im SSCBM verwendet

e M9 Minimalmedium wurde zur Initiierung des Biofilmwachstums verwendet

WP4: MDRO, AMR und AMR-Gene von Interesse (Pl: Dirk Bockmiihl, Rhine-Waal

University, Kleve)

B Erreicht; = Eingeschrankt erreicht; B Nicht erreicht; B Ubertroffen

Ergebnis/Meilenstein Outcome
E4.1: Einfihrung des Protokolls zur Isolation von Pathogenen L
E4.2: Analyse der Pravalenz des intl1-Gens nach Biozidbehandlung u
E4.3: Messung des Einflusses der Biozide auf klinisch-relevante
Empfindlichkeiten gegenuber Antibiotika
M4.1: Produkte identifizieren, die in-situ getestet werden sollen (WP5) L

¢ Kilinisch relevante Pathogene (einschlieBlich Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii,

Stenotrophomonas maltophilia, Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae) konnten

isoliert werden. Das phanotypische Resistenzprofil wurde bestimmt.

¢ Biofilmproben aus Farmen zeigten die grof3te Pravalenz in Bezug auf ESBL-tragende

Bakterien.

e Das SSCBM erlaubt die Testung der Effektivitat verschiedener Produkte gegen komplexe

Multispezies-Biofilme. Zusatzlich konnte der Einfluss auf die Pravalenz von ESBL und

intl1-tragenden Organismen bestimmt werden.

¢ Die Integrase der Klasse | Integrons (intl1, Multiresistenzmarker) konnte in den meisten

Biofilmen nachgewiesen werden.

e Es wurde keine Korrelation zwischen ESBL und int[1 nachgewiesen.




¢ Verschieden Desinfektionsmittel reduzierten die Gesamtkeimzahl der angezogenen
Biofilme, verhinderten jedoch nicht schnelles und starkes Ruckwachstum nach der
Behandlung.

¢ Die Anwendung von Produkten hatte geringe Auswirkungen auf die Pravalenz von int/1.
Erhéhungen waren kurzzeitig und nicht von Dauer, was auf eine Verschiebung innerhalb
der im Biofilm vorliegenden Mikrobiota hindeutet.

¢ Biofilme aus Haushalten und Krankenhauser waren ahnlich empfindlich gegenlber den
getesteten Produkten, wahrend Farm-Biofilm weniger anfallig waren.

¢ Die Ergebnisse lassen unterschiedliche Zusammensetzungen und Diversitaten zwischen

Probeorten und Landern vermuten.

¢ Die meisten DNA-Proben wurden zur RWU gesendet, um dort das int/1-Gen zu
quantifizieren

o Resistenzprofile von potenziell pathogenen Isolaten wurden erhalten. Aufgrund
unterschiedlicher Protokolle z.B. durch limitierte Verfliigbarkeit von Medien konnten keine

detaillierten Analysen durchgefihrt und Daten verglichen werden

WPS5: InterventionsmaBnahmen in-situ und deren Einfluss auf die Reduktion von MDRO,
AMR-Gen Vorkommen und Verteilung in komplexen Biofilmen aus verschiedenen One

Health-Bereichen (PIl: Mark Fielder, Kingston University London)

B Erreicht; = Eingeschrankt erreicht; B Nicht erreicht; B Ubertroffen

Ergebnis/Meilenstein Outcome
E5.1: Einflihrung des Protokolls zur in-situ Beprobung und Produkttestung u
E5.2: Identifikation der Probenahmestellen und Einholen der Erlaubnisse u

der teiinehmenden Farmen

E5.3: Bestimmung der Dosierung und Anwendung der Biozide L

E5.4: Bestimmung der Reduktion von der MDRO vor und nach

Interventionsmaflinahmen mittels Next Generation Sequencing




E5.5: Analyse des Vorkommens von AMR-Genen vor und nach u

Interventionsmal3nahmen

M5.1: Dokumentation des Einflusses der InterventionsmafRnahmen auf die

Kontrolle von MDRO und AMR-Verteilung in komplexen Biofilmen

Biozidbehandlung reduziert die Biofilmdiversitat und reichert Gber einen langeren
Zeitraum spezifische Gruppen an.

Unterschiede in der int/1-Pravalenz zwischen den in-vitro-Versuchen und bereits
verfuigbaren Daten wurden herausgearbeitet.

Biofilme aus Haushalten und Krankenhauser waren ahnlich empfindlich gegentber den
getesteten Produkten, wahrend Farm-Biofilm weniger anfallig waren.

Waschbecken in landwirtschaftlichen Betrieben, deren Nutzung und die verwendeten
Produkte (ausgenommen Handedesinfektion) hatten Auswirkungen auf die Wirksamkeit
der getesteten Produkte. Kenntnisse Uber die Nutzung und die genutzten Produkte fiir
Waschbecken sind von entscheidender Bedeutung um sicherzustellen, dass die in-vitro-
Testung realistisch ist.

Die Experimente erlaubten die Visualisierung und Charakterisierung von Veranderungen
in der Biofilm-Diversitat aufgrund von InterventionsmafRnahmen in einem Feldversuch. Die
Ergebnisse fiihren zu einem besseren Verstandnis iber MDRO-Vorkommen und AMR-
Gen-Shifts in Abflissen von Farmen vor und nach der Behandlung mit ausgewahlten

Bioziden.

Zwei Produkte anstelle von nur einem wurden getestet.



4 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse im

Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

4.1 Wissenschaftliche / technische Verwertungsziele

Wissenschaftliche /| technische Verwertungsziele | wahrend der | im Anschluss
(einschlieBlich struktureller und anwendungsbezogener | Laufzeit des | an das
Verwertungsziele) Vorhabens Vorhaben

Ziel Erlauterungen

Verbreitung der | « Forschungspublikationen in X X
Erkenntnisse liber internationalen, Peer-Review

Gold-OA-Fachzeitschriften, die
Veréffentlichungen und Vereinbarung zwischen den
COMBAT-Partnern wird beim

Kongressbeitrége ersten Treffen und in der CA
sowie in den Social getroffen.
Media o Présgntationen (in Form von
Vortradgen und Postern) auf
internationalen Tagungen. Den X X

COMBAT-Partnern steht es
frei, im Namen des COMBAT-
Konsortiums zu prasentieren.
Dazu gehdrt auch die
Beteiligung an der Teleclass-
Funktion
(http://www.webbertraining.com
[teleclassesc1.php), wodurch
ein groferes internationales
Publikum erreicht werden kann.

e Den COMBAT-Partnern steht
es frei, Forschungsnachrichten
im Namen des COMBAT-
Konsortiums zu posten und sie
mit der allgemeinen
Offentlichkeit zu teilen; sowohl
Twitter (@ProjectAmr) als auch X
Instagram-Konten wurden fur
das Projekt eingerichtet, um die
Prasenz des Projekts in den
sozialen Medien zu erleichtern.

e Nach der Haélfte der
Projektlaufzeit werden
dreieinhalbtagige virtuelle
Workshops abgehalten, die
sich an
Nachwuchswissenschaftler
richten. Fachgesellschaften
werden um logistische und
finanzielle Unterstitzung fur die
Ausrichtung eines solchen X
Treffens gebeten. Zuséatzliche
Mittel werden von der Industrie
beantragt.




4.2 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeiten flr eine mogliche
notwendige ndachste Phase bzw. nachste innovatorische Schritte zur erfolgreichen

Umsetzung der Ergebnisse.

Wirtschaftliche und wissenschaftliche | Im Anschluss an das Vorhaben

Anschlussfahigkeit

Ziel Erlauterungen

Einfluss  auf  die | ¢ Obwohl das geistige Eigentum 2-5 Jahre
nicht mit den am Projekt
beteiligten Industriepartnern
geteilt wird, werden sie Zugang
zu Informationen Uber ihre
Produktleistung erhalten.
Dadurch kdénnen zukinftig
Produkte entwickelt werden,
deren Einfluss auf AMR besser
bekannt und steuerbar sind.
Gesellschaftliches e Die COMBAT-Partner werden 6-18 Monate
Engagement ermutigt, die Offentlichkeit,
Bildungseinrichtungen wie
Schulen, politische
Entscheidungstrager und
Berufspraktiker einzubeziehen.
Solche Aktivitaten kdnnen in
der Teilnahme an Workshops,
offentlichen Foren, Tagen der
offenen Tur, Schulen und der
Einbindung der Medien
resultieren. Einige COMBAT-
Partner (CU, KU, HSRW, UTE)
haben eine ausgezeichnete
Erfolgsbilanz bei der
Zusammenarbeit mit den
Medien, Schulen, der
Offentlichkeit und politischen
Entscheidungstragern.

e Die beteiligten LMIC Partner
sollen aufgrund der COMBAT-
Ergebnisse in ihren Landern
politische und wirtschaftliche
MaRnahmen im Sinne der
Projektergebnisse begleiten.

Produktentwicklung

2-5 Jahre

Normung ¢ Die Projektergebnisse werden
derzeit in der Normungsguppe
CEN TC 216 WGS5 eingebracht,
in der normative Methoden zur




Produkttestung an Biofilmen
diskutiert und entwickelt
werden.

2-5 Jahre

5 Wahrend der

Durchfihrung

Vorhabens dem

Zuwendungsempfanger bekannt gewordenen Fortschritt auf dem

Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Das Projekt basiert auf der Methodik, die flr bereits publizierte Ergebnisse seitens der Cardiff-

University verwendet wurde. Dort wurden ebenfalls Testungen von Biozid-Produkten im

Biofilmmodell vorgenommen, wozu die Biofilmreduktion in Bezug auf Zellzahl und auch

Sequenzierdaten vorhanden sind.

6 Wichtigste Positionen des zahlenmalligen Nachweises

Alle Betrige in Euro (€)

1 2 3 4
Position Entstandene Anerkannte
Gesamtfinan- Ausgaben insgesamt bis Ausgaben insgesamt bis Gesamtfinanzierungsplan
Zierungsplan einschl. 2025 einschl. 2025
0812 150.050,09 146.884,80
0817 0,00 0,00
0820 0,00 0,00
0822 0,00 4.71849
0831 0,00 0,00
0834 0,00 0,00
0835 16.093,56 15.743,70
0843 38.347 .50 58.600,00
0846 6.331,29 6.255,00
0850 9.205,00 12.600,00
Summe: 220.027 44 244.801,99
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