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Zusammenfassung

Die Charakterisierung von Belastungssituationen unterschiedlicher aquatischer Bereiche und
technischer Prozesse mit klinisch relevanten Bakterien und Antibiotikaresistenzen ist
Gegenstand dieser Arbeit und soll dazu dienen, mikrobielle Hot Spots zu identifizieren und
Ansidtze zur Unterbrechung von Verbreitungswegen zu untersuchen. Als Untersuchungsgebiet
wurde das Donauried ausgewahlt, dessen anthropogen beeinflusste Wassersysteme
verschiedene Wasserschutzzonen passieren oder sich in der Nahe von Trinkwasserfassungen
befinden. Neben Flieigewdssern mit direktem oder indirektem Abwassereinfluss,
Regenitiberlaufbecken und Grundwassermessstellen wurden auch Klinikabwdsser und
Klaranlagen unterschiedlicher Grofde und Ausstattung untersucht. Die mikrobiologische
Charakterisierung dieser Wassersysteme erfolgte durch eine Auswahl von Kklinisch relevanten
Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien-Parametern. Zur deren Detektion und
Quantifizierung wurden qPCR-Systeme entwickelt und Primer-Kombinationen fiir das vanA
(Vancomycin) Resistenzgen, blaVIM (Imipenem) Resistenzgen, ampC (Ampicillin) Resistenzgen
und ermB (Erythromycin) Resistenzgen verwendet. Als Parameter fiir die kritischen
mikrobiologische Zielorganismen wurden genetische Marker fiir Enterokokken, Pseudomonas
aeruginosa, Methicillin resistente Staphylococcus aureus (MRSA) und Koagulase negative

Staphylokokken (CNS) genutzt.

In ungeklarten Krankenhausabwaissern sowie in den entsprechenden Klaranlagenzuldufen
wurden die héchsten Abundanzen an Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien
aller untersuchten Wassersysteme quantifiziert. In den Abldufen der jeweiligen Klaranlage
wurden teilweise Reduktionen von 99% fiir einige, aber nicht alle, untersuchten
opportunistischen Bakterien festgestellt. Im Gegensatz zu den taxonomischen Genmarkern
wiesen die meisten der Antibiotikaresistenzgene einen gegenteiligen Trend auf. Einige Gene
wurden demnach deutlich haufiger in der Bakterienpopulation des Klaranlagenablaufs
nachgewiesen im Vergleich zum Zulauf. Der Einfluss dieser Emission von klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgenen wurde auch in den aufnehmenden Vorflutern deutlich. Selbst einige
Grundwasser, auch ohne die Anwesenheit der urspriinglichen Resistenztrager, wiesen
Abundanzen aller vier Antibiotikaresistenzgene auf. Diese Diskrepanz zwischen taxonomischen
Markern und Resistenzdeterminanten weist auf eine unterschiedliche Dynamik dieser
Parametergruppen hin und unterstreicht die Wichtigkeit einer erweiterten mikrobiologischen

Charakterisierung von anthropogen beeinflussten Habitaten.
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Mit dem Hinblick auf die mikrobiologischen Ergebnisse aus der Modellregion Donauried zum
Eintrag von Kklinisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien
durch Klaranlagen, wurde an der kommunalen Kldranlage Siidhessen ein Ozonsystem in
Kombination mit vier Filtersystemen (beliiftete granulierter Aktivkohle, unbeliiftete granulierter
Aktivkohle, beliifteter Biofilter und unbeliifteter Biofilter) auf die Reduktion der
mikrobiologischen Belastungen hin untersucht. Ozondosen von 0,85 + 0,15 g Ozon pro g
gelosten organischen Kohlenstoffs (DOC) wurden verwendet, um den Ablauf einer
konventionellen Klidranlage zu behandeln. Dabei wurde neben der mikrobiellen Reduktion auch
eine Selektion von spezifischen Antibiotika-resistenten Bakterien, sowie dem Bakterium P.
aeruginosa festgestellt. Die vier nachfolgenden parallel installierten Filtersysteme bildeten den
Abschluss dieser Abwasserbehandlung und zeigten neben hohen Schwankungen in den
Abundanzen der untersuchten Antibiotikaresistenzgene und taxonomischen Markern im

jeweiligen Ablauf keine signifikante Reduktion an.

Um das Phdnomen der Selektion der untersuchten Antibiotikaresistenzgene weiter zu
untersuchen, wurde am Grof3klarwerk Ulm-Steinhdule eine Pilotanlage mit einer
Verfahrenskombination aus Ozon- und nachfolgender UV-Behandlung installiert. Dabei wurde
ebenfalls der Einfluss verschiedener Ozondosen (0,7, 1,0 und 1,5 g O3 pro g DOC) berticksichtigt.
Durch die nachfolgende UV-Behandlung (100 - 300 ] pro m2) und Erhéhung der Ozondosis
wurde eine zusatzliche Reduktion von P. aeruginosa, Enterokokken sowie von Imipenem-

resistenten Bakterien (blaVIM) erreicht.

Neben dem Nachweis von Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien wurde iiber
PCR, [lumina 16S Amplicon-Sequenzierung und PCR-DGGE Analysen die Selektion von
ozonrobusten Bakterien bestétigt, so dass der Anteil dieser hygienisch relevanten Parameter in
der tiberlebenden Bakterienpopulation durch die Ozonbehandlung nicht verringert, sondern
erhoht wurde (Anreicherung); trotz einer allgemeinen Reduktion der Bakterienfracht von ca.

96%.

Um die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und opportunistisch pathogenen Bakterien
durch Klaranlagen zu verringern, sind weiterfiihrende Abwasserbehandlungsmafinahmen
notwendig, damit die Wasserressourcen im Donauried besser geschiitzt werden kénnen. Eine
Ozonbehandlung von konventionell gereinigtem Abwasser stellt ein Mittel zur Reduktion
hygienisch wichtiger mikrobiologischer Parameter dar. Dennoch war die Anreicherung einiger
Antibiotikaresistenzgene und Bakterien durch die Ozonbehandlung nur teilweise mit einer
h6heren Ozondosis in Kombination mit UV zu verhindert. Die Verkniipfung aus Ozonung und

UV-Behandlung fiihrt zu einer weiteren Verbesserung der Abwasserqualitit, eliminiert das
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bestehende Restrisiko der Verbreitung von hygienisch relevanten mikrobiologischen

Parametern jedoch nicht vollstandig.



Abstract

The dissemination of medically relevant antibiotic resistance genes (blaVIM, vanA, ampC, ermB,
and mecA) and opportunistic bacteria (E. faecium/faecalis, P. aeruginosa, Enterobacteriaceae, S.
aureus, and CNS) was determined in different anthropogenically influenced aquatic habitats in a
selected region of Germany (Donauried). Over a period of two years, four differently sized
wastewater treatment plants (WWTP) with and without clinical influence, three surface waters,
four rain overflow basins, and three groundwater sites were analyzed by quantitative
Polymerase Chain Reaction (qPCR). Results were calculated in cell equivalents per 100 ng of
total DNA extracted from water samples biomass, firstly, and, secondly, per 100 mL sample
volume, which seems to underestimate the abundance of antibiotic resistance and opportunistic
bacteria. High abundances of opportunistic bacteria and antibiotic resistance genes (ARGs) were
quantified in clinical wastewaters and influents of the adjacent WWTP. The removal capacities of
WWTP were up to 99% for some, but not all investigated bacteria. The abundances of most ARG
targets were found to be increased in the bacterial population after conventional wastewater
treatment. As a consequence, downstream surface water and also some groundwater
compartments displayed high abundances of all four ARGs. It became obvious that the dynamics

of the ARG differed from the dynamics of the opportunistic bacteria.

An ozone treatment system was installed at the municipal WWTP Siidhessen and was
investigated to analyze its impact on clinically relevant bacteria and antibiotic resistant genes. A
dosage of 0.85 + 0.15 g ozone per 1 g DOC was used to treat conventional clarified wastewater.
PCR, gPCR analyses, [llumina 16S Amplicon Sequencing, and PCR-DGGE indicated a diverse
pattern of robustness and susceptibilities of opportunistic bacteria and accumulation of some
ARGs after ozone treatment. Molecular marker genes for enterococci indicated a high
susceptibility towards ozone and were reduced by almost 99%, but were still present in the
bacterial population after ozone treatment. In contrast, Pseudomonas aeruginosa displayed only
minor changes in abundance after ozone treatment. The investigated ARGs demonstrated an
even more diverse pattern. After ozone treatment, the erythromycin resistance gene (ermB) was
reduced by 2 orders of magnitude, but simultaneously, the abundance of two other clinically
relevant ARGs increased within the surviving wastewater population (vanA, blaVIM). PCR-DGGE
analysis and 16S-Amplicon-Sequencing confirmed a selection-like process in combination with
substantial diversity loss within the vital wastewater population after ozone treatment.
Especially the PCR-DGGE results demonstrated the survival of GC-rich bacteria after ozone

treatment.



Abstract

To investigate the phenomenon of antibiotic resistance genes selection by ozone treatment,
additional analyses were performed at the municipal WWTP of Neu Ulm-Steinhadule. Alongside
different ozone doses (0.7, 1.0 and 1.5 g O3 per g DOC) the impact of a process combination
utilizing ozone treatment with subsequent UV irradiation (100 - 300 ] per m?) on the abundance
of antibiotic resistance genes and opportunistiv bacteria was investigated. Combining these two

processes resulted in an additional reduction of P. aeruginosa, enterococci and blaVIM.

To minimize the dissemination of antibiotic resistance genes and opportunistic bacteria via
discharge from municipal WWTPs into the environment of Donauried, additional wastewater
treatments are needed to protect the water resources in this area. An additional ozone
treatment displayed the capability to reduce hygienically relevant microbial parameters in
wastewater. The observed selection of some antibiotic resistance genes and opportunistic
bacteria in the surviving population is only partially countered by using a higher ozone
concentration in combination with UV irradiation. Also, no total elimination of hygienically

relevant microbial parameters was observed.
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1.1 Wissenschaftliche und regulatorische Hintergriinde im Hinblick auf

Krankheitserreger und Antibiotikaresistenzen
Die Ausbreitung von bakteriellen Krankheitserregern, die eine Unempfindlichkeit gegeniiber
gangigen Antibiotikatherapien aufweisen, wird weltweit von den Gesundheitsbehdrden in der
Human- und Veterindrmedizin mit zunehmender Besorgnis zur Kenntnis genommen. Ein
Fortfilhren dieser Entwicklung birgt die Gefahr, dass der Ausgang von bakteriellen

Infektionskrankheiten schwerwiegende bis todliche Folgen fiir den Patienten haben wird.

Die Entstehung einer Antibiotikaresistenz ist ein evolutiondrer Vorgang, den Bakterien aufgrund
ihrer genetischen Vielfalt, Mutationsrate und kurzen Reproduktionszyklen bestens beherrschen.
Durch den tiberméf3igen Gebrauch von Antibiotika beschleunigt sich diese Entwicklung und gibt
antibiotikaresistenten Bakterien die Mdoglichkeit, sich ungehindert zu vermehren und andere
selektionsbestimmenden Einfliisse (z.B. zwischenartliche Konkurrenz) zu ignorieren. Durch die
Ubertragung und die Akkumulation von Antibiotikaresistenzgenen entstehen multiresistente
Erreger, gegen die eine Vielzahl von Antibiotika unwirksam sind. Diese Entwicklung findet sich
héufig in Krankenhdusern wieder, da durch den hohen Einsatz an Antibiotika und dem Auftreten
von Hygienemingeln die Selektion und Ausbreitung antibiotikaresistenter Infektionserreger
beschleunigt wird. Eine Verschirfung dieser Problematik entsteht zusatzlich dadurch, dass die
Anzahl neu zugelassener Antibiotikaprdparate riickldufig ist, obwohl sich die

Antibiotikaresistenzen haufen (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Antibiotikaresistenzzunahme bei gleichzeitiger Abnahme einer effektiven Antibiotikatherapie (Brooks &
Brooks, 2014)
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Aber auch im Bereich der Nutztierhaltung verursacht die Zunahme an antibiotikaresistenten
Bakterien Probleme. Neben Behandlungsproblemen, analog zum Menschen, kommen auch
hohere wirtschaftliche Ausgaben fiir die Tierhaltung sowie ein erhdéhter Antibiotikaverbrauch
hinzu (Kapitel 1.3.4). Uber die Tiermast gelangen Antibiotika als Muttersubstanz oder als
Metabolit mit den Ausscheidungen der behandelten Tiere in die Umwelt. Uber Giille und Mist
sowie Freilandhaltung werden diese Substanzen durch Abschwemmungen in Oberflachen- und
Grundwaésser eingetragen. Die Kontamination mit niedrig konzentrierten Antibiotika und
resistenten Bakterien haben Einfluss auf die Induktion von Selektionsereignissen,
Antibiotikaresistenzentwicklung und Gentlibertragungen, die bis heute noch nicht vollstindig

verstanden sind (Rizzo et al., 2013).

Die Belastung von wasserfithrenden Systemen mit antibiotikaresistenten Bakterien beschreibt
die WHO als ein wachsendes, globales Problem, dem mit angepassten Uberwachungs-
mechanismen und Kontrollansatzen Einhalt geboten werden muss. Neben Abschwemmungen
von landwirtschaftlichen Nutzflachen, die einen direkten Eintragsweg fiir antibiotikaresistente
Bakterien in angrenzende Gewadsser darstellen konnen, tragen vor allem Abwassersysteme aus
dem Bereich der Industrie (Kiihlwasser), der Krankenhduser (behandlungsbedingte
Schadstofffrachten), der Landwirtschaft (Schlachtbetriebe) sowie kommunaler Haushalte iiber
kommunale Kliranlagen zur Kontamination der angrenzenden Vorfluter bei (Kapitel 1.3.6,

Abbildung 3).

Eine Vielzahl von abwasserbezogenen Parametern stimuliert dabei die Verbreitung von
genetischem Material innerhalb einer Population (Michael et al., 2013). So stimulieren z.B.
Antibiotika in Konzentrationen weit unter der medizinisch wirksamen Dosis eine erhohte
Genexpression und induzieren Aktivititen, die zur Entwicklung und Verbreitung von
Resistenzmechanismen fithren oder dienen der Zell-Zell Kommunikation (Davies, 2006). Eine
genetische Antwort auf diese Art der Stimulation ist der horizontale Gentransfer (HGT), durch
den genetisches Material auch zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies libertragen werden
kann. Dieser Umstand wird zusatzlich durch eine hohe Bakteriendichte und Magnesium- sowie
Calciumionen (1,0 - 1,5 mM), die im Abwasser aber auch Oberflaichengewdsser in relevanten
Konzentrationen haufig nachgewiesen werden, begiinstigt (Davies, Spiegelman and Yim, 2006).
Im Gegensatz zu den niedrigen Konzentrationen der Antibiotika in der Wasserphase fiihrt eine
Akkumulation von Mikroorganismen und adsorbierten Antibiotika im Rahmen der
Abwasserbehandlung (Klarschlamm) zu einer Erhohung des Selektionsdrucks und zu
gesteigerten Mutations- sowie Rekombinationsereignissen in Bakterien. Mit dem jeweiligen
Selektionsvorteil fiihrt dies zu einer Haufung an antibiotikaresistenten Mikroorganismen nach

der Abwasserbehandlung und in nachfolgenden Oberflichengewassern (Rizzo et al, 2013).
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Dabei spielen Antibiotikaresistenzgene, die mit mobilen genetischen Elementen (Plasmide,
Transposons und Integrons) assoziiert sind, eine wichtige Rolle fiir Rohwasser, dass z. B. zur
Trinkwasseraufbereitung genutzt wird. Diese mobilen Elemente kénnen auch auf autochthone
Trinkwasserbakterien iibertragen werden und spielen damit eine wichtige Rolle als Reservoir

fiir klinisch relevante Antibiotikaresistenzgene (Schwartz et al., 2003).

Die derzeitige Definition einer Antibiotikaresistenz basiert auf klinischen Standardtests mit
festgelegten Bestimmungsgrenzen (EUCAST/CLSI) und soll Aufschluss iiber den Erfolg oder
Misserfolg eine Antibiotikatherapie geben. Es ist allerdings fraglich, ob diese fiir den klinischen
Bereich zugeschnittenen Methoden und Bestimmungsgrenzen auch auf die Umwelt-
mikrobiologie angewendet werden konnen, da die Antibiotikakonzentrationen in der Umwelt
meist um ein vielfaches niedriger sind (subletal), aber trotzdem genetische modulatorische
Effekte vielfaltigt beobachtet wurden. Aufierdem werden die Verteilungen von
Antibiotikaresistenzgenen in der Gesamtpopulation nicht beriicksichtigt. Abbildung 2 gibt einen
Uberblick, auf welchen Grundlagen ein Bewertungskonzept fiir Antibiotikaresistenzen in der

Umwelt beruhen kann und welche Ziele damit erreicht werden sollen.

Molekularbiologie (Innovation) Kultivierung (Standard)

Identifizierung und Quantifizierung von Identifizierung spezifischer Antibiotika-resistenter

Antibiotikaresistenzen und Gentragern Organismen und Multi-Resistenzen
Informationen zur Population Einzel-Zell Information

Biologische Evaluation

Charakterisierung von verschiedenen Beprobungsstellen
zum Vergleich der Belastungspotentiale

Konzept der biologischen Risikokontrolle

Erkennen von Hotspots, Bewerten von technischen
Anwendungen, Entwicklung von Eliminationsstrategien

Abbildung 2 Grundlage fiir die Erstellung eines mikrobiologischen Bewertungskonzeptes (nach Schwartz 2012)

1.2 Motivation

Der Schutz des Wassers vor mikrobiologischer Kontamination insbesondere durch
Krankheitserreger erfolgt derzeit gemafd dem § 37 IfSG und besagt, dass “Wasser fiir den
menschlichen Gebrauch so beschaffen sein muss, dass durch seinen Genuss oder Gebrauch eine
Schadigung der menschlichen Gesundheit, insbesondere durch Krankheitserreger, nicht zu
besorgen ist“. Im Breich der Trinkeasseraufbereitung und -verteilung ist die mikrobielle

Uberwachung in der Trinkwasserverordnung (§ 7 und § 14 TrinkwV) geregelt und basiert auf
3
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einem Indikatorprinzip (E.coli, Enterokokken pro 100 mL) als Endproduktkontrolle. Dabei
beruht diese Kontrolle auf Methoden, die vor mehr als 100 Jahren etabliert wurden, um
Infektionserreger fakaler Herkunft wie Cholera oder Typhus, zu erkennen. Die gesetzlich
geregelten Richtwerte fiir Mikroorganismen beziehen sich dabei nur auf das aufbereitete
Trinkwasser, obwohl im § 5 (5) IfSG auch auf den Status des Rohwassers eingegangen wird, der
ausgehend vom mikrobiologischen Zustand des Gewdssers, eine Desinfektion erfordert. Auch im
§ 41 (1) IfSG wird darauf hingewiesen, dass die Abwasserbeseitigung so zu bewerkstelligen ist,
dass keine Gefahren fiir die menschliche Gesundheit durch Krankheitserreger entstehen. In der
fir die Gewdsserqualitit zustindigen EG-Wasserrahmenrichtlinie sind allerdings keine
Regelungen fiir das Auftreten und die Uberwachung von Krankheitserregern oder

Antibiotikaresistenzen im Gewasser festgelegt.

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Zunahme wasserassoziierter Krankheitserreger
beobachtet, die mit dem derzeitigen Routineverfahren zur Wasserqualititssicherung nicht
detektiert werden konnten (Jones and Roworth 1996; Olsen et al,, 2002). Ursachen dafiir sind
die Liicken im derzeitigen Kontrollsystemen wie das geringe Untersuchungsvolumen von 100
mL, die geringe Persistenz von Indikatorbakterien im Gewadsser, die Abhdngigkeit von der
Kultivierbarkeit der Erreger und die erhohte Anfélligkeit der Indikatoren gegeniiber
Desinfektionsmittel. Zu diesen wasserassozierten Krankheitserregern koénnen auch
antibiotikaresistente =~ Mikroorganismen gehoren, die aufgrund von verdnderten
Umweltverhdltnissen ein gesteigertes Vermehrungspotential besitzen. Unter Beriicksichtigung
des im § 37 (1) IfSG genannten Besorgnisgrundsatzes miissen daher Anpassungen

unternommen werden, um die hygienisch mikrobiologische Wasserqualitat zu verbessern.

Im Gegensatz zur derzeitigen Endproduktkontrolle im Trink- und Abwasserbereich bietet das
aus der Lebensmittelindustrie stammende Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP)
Konzept einen systematischen Ansatz. Dieser beinhaltet die Uberwachung kritischer
Kontrollpunkte auf dem Weg zum Verbraucher, um mdgliche Risiken fiir das Endprodukt
abschatzen zu konnen. Fiir wasserfithrende Systeme bedeutet das, dass der Weg liber Abwasser,
Abwasserbehandlung, Vorfluter sowie den Vorfluter beeinflussende Wisser (Regen-
entlastungsbecken) und Grundwésser bei einer Risikocharakterisierung einbezogen werden

miissen.
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Daraus resultieren die nachfolgend gelisteten Ziele dieser Arbeit:

e Erfassung und Quantifizierung von Belastungssituationen fiir klinisch relevante
Antibiotikaresistenzen und opportunistische  Bakterien im  Klinikabwasser,
kommunalem Abwasser, Oberflichengewasser, Regeniiberlaufbecken und Grundwasser

e Schaffung neuer Bezugsgroflen zur Abschatzung eines mikrobiologischen
Risikopotentials fiir die Bewertung wasserfithrender Systeme

e Mikrobiologische Bewertung einer weiterfithrenden Abwasserbehandlung (Ozonung) in
Kombination mit verschiedenen Filtersystemen oder UV-Behandlung (4. Reinigungs-
stufe)

o Die Entwicklung eines mikrobiologischen, handlungsorientierten Bewertungskonzepts
fiir Klinisch relevante Antibiotikaresistenzen und opportunistische Bakterien in wasser-

fiihrenden Systemen

1.3 Kenntnisstand

Ein Uberblick zur derzeitigen Belastungssituation im human- sowie veterinirmedizinischen
Bereich im Zusammenhang mit dem Antibiotikaverbrauch und der Antibiotikaresistenzsituation
sowie mogliche Abwasserbehandlungsverfahren ist notwendig, um geeignete Mafdnahmen zur
Einddmmung der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen {iiber wasserfithrende Systeme

langfristig und damit nachhaltig umsetzen zu kénnen.

1.3.1 Antibiotikaresistenzsituation in der Humanmedizin

Methicillinresistenz bei Staphylokokken

Die Inzidenz ,hospital aquired“ Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (ha-MRSA) in
deutschen Krankenhdusern stieg zwischen 1999 und 2004 kontinuierlich an und bewegte sich
zwischen 2005 bis 2011 auf einem konstanten Niveau um 20%. In den Folgejahren wurde ein
stetiger Riickgang von MRSA in den Kliniken verzeichnet, der 2013 ein Tiefststand von 12,8%
erreichte (GERMAP 2012). Entgegen diesem Trend meldete das Robert Koch-Institut (RKI) 2014
wieder einen Anstieg auf 21,7% MRSA Patientenisolaten (Tabelle 1). Neben ha-MRSA sind die
sogenannten ,community” (Lebensgemeinschaft) assoziierten MRSA (ca-MRSA) und ,lifestock”
(Tierzucht) assoziierten MRSA (la-MRSA) von steigender Relevanz, da deren Abundanzen
insbesondere in Regionen mit intensiver Nutztierhaltung zunimmt. Diese Zoonosen sind vor
allem fiir das Einbringen anderer Methicillinresistenz-Varianten (mecC) und neuen

Antibiotikaresistenzgenen, wie cfr (Linezolidresistenz), von Bedeutung. Dieser Umstand ist
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besondere Aufmerksamkeit gewidmet, da eine Méglichkeit zur Ubertragung von cfr auf ha-MRSA

befiirchtet wird (GERMAP 2012, Antibiotika-Resistenz und -Verbrauch).

Vancomycin- und ESBL-Resistenz

Neben MRSA verzeichnet das RKI einen steigenden Trend an nosokomialen Infektionen mit
Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) auf Intensivstationen (18,5%). Neben MRSA und
VRE nimmt die Inzidenz von Erregern mit einem erweiterten Spektrum an Beta-Laktam-
Antibiotikaresistenzen (ESBL), wie beispielsweise Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
oder Klebsiella pneumoniae zu. Diese Mikroorgansimen sind auch gegen moderne Antibiotika
wie Cephalosporine der dritten und vierten Generation resistent. Hinzu kommt, dass die fiir die
ESBL-Bildung verantwortlichen Gene haufig auf Plasmiden lokalisiert sind. Diese ringférmigen,
mobilen genetischen Elemente konnen sowohl leicht auf Bakterien derselben Spezies als auch
auf Bakterien verschiedener Spezies libertragen werden. Die Resistenzrate an ESBL bildenden E.
coli verzeichnet in den vergangenen Jahren eine stetige Zunahme und liegt derzeit bei fast 15%

aller klinischen Isolate (DART 2020, Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie).

Carbapenemresistenz

Ebenfalls besorgniserregend ist die zunehmende Resistenz gegeniiber Carbapenemen. Die
wichtigsten Carbapenemresistenzen (KPC-2 und 3, NDM-1, 0XA-48, VIM) wurden ab 2012
deutlich haufiger in Patientenisolaten nachgewiesen als in den Jahren zuvor (RKI, 2013).
Carbapeneme werden als Reserveantibiotika zur Behandlung schwerer Infektionskrankheiten
eingesetzt. Bei Infektionen mit Erregern, die gegen diese Art von Antibiotika resistent sind,

stehen nur noch wenige Behandlungsmaoglichkeiten zur Verfiigung, oder auch gar keine.

Tabelle 1 Antibiotikaresistenzraten bakterieller Krankenhausinfektionen. Robert Koch-Institut: ARS, Stand 28.01.2014

Methicillinresistenzgen (mecA) aus Staphylokokken: 21,7% aller klinischen
Infektionen
Ampicillinresistenzgen (ampC) aus Enterobacteriaceae: 51,29% aller klinischen
Infektionen
Vancomycinresistenzgen (vanA) aus E. faecium/faecalis: 18,5% aller klinischen
Infektionen
Imipenemresistenzgen (blaVIM) aus P.aeruginosa: 11,6% aller klinischen
Infektionen
Erythromycinresistenzgen (ermB) aus S. pneumoniae 62,9% aller klinischen
Infektionen
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1.3.2 Antibiotikaverbrauch in der Humanmedizin

In der Humanmedizin gehoren Antibiotika zu den 5 haufigsten verordneten Arzneimitteln in
Deutschland. Da aber meist akute Erkrankungen behandelt werden, ist die Therapiedauer
vergleichsweise kurz. Dadurch féllt das Verordnungsvolumen im Gegensatz zu vielen anderen
Medikamenten weitaus geringer aus. Zu den am héufigsten verschriebenen Antibiotika zdhlen
Basispenicilline (Oral- und Aminopenicilline), Tetracycline, Makrolide und Chinolone mit 168,
66, 47 und 38 Millionen verordneten Tagesdosen (GERMAP 2012). Im europdischen Vergleich
orientiert sich Deutschland damit im unteren Drittel zusammen mit den Niederlanden,
Osterreich, den skandinavischen Lindern, Slowenien, Russland und der Schweiz. Griechenland,
Zypern, Frankreich, Italien und Belgien bilden die Spitzengruppe mit teilweise mehr als doppelt
so vielen Tagesdosen pro 1.000 Einwohner. Die absolute Menge an verordneten Antibiotika in
Deutschland betrug im Jahr 2011 zwischen 700 und 800 Tonnen pro Jahr und liegt damit unter
den veterindrmedizinisch verordneten Mengen. Fiir mehr als 50% der verordneten Antibiotika
sind Hausarzte verantwortlich. Wobei der Gesamtantibiotikaverbrauch leicht und der Anteil der

Reserveantibiotika stark angestiegen ist.

1.3.3 Antibiotikaresistenzsituation in der Veterinirmedizin

Bei Schweinemastbetrieben sowie Gefliigelfarmen, Klein- und Heimtieren wurden in den letzten
Jahren verstarkt multiresistente Keime nachgewiesen, die auch auf den Menschen iibertragen
werden konnen. Bei Untersuchungen von Menschen mit direktem Kontakt zu Tieren aus
Mastbetrieben lag die Besiedlung mit MRSA bei 24%. Bei Menschen ohne direkten Kontakt lag
die Anzahl der positiven MRSA Befunde bei nur 1,5% (Bisdorff et al, 2011). Zusatzlich zur
direkten Ubertragung vom Tier auf den Menschen und von Mensch zu Mensch koénnen sich
antibiotikaresistente Bakterien durch den Einsatz von Giille als Diinger auch auf Pflanzen
ansiedeln. Dadurch koénnen resistente Keime auch auf Obst und Gemiise gelangen. Weiterhin
kann auch die Verregnung und Bewasserung mit Abwasser-belastetem Oberflaichengewasser zur
Kontamination von Kulturpflanzen fiihren (indirect reuse). Dadurch konnen Riickkopplungen

zum Menschen nicht ausgeschlossen werden.

Keime aus Mastbetrieben weisen vermehrt Resistenzen gegen Fluorchinolone und
Cephalosporine der dritten Generation auf und vereinzelt wurden auch Enterobakterien mit
Carbapenemasen festgestellt (DART 2020). Die Resistenzverteilung zeigt, dass die meisten
Erreger von Atemwegsinfektionen bei Tieren empfindlicher auf Antibiotikabehandlung
reagieren (Pasteurella multocida, Mannheima haemolytica und Actinobacillus pleuropneumoniae,

Resistenzraten unter 20%), als Erreger von Durchfallerkrankungen (Giille) und Hautinfektionen.
7
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E. coli von Schweinen und Gefliigel wiesen hohe Resistenzraten gegeniiber Ampicillin,
Doxycyclin und Tetracyclin auf. P. aeruginosa-Isolate aus Heimtieren zeigten gleichbleibend

hohe Resistenzen gegen eine Vielzahl an Antibiotika (GERMAP 2012).

1.3.4 Antibiotikaverbrauch in der Veterindrmedizin

Bundesweite Daten zu den Abgabemengen von Antibiotika an Tierdrzte werden seit dem Jahr
2011 erfasst. Dabei wurden im Jahr 2011 und 2012 insgesamt 1.706 bzw. 1.619 Tonnen
(Grundsubstanz) an antimikrobiell wirksamen Substanzen an Tierdrzte abgegeben. Damit
nimmt Deutschland eine Spitzenposition im europaischen Vergleich mit Spanien (1.781 Tonnen
pro Jahr) und Italien (1.672 Tonnen pro Jahr) ein. Alle anderen europdischen Lander meldeten
weniger als 1.000 Tonnen an Antibiotika pro Jahr. Damit kommen im Veterindrbereich doppelt
so viele Antibiotika zum Einsatz als zur Behandlung von humanen Infektionskrankheiten. Dieser
Trend scheint riicklaufig zu sein, da pharmazeutische Unternehmen und Grofshdndler im Jahr
2013 nur noch 1.452 Tonnen Antibiotika an Tierdrzte abgegeben haben. Das sind 167 Tonnen
weniger als im Vorjahr und rund 250 Tonnen weniger als im Jahr 2011. Die Menge an
Fluorchinolonen, deren Verwendung in der Tiermedizin aufgrund ihrer Bedeutung in der
Humanmedizin kritisch gesehen wird, ist 2013 allerdings erneut gestiegen. Es wurden von
diesen Antibiotika zwolf Tonnen abgegeben, zwei Tonnen mehr als 2012 und vier Tonnen mehr

als 2011 (DART 2020).

Zu den am haufigsten verabreichten Antibiotika zdhlen die Gruppen der Tetracycline (564 - 566
Tonnen pro Jahr), Penicilline (498 - 527 Tonnen pro Jahr), Sulfonamide (162 - 185 Tonnen pro
Jahr), Makrolide (145 - 173 Tonnen pro Jahr) und Polypeptidantibiotika (124 - 127 Tonnen pro
Jahr). Neben diesen ,alten“ Substanzen werden allerdings zu einem geringeren Anteil auch
Cephalosporine der 3. und 4. Generation verbraucht (8 bzw. 3,5 Tonnen pro Jahr) (Germap

2012).

1.3.5 Antibiotikaresistenzen in der aquatischen Umwelt

Neben abiotischen Schadstoffen spielen fiir die Gewasserqualitit auch fakultativ pathogene
Bakterien und Antibiotikaresistenzen eine zunehmend wichtigere Rolle. Neben Viren, Pilzen und
Parasiten sind ca. 200 Bakterienarten als obligat pathogen, fakultativ oder opportunistisch
pathogen eingestuft. Diese Bakterien konnen iiber Abwasserwege oder landwirtschaftliche
Abschwemmungen zu einer Kontamination von aquatischen Systemen fithren. Durch die Art der
Kontamination kénnen Menschen entweder durch Aufnahme und Kontakt mit einem resistenten

pathogenen Bakterium aus dem Wasser direkt, oder indirekt durch eine Ubertragung von
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Antibiotikaresistenzgenen autochtoner Bakterien auf Pathogene gefdhrdet werden, welche
dadurch eine zukinftige Infektionstherapie bedrohen konnen. Im Gegensatz zu chemischen
Schadstoffen ist bei bakteriellen Kontaminationen aufgrund des Vermehrungspotentials, der
Physiologie der Mikroorganismen, dem Zustand des menschlichen Immunsystems und der

Expositionszeit eine vergleichbare Risikoabschatzung nur schwer maoglich.

Als primare anthropogene Quellen fiir die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der
aquatischen Umwelt werden Abwasser aus Kliniken, kommunalen Klaranlagen und Abwasser
der Mast- und Lebensmittelbetriebe angesehen. Neben der haufigen Verwendung von
Antibiotika kann es auch durch die Emission von Bioziden als Desinfektionsmittel oder anderen
antimikrobiell wirksamen Chemikalien zu einer moglichen Co-Selektion von Antibiotika-
resistenzen in Bakterien kommen. Wie zuvor in Kapitel 1.1 beschrieben, kommt es wahrend des
Klarprozesses zu einer Anreicherung von bestimmten Antibiotika durch Adsorbtion an Flocken
des Belebtschlamms (z.B. Fluorchinolone). Damit verbunden ist auch eine Akkumulation bzw.
Selektion von Antibiotikaresistenzen bei hoher Bakteriendichte im Belebtschlamm. Daher sind

Kldranalgen auch eine relevante sekundare Quelle von Antibiotikaresistenzen.

Die World Health Organisation (WHO) beschreibt das Auftreten und die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen als globales Problem mit dem die Menschheit in Zukunft in verstarktem
Maf3e konfrontiert sein wird (Antimicrobial Resistance Global Report on Surveillance 2014). Es
ist deshalb notwendig, einerseits das Auftreten und die Verbreitung von klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzen zu untersuchen, und andererseits die Effizienz zusatzlicher
Abwasserbehandlungen zur Reduktion von Antibiotika-resistenten Bakterien in aufbereitetem

Abwasser von kommunalen Klaranlagen zu analysieren.

Die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen, ausgeldst durch den Menschen, ist ein hochst
kritisches Beispiel der bakteriellen Evolution mit grofier Relevanz fiir die Human- und
Veterindrmedizin. Zum Beispiel kann eine multiple Antibiotikaresistenz eine Therapie im
Infektionsfall deutlich erschweren oder unmdglich machen und dadurch erhebliche
gesundheitliche Konsequenzen nach sich ziehen. Das bedeutet, dass diese Problematik eine

direkte Auswirkung auf unsere Gesellschaft hat.

Der Anstieg der beobachteten Antibiotikaresistenzen ist ursachlich durch den hohen Verbrauch
von Antibiotika bedingt. Fiir die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der aquatischen

Umwelt konnen vier Mechanismen genannt werden:

e Der horizontale Gentransfer von Antibiotikaresistenzgenen zwischen Bakterien gleicher

und unterschiedlicher Spezies
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o Selektionsereignisse resistenter Bakterien durch antimikrobiell wirksame Substanzen
(auch gerade bei niedrigen Konzentrationen)

e Genetische Pradispositionen flir Mutations- und Rekombinationsereignisse in Bakterien

e Direkte Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien aus der Human- und

Veterindrmedizin

Durch diese Mechanismen wird die Resistenzlage einerseits durch gerichtete molekulare

Prozesse und andererseits durch spontane Ereignisse beeinflusst.

1.3.6 Klaranlagen als Hot Spot fiir Antibiotikaresistenzen und opportunistische
Bakterien

Pharmazeutika werden iiber Ausscheidungen von Mensch und Tier und durch unsachgemafie
Entsorgung in die aquatische Umwelt eingetragen. Humanpharmazeutika wie Antibiotika
gelangen aus privaten Haushalten, Kliniken, Industrie und fleischverarbeitenden Betrieben in
die kommunalen Kldranlagen und sind eine wichtige Entstehungsquelle von resistenten und
multiresistenten Bakterien. Daher werden Klaranlagen als ein Hot Spot fiir den Transfer von
Resistenzgenen zwischen aquatischen Bakterien diskutiert (Abbildung 3). Antibiotika sind in
diesem Zusammenhang von besonderem Interesse, da das Ausmaf} ihres Einflusses auf die
Verbreitung von humanpathogenen Mikroorganismen im Abwasser noch nicht vollstindig
geklart ist. Dabei liegen die gefundenen Konzentrationen von Antibiotika im Abwasser deutlich
unter denen, die vom medizinischen Bereich als minimale Wirkkonzentration (MHK)
beschrieben sind (Hirsch, Ternes, Haberer, & Kratz, 1999; Michael et al., 2013). Dennoch
beeinflussen sie in erster Linie sensitive Bakterien und selektieren moglicherweise resistente
Mikroorganismen in wasserfilhrenden Systemen. Untersuchungen mit subletalen
Konzentrationen von Antibiotika haben gezeigt, dass diese z.B. Biofilmbildung induzieren,
Mutationen hervorrufen sowie bakterielle Stressantworten in Bakterien, wie den Viable But Not
Culturable (VBNC) Status, auslosen konnen. Alle diese Mechanismen kénnen eine Erhéhung des
MHK bewirken. Weiterhin konnen Antibiotikametabolite im picomolaren Bereich bereits nach
kurzer Zeit Resistenzen induzieren, die unabhdngig von der Muttersubstanz sind (Kohanski,

DePristo, & Collins, 2010; Tattevin, Basuino, & Chambers, 2009).
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Abbildung 3 Einfluss und Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien. Die Fragezeichen
weisen auf noch ungekldrte Verbreitungspfade hin.

Die derzeitige Abwasserbehandlung ist auf die Reduktion von Feststoffen, organischen und
chemischen Substanzen sowie Nahrstoffen fokussiert, um den Vorfluter und nachfolgende
Gewasser zu schonen und einen guten Okologischen Zustand zu bewahren. Fiir einige der
hygienisch relevanten Keime ist im Belebtschlammbecken der biologischen Stufe aufgrund der
vorherrschenden Bedingungen und zwischenartlicher Konkurrenz Endstation. Jedoch werden
nicht alle Keime zuriickgehalten und auch Antibiotikaresistenzgene werden nicht vollstindig
eliminiert. Jede Belebtschlammflocke gleicht einem Mikrokosmos mit Millionen verschiedener
Bakterien. Hier erfolgt der Gentransfer von Antibiotikaresistenzen zwischen Bakterien im
erhohten Mafle. Ubertragbare Gene liegen hiufig auf mobilen genetischen Elementen
(Transposon, Integron, Plasmide), und werden unter erleichterten Bedingungen (z.B. hohe
Zelldichte/Zelldiversitit) weitergegeben bzw. ausgetauscht.

So erlangen Bakterien Resistenzgene, ohne dass sie selbst Kontakt mit einem Antibiotikum

hatten. Diese Art der Ubertragung kann iiber drei Mechanismen erfolgen (Abbildung 4).

e Bakterien konnen genetische Informationen durch Aufnahme von Fremd-DNA z.B. aus
freigesetzter DNA toter Bakterien aufnehmen und in ihr Erbgut integrieren. Ein Vorgang,
der als Transformation bezeichnet wird. Im Abwasser ist die freie DNA meist an
Partikeln oder in Biofilmen gebunden und dadurch wesentlich stabiler und vor Abbau

geschiitzt.

11
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e Der zweite Mechanismus wird als Konjugation bezeichnet, bei dem ein Zell-Zell-Kontakt
Voraussetzung ist. Hier werden genetische mobile Elemente tiber Zellstrukturen direkt
zwischen den Bakterien weitergegeben. Auch hier ist die hohe Zelldichte und -diversitat
eine Voraussetzung, wie sie in Abwassersysteme oder Biofilmen vorzufinden sind.

e Die Transduktion ist der dritte Mechanismus, iiber den ein horizontaler Gentransfer
moglich ist. Dabei spielen Phagen eine wesentliche Rolle, da sie Teile ihres Erbguts beim
Befall in das Erbgut der Bakterienzellen integrieren. Letztlich funktioniert der Phage als

Transportvehikel fiir Fremd-DNA und damit auch von Antibiotikaresistenzgenen.

freieDNA

Phageninfektion tote Zellen

¥
e P
2 d

Transduktion /\\
™\

Transformation

Resistenzgene  pl.cmid

Abbildung 4 Mechanismen des horizontalen Gentransfers (RiSKWa-Statuspapier: Bewertungskonzepte der
Mikrobiologie mit den Schwerpunkten neue Krankheitserreger und Antibiotikaresistenzen, 2015)

Neben den schon genannten Zelldichten und Zelldiversititen beglinstigen auch weitere
Abwasser- und umweltspezifische Parameter wie z.B. die Anwesenheit von relevanten
Magnesium-/Calciumionen, Nahrstoffversorgung und hohen Phosphatkonzentration (vor allem

im Klarschlamm) den horizontalen Gentransfer.

Das aufbereitete Abwasser kann somit zahlreiche Bakterien enthalten, die Resistenzgene
erworben haben und iiber den Auslauf der Klaranlage die aquatische Umwelt erreichen. Das
damit verbundene Risikopotential im Hinblick auf Vermehrung, Selektion und Gentransfer ist
derzeit nicht naher charakterisiert. Dieses nicht naher charakterisierte Risikopotential ist auch
fir die Trinkwasseraufbereitung von Relevanz. Der Schutz von Rohwassern vor der
Kontamination mit Krankheitserregern und bakteriellen Tragern von Kklinisch relevanten
Antibiotikaresistenzen dient der allgemeinen Gesundheitsvorsorge. Zum jetzigen Zeitpunkt kann

nicht abgeschitzt werden, von wem und unter welchen Bedingungen klinisch relevante

12
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Antibiotikaresistenzen aus dem Rohwasser (im Rahmen des Aufbereitungsprozesses zum
Trinkwasser) auch auf spadter im Trinkwasser vorhandenen Bakterien iibertragen werden

konnen.

Da die klassischen Klaranlagensysteme nicht dafiir ausgelegt sind, um beispielsweise hygienisch
relevante Bakterien oder Antibiotikaresistenzgene zu reduzieren, sind weiterfithrende
technische und regulatorische Mafdnahmen notwendig, um die Verbreitung dieser wichtigen
mikrobiologisch relevanten Parameter zu verringern und einen nachhaltigen Umgang mit der
Ressource Wasser zu gewdahrleisten. Weiterfilhrende Abwasserbehandlungsmafinahmen sind
notig, um die mikrobiologische Abwasserqualitit zu verbessern. Derzeit werden vor allem
oxidative Verfahren eingesetzt, um Spurenstoffe und einen Grofdteil der Bakterienfracht im
Abwasser zu reduzieren. Da der Fokus dieser Prozesse in den vergangenen Jahren auf der
Reduktion und Inaktivierung von chemischen Kontaminanten lag, sind Informationen {iiber
deren Einfluss auf die mikrobiologische Population, Antibiotikaresistenzgene oder
Gentransferereignissen noch liickenhaft bzw. nur mit Referenzsystemen untersucht (Michael et

al,, 2013; Rizzo et al.,, 2013).

1.3.7 Oxidative Verfahren als mégliche weiterfilhrenden Abwasserbehandlung

Aufgrund der Erkenntnisse, dass die konventionellen Abwassertechnologien die Bakterienfracht
zwar reduzieren, aber einen wesentlichen Anteil zur Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
beitragen, sind weitere technische Mafdnahmen erforderlich, um die Ausbreitung kritischer
mikrobiologischer Kontaminanten in aquatischen Systemen tiber Abwasserwege zu reduzieren.
In den letzten Jahren wurden daher vor allem oxidative Verfahren diskutiert, deren Fokus
vornehmlich auf der Eliminierung von Pharmazeutika und Mikroverunreinigungen liegt, aber
zusatzlich auch zur Keimreduktion beitragen kann. Dieser Effekt entsteht bei Verfahren wie
Photo-Fenton, TiO; oder Ozon durch die Generierung von hoch reaktiven Hydroxylradikalen, die
vor allem mit ungesattigten Kohlenstoffverbindungen in Bakterien reagieren. Nachfolgend sind

die verschiedenen Verfahren beschrieben.

1.3.7.1 Das Ozonverfahren

Ozon wird seit mehreren Jahren aufgrund seiner starken oxidierenden Wirkung erfolgreich zur
Desinfektion (Viren) sowie zur Eliminierung von Pharmazeutika und anderer Mikro-
verunreinigungen im Trinkwasser eingesetzt (Ternes et al.,, 2002; Westerhoff et al., 2005). Durch
den temperaturabhdngigen raschen Zerfall des Ozonmolekiils in wassriger Umgebung entstehen

zudem keine toxischen Riickstinde, was ein Vorteil im Gegensatz zu chemischen

13
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Desinfektionsmitteln ist. Die gesteigerte Effektivitdt der Ozonung beruht dabei auf dem hoheren
elektrochemischen Potential gegeniiber anderen Oxidantien wie Cl;/HOCI], oder ClO, sowie

einem verbesserten Dosis-Wirkungs-Koeffizienten (Tabelle 2; Hoff, 1986).

Tabelle 2 Dosis-Wirkungs-Koeffizient fiir 99% Inaktivierung (mg pro min/L)

Ozone Chlor Chloramine Chlordioxid

Organismus

(pH 6-7) (pH 6 -7) (pH 8-9) (pH 6-7)
E. coli 0,02 0,034 -0,05 95 -180 0,4-0,75
Poliovirus 1 0,1-0,2 1,1-2,5 770 - 3.740 0,2-6,7
Rotavirus 0,006 - 0,06 0,01-0,05 3.806 - 6.480 02-21
Giardia lamblia 0,5-0,6 47 - 150+ - -
Giardia muris 1,8-2,0 30-630 - 7,2-18,5

Neben der Oxidation von chemischen Verunreinigungen wird die Ozonung in der
Trinkwasseraufbereitung vor allem zur Desinfektion von Viren, Bakterien und Protozoen
eingesetzt (von Gunten, 2003). Die Effektivitit der Ozonung beruht dabei auf der Reaktivitat des
Ozonmolekiils mit einer Vielzahl von chemischen Verbindungen direkt oder durch die Bildung
von HOe Radikalen. HOe Radikale besitzen dabei ein hoheres Oxidationspotential als das Ozon
selbst und flihren zu einer raschen Reaktion mit biologischen Molekiilen, was ausschlaggebend
fiir den Zelltod sein soll. Die Desinfektionswirkung der in der Trinkwasserausbereitung genutzte
Ozonung beruht dabei auf der Zerstérung der dufleren Zellkompartimente (Zellwand und
Membran), gefolgt vom Ausstromen innerer Zellbestandteile, der Reaktion mit den
aromatischen Strukturen der DNA und Stickstoff-Kohlenstoff-Bindungen von Proteinen
(Depolymerisierung). Vor allem die Inaktivierung von DNA-Molekiilen ist dabei ein wichtiger

Schritt, um die Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen zu minimieren.

Untersuchungen tiber die Reaktivitdt von DNA-Molekiilen mit Ozon haben gezeigt, dass nur 43%
der Nukleotide oxidiert sein miissen, um die Struktur der DNA-Doppelhelix zu depolymerisieren
(Cataldo, 2006). Dabei ist die Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber Ozon abhangig von der Art
des jeweiligen Nukleotids. Von allen vier DNA-Nukleotiden weist Thymin die hochste Reaktivitat
gegeniiber Ozon auf (Abbildung 5, Geschwindigkeitskonstante 4,2 x 104 L pro Mol und Sekunde),
gefolgt von Guanin mit 1,6 x 104 L pro Mol und Sekunde. Im Vergleich dazu besitzen Cytosin und
Adenin nur !/19 bzw. 1/1900 der Reaktivitdt von Thymin und Guanin gegentiber Ozon (Tabelle 3).
Aufgrund der Basenpaarung (AT und GC) ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zur
vollstandigen Inaktivierung der DNA-Doppelhelix der Anteil an Guanin, da zu diesem Zeitpunkt

Thymin schon vollstdndig oxidiert ist.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der Inaktivierung von Bakterien durch DNA-Schdden hervorgerufen durch Ozon.
Beispielhaft dargestellt am Thymin (ohne Phosphat-Rest), ein Grundbausteine der DNA.

Tabelle 3 Geschwindigkeitskonstante verschiedener Nukleinsdure-Basen und verwandten Substanzen mit Ozon (L mol-!
s) bei unterschiedlicher Protonierung (Flyunt, 2007)

Substrat pKs Wert protoniert neutral deprotoniert
Thymin 9,9;>12 - 4,2x104 ~3x106
Thymidin 9,8 - 3,0 x 104 1,2x 106
5-dTMP 10 - 1,6 x 104
1,3-Dimethyl-Uracil - - 2,8x103 -
Uracil 9,5;>13 - 650 9,2x105
6-Methyl-Uracil 9,8 - 140 6,0 x 105
5-Chloro-Uracil 8 - 4,3x103 1,3x 106
Orotsaure 2,1; 9,45 - 59x103 n. u.
Iso-Orotsaure 4.2:8,9 - 3,7x103 n. u.
Cytosin 4,6;12,2 18 1,4x 103 1,5x 106
2‘-Deoxycytidin 4,3 44 3,5x103 -
Cytidin 4,15 40 3,5x103 -
5’-dCMP 4,6 1,4x 103

Adenin 4,15;9,8 5 12 1,3x 105
2’-Deoxyadenosin 3,8 5 14

AdenosiGMP 2,9;9,7 5x104

DNA - 410 -

Bisherige Untersuchungen zur mikrobiologischen Inaktivierung wurden mit Referenzbakterien
wie E. coli durchgefiihrt. Dort beobachtete man einen Riickgang der E. coli Keimzahl nach

Ozonbehandlung von mehreren Zehnerpotenzen (Zhuang et al., 2014; Dodd, 2012). Die Effizienz
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der Desinfektionswirkung durch die Ozonbehandlung ist abhingig von der Kontaktzeit,
Ozondosis und der individuellen Physiologie bzw. Metabolismus des Bakteriums. Die Ozonung
sollte nach Moglichkeit mit konventionell geklartem Abwasser gefahren werden, da die
Konzentration an geldsten Feststoffen im Abwasser Einfluss auf die benotigte Ozondosis hat. Die
schnelle Wirkung des Ozons hat einen Nachteil, denn bei mikrobiellen Aggregaten fiihrt die
kurze Reaktionszeit und der rasche Zerfall des Ozons zu einer drastisch reduzierten Wirkung
(shielding) und geringen Nachhaltigkeit der Behandlung (Zimmermann et al., 2011). Vor allem
Biofilme zeigen sich als duf3erst robust gegeniiber Desinfektionsmitteln und stellen ein Problem

in vielen wasserfithrenden Prozessen dar (Ford, 1999).

Neben der mikrobiologischen Inaktivierung und Elimination chemischer Kontaminanten
beeinflusst die Ozonung aber auch die Enzymaktivitit von frei im Wasser vorkommenden,
natiirlichen Nukleasen. Diese Enzyme, auch Hydrolasen genannt, spalten das Zuckerphosphat-
geriist der DNA. Dieser Vorgang reduziert die freigesetzten, im Wasser vorkommenden DNA-
Molekiile und ist ein willkommener Effekt, um freigesetzte funktionale Gene wie

Antibiotikaresistenzen oder mobile genetische Elemente zu inaktivieren (Rieder et al., 2008).

Neben der Anwendung in der Trinkwasseraufbereitung wurden Untersuchungen zur
Ozonbehandlung von Kliranlagenausldufen bisher nur auf Basis chemischer Parameter
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben gezeigt, dass es zu keiner
vollstindigen Mineralisierung von chemischen Kontaminanten kommt, jedoch werden
Transformationsprodukte generiert, deren biologische Aktivitat weitaus geringer war, als die
der Muttersubstanz (Dodd et al, 2009; Huber et al, 2004; Lee et al, 2008). Neben
Transformationsprodukten kénnen aber auch andere unerwiinschte Produkte entstehen, wie
beispielsweise Bromat, ein potentiell krebserregender Stoff, der wahrend der Ozonung von
bromidhaltigen Wasser generiert wird (von Gunten, 2003). Neben Bromat kdnnen auch andere
toxische Transformationsprodukte entstehen, wie Aldehyde, Ketone wund andere
sauerstoffreiche Verbindungen, die jedoch durch eine Kombination aus Ozonung und
anschlieflendem Sandfilter entfernt werden kénnen (Hammes et al., 2006). Neben toxischen
Transformationsprodukten ist die Uberfilhrung des im Abwasser befindlichen gelésten
Kohlenstoffs (DOC) in assimilierbaren organischen Kohlenstoff (AOC) wichtig fiir die
anschliefdende Wasserqualitiat des Gewassers (Hammes et al.,, 2006; von Gunten, 2003). Eine
Erhohung des AOC hat Auswirkung auf die biologische Stabilitdt eines Gewdssers und fithrt zu

einem gesteigerten Wiederverkeimungspotential.
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1.3.7.2 Das Photo-Fenton Verfahren

Ein weiteres oxidatives Abwasserbehandlungsverfahren zur Reduzierung von chemischen und
mikrobiologischen Verunreinigungen ist die Photo-Fenton-Behandlung. Durch einen
photokatalytischen Prozess wird Fe2* in Verbindung mit H,0, zu Fe3+ oxidiert. Dabei werden
unter anderem hoch reaktive Hydroxylradikale generiert, die bevorzugt mit
Kohlenstoffdoppelbindungen und aliphatischen Kohlenwasserstoffen reagieren. Die katalytische
Regeneration von Fe?* muss wahrend der Photo-Fenton Reaktion Kkontinuierlichen
aufrechterhalten werden. Die generierten reaktiven Sauerstoffspezies reagieren zuerst mit der
bakteriellen Zellmembran und kénnen zum Verlust des selektiven Stofftransports durch die

Bakterienmembran fiihren (Ortega-Gomez et al., 2012).

Auch Prozesskombinationen von Photo-Fenton mit anderen reaktiven Sauerstoffspezies, wie
H;0;, oder Kombinationen mit UV-A wurden untersucht und zeigten Inaktivierungsraten von
Enterococcus faecalis um 2,5 Zehnerpotenzen. Eine Kombination aus H;0,, UV-A und Photo-
Fenton Behandlung fiihrte nach 80 Minuten zu Inaktivierungsraten von fast 5 Zehnerpotenzen

(Ortega-Gomez 2012).

Weitere Studien zur Inaktivierung von Bakterien belegten die totale Inaktivierung von E. coli
K12 durch Photo-Fenton nach 60 Minuten (Rincon und Pulgarin 2006). Untersuchungen zu
antibiotikaresistenten E. faecalis zeigten ebenfalls eine starke Reduktion, jedoch gab es
Unterschiede im Resistenzmuster nach der Behandlung gegeniiber dem Zulauf des Photo-
Fenton-Systems. So wurde im Auslauf des Systems Ofloxacin-resistenter E. faecalis wesentlich

haufiger detektiert als Trimethoprim-resistenter E. faecalis (Michael et al.,, 2012).

1.3.7.3 Die TiOz-Photokatalyse

Die heterogene TiO,-Photokatalyse ist eine weitere technische Mafdinahme zur Wasser- und
Abwasserbehandlung. Dabei werden mit Hilfe eines Halbleiters und ultravioletter Strahlung in
wassriger Umgebung freie Elektronen generiert, die mit Bestandteilen der Abwassermatrix
reagieren. Dadurch wird eine Elektronenliicke generiert, welche liber Redoxreaktionen zur
Bildung von Hydroxyl- und Sauerstoffradikalen aus Wasser und gelostem Sauerstoff fiihrt

(Kondrakov et al., 2016).

Kultivierungsexperimente zum Effekt von TiO,-Photokatalyse in Kombination mit H,0, auf
multiresistenten E. coli aus biologisch gereinigtem Abwasser ergaben unterschiedliche
Inaktivierungsraten basierend auf dem jeweiligen Resistenzmuster. So erwiesen sich

Ciprofloxacin- und Cefuroxim-resistente E. coli als anfillig gegeniiber TiO:-Photokatalyse. Im
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Gegensatz dazu zeigten Vancomycin- bzw. Tetracyclin-resistente E. coli eine deutlich reduzierte

Anfalligkeit (Fiorentino et al.,, 2015).

1.3.8 Stressantworten von Bakterien auf oxidative Verfahren

Oxidative Verfahren zeichnen sich durch die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies aus.
Diesen Spezies gemein ist ihre Reaktivitat gegeniiber ungesattigten Verbindungen, wie sie in
Zellmembranen (Glykolipide), Proteinen (Aminosduren) oder in der DNA (Nukleotide)
vorkommen. Aufgrund der entstehenden oxidativen Schiaden an diesen unterschiedlichen
Zellkompartimenten sind bakterielle Stressantworten mannigfaltig. Angefangen bei
Reparaturenzymen wie beispielsweise Glutathion-S-Transferasen, die eine bestehende oxidative
Schadigung durch Bildung von Konjugaten oder als Antioxidans beheben bzw. verhindern
(Peters et al, 2014). Eine gesteigerte Expression von Superoxiddismutasen und Katalasen
fiihren zu einem verstirkten Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies bevor letale Schiden
entstehen konnen (Dourado et al, 2015). Eine spezifische bakterielle Antwort auf oxidative
Schiaden an der DNA, die Replikationsstérungen oder Strangbriiche verursacht, ist die recA-
vermittelte Enzymkaskade. Ein Teil dieser Kaskade besteht aus der homologen Rekombination,
um geschddigte DNA Abschnitte zu ersetzten und zu reparieren (Hédndel et al, 2015). Die
bendtigten DNA-Abschnitte konnen unter anderem durch die Aufnahme von extrazellularer DNA
aus anderen Bakterien erlangt werden. Untersuchungen zur recA Gen-Expression und
induzierten subletalen DNA-Schiden durch diverse chemische sowie physikalische Verfahren

wies auf eine Korrelation zwischen recA und horizontalem Gentransfer hin (Fall et al., 2007).

Stressantworten sind ebenfalls abhdngig von der untersuchten Bakterienspezies.
Untersuchungen zu unterschiedlichen Regenerationspotentialen nach subletalen DNA-Schaden
wiesen auf eine konstitutive Expression von recA in E. faecium hin oder stimulierten den
Ubergang zum VBNC Stadium (lebend, aber nicht mehr kultivierbar; Jungfer, Schwartz, & Obst,
2007). Dieser Effekt ist besonders wichtig, da diese Bakterien dadurch iiber standardisierte

Kulturverfahren nicht mehr detektiert werden konnen.

Neben diesen genetischen Stressantworten auf oxidative Schiaden in Einzelzellen miissen auch
Stressantworten von Bakterien in Biofilmen beriicksichtigt werden, die eine deutlich hohere
Resistenz gegeniiber Desinfektionsmitteln aufweisen (Hota et al., 2009). Weiterhin ist bekannt,
dass Bakterien in Biofilmen von einer erhéhten Nahrstoff Verfiigbarkeit profitieren und unter
diesen Bedingungen ein erhohtes Regenerations- und Proliferationspotential besitzen

(Venkatesan, Perumal, & Doble, 2015).
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1.3.9 Wissensliicken und Forschungsbedarf

Beim Nachweis von hygienisch relevanten Bakterien kommen derzeit haufig kulturbasierte
Nachweismethoden zum Einsatz. Das liegt einerseits daran, dass moderne kulturunabhdngige
Methoden noch relativ neu sind, und zum anderen daran, dass relevante Regelwerke und
Normen (z.B. TrinkwV, Badegewasserrichtlinie) mit ihren Richt- und Grenzwerten auf
kulturellen Methoden beruhen. Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass Bakterien
unter Stressbedingungen in der Lage sind, in den sogenannten VBNC-Zustand tiberzugehen, so
dass sie bei den vorgeschriebenen Keimzahlungen nicht erfasst werden konnen (Gruzdev, Pinto,
& Sela Saldinger, 2012). Diese Bakterien lassen sich jedoch mit molekularbiologischen Methoden
wie z.B. qPCR erfassen. Mit PMA- oder EMA-qPCR kann zudem unterschieden werden, ob es sich
dabei um physiologisch intakte oder um geschadigte Bakterien (zellwandpermeabel) sowie freie
DNA-Fragmente handelt (Bae and Wuertz, 2009). Zuséatzlich zur Kultur erhilt man mit diesen
Methoden einen oft zahlenmafdig hoheren Nachweis durch die Erfassung von nicht-
kultivierbaren, aber lebenden Bakterien. Derzeit ist eine hygienische Bewertung dieser Befunde
aber nicht zuverldssig moglich, da Kenntnisse zur Infektiositat dieser VBNC-Stadien oder gar
Dosis-Wirkung-Beziehungen fiir die jeweiligen Bakterienarten fehlen. Zudem ist nicht
vollstindig bekannt, unter welchen Bedingungen ein Wechsel vom kultivierbaren in den
nichtkultivierbaren Zustand oder umgekehrt erfolgt. Der Einsatz molekularbiologischer
kultivierungsunabhangiger Methoden hat dennoch den Vorteil, dass: (1) die Ergebnisse
teilweise deutlich schneller vorliegen und (2) die nichtkultivierbaren, aber dennoch relevanten

Bakterien erfasst werden konnen.

Im Gegensatz zu hoheren Lebewesen konnen Mikroorganismen Teile ihres genetischen
Materials tiber HGT austauschen (Smalla, 2003). Die dadurch mégliche Resistenziibertragung
kann iiber Konjugation, Transduktion oder Transformation erfolgen (siehe Kapitel 1.3.6,
Abbildung 4). Der HGT ist fiir die Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen besonders wichtig, da
ein Austausch zwischen pathogenen und nichtpathogenen Organismen und vice versa erfolgen
kann (Rieder et al, 2008). Generell ist das Risiko des Resistenzgentransfers schwer zu
quantifizieren, weil nur wenige Daten zum Gentransfer in natiirlichen Habitaten existieren. Es
gibt einige wenige Studien zur Ubertragungshiufigkeit von Antibiotikaresistenzgenen (Hunter,
Wilkinson, Catling, & Barker, 2008). Aktuelle Erkenntnisse zeigen, dass Bakteriophagen sowohl
als Reservoir fiir Antibiotikaresistenzgene dienen konnen, als auch eine wichtige Rolle bei deren
Mobilisierung spielen (Utter et al, 2014). Um gezielt eine Reduktion der Ausbreitung von
klinisch relevanten und antibiotikaresistenten Bakterien und deren Resistenzgenen zu
kontrollieren und Ausbreitungswege zu Uberwachen, miissen molekularbiologische

Nachweisverfahren fiir den Umweltbereich definiert werden (Berendonk et al., 2015).
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Eine Ergdnzung zu den konventionellen PCR und qPCR Untersuchungen stellt die Anwendung
von ,Next Generation Sequencing”“-Technologien dar. Mit Hilfe dieser neuen Technologie ist es
moglich, erweiterte Genomdatenbanken zu erstellen, um den Einfluss auf die Evolution und den
Transfer von Antibiotikaresistenzen zu untersuchen. Hierbei kénnen auch gezielt mobile
genetische Resistenzelemente (z.B. Integrons, Transposons, Plasmide) betrachtet werden, um
deren Verteilung und Einfluss auf die Resistenzentwicklung und Ausbreitung zu beschreiben
(Schwartz et al, 2015). Weiterhin sollten Antibiotikaresistenzdeterminanten in Kritischen
wasserfilhrenden Systemen wie Abwasser, Oberflichenwasser und Rohwasser gezielt
untersucht werden, um mogliche Kontaminationsquellen fiir Trinkwasser zu identifizieren und
um den Austausch genetischer Informationen von Pathogenen iiber Umweltbakterien, als

Transfervehikel fiir Resistenz- und Virulenzfaktoren, zu erkennen.

Die aquatische Umwelt spielt zweifelsohne bei der Entwicklung von Antibiotikaresistenzen eine
wichtige Rolle. Dies bezieht sich auch auf die Entstehung von neuen Kklinisch relevanten
Antibiotikaresistenzen in der Umwelt. Daten belegen, dass der Ursprung von klinisch relevanten
Resistenzgenen auch in der Umwelt und nicht nur im klinischen Bereich zu finden ist (Jacoby,
2009). Diese Erkenntnisse zeigen den Zusammenhang von Evolution und Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen in Kliniken und urbanen Umwelthabitaten. Fiir den Umweltbereich
liegen jedoch bislang keine umfassenden Daten vor, die es erlauben wiirden, eine Bewertung

eines bestehenden Risikos durch Antibiotikaresistenzen vorzunehmen.
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2 Untersuchungsgebiete und Methoden

2.1 Beschreibung der aquatischen Habitate in der Modellregion

Donauried

Das Donauried ist hydrogeologisch gepragt durch einen stark verkarsteten Untergrund und
einer daraus resultierenden hohen Flief3geschwindigkeit des Grundwassers. Dadurch besteht
ein erhohtes Risiko der Verbreitung von Mikroorganismen oder chemischen Schadstoffen, da
eine verringerte Retentionszeit des Grundwassers auch die Selbstreinigung reduziert (Pronk,
Goldscheider, Zopfi, & Zwahlen, 2009). Deshalb wurden mehrere Wasserschutzzonen (WSG
Schutzzone [ bis III) mit einer Flache von insgesamt 517 km? (davon 52 km? Trinkwasser-
Fassungszone) eingerichtet. Das Wasserschutzgebiet ,Donauried-Hiirbe“ zdhlt damit zu einem
der wichtigsten Trinkwasserspeicher fiir Baden-Wiirttemberg. Eine Auswahl verschiedener
Grund- und Oberflaichenwidsser, Abwidsser und Regentiberlaufbecken (Mischwassersystem)
geben einen Uberblick iiber die Belastungssituation in Bezug auf ausgewihlte opportunistische
Bakterien und klinisch relevanter Antibiotikaresistenzen innerhalb des Donaurieds. Der Fokus
lag dabei auf Wassern, die sowohl untereinander einen direkten Einfluss haben, als auch auf

unabhéngigen sich nicht direkt beeinflussenden Wassersystemen.

Uber einen Zeitraum von 2 Jahren wurden 20 Probenahmestellen mikro- und
molekularbiologisch auf Kklinisch relevante Antibiotikaresistenzgene und opportunistische
Bakterien untersucht, um moégliche Kontaminationspfade und Belastungssituationen zu
identifizieren. Dafiir wurden 24 h-Kompositenproben der Zu- und Ablaufe von Kliranlagen,
sowie Stichproben von Klinikabwéassern, Regeniiberlaufbecken, Vorflutern und Grundwdisser
gesammelt und untersucht. Klinikabwasser wurde vom nachstgelegenen stadtischen Zugang zur
Kanalisation genommen (Tabelle 4, Abbildung 6). Klinikum 1 (S1) besitzt 1.000 Betten und ist in
einen Komplex zusammen mit einem Altersheim und einem Militdrhospital organisiert. Die
stadtische Klaranlage reinigt Abwasser von 445.000 Einwohnern aus der Region (S3in und
S3out) und ist ausgeriistet mit einer 3-stufigen Klarung. Die zweite untersuchte Klaranlage (S5in
und S6out) reinigt Abwasser von ca. 16.600 Einwohnern sowie von einem Kkleineren
Krankenhaus mit 80 Betten (S2). Zwei weitere Kldranlagen mit einem Ausbau fiir jeweils 16.000
(S7in und S8out) und 2.500 (S9in und S10out) Einwohnerwerten mit vornehmlich

landlichem /kommunalen Einfluss wurden ebenfalls iber den gesamten Zeitraum untersucht.
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Tabelle 4 Ubersicht der untersuchten Messstellen im Donauried

Probenbezeichnung

Art der Probenahme

Klinikabwasser
S1 Klinik Ulm
S2 Klinik Langenau

Stichprobe

Klaranlagen

S3 (Klaranlage 1, Zulauf)
S4 (Klaranlage 1, Ablauf)
S5 (Klaranlage 2, Zulauf)
S6 (Klaranlage 2, Ablauf)
S7 (Klaranlage 3, Zulauf)
S8 (Klaranlage 3, Ablauf)
S9 (Klaranlage 3, Zulauf)
S10 (Klaranlage 4, Ablauf)

24 h-Kompositenprobe

Oberflichenwasser
S11 (Donau)

S12 (Lone)

S13 (Nau)

Stichproben

Regeniiberlaufbecken
S14 (ROB1)
S15 (ROB2)
S16 (ROB3)
S17 (ROB4)

Stichproben

Grundwasser

S18 (GW1, 7721)
S19 (GW2, 7106)
S20 (GW3, 7103)

Stichproben
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Abbildung 6 Geografische Lage der untersuchten Messstellen im Donauried. Dreiecke entsprechen Klinikabwdsser,
Rechtecke entsprechen Kldranlagen Zu- und Abldufe, Kreise entsprechen Oberfldchengewdssern, Rauten
stellen Regentiberlaufbecken und Hexagone Grundwassermessstellen dar (aus Alexander et al,, 2015).

Probennahmestelle S11, S12 und S13 sind Oberflichengewadsser, wobei S11 einer Messstelle an
der Donau, nahe Leipheim (norddéstlich von Ulm) entspricht. S12 und S13 sind kleinere Fliisse,
die in die Donau miinden. Des Weiteren wurden vier Regeniiberlaufbecken (S14, S15, S16, S17)
untersucht, um den Einfluss von Abschwemmungen aus der umliegenden Landwirtschaft oder
den Wohngebieten auf die Bakterien- und Antibiotikaresistenzlage zu {berpriifen. Die
untersuchten Grundwassermessstellen (S18 und S19) liegen in der Nahe von 2 Deponien. Hier
sollte der Einfluss von Sickerwasser aus einer angrenzenden aktiven und einer oberflachlich
versiegelten Deponie untersucht werden. Mit Grundwassermessstelle S20 wurde zusatzlich
Uiberpriift, ob im Sommer eine bakterielle Kontamination durch Versickerung des Gewassers S12

vorliegt.
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2.2 Beschreibung der Ozon-Pilotanlage an der Kldranlage Siidhessen

Uber einen Zeitraum von 2 Jahren wurden alle 2 Wochen jeweils eine 24 h-Mischprobe aus Zu-
und Ablauf der installierten Ozonanlage auf die Abundanz von Klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgenen und opportunistische Bakterien untersucht. Die Aufarbeitung und
DNA-Extraktion erfolgten umgehend nach Erhalt der Wasserproben am gleichen Tag. Eine Reihe
prozessrelevanter Probenahmestellen wurden ausgewahlt, um den Effekt der Ozon Behandlung
auf die Abundanz der Antibiotikaresistenzgene und opportunistischen Bakterien zu untersuchen

(Abbildung 7).

Das verwendete Ozonsystem wurde zur Behandlung eines Teilstroms des konventionell
gereinigten Abwassers der Klaranlage Siidhessen genutzt. Die Klaranlage Stidhessen behandelt
Abwasser von 43.000 Einwohnern, dies entspricht einer Durchschnittswassermenge von 6.400
m? pro Tag. Ein Mikrofilter (Porengréfe 10 um) wurde im Zulauf der Ozonanlage installiert, um
grofere partikulare Feststoffe zuriick zu halten. Das Ozonsystem A (WEDECO, Typ GSO) besteht
aus 2 Blasensdulen, die im Paralleldurchfluss betrieben wurden. Ozon wurde in umgekehrter
Stromungsrichtung liber einen Keramikdiffusor in die erste Blasensdule eingeblasen. Die zweite
Blasensdule wurde dabei als Reaktionsraum genutzt. Die hydraulische Verweilzeit betrug 18 + 2
Minuten, abhdngig von der Durchflussrate. Die Ozondosis wurde abhingig vom aktuellen
gelosten organischen Kohlenstoff (DOC, Durchschnitt 10,0 + 2,3 mg pro L) eingestellt, um die
Zehrung des Ozons relativ zur Biomasse zu berticksichtigen und betrug 0,85 + 0,15 g O3 pro g
DOC. Der Ozonzulauf wurde direkt nach dem Mikrofilter beprobt, um die mikrobiologische

Ausgangssituation zu definieren.
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1 I | H
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Abbildung 7 Das Behandlungssystem am Kldrwerk Siidhessen bestehend aus konventioneller Belebungsanlage (43.000
EW) mit anschliefSender Mikrosiebung, Ozonung im PilotmafSstab, sowie Aktivkohle- und Biofiltration im
halbtechnischen MafSstab. Probenahmestellen sind rot markiert
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2.3 Beschreibung der Ozon-Pilotanlage mit nachgeschalteter UV-Anlage

am Grofdklarwerk Neu Ulm-Steinhaule

Zum Abgleich der Ergebnisse aus der Ozon-Pilotanlage an der Klaranalge Siidhessen wurde der
Einfluss von zusatzlichen Verfahrenskombinationen und Parametern auf die Abundanz von
klinisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien am
Grofdklarwerk Neu Ulm-Steinhdule untersucht, mit dem Ziel eine Verbesserung der
mikrobiologischen Abwasserqualitit zu erreichen. Die einzelne Versuchsreihe wurde mit
konventionell gereinigtem Abwasser durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Ozon-Pilotanlage auf der
Grof3-Kliranlage Neu Ulm-Steinhiule installiert (445.000 EW, 40 Millionen m® Abwasser pro
Jahr). Die anschliefiende UV-Behandlung wurde mit Hilfe von CBD-Versuchen (CBD = Colimated
Beam Device) durchgefiihrt, die aus der Trinkwasseranwendung bekannt sind. Diese
Vorgehensweise ermoglichte es, dass mit relativ geringen und flexiblen Aufwand die
notwendigen UV-Dosiswerte reproduzierbar ermittelt werden konnten. Das fiir die Aufarbeitung
und DNA Extraktion erforderliche Labor wurde vom Klarwerk Neu Ulm-Steinhdule zur
Verfligung gestellt, so dass die Probenbearbeitung am selben Tag erfolgen konnte. Im Fokus der
Untersuchungen standen Ozondosen von 0,7, 1,0 und 1,5 g O3 pro g DOC, bei einer hydraulischen
Verweilzeit von 15 # 2 min, UV-Intensitidten von 100, 200 und 300 ] pro m? sowie verschiedene

Kombinationen beider Verfahren (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Das Behandlungssystem am Kldrwerk Neu Ulm-Steinhdule bestehend aus mechanischer, konventioneller
und adsorptiver Reinigung. Der Ablauf der biologischen Reinigung wurde fiir die Behandlung der
weiterfiihrenden Abwasserbehandlungsmafsnahmen verwendet. Probenahmestellen sind rot markiert.
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2.4 Aufarbeitung der Wasser- und Abwasserproben

Wasserproben aus den Untersuchungsgebieten wurden in sterilen Glasflaschen als 24 h
Kompositen- und Stichproben gesammelt und bei 4 °C im Dunkeln bis zur DNA-Extraktion
aufbewahrt. Die DNA-Extraktion erfolgte innerhalb von 24 h nach der Probennahme. Abhangig
vom Trilbungsgrad der Wasserproben wurden diese entweder durch eine Polycarbonat
Membran mit einer Porengrofle von 0,45 nm gefiltert (Whatman, Maidstone, England) oder

durch Zentrifugation die Biomasse konzentriert.

Bis zu 6 L Grundwasser und 500 mL von Oberflaichenwassern/ Regentiberlaufbecken wurden
filtriert, um adaquate Mengen an Mikroorganismen bzw. DNA zu gewinnen. Fiir die DNA-
Extraktion wurde das FastDNA Spin kit for soil (MP Biomedical, Illkrich, France) unter
Verwendung der Lysingmatrix E und gemafd den Protokollvorgaben fiir Abwasser aber mit
abschliefSender 2-facher Elution mit 50 pL sterilem Wasser verwendet. Fiir ungeklartes sowie
konventionell gereinigtes Abwasser und Krankenhausabwasser reichten 200 mL aus. Die durch
Zentrifugation erhaltenen Mikroorganismen wurden nach dem Dekantieren des Uberstandes
erneut mit Abwasser resuspendiert. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt bis zum
erreichen der gewiinschten Starke. Die Pellets von ungeklartem Abwasser sowie Klinikabwasser
wurde mit 40 mg Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma, Munich, Germany) in 1,6 mL ASL Stool Lysis
Puffer (Bestandteil des Extraktionskits) resuspendiert. Die Losung wurde anschliefRend fiir 10
min bei 95 °C inkubiert und der Uberstand mit einer PCR Inhibitor-Absorbent-Matrix (Inhibit-ex,
QIAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany) versehen. Fiir die anschlief}ende DNA-
Extraktion wurde das QiaAmp Mini Kit (Qiagen) und Arbeitsschritte entsprechend dem
Protokoll durchgefiihrt. Fiir eine bessere DNA Ausbeute wurde auch hier das Elutionsvolumen
auf 50 pL reduziert, aber ein weiteres Mal wiederholt. DNA Konzentration und Reinheit wurde
spektrophotometrisch gemessen (NanoDrop ND-1000, Peqlab Biotechnology, Erlangen,

Germany).

2.5 Ausgewaihlte mikrobiologische Parameter: opportunistische

Bakterien
Die mikrobiologischen Parameter wurden aufgrund ihrer aktuellen Relevanz als
Infektionserreger im Klinikbereich ausgewahlt (Kapitel 1.3.1, Tabelle 1). Eine Liste der
verwendeten Primersysteme zur Detektion und Quantifizierung dieser relevanten Parameter ist
in Tabelle 5 dargestellt. Einer dieser mikrobiologischen Parameter ist P. aeruginosa, ein
opportunistisches Bakterium, das haufig in aquatischen Habitaten gefunden wird. P. aeruginosa

gehort zu den haufigsten nosokomialen Infektionserregern auf Intensivstationen (Obritsch, Fish,
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Maclaren, & Jung, 2004). Daher wurde ein Primersystem verwendet, dass das P. aeruginosa
spezifische Gen fiir den Sigma-70 Faktor detektiert (ecfX). Dieses Primersystem weist eine
hohere Spezifitat auf, als die gdngigen Primersysteme, die das 23S5-Gen detektieren (Clifford et
al,, 2012).

Tabelle 5 Primersysteme zur Detektion opportunistischer Bakterien

Mikroorganismus Gen Name Sequenz
Enterococci 23SrDNA ECST784F AGAAATTCCAAACGAACTTG
ENC854R CAGTGCTCTACCTCCATCATT
Staphylococci mecA mecA1FP CGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAA
mecA1RP TGGTCTTTCTGCATTCCTGGA
Enterobacteriaceae ampC Lak2FP GGGAATGCTGGATGCACAA
Lak1RP CATGACCCAGTTCGCCATATC
Pseudomonas aeruginosa ecfX ecfXRT-F AGCGTTCGTCCTGCACAAGT

ecfXRT-R TCCACCATGCTCAGGGAGAT

Staphylococcus aureus und Koagulase-negative Staphylokokken (CNS) gehoren zu den am
hiufigsten aus hospitalisierten Patienten isolierten Pathogenen. Vor allem Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) -Infektionen besitzen eine erhohte Sterblichkeitsrate unter
Patienten im Vergleich zu anderen nosokomialen Infektionen, da sie haufig auch gegen eine
Vielzahl anderer Antibiotika resistent sind (Naber, 2009). Die Detektion von MRSA und CNS

wurde durch das chromosomale mecA Gen ermittelt (Volkmann et al., 2004).

Enterokokken dienen als Indikatoren fiir eine fikale Kontamination in wasserfiihrenden
Systemen und laut dem European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) sind
Enterokokken die haufigste Ursache fiir Blutbahninfektionen auf Intensivstationen (Suetens et
al,, 2012). Zusatzlich sind Enterokokken dafiir bekannt, eine Vielzahl an Antibiotikaresistenzen
zu tragen, was die Behandlung in immungeschwichten Patienten erheblich verschlechtert.
Daher wurde ein Primersystem verwendet, dass das speziesspezifische 23S5-Gen von

Enterokokken (E. faecium/faecalis/casseliflavus) detektiert (Volkmann et al., 2004).

Eine Vielzahl an Enterobakterien, vor allem Klebsiella pneumoniae, sind ein wachsendes Problem
in Einrichtungen der Gesundheitspflege. Als beta-Lactam Antibiotikaresistenz wurde das
Ampicillinresistenzgen ampC aufgrund seiner Sequenzhomologie in diversen Enterobakterien
wie beispielsweise Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae und Klebsiella
pneumoniae ausgewahlt (Schwartz et al.,, 2003). Studien zeigten, dass das intrinsische ampC

Resistenzgen aus Enterobacteriaceae auch auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert ist und
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damit die Fahigkeit zur horizontalen Ubertragung besitzt (Amador, Fernandes, Prudéncio,

Barreto, & Duarte, 2015; Philippon, Arlet, & Jacoby, 2002).

2.6 Ausgewihlte mikrobiologische Parameter: klinisch relevante

Antibiotikaresistenzgene
Vancomycin ist ein Reserveantibiotikum. Seine Verwendung ist bei ernsthaften Infektionen mit
multiresistenten grampositiven Erregern angezeigt. Das Auftreten von Vancomycin-resistenten
Enterokokken (VRE) und S. aureus (VRSA) reprasentiert ein ernsthaftes Problem in allen
Einrichtungen der Gesundheitspflege. Aufgrund dieser Problematik ist das Vancomycin-
resistenzgen vanA (Tabelle 6), das auf einer Vielzahl an mobilen genetischen Elementen
lokalisiert sein kann (Tn-1546-like Transposons), ein wichtiger Parameter fiir die
mikrobiologische Risikocharakterisierung (Gagnon et al., 2011; Starikova et al,, 2013; Wardal et
al, 2014). Das Unterbinden der Verbreitung des vanA Gens ist umso wichtiger, da friihere
Arbeiten gezeigt haben, dass das vanA Gen auch unter Abwesenheit von Enterokokken in

Biofilmen aus autochthonen Trinkwasserbakterien zu finden ist (Schwartz et al., 2003).

Carbapenem-resistente K. pneumonia und P. aeruginosa stellen ernsthafte Probleme im
klinischen sowie im ambulanten Bereich dar. Das Imipenemresistenzgen blaVIM, das ebenfalls
auf einem mobilen genetischen Element liegt (Tn402) ist mitverantwortlich fiir die derzeitige
Resistenzlage in diesen Bakterienspezies (Kofteridis et al., 2014). Daher ist eine Reduktion des
blaVIM Gens ein wichtiger Indikator fiir eine mikrobiologische Risikocharakterisierung

aquatischer Systeme.

Streptococcus pneumoniae ist ein weiterer Vertreter fakultativ pathogener Bakterien und kann
schwere Atemwegserkrankungen hervorrufen. Infektionen mit S. pneumoniae werden haufig mit
Makrolidantibiotika behandelt. Eine Resistenzzunahme gegen Makrolidantibiotika fiihrte zu
einer Erhohung der Sterblichkeitsrate in den letzten 10 Jahren (Wardal et al, 2014). Das
Makrolidresistenzgen gegen Erythromycin (ermB) ist zudem haufig auf Transposons lokalisiert

(Okitsu et al., 2005).

Tabelle 6 Primersysteme zur Detektion von Antibiotikaresistenzgenen

Antibiotikaresistenzgen Gen Name Sequenz

Vancomycin- vanA  vana3FP CTGTGAGGTCGGTTGTGCG
resistenz vana3RP TTTGGTCCACCTCGCCA
Imipenem- blaVIM vim1FP CCTCCATTGAGCGGATTCA
resistenz vim1RP GCCGTGCCCCGGAA
Erythromycin- ermB  ermB-F TGAATCGAGACTTGAGTGTGCAA
resistenz ermB-R GGATTCTACAAGCGTACCTT
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2.7 Quantitative Real-Time PCR

Quantitative Real-Time PCR (qPCR) ermdglicht die Quantifizierung mikrobiologisch relevanter
Parameter in einer Population aus unterschiedlichen aquatischen Habitaten. Spezifische Primer
fiir klinisch relevante Antibiotikaresistenzgene und opportunistische Bakterien sind in Tabelle 3
und 4 in den vorangegangenen Kapiteln (2.5 und 2.6) aufgefiihrt. Um das Detektionslimit und
die Leistungsfahigkeit des qPCR-Systems zu ermitteln, wurden Standardverdiinnungsreihen von
Referenzbakterien (E. faecium B7641 (vanA), Staphylococcus aureus Al (mecA), P. aeruginosa

Pa49 (blaVIM) und E. cloacae NZ11 (ampC) erstellt und vermessen.

Flir die Quantifizierung des jeweiligen Zielgens wurde fiir jede Probe ein 20 pL gPCR
Reaktionsansatz angesetzt. Jeder Reaktionsansatz enthéalt 10 pL. KAPA SYBR FAST Abi Prism 2x
gPCR Master Mix (peqlab, Erlangen, Germany), 7 pL nucleasefreies Wasser (Ambion, life
technology, Frankfurt, Germany), 1 pL Vorwarts- und Rickwartsprimer (5 pM), und 1 pL
genomische DNA (Konzentration ca. 30 ng pro uL). Das Temperaturprofil der qPCR startete mit
der Polymeraseaktivierung und Denaturierung von komplexen Sekundarstrukturen
genomischer DNA bei 95 °C fir 3 Minuten. Anschlieflend erfolgte die Primeranlagerung/
Amplifizierung (60 °C fiir 15 Sekunden) und die wiederholte Denaturierung bei 95 °C fiir 15
Sekunden. Dieser Zyklus wird insgesamt 40x wiederholt und der Fluoreszenzanstieg wurde
nach jedem Zyklus gemessen (Abbildung 9). Die Spezifitit der Amplifikation wurde mit Hilfe
einer  anschlieffenden  Schmelzkurvenanalyse = durchgefiihrt. = Dabei  wurde ein
Temperaturgradient von 60 bis 95 °C verwendet (1 °C pro 10 Sekunden). Die Auswertung wurde

mit der Bio-Rad CFX Manager Software durchgefiihrt.
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Abbildung 9 Prinzip der qPCR Quantifizierung. Die Floureszenzintensitdt (Rn) nimmt auf Grund der PCR-Amplifizierung
mit jedem Zyklus fortlaufend zu. Sobald der Schwellenwert (Threshold) tiberschritten und signifikant tiber
dem Hintergrundsignal liegt, wird der Ct-Wert aufgezeichnet. Je gréfSer der Ct-Wert, umso geringer die
Anzahl der Genkopien.
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Die Berechnung der Zellzahl des jeweiligen Antibiotikaresistenzgens und speziesspezifischen
Bakterienmarkers in der Gesamtpopulation erfolgte tber Kalibriergeraden von zuvor
vermessenen Referenzbakterien. Die koloniebildenden Einheiten (KBE) aus den
Verdiinnungsreihen der Referenzbakterien wurden mit der gemessenen Fluoreszenz (Ct-Werte)
aus der qPCR korreliert (Kapitel 7, Anhang). Da genetische Transferereignisse dafiir
verantwortlich sind, dass Antibiotikaresistenzgene unabhingig von der Bakterienspezies in
einer Population vorhanden sein konnen, wurden die ermittelten Zellzahlen als

Referenzbakterien-Aquivalente bezeichnet, oder kurz Zelliquivalente.

2.8 Berechnung von Zelldquivalenten

Die Berechnung der Zelldquivalente beruht auf einer absoluten Quantifizierung durch die qPCR.
Die Normierung der untersuchten Antibiotikaresistenzgene und opportunistischen Bakterien-
parameter in der jeweiligen Mischpopulation erfolgte auf 100 ng DNA, extrahiert aus jeder
Wasserprobe. Klinische Isolate, die das jeweilige Antibiotikaresistenzgen oder das spezies-
spezifische Markergen enthielten, dienten als Referenz zur Generierung einer Kalibriergerade.
Jedes Referenzbakterium wurde in Fliissigmedium angezogen bis eine optische Dichte von 1,0
bei einer Wellenldnge von 600 nm erreicht wurde. Dieser Wert korreliert mit einer Zelldichte
von ca. 5x108 Bakterien pro mL. Nach Anzucht der Referenzbakterien wurden
Verdiinnungsreihen in Schritten von 8 Zehnerpotenzen angelegt und von jeder

Verdiinnungsstufe 100 pL auf ein adidquates Medium ausplattiert (Tabelle 7).

Tabelle 7 Kultivierung von antibiotikaresistenten Bakterien nach CLSI Standards

Bakterium Medium Antibiotikum Konzentration
Enterobacteriaceae TTC Agar Ampicillin 32 pg pro mL
Pseudomonaden Cetrimid Agar Ciprofloxacin 4 pg pro mL
Imipenem 4 ug pro mL
Enterokokken Slanetz-Bartley Agar ~ Vancomycin 16 pg pro mL
Staphylokokken TSB Agar Methicillin 4 ug pro mL

Zeitgleich wurden 10 pL aus jeder Verdiinnungsstufe fiir qPCR-Analysen verwendet. Die
angelegten Zellkulturen wurden fiir 44 h und 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die KBE bestimmt und mit den dazugehdrigen Ct-Werten aus der qPCR korreliert. Aufgrund von
Interferenzen bei der Quantifizierung der Antibiotikaresistenzgene vanA und blaVIM in der

gPCR-Analyse, wurde eine Standard PCR durchgefiihrt und die Amplifikation anschliefiend
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densitometrischen quantifiziert (Light Units, Lumilmager Working Station, Lumi Analyst
Software) Die aus der Korrelation entstandene Eichgerade wurde zur Berechnung der
Abundanzen von Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien aus einer
Mischpopulation (Gesamt-DNA Extrakt aus einer Wasserprobe) verwendet. Das Prinzip einer

Kalibriergerade zur Berechnung von Zellaquivalenten ist in Abbildung 10 dargestellt.

Berechnung von Zellaquivalenten
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Abbildung 10 Berechnung von Zelldquivalenten durch die Korrelation von Kultivierung und qPCR Quantifizierung

Der Hauptanteil an Mikroorganismen in einer natiirlichen Population besteht aus weitestgehend
uncharakterisierten Bakterien mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund sowie
autochthonen  Bakterien, die ebenfalls Empfinger und als Ubertriger von
Antibiotikaresistenzgenen fungieren kénnen. Daher werden die Zellzahlen, die mit Hilfe der
jeweiligen Kalibrierfunktion berechnet wurden, als Zelldquivalente aus einer Mischpopulation
bezeichnet. Andere Methoden basierend auf der relativen Quantifizierung zur 16S rDNA Kopien-
anzahl sowie der absoluten Quantifizierungen durch Verwendung eines klonierten 16S
Fragments in einem Plasmid Standard, standen ebenfalls zur Disposition (Jechalke et al., 2013;
Stalder et al,, 2014). Allerdings kann die 16S rDNA Anzahl abhingig vom jeweiligen Bakterium
und dem physiologischen Zustand der Zelle stark schwanken, ebenso kénnen Plasmidstrukturen
(Supercoil) die Polymeraseeffizienz negativ beeinflussen, was zu einer Uber- oder
Unterschatzung der realen Abundanzen fiihren kann. Daher wurde eine Normierung der
quantitativen Daten auf 100 ng DNA bevorzugt (Gleichung 1). Durch die Quantifizierung der
gemessenen Werte, welche relativ zur eingesetzten DNA Menge erfolgte, hat den Vorteil, dass

Selektionsereignisse der untersuchten mikrobiologischen Parameter innerhalb der Population
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besser erkannt werden konnten. Dies ist ein Vorteil, da die absolute Quantifizierung, basierend

auf dem untersuchten Wasservolumen, vom Verdiinnungseffekt beeinflusst wird.

Zellaquivalente (1D

Abundanz pro 100 ng DNA =100 + — % s

2.9 Bakterielle Lebend/Tot-Differenzierung

Der Lebend/Tot-Differenzierung von Bakterien in einer Population kommt besondere
Bedeutung zu, sobald ein Keim-eliminierender Prozess bewertet werden soll. Um die Effektivitat
der Ozonung zur Reduktion von opportunistischen Bakterien und Antibiotikaresistenzen zu
bewerten, wurden inaktivierte Bakterien mit Hilfe des PhAST Blue Photo-Activation System
(GenlUL, Barcelona, Spain) von biologisch intakten Bakterien fiir die nachfolgende PCR Reaktion
separiert. Nach Filtration der nativen Wasserproben tiber eine Polykarbonat Membran wurde
diese mit 300 pL Propidiummonoazid-Losung (25 puM, PMA) in einem farblosen 1,5 mL
Eppendorf-Tube (SafeSeal tubes, Carl Roth, Karlsruhe, Germany) iiberschichtet. Nach
anschliefdender Inkubation im Dunkeln bei 4 °C fiir 5 Minuten wurde die Membran mit Hilfe des
Photo-Activation Systems bei 100% Intensitat fiir 15 Minuten bestrahlt. Durch diese
Bestrahlung verlinkt das PMA mit der DNA aus geschadigten Bakterien bzw. mit freier DNA
irreversibel. Dadurch steht diese DNA in der nachfolgenden PCR Reaktion zur Amplifizierung
nicht mehr zur Verfiigung. Nach der Bestrahlung erfolgte die DNA-Extraktion nach den Vorgaben
des Protokolls gemdf3 dem Fast DNA spin kit for soil (MP Biomedical, Illkrich, Frankreich).

2.10 Bestimmung der Nuklease-Aktivitit

Die nattrliche Nuklease Aktivitat reduziert die im Wasser vorkommenden DNA Molekiile und ist
ein willkommener Effekt, um freigesetzte funktionale Gene, wie Antibiotikaresistenzen oder
mobile genetische Elemente zu inaktivieren. Daher wurde der Effekt der Ozonung auf die
Nuklease Aktivitdt im Abwasser vor und nach Ozonbehandlung bestimmt. 2 pL eines 560 bp PCR
Produkts (400 ng pro pL) wurden mit jeweils 248 pL ozoniertem und nicht ozoniertem
Abwasser bei 22 °C inkubiert. Nach jeweils 0 und 30 Minuten, sowie 4 und 24 h wurden je 20 pL
Abwasser mit 3 pL Loading Dye (Loading Dye, Thermo Scientific, Schwerte, Germany) versetzt.
Die Visualisierung des DNA Abbaus durch natiirliche Nukleasen in den Wasserproben erfolgte
tiber die Agarose-Gelelektrophorese (1% Agarose, 1 ug pro mL Ethidiumbromid, Sigma, 100 V,
40 min). 20 pL einer jeden Wasserprobe wurden auf das Gel geladen und die Fluoreszenzstirke
des 560 bp Fragments, abhidngig vom Grad des Nukleaseverdaus, gemessen (Lumi-Imager F1,

Lumi Analyst 3.1 Software, Boehringer Mannheim GmbH). Die Stiarke der Fluoreszenz wurde in
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Light Units (LU) angegeben. Die Hohe der LUs ist abhdngig von der Menge an dsDNA und gibt

dadurch umgekehrt proportional die Enzymaktivitat wieder.

2.11 Erfassung von DNA-Schiaden

Der Wirkmechanismus von Ozon zur Inaktivierung von Bakterien beruht unter anderem auf der
Reaktivitit des Ozons gegeniiber Nukleinsdren. DNA-Schiden induzieren eine Reihe von
relevanten Stressantworten in Bakterienzellen (SOS-Antwort, recA, HGT). Daher spielen DNA-
Schiden in der iiberlebenden Population nach Ozonbehandlung eine wichtige Rolle bei der
Charakterisierung der Effektivitiat der Ozonung in der Abwasserbehandlung. Viele DNA-Schiden
interferieren mit der Effizienz von DNA-Polymerasen, was zu einer Reduktion in DNA-Synthese
oder zu einer komplette Inhibition der PCR Reaktion fiihren kann (Stiss, Volz, Obst, & Schwartz,
2009; Jungfer et al, 2007; Kraft et al, 2011). Unterschiedliche Primersysteme, die zu
unterschiedlich langen Amplicons fiihren, wurden verwendet, um den Grad der DNA-Schiaden
festzustellen. Das Prinzip beruht dabei auf der statistischen Wahrscheinlichkeit, dass sich mehr
DNA-Schaden in ldngeren Amplicon Sequenzen ansammeln als in kurzen Sequenzen. Damit ist

die PCR Reaktion umgekehrt proportional zur Anzahl der DNA-Schaden.

Zur Anreicherung der Biomasse fiir die anschliefiende PCR Reaktion wurden 1,5 mL natives
Abwasser vom Zu- und Ablauf der Ozonanlage bei 3.000 g fiir 8 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Prozedur noch 5 Mal wiederholt. Zur Diskriminierung
zwischen intra- und extrazellularer DNA wurde ein DNase I Verdau durchgefiihrt. Dazu wurden
200 pL der jeweiligen Bakteriensuspension mit 50 pL. DNase I Puffer (50 mM MgCl;, 13 mM
CaCly, 10 mM TrisHCI, pH 7.5) und 3 pL DNase I (10.000 U pro mL, Thermo Scientific, Waltham,
USA) nach den Vorgaben geméafd dem Protokoll von Varela-Villareal et al. (2009) behandelt. Die
anschliefdende Inaktivierung der DNase I erfolgte mit Proteinase K (Qiagen, Hilden, Germany)
und anschliefdende Erhitzung auf 90 °C fiir 10 Minuten. 10 pL dieser DNA Suspension wurde fiir
die anschliefSende Standard PCR als Template verwendet. Das Temperaturprofil beinhaltete 3
Minuten bei 95 °C, gefolgt von 25 Zyklen bestehend aus 95 °C fiir 30 Sekunden, 56 °C fiir 1
Minute, und 72 °C fiir 2 Minuten. Der Erfolg der Amplifikation wurde tiber Gelelektrophorese
(1% Agarose Gel fiir 880 bp and 490 bp Amplicons and 2% Agarose Gel fiir das 175 bp

Amplicon) mittels Lumi Imager F1 (Lumi Analyst 3.1 Software) zur Dokumentation bestimmt.

2.12 Populationsanalyse mittels reverser Transkription und PCR-DGGE

Neben dem Einfluss der Ozonung auf Kklinisch relevante Parameter wurden auch

Populationsanalysen durchgefiihrt. Nach der RNA-Extraktion aus Wasserproben vor und nach
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Ozonung wurde eine reverse Transkription durchgefiihrt mit anschliefRender konventioneller

PCR fiir die 16S Fragment-Amlifikation aus der lebenden Bakterien Population.

Die RNA-Extraktion erfolgte iiber das RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) und gemafd dem dazugehorigen Protokoll. Ein anschliefRender DNA Verdau verhindert
die Kontamination der nachfolgenden reversen Transkription mit genomischer DNA (TURBO
DNA-free™ Kit, Ambion, Life technologies, Carlsbad, Germany). Die reverse Transkription wurde
mit dem TagMan Gold RT-PCR Kit (Applied Biosytems, Life Technologies, Carlsbad, Germany)
nach den Vorgaben des dazu gehorigen Protokolls durchgefiihrt. Fiir die anschliefende PCR-
Amplifikation wurde das Primersystem GC27F/518R verwendet (Tabelle 8). Nach erfolgreicher
PCR Reaktion wurden die PCR-Produkte in gleichen Mengen auf ein vertikales denaturierendes
Acrylamid/Bis-Acrylamid-Gel geladen. Der Gradient betrug 40% bis 70% Urea. Der Laufpuffer
(1x TAE) wurde auf 56 °C vorgewarmt. Nach dem Laden der Proben wurde eine Spannung von
65 V angelegt und fiir 16 h betrieben. Die nachfolgende Farbung des Gels erfolgte mit dem DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoff GelRed (Biotium) und die anschlieflende Dokumentation am
Lumi-Imager F1 (Lumi Analyst 3.1 Software). Mit Hilfe des Dice-Koeffizienten wurde
anschlieRend die Ahnlichkeit der Proben untereinander bestimmt. Uber die Anwesenheit oder
Abwesenheit eines spezifischen 16S Amplificates im gefarbten Acrylamid-Gel wird ein Quotient
(Gleichung 2) gebildet, der einen Wert zwischen 1 (komplette Ubereinstimmung) und 0 (keine

Gemeinsamkeiten) annehmen kann.
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Tabelle 8 Primersystem zur Amplifikation eines 16S Fragments fiir PCR-DGGE Analysen

PCR-DGGE

Ziel Gen Name Sequenz

Ribosomale DNA 16SrDNA  GC27F* AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GC341F* CTACGGGAGGCAGCAG
517R ATTACCGCGGCTGCTGG
907R CCGTCAATTCNTTTGAGTTT

*GC-clamp CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCCLETCLLGLCGLCcaeccceccaeccce
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2.13 Populationsanalyse mittels [llumina 16S Amplicon-Sequenzierung

Zusatzlich zur Populationsanalyse iiber PCR-DGGE wurde eine [llumina 16S Amplicon paired-
end Sequenzierung durchgefiihrt. Ahnlich der DGGE werden dabei fiir die Taxonomie relevanten
Sequenzabschnitte der hypervariablen V1-V2 Region der ribosomalen 16S RNA (rRNA) aus der
Bakterienpopulation vor und nach der Ozonbehandlung verwendet. Die dazu nétige Amplicon
Bibliothek wurde nach dem Prinzip von Camarinha-Silva et al. (2014) durchgefiihrt.
Anschliefend wurde das Illumina MiSeq System (Genome Analytics, Helmholtz Centre for
Infection Research, Braunschweig, Germany) fiir Sequenzierung genutzt. Jede ermittelte
Sequenz wurde durch den USEARCH Algorithmus eine Operational Taxonomic Unit (OTU)
zugeteilt. Eine Taxonomiezuordnung wurde liber den RDP Classifier erstellt. Sequenzen mit
einer sehr niedrigen Abundanz (< 0,005%) wurden aus der Populationsanalyse entfernt, um die

Anzahl an storenden OTUs zu verringern.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 DNA als Maf3 fiir Biomasse und mikrobiologische Abundanzen in

wasserfiihrenden Systemen der Modellregion Donauried

Die Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien basiert auf
der Abundanz spezifischer Genmarker in der Gesamt-DNA einer Wasserprobe, isoliert aus dem
jeweiligen aquatischen Habitat. Fiir eine mikrobiologische Charakterisierung ist es notig, sowohl
nichtkultivierbare als auch geschidigte Bakterien mit einzubeziehen, da alle genetischen
Komponenten zur Evolution und Verbreitung von Antibiotikaresistenzen beitragen. Der Vorteil
von molekularbiologischen Verfahren gegeniiber Kultivierungsverfahren ist die Detektion
genetischer Parameter ohne die taxonomische Diskriminierung von Teilen der
Gesamtpopulation. Ein Schwachpunkt ist allerdings der Verlust von Biomasse wahrend der
DNA-Extraktion und die Anwesenheit moglicher PCR-Inhibitoren, die das Ergebnis verfalschen
konnen. Dem gegentiber steht der geringe kultivierbare Anteil an Umweltbakterien von maximal

5% bis 10% (Cotta et al., 2003; Lebuhn et al,, 2005).

Die Konzentration der isolierten Gesamt-DNA wurde auf 100 mL bezogen und ist fiir jedes
untersuchte Habitat in Tabelle 9 dargestellt. Dariiber hinaus sollte beriicksichtigt werden, dass
100 bis 200 mL Abwasser ausreichten, um eine adiquate Menge an DNA zu extrahieren (0,8 -
38,3 ug pro 100 mL), im Gegensatz zu Oberflaichen- oder Grundwassern. Fiir eine geeignete
DNA-Menge wurden bei letzteren teilweise mehrere Liter benétigt (0,02 - 0,6 ug pro 100 mL).
DNA-Konzentrationen variierten abhédngig von der jeweiligen Jahreszeit und Biomasse, wobei
hohere DNA-Ausbeuten wahrend Warmperioden erzielt wurden. Der extrahierte Gesamt-DNA-
Gehalt beinhaltet sowohl Bakterien als auch Algen und Pilzen, kann einen ersten Eindruck iiber
die Hohe der vorhandenen Mikroorganismendichte geben und ist ein erster Indikator fiir die
Gesamtbiomasse. Die spezifische Quantifizierung bakterieller Antibiotikaresistenzgene und der
speziesspezifischen Genmarker erfolgte in der anschliefenden qPCR-Reaktion. Abwasser aus
Krankenhdusern, sowie Kldranlagenzu- und -abldufe wiesen naturgemafd eine hohere
Biomassenkonzentration in ihrem Wasservolumen auf als Oberflachen- und Grundwasser. Eine
Reduktion von bis zu 90% der Biomasse, gemessen an der extrahierten DNA Konzentration,
wurde durch konventionelle Abwasserklarung erreicht (Tabelle 9, S5 und S6). Durch den
Vergleich der extrahierten DNA Konzentrationen aus den einzelnen wasserfithrenden Systemen
kann die Wahrscheinlichkeit einer mikrobiellen Belastung abgeleitet werden. Diese
Beobachtung ist vor allem bei den Regeniiberlaufbecken zu beriicksichtigen, da deren DNA
Gehalt dhnlich hoch konzentriert ist, wie die der Klaranlagenauslaufe. Dies ist vor allem auf die

erhohten Wassertemperaturen aufgrund der Sonneneinstrahlung, geringe
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Flief3geschwindigkeiten/Stagnation und Abschwemmungen aus der Umgebung zuriick zu
fithren, die sich in den Becken sammeln und damit zum Anstieg der Bakterienkonzentration
beitragen. Spezifische Untersuchungen bestdtigen eine Korrelation zwischen hoher DNA
Konzentration und dem vermehrten Auftreten von Antibiotikaresistenzen sowie von

opportunistischen Bakterien in Mischwasser aus Regeneniiberlaufbecken (Kapitel 3.1.2).

Tabelle 9 DNA-Konzentrationen pro 100 mL aus jeder der untersuchten Messstellen im Donauried. Der
Durchschnittswert basiert auf 5 Probenahmen iiber einen Zeitraum von 12/2012 bis 02/2014.

Klinikabwasser ng DNA/100 mL Standardabweichung
S1 (Hospital 1) 38.299 +15.393
S2 (Hospital 2) 8.989 +1.828
Kldranlagen

S3 (Klaranlage 1, Zulauf) 9.911 +2.095
S4 (Klaranlage 1, Ablauf) 1.706 +1.391
S5 (Klaranlage 2, Zulauf) 10.980 +1.699
S6 (Klaranlage 2, Ablauf) 1.877 +1.517
S7 (Klaranlage 3, Zulauf) 4.118 +743
S8 (Klaranlage 3, Ablauf) 785 +482
S9 (Klaranlage 4, Zulauf) 7.393 + 614
S10 (Klaranlage 4, Ablauf) 1.115 +897
Oberflachengewdsser

S11 (Donau) 231 *59
S12 (Lone) 181 +118
S13 (Nau) 609 + 287
Regeniiberlaufbecken

S14 (ROB1) 1.786 +553
S15 (ROB2) 875 + 315
S16 (ROB3) 1.460 + 840
S17 (ROB4) 1.094 +679
Grundwasser

S18 (GW1, 7721) 211 + 68
S19 (GW2, 7106) 228 +59
S20 (GW3, 7103) 19 +6

3.1.1 Charakterisierung der Bakterienpopulationen durch die Verwendung von
Zellaquivalenten

Die Verbreitung und der Austausch von klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen in einer

bakteriellen Population {iber apathogene und/oder nicht kultivierbare Bakterien durch HGT

wird oft unterschétzt, aber tragt dennoch erheblich zum mikrobiologischen Risikopotential bei

(Davis et al., 2012; Fall et al., 2007; Marti, Variatza, & Balcazar, 2014).
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Die Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen und spezifischen Bakterien oder
Bakterienspezies aus einer Mischpopulation einer Umweltprobe erfolgte durch die Berechnung
von Zelldquivalenten. Zellaquivalente beschreiben die Haufigkeit eines Parameters (z.B.
Antibiotikaresistenzgen) gemessen an der Haufigkeit, wie sie im dazugehorigen
Referenzbakterium vorkommt. Dadurch sind sie ein geeignetes Werkzeug, um sowohl die
Abundanz von klinisch relevanten Parametern festzustellen, als auch genetische Dynamiken in
Bakterienpopulationen aquatischer Systeme zu kontrollieren. Der gemessene Fluoreszenz-
anstieg (Ct-Werte) aus der qPCR fiir ampC, ermB, ecfX, Enterokokken-spezifische 23S rDNA und
mecA sowie den densitometrisch gemessenen LUs (Light Units) zur Quantifizierung von vanA

und blaVIM, konnte damit eine Zellzahl zugeordnet werden (Kapitel 2.7).

Das Bestimmtheitsmaf3 (R?) fiir alle Kalibrierfunktionen lag iiber 0,979 (Tabelle 10). Dieser Wert
weist auf eine geringe Variabilitit im linearen Bereich der Funktion innerhalb der semi-
logarithmischen Darstellung hin. Die absolute Quantifizierung der Zelldquivalente innerhalb der
Population erfolgte durch die Kalibrierfunktionen des jeweilige Zielgens normalisiert auf 100 ng

DNA aus isolierten Gesamt-DNA (Zellaquivalente pro 100 ng DNA).

Tabelle 10 Gleichungen der Kalibriergeraden zur Berechnung der Zelldquivalente von Antibiotikaresistenzgentrdgern
und opportunistischen Bakterien

Gen Gleichung R2 Referenzbakterium

vanA y =235,47In(x) + 262,91 0,9936 E. faecium B7641

blaVIM  y=211,74In(x) + 594,88 0,9807  P. aeruginosa Pa49

ampC y =-1,387In(x) + 40,507 0,9754 E.cloacae NZ11

ermB y =-1,383In(x) + 34,579 0,9985  Strep. hyointestins DSM20770
ecfX y =-1,422In(x) + 33,037 0,9972  P. aeruginosa Pa49

23S y =-1,454In(x) + 40,99 0,9978 E. faecium B7641

mecA y =-1,291In(x) + 38,802 0,9798 MRSA A1l

3.1.2 Abundanzen von Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien in
der Bakterienpopulation untersuchter wasserfiihrender Systeme

Die Abundanzen opportunistischer Bakterien und Antibiotikaresistenzgene wurden basierend

auf ihren Anteilen in der bakteriellen Population quantifiziert und zusatzlich unter

Berticksichtigung des aufgearbeiteten Wasservolumens berechnet und sind in Tabelle 11, 12, 13

und 14 aufgelistet.
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3.1.2.1 Klinikabwdsser

Die hochsten Abundanzen an Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien wurden
im Abwasser der untersuchten Kliniken (S1 und S2) gefunden, sowohl im Bezug auf ihre
Abundanz in der Bakterienpopulation (z.B. 1,3 x 105 bis 2,8 x 105 Zelldquivalente pro 100 ng
DNA fiir vanA und blaVIM, 3,7 x 10* bis 1,3 x 105 Zelldquivalente pro 100 ng DNA fiir
Enterokokken und P. aeruginosa, Tabelle 11 und 12), als auch auf ihre Konzentration im
untersuchten Abwasser (z.B. 1,7 x 106 bis 5,5 x 106 Zellaquivalente pro 100 mL fiir vanA und
blaVIM, 1,1 x 106 bis 6,6 x 106 Zellaquivalente pro 100 mL fiir Enterokokken und P. aeruginosa,
Tabelle 13 und 14). Vor allem Methicillin-resistente Staphylokokken wurden im Klinikabwasser
in deutlich hoheren Konzentrationen gemessen als im kommunalen Abwasser (3,4 x 104 bis 4,3 x
10% Zelldquivalente pro 100 ng DNA und 1,2 x 105 bis 1,7 x 105 Zelldquivalente pro 100 mL,
Tabelle 12 und 14). Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit friiheren Studien, die sich
mit Klinikabwdassern beschaftigt haben (Oberlé et al., 2012; Schwartz et al,, 2003). Basierend auf
den Ergebnissen pro 100 ng DNA weisen Antibiotikaresistenzgene teilweise hohere Abundanzen
auf als die taxonomischen Marker der urspriinglichen Antibiotikaresistenzgentrager (Tabelle 11
und 12). Beispielsweise ist im Klinikabwasser (S2) die Resistenz gegen das Antibiotikum
Imipenem (blaVIM), urspriinglich assoziiert mit P. aeruginosa, um bis zu 3,5-fach hoher als die
Abundanz fiir P. aeruginosa (ecfX). Auch das vanA Gen, urspriinglich aus E. faecium/faecalis
isoliert, wurde deutlich haufiger in der Abwasserpopulation von Kliniken (S1 und S2) detektiert
(2,2-fach hoher), als der 23S rDNA Marker fiir Enterokokken. Klinische Studien, die sich speziell
mit dem genetischen Hintergrund der Vancomycinresistenz in  Enterokokken
auseinandergesetzt haben, dokumentieren die Lokalisation des vanA Gens auf einem mobilen
genetischen Element, das auch in anderen opportunistischen Bakterien gefunden wurde
(Forsberg et al.,, 2012; Pruden, Pei, Storteboom, & Carlson, 2006). Die erhéhte Abundanz des
vanA Gens gegeniiber dem zugehodrigen bakteriellen Marker fiir Enterokokken weist auf eine

hohe Mobilitit dieses Resistenzgens in der Bakterienpopulation von Klinikabwassern hin.

Die hohe DNA-Konzentration im Klinikabwasser (Tabelle 9) legt ebenfalls eine hohe
Bakteriendichte nahe, was ein wichtiger Parameter fiir HGT ist. Transferereignisse aufgrund des
vorherrschenden Antibiotikastresses im Klinikabwasser konnte einer der Griinde fiir die
erhohte Abundanz der Antibiotikaresistenzgene sein (Alexander et al., 2015). Untersuchungen
zu den Antibiotikakonzentrationen in den untersuchten Wasserproben sind in Tabelle 15
dargestellt (Kapitel 3.1.3.2). Diese Ergebnisse bestatigen eine erhohte Gesamtkonzentration von
Antibiotika (26,38 pg pro L) im untersuchten Klinikabwasser gegeniiber anderen untersuchten
aquatischen Habitaten. Niedrig konzentrierte Antibiotika induzieren eine erhohte Genaktivitat
und koénnen dadurch zur Evolution antibiotikaresistenter Bakterien sowie zu HGT beitragen

(Bruchmann, Kirchen, & Schwartz, 2013; Davies, Spiegelman, & Yim, 2006).
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Es ist gemeinhin bekannt, dass unterschiedliche Mechanismen zur Antibiotika-
resistenzentwicklung oder zur Akkumulation resistenter Bakterien beitragen. Zur Unterstiitzung
der molekularbiologischen Ergebnisse wurden ebenfalls kulturbasierte Verfahren nach
Schwartz et al. (2006) und CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) angewendet
(Kapitel 2.8, Tabelle 7). Diese Verfahren bestitigten das Vorhandensein multiresistenter
Pseudomonaden und Vancomycin-resistenter Enterokokken in beiden Klinikabwéssern (S1 und

S2) sowie in einigen Klaranlagen (S3, S5 und S6).

Tabelle 11 Hdufigkeiten der Antibiotikaresistenzgene in der Bakterienpopulation der untersuchten Messstellen.

Mittelwerte aus 6 Probenahmen innerhalb des 2-jdhrigen Monitorings, dargestellt in Zelldquivalenten pro 100
ng Gesamt-DNA. Zusditzlich sind die Standardabweichungen aufgefiihrt (je Messstelle 6 Untersuchungen als

Triplikate).

Antibiotikaresistenzgen

blaVIM

vanA

ampC

ermB

Klinikabwasser
S1 Klinik Ulm
S2 Klinik Langenau

2,7x105+1,5x10°
1,3x105£1,1x10%

1,3x105+3,8x 104
2,8x105+4,0x103

2,1x10%%6,0x103
1,9x104£9,3x102

1,7x105+1,1x10°
1,4x105+2,8x10%

Kliranlagen

S3 (Klaranlage 1, Zulauf)
S4 (Klaranlage 1, Ablauf)
S5 (Klaranlage 2, Zulauf)
S6 (Klaranlage 2, Ablauf)
S7 (Klaranlage 3, Zulauf)
S8 (Klaranlage 3, Ablauf)
S9 (Klaranlage 4, Zulauf)
S10 (Klaranlage 4, Ablauf)

1,1x105+1,5x103
2,2x105+6,8x 103
2,7x104+3,0x 103
3,9x105+3,4x 105
4,2x104+4,5x103
6,9 x 104 +8,3x 103
1,3x105+1,6 x10%
2,8x105£1,1 x 10%

1,0x10%£1,3x103
7,4 x10%£1,3 x 104
1,7x10%+1,2 x 104
2,0x105+£1,4x105
1,4x104£3,6 x103
1,2x105+2,8x 104
3,0x104+7,8x103
1,2x105 2,1 x 104

1,3x104+1,2x103
3,1x104%3,2x103
1,1x104+2,8x103
7,4x10%£2,3x10%
4,8x103+1,8x103
4,3x104+6,6 x 103
9,8x103+2,8x103
9,1x103+2,8x103

4,5x%x105+1,6x 104
8,1x103+2,8x102
2,0x105+2,2x 104
3,2x10%£3,3x103
8,9x104+1,3x104
1,9x102 +6,8x 10!
1,7 x105 £2,8 x 104
4,1x102+1,3x102

Oberflaichenwasser
S11 (Donau)

S12 (Lone)

S13 (Nau)

6,6 x104+7,5x 103
3,4x10%+6,5x 103
1,2x105£1,3x 104

9,3x104+1,6 x104
4,7 x 104 £6,3 x103
7,8x10%£2,1 x 10#

6,5x104+8,5x 103
52x10%+4,8x103
8,3x104+1,4x104

8,5x104 6,6 x 102
8,5x104+2,0x 103
2,5x105+7,4x103

Regeniiberlaufbecken
S14 (ROB1)
S15 (ROB2)
S16 (ROB3)
S17 (ROB4)

4,7x103£3,0x 103
4,0x103+3,3x103
6,8x103+5,0x103
4,6 x103 +6,6 x 102

6,3x104+3,8x 104
3,3x103£5,1x102
7,4 x10%£1,6 x 10+
1,6 x104+3,4 x 103

5,6x103+4,4x103
49x103+3,9x103
4,5x103+3,8x103
1,4x104+2,9x103

2,1x103+1,0x103
9,5x102+1,3x102
1,5x103 £8,7 x 102
1,6 x102 £3,6 x 10!

Grundwasser

S18 (GW1, 7721)
S19 (GW2, 7106)
S20 (GW3, 7103)

4,1x104+1,9x104
1,7x104£1,3x 104
4,0x103+8,7x102

3,5x104+2,1x103
3,5x103+1,9x102
5,8x102£3,6 x 102

3,5x104£58x103
51x103+1,7x103
5,6 x103 £5,5x 102

1,3x102+£1,1x 10!
56x101+1,2x10!
1,3x102 #4,0 x 10!
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Tabelle 12 Hdufigkeiten opportunistischer Mikroorganismen in der Bakterienpopulation der untersuchten Messstellen.
Mittelwerte aus 6 Probenahmen innerhalb des 2-jdhrigen Monitorings, dargestellt in Zelldquivalenten pro 100
ng Gesamt-DNA. Zusdtzlich sind die Standardabweichungen aufgefiihrt (je Messstelle 6 Untersuchungen als

Triplikate).
Opportunistische Enterokokken | Staphylokokken | P. aeruginosa | Enterobacteriaceae
Klinikabwasser
S1 Klinik Ulm 59x104+4,0x10* | 3,4x104+2,5x103 | 1,4x105+54x 10 | 2,1x10%+6,0x 103

S2 Klinik Langenau

1,3x105+8,7 x 104

4,3x104+4,0x103

3,7x104+2,4x104

1,9x104 49,3 x102

Klaranlagen
S3 (Klaranlage 1,

S4 (Klaranlage 1,
S5 (Klaranlage 2,
S6 (Klaranlage 2,
S7 (Klaranlage 3,
S8 (Klaranlage 3,
S9 (Klaranlage 4,
S10 (Klaranlage 4,

4,2x105+6,8x 104
3,8x104+6,9x103
3,0x105+4,8x 104
58x104+1,9x 104
1,1x105 6,6 x 104
1,3x103£1,1x103
2,7x105+£1,4x105
7,9 x 103 £3,2x103

3,7x101 £3,5x 10!
1,2x 102 £8,3 x 101!
2,8x102£2,1x102
3,8x101 £6,2 x 100
39x10%+1,7x103
4,9x101+2,6 x101
7,6 x101 £3,8x 101
2,2x101 £6,6 x 10°

19x104+1,1x103
4,3x10%+2,5x103
2,9x103+2,1x103
4,9 x 104 +4,4 x 104
3,1x103+1,5x103
3,5x102+1,0x102
54x103+3,0x103
8,5x103+2,2x103

1,3x104+1,2x103
3,1x104+3,2x103
1,1x104+2,8x103
7,4x10%£2,3x10%
4,8x103+1,8x103
4,3x104+6,6 x103
9,8x103+2,8x103
9,1x103+2,8x103

Oberflaichenwasser
S11 (Donau)

S12 (Lone)

S13 (Nau)

9,8x104+7,2x103
1,1x105+2,0 x 104
2,8x105£8,3 x104

2,7x100£2,0x 100
7,2x101 48,5 x 100
1,9x101 +5,6 x 100

6,9 x10% +4,7 x 103
4,2x104+3,1x103
6,0x104+1,3x104

6,5x104+8,5x103
52x10*+4,8x103
8,3x104+1,4x104

Regeniiberlaufbecken
S14 (ROB1)
S15 (ROB2)
S16 (ROB3)
S17 (ROB4)

2,3x104+5,4x103
6,9x103+2,1x103
6,8x10%£9,5x103
1,1x103+1,0x103

2,1x102+9,8x10!
4,7 x102 £2,3 x 102
4,7x10%2£2,9x 102
3,3x102+2,3x102

7,1x103£3,0x103
3,1x10%+£2,8x103
54x103+2,8x103
1,7x103+1,2x103

5,6 x103+4,4 x 103
49x103+3,9x103
4,5x103+3,8x103
1,4x104+2,9x103

Grundwasser

S18 (GW1, 7721)
S19 (GW2,7106)
S20 (GW3, 7103)

2,0x10%£1,6 x 10+
1,1x10%4£2,9x103
3,9x102+1,8x 102

1,3 x103 6,8 x 101
59x102+3,0x10?
1,7x102£1,9x 10!

2,6 x104+1,5x103
7,2x102 £1,5x 102
4,4x102+4,8x10?

3,5 x10%+5,8x 103
5,1x103+1,7x103
5,6 x103 £5,5 x 102
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Tabelle 13 Hdufigkeiten der Antibiotikaresistenzgene in der Bakterienpopulation der untersuchten Messstellen.
Mittelwerte aus 6 Probenahmen innerhalb des 2-jihrigen Monitorings, dargestellt in Zelldquivalenten pro
100 mL Wasservolumen. Zusdtzlich sind die Standardabweichungen aufgefiihrt (je Messstelle 6
Untersuchungen als Triplikate).

Antibiotikaresistenzgen

blaVIM

vanA

ampC

ermB

Klinikabwasser
S1 Klinik Ulm
S2 Klinik Langenau

55x106+3,6 x 106
1,7 x 106 £3,5 x 105

3.3x106£1,3 x 106
2,7x106£1,6 x 105

1,2x106 £5,0 x 10°
7,2x105 49,5 x 104

55x105+4,0x 105
2,7x105 49,3 x 104

Kliranlagen

S3 (Klaranlage 1, Zulauf)
S4 (Klaranlage 1, Ablauf)
S5 (Klaranlage 2, Zulauf)
S6 (Klaranlage 2, Ablauf)
S7 (Klaranlage 3, Zulauf)
S8 (Klaranlage 3, Ablauf)
S9 (Klaranlage 4, Zulauf)
S10 (Klaranlage 4, Ablauf)

7,4x105+6,9 x 104
1,3x105+4,3x10%
6,0 x 105 +6,2 x 104
7,6 x105+7,1x104
9,5x104+2,4x104
3,2x103+1,9x103
51x104+1,3x104
3,8x103£1,8x 103

6,9 x 104 £2,2 x 104
9,3x103+5,2x103
39x105+2,8x105
58x104+29x104
1,9 x 103 £8,5 x 102
3,7x10% £2,6 x 102
6,2x103+£2,5x103
3,2x101£2,1x101

7,8 x104 2,0 x 104
29x103+1,4x103
1,4x10°+£3,4x105
1,2x102+7,2x101
1,8x10%£1,0 x 10%
1,4x102+9,1x101!
4,6 x104+2,0x 104
8,7x102%6,6 x 102

1,4x105+2,1x 104
1,9x103 £6,2 x 102
2,8x105£3,0x 104
8,1x101+3,1x101
1,1x105 3,5 x 104
3,7 x102+2,9x 102
3,1x10549,1x104
4,2x10%2+3,2x102

Oberflaichenwasser
S11 (Donau)

S12 (Lone)

S13 (Nau)

1,5x102£1,0 x 101
4,7x102+3,9x101
1,3x 103 £8,7 x 102

1,6 x101£1,1x 10!
4,9 x 100 3,9 x10°
1,2x101£9,3 x 10°

8,7x101+59x 101!
3,6 x101+2,8x101
7,4x101£55x 101

9,3x100+3,6 x 100
3,8x100+2,5x 100
8,9x100+4,8x100

Regeniiberlaufbecken
S14 (ROB1)
S15 (ROB2)
S16 (ROB3)
S17 (ROB4)

2,8x104%2,2x103
9,8x10%+9,1x103
2,2x104+1,8x 104
3,4x104+8,3x103

1,0x104+7,8x 103
8,9x10%2+4,1x102
1,1x10%+4,1x103
8,5x103+2,8x103

7,6 x103+£6,6 x 103
3,4x103+3,1x103
2,7x103£2,4x103
1,4x104+£3,3x103

4,6x103+3,2x103
1,7x103 £7,6 x 102
1,3x104+9,1x103
4,1x103+1,4x103

Grundwasser

S18 (GW1, 7721)
S19 (GW2, 7106)
S20 (GW3, 7103)

2,1x100+2,0x 100
2,5x100+2,4x 100
1,5x100+1,4x 100

2,1x100+1,8x100
2,2x100+1,8x 100
1,4x100+£1,4x10°

1,8 x100+1,6 x 100
1,9x100+1,7 x 100
1,4x10°£1,3x100

1,3x100+1,1x 100
1,3x100+1,2x 100
1,2x100+£1,1 x 100
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Tabelle 14 Hdufigkeiten opportunistischer Mikroorganismen in der Bakterienpopulation der untersuchten Messstellen.
Mittelwerte aus 6 Probenahmen innerhalb des 2-jdhrigen Monitorings, dargestellt in Zelldquivalenten pro 100
mL Wasservolumen. Zusdtzlich sind die Standardabweichungen aufgefiihrt (je Messstelle 6 Untersuchungen

als Triplikate).
Opportunistische Enterokokken | Staphylokokken P. aeruginosa | Enterobacteriacae
Klinikabwasser
S1 Klinik Ulm 6,5x106+4,9x106 | 1,7x105+2,7 x 10+ | 4,8x106+2,4x 106 | 1,2 x 106 +5,0 x 105

S2 Klinik Langenau

6,6 x106 ¥4,9x 106

1,2 x 105 £2,5 x 10*

1,1x106£8,3x10°

7,2x10549,5x 104

Kliranlagen

S3 (Klaranlage 1, Zulauf)
S4 (Klaranlage 1, Ablauf)
S5 (Klaranlage 2, Zulauf)
S6 (Klaranlage 2, Ablauf)
S7 (Klaranlage 3, Zulauf)
S8 (Klaranlage 3, Ablauf)
S9 (Klaranlage 4, Zulauf)
S10 (Klaranlage 4, Ablauf)

52x106+1,9x106
3,1x10%+1,8x103
8,3x105+1,3x105
1,0x 102 6,6 x 101!
6,5x 106 +4,7 x 106
54x103+3,5x103
4,2x105%2,7x 105
9,5x102+7,6x102

7,4x103+4,7x103
4,7 x100+4,2 x 100
3,3x103£2,5x103
4,7x100+4,2 x 100
6,6 x 102 £9,5x101
2,6x100 2,2 x 100
1,8x101£1,1x 10!
2,1x100+1,5x10°

2,4x105+49x 104
3,2x103+1,3x103
3,5x105+2,6 x 105
9,8x103+9,3x103
1,4x104+9,3x103
4,4x102+3,2x 102
3,1x103+£2,1x103
8,7x101£6,3 x101

7,8 x 104 £2,0 x 104
29x103+£1,4x103
1,4x106£3,4x105
1,2x102+7,2x 10!
1,8x10%£1,0 x 104
1,4x102+9,1x10!
4,6 x104+2,0x 104
8,7x10% 6,6 x 102

Oberflaichenwasser
S11 (Donau)

S12 (Lone)

S13 (Nau)

9,5x101+5,8x 101
3,9x101 £4,9 x 10°
9,1x101+1,1x10?

1,2x100+1,1x 100
1,7x100£1,3 x 10°
1,7x100+£1,4 x 100

8,9x101+5,2x101
3,5x101£2,6 x 101
6,9x101 5,4 x 101

8,7x101+59x 101
3,6 x101£2,8x10!?
7,4x101 £5,5x 10!

Regeniiberlaufbecken
S14 (ROB1)
S15 (ROB2)
S16 (ROB3)
S17 (ROB4)

1,5x103£7,2 x 102
3,9x102+2,3x102
1,7 x10% £4,5x 103
1,7 x 103 £6,8 x 102

1,4x101+9,8 x 100
1,3x101+9,5x 100
6,0x101+4,4x 101
6,8x 101 +5,1x 10!

8,5x102+5,5x102
2,8x10%+2,6 x 104
3,1x103+2,0x103
2,3x103+1,8x103

7,6 x103£6,6 x 103
34x103+3,1x103
2,7x103£2,4x103
1,4x10%£3,3x103

Grundwasser

S18 (GW1, 7721)
S19 (GW2, 7106)
S20 (GW3, 7103)

1,7x100+1,4x 100
1,9x100+1,5x 100
1,3x100+£1,0x10°

3.1.2.2 Kommunale Kldranlagen

Klaranlage 1 (S3, S4)

1,5x100+1,3 x 100
1,5x100+1,3 x 100
1,2x100+£1,1 x 100

1,7x100+£1,5x100°
1,6 x100+1,4x100°
1,3x10°+1,1x100

1,8 x100+1,6 x 100
1,9x100+1,7 x 100
1,4x100+£1,3 x10°

Klaranlage 1 ist die grofdte der untersuchten Klaranlagen und behandelt Abwasser von ca.

445.000 Einwohnern. Nach konventioneller Aufbereitung weist der Klaranlagenauslauf eine

Zunahme von 3 der 4 untersuchten Antibiotikaresistenzgene (blaVIM, vanA, ampC) in der

Bakterienpopulation auf (Tabelle 11). Die Hohe der Zunahme der Resistenzgene vanA, blaVIM

und ampC zeigt einen bis

zu 7-fachen Anstieg.

Im Gegensatz

dazu

nimmt der

Antibiotikaresistenzmarker fiir die Erythromycinresistenz (ermB) durch die Abwasserklarung

um bis zu 98% ab. Die Abundanz des Enterokokken Genmarkers nimmt vom Zulauf zum Ablauf

ebenfalls ab. Trotz seiner Dominanz gegeniiber den anderen taxonomischen Markern reduziert

sich der Anteil an Enterokokken in der Bakterienpopulation im Auslauf (S4) um ca. 90%. Wird
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das Abwasservolumen mitberticksichtigt, erhoht sich die Reduktion auf ca. 99,5% (Tabelle 14).
Im Gegensatz dazu waren die Abundanzen fiir P. aeruginosa, Enterobakterien und auch MRSA
sowie CNS in der Bakterienpopulation (pro 100 ng DNA) des Auslaufs um das bis zu 3-fache
erhoht. Unter Beriicksichtigung des aufgearbeiteten Volumens (pro 100 mL) nehmen die
Abundanzen aller untersuchten opportunistischen Bakterien ab, wobei die Reduktion von P.

aeruginosa am geringsten ausfallt (Tabelle 14).

Klaranlage 2 (S5, S6)

Im Vergleich zur kommunalen Grofdklaranlage 1 behandelt die kommunale Kliaranlage 2 ein
weitaus geringeres Abwasservolumen von ca. 16.600 Einwohnernwerten. In Ubereinstimmung
mit den Tendenzen zur Antibiotikaresistenzzunahme im Ablauf der Kldranlage 1 nehmen auch
die Abundanzen fiir vanA, blaVIM und ampC um das bis zu 12-fache im Ablauf der Klaranlage 2
(Tabelle 11, S6) zu. Das Erythromycinresistenzgen ermB nimmt, dhnlich der Klaranlage 1, durch
die konventionelle Klarung sowohl in der Population pro 100 ng DNA (Reduktion 84%), als auch
im untersuchten Abwasservolumen pro 100 mL ab (>99%, Tabelle 11 und 13). Bei den
untersuchten taxonomischen Parametern reduziert Kldaranlage 2 sowohl Enterokokken als auch
Staphylokokken (MRSA und CNS) in 100 ng DNA zwischen 80 und 87%. Im Gegensatz dazu
erhoht sich die Abundanz an P. aeruginosa im Ablauf von Klaranlage 2 in 100 ng DNA um mehr
als das 10-fache (Tabelle 12). Volumenbezogene Reduktionen pro 100 mL liegen fiir alle
taxonomischen Gen-Marker zwischen 90% und 99,9%, wobei auch hier fiir P. aeruginosa die

geringste Reduktion nachgewiesen wurde.

Klaranlage 3 (S7, S8)

Klaranlage 3 behandelt Abwasser von ca. 16.000 Einwohnerwerten und weist damit eine dhnlich
grofse Dimensionierung wie Klaranlage 2 auf. Im Unterschied zu Klaranlage 1 und 2 befindet sich
kein Krankenhaus im Einzugsgebiet dieser Kldranlage. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass
die Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene vanA, ampC und ermB bis zu 2,4-fachen geringer
im Kldranlagenzulauf (S7) ausfallen als in Kldranlage 2 (S5, Tabelle 11). Nur die
Imipenemresistenz blaVIM weist eine hohere Konzentration pro 100 ng DNA im
Klaranlagenzulauf (S7) auf, als im Zulauf der Klaranlage 2 (S5, Tabelle 11). Trotz der geringeren
Ausgangskonzentration steigen die Abndanzen fiir vanA, blaVIM und ampC im
Klaranlagenauslauf (S8) analog zu den Kldranlagen 1 und 2 relativ zur Population pro 100 ng
DNA an. Auch Klédranlage 3 reduziert ermB um bis zu 99,7% in der Population des

Klaranlagenauslaufs. Die taxonomischen Abundanzen pro 100 ng DNA fiir Enterokokken, P.
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aeruginosa, MRSA und CNS wurden zwischen 87% und 99,8% reduziert (Tabelle 12). Die
volumenbezogenen Abundanzen pro 100 mL zeigen dhnlich starke Reduktionen im Ablauf, wie

die Populationsanteile pro 100 ng Gesamt-DNA (S8, Tabelle 14).

Klaranlage 4 (S9, S10)

Klaranlage 4 ist die kleinste der untersuchten Kldranlagen und besitzt ein Einzugsgebiet von
2.500 Einwohnern. Der Zulauf (S9) weist dhnliche Abundanzen aller 4 Antibiotikaresistenzgene
auf, wie in den anderen untersuchten Klaranlagen (103 bis 105 Zelldquivalente pro 100 ng DNA,
Tabelle 11). Im Unterschied dazu weist der Ablauf (S10) im Vergleich zu den
Klaranlagenablaufen S4, S6 und S8 nur eine geringe Verdanderung der Abundanzen pro 100 ng
DNA auf. So ist der Anstieg der Antibiotikaresistenzgene blaVIM, vanA und ampC weitaus
geringer (bis zu 4-fach) als im Ablauf S4 (bis zu 7-fach), S6 (bis zu 14-fach) und S8 (bis zu 9-
fach). Wie auch in den Ablaufen der anderen Klaranlagen wird das Erythromycinresistenzgen in
der Bakterienpopulation um mehr als 2 Zehnerpotenzen reduziert (99,7%). Auch
Staphylokokken (MRSA/CNS) und Enterokokken pro 100 ng DNA sind im Auslauf (S10)
zwischen 68% bzw. 95% reduziert. Im Gegensatz dazu bleiben die Abundanzen von P.
aeruginosa und Enterobacteriaceae in der Bakterienpopulation fast unverdndert. Volumen
bezogene Abundanzen pro 100 mL bestdtigen dem Ablauf der Kldranlage 4 im Durchschnitt die
geringste Belastung mit opportunistischen Bakterien aller untersuchten Kldranlagenabldufe

(Tabelle 14).

Die Untersuchungen verschiedener Klaranlagen im Untersuchungsgebiet Donauried belegen
einen generellen Anstieg von 3 der 4 untersuchten Antibiotikaresistenzen in der
Abwasserpopulation nach konventioneller Klarung. Im Gegensatz dazu zeigt die Tendenz der
untersuchten opportunistischen Bakterien fast immer eine Reduktion nach der konventionellen
Abwasserreinigung. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass die Zusammensetzung der
Abwasserpopulation im Zulauf der Kliranlagen eine andere ist als im jeweiligen Ablauf.
Verdnderungen in den Populationsanteilen haben einen Einfluss auf die Abundanzen von
Antibiotikaresistenzgenen. Es ist bekannt, dass der Belebtschlamm in Kldranlagen Einfluss auf
die mikrobielle Diversitdt hat und er aufgrund der partikelgebundenen Plasmide sowie der
hoheren Konzentrationen von adsorbierten Antibiotika gegeniiber der Wasserphase zur
Induktion von Gentransferereignissen kommen kann (Zhang et al., 2013; Biswal et al,, 2014;

Hong et al,, 2014).

Weiterhin zeigte jede der untersuchten Kldranlagen Unterschiede in der anfanglichen
Antibiotikaresistengenkonzentration, sowie unterschiedlicher Reduktionen und

Akkumulationen opportunistischer Bakterien. Chemische Analysen der untersuchten
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Klaranlagen zeigten ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen an Antibiotika und
Antibiotikametaboliten, sowie verschiedene Zusammensetzungen dieser Substanzen in jedem
Abwasser (Kapitel 3.1.3.2, Tabelle 15). Doch auch niedrig konzentrierte Antibiotika induzieren
eine Vielfalt an genetischen Reaktionen, was zu Adaptation, Mutation und HGT fithren kann
(Davies et al., 2006; Kohanski, DePristo, & Collins, 2010). Diese Vorgadnge sind mitverantwortlich
fiir die Anreicherung von antibiotikaresistenten Bakterien in der Population wahrend der

Abwasserbehandlung.

3.1.2.3 Oberfldichengewdsser
Donau, Nau und Lone (S11, S12, S13)

Die gemessenen DNA-Konzentrationen in der Donau (S11, 231 ng DNA pro 100 mL) und in der
Nau (S13, 609 ng DNA pro 100 mL) liegen teilweise um ein vielfaches hoher als die DNA-
Konzentrationen in der Lone (181 ng pro 100 mL, Tabelle 9). Dies ist ein Hinweis auf den
anthropogenen Einfluss der lokalen Klaranlagen, die die beiden erst genannten Gewaésser als
Vorfluter nutzen. Wasserproben wurden jeweils flussabwarts vom Klaranlagenauslauf
genommen. Wasserproben der Lone (S12) wurden am Quelltopf genommen ohne direkten
anthropogenen Einfluss durch Abwasser. Bis zu 2 L waren hier notig, um geniigend DNA fiir alle
molekularbiologischen Untersuchungen extrahieren zu koénnen. In allen 3 Oberflachen-
gewassern wurden Resistenzgene gegen Vancomycin, Imipenem, Erythromycin und Ampicillin
gefunden (Tabelle 11). Die hochsten Abundanzen pro 100 ng DNA wurden in der Donau (S11)
und in der Nau (S13) gemessen (bis zu 1,2 x 105, 8,3 x 10% und 2,5 x 10> Zelldquivalente pro 100
ng DNA fiir blaVIM, ampC und ermB in der Nau und bis zu 9,3 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng
DNA fiir vanA in der Donau, Tabelle 11). In der Lone wurden bis zu 71% geringere Abundanzen
gemessen (Tabelle 11), was auf den fehlenden Abwasseranteil aus Klaranlagen zuriickgefiihrt

werden konnte.

Alle untersuchten opportunistischen Bakterien wurden in jedem Oberflaichengewasser
nachgewiesen. Die Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene waren bis zu einer Zehnerpotenz
hoher als die taxonomischen Marker fiir opportunistische Bakterien. Dabei liegen die
gefundenen Resistenzkonzentrationen in der Bakterienpopulation in den Oberflichengewassern
teilweise auf einem dhnlich hohen Niveau wie die der Klaranlagenauslaufe (Tabelle 11). Diese
Befunde belegen einen starken Einfluss der Klaranlagen auf die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen in der Bakterienpopulation lokaler Gewésser. Dieser Effekt wird nur
sichtbar, wenn der Verdiinnungseffekt der Gewdsser und Klaranlagenabldufe vernachlassigt
wird (Vergleich Tabelle 11 und 13, sowie 12 und 14). Mit Beriicksichtigung des

Gewadsservolumens werden in der Lone weniger als 50 Zelliquivalente pro 100 mL fiir alle
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Resistenzgene, und weniger als 100 Zelldquivalente pro 100 mL in den Gewdassern Donau und

Nau detektiert.

Die mikrobiologischen Untersuchungen zeigen im Vergleich zu deren Anteilen in der Population
nur geringe Abundanzen an opportunistischen Bakterien und klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgenen im untersuchten Volumen von Oberflachen- und Grundwassern an. So
zeigen die Zelldquivalente fiir P. aeruginosa 6,9 x 10* Zellaquivalente pro 100 ng DNA in der
Donau an, wahrend unter der Beriicksichtigung des Volumens nur noch 8,9 x 101 Zelldquivalente
pro 100 mL errechnet wurden. Dieser Vergleich zeigt das Problem von Volumen basierten
Konzentrationsangaben in der Mikrobiologie auf. Wahrend populationsbezogene Abundanzen
eine klare Belastungssituation beschreiben, indem der quantifizierte Anteil innerhalb einer
vorhandenen Biomasse dargestellt ist, verschleiert der Verdiinnungseffekt des Volumens das
vorherrschende Risikopotential. Diese Problematik wird umso wichtiger, wenn das durch die
Wassermatrix beeinflusste Proliferationspotential der Mikroorganismen beriicksichtigt wird. D.
h. durch den vorherrschenden Nahrstoffgehalt im Gewdsser und den angereicherten
Antibiotikaresistenzgenen in den Bakterien nach der Abwasserklarung wird das Potential der
Antibiotikaresistenzausbreitung durch das Bakterienwachstum im  Gewasser in
volumenbezogenen Konzentrationsangaben nicht erfasst. Durch die Beschreibung
mikrobiologischer Parameter basierend auf der Gesamtpopulation koénnen Persistenz,

Proliferationspotential sowie daraus resultierende Risikopotentiale besser erkannt werden.

3.1.2.4 Regeniiberlaufbecken
ROB1, ROB2, ROB3, ROB4 (S14, S15, S16,S17)

Nach schweren Regenfillen wurden auch Mischwasser aus 4 Regentiberlaufbecken auf
Antibiotikaresistenzen und opportunistische Bakterien untersucht. Die gemessenen DNA-
Konzentrationen lagen teilweise um das 10-fache iiber den Konzentrationen der
Oberflaichengewasser und erreichten fast das Niveau der Klaranlagenauslaufe (875 - 1.785 ng
DNA pro 100 mL). Die gefundenen Abundanzen an opportunistischen Bakterien zeigten nur
geringe Dynamiken in allen Regentiberlaufbecken und lagen zwischen 2,1 x 102 Zelladquivalenten
fir Staphylokokken (MRSA/CNS) und 6,8 x 10% Zelliquivalenten pro 100 ng DNA fiir
Enterokokken. Die Abundanzen fiir blaVIM lagen zwischen 4,0 x 103 und 6,8 x 103
Zelldquivalenten pro 100 ng DNA in allen untersuchten Regeniiberlaufbecken. Neben blaVIM
war vanA das am haufigsten detektierte Resistenzgen in den Bakterienpopulationen der
Regeniiberlaufbecken ROB1, ROB3 sowie ROB4 und lag zwischen 1,6 x 104 und 7,4 x 10%
Zellaquivalente pro 100 ng DNA. Im Gegensatz dazu wurden im Regeniiberlaufbecken ROB2 nur
3,3 x 103 Zellaquivalente pro 100 ng DNA fiir vanA gemessen. Die Abundanzen der
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Antibiotikaresistenzgene ampC und ermB lagen mit Aufd3nahme des ROB4 zwischen 4,5 x 103 und
5,6 x 103 (ampC) und zwischen 9,5 x 102 und 2,1 x 103 (ermB) Zelldquivalenten pro 100 ng DNA.
Im Regeniiberlaufbecken ROB4 wurden mit 1,4 x 104 Zelldquivalenten pro 100 ng DNA eine
mehr als doppelt so hohe Abundanz an ampC gemessen. Im Gegensatz zu den erh6hten Anteilen
an ampC in der Bakterienpopulation des ROB4, wurde dort die geringste Abundanz an ermB
aller Regeniiberlaufbecken gemessen (1,6 x 102 Zelldquivalente pro 100 ng DNA). Die geringen
Dynamiken der untersuchten Parameter in den einzelnen Regeniiberlaufbecken lassen auf
dhnliche mikrobielle Kontaminationen in den Schmutz- und Niederschlagswiassern sowie
mitgefiihrten Partikelfracht wahrend der Starkregenereignisse schlieflen und wairen eine
Erklarung fiir die hohen Anteile von Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien
in den jeweiligen Bakterienpopulationen. Bei Einleitung von Wasser aus den
Regeniiberlaufbecken in lokale Gewasser wiirde diese Anzahl an Bakterien einen erheblichen
Anteil zu der Antibiotikaresistenz- und opportunistischen Bakterienbelastungssituation der

Oberflichengewdsser beitragen.

3.1.2.5 Grundwdisser

GW1, GW2, GW3 (518, S19, S20)

Unter Zustimmung des lokalen Trinkwasserzweckverbandes wurden 3 Grundwasser-
messstellen (S18, S19 und S20) auf moégliche mikrobiologische Kontaminationen mit klinisch
relevanten Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien durch Sickerwasser aus
umliegenden Flachen, insbesondere aus Deponien und Oberflichengewassern untersucht. Bei
einer Biomasse von teilweise nur 19,96 ng DNA pro 100 mL mussten bis zu 7 L aufbereitet
werden, um geniigend DNA fiir alle molekularbiologischen Untersuchungen zu extrahieren

(Tabelle 9).

Alle drei untersuchten Grundwassermessstellen wiesen jahreszeitlich bedingte Schwankungen
in den Abundanzen der untersuchten mikrobiologischen Parameter auf. Antibiotika-
resistenzgene fiir Imipenem, Vancomycin und Ampicillin wurden bis zu 10-fach haufiger in
Bakterienpopulationen der Grundwassern S18 und S19 detektiert als in S20 (Tabelle 11). Im
Gegensatz dazu, wurde ermB in weitaus geringeren Abundanzen gemessen. Von allen
untersuchten Grundwassermessstellen wies S18 die hochsten Belastungen auf. Ein Hinweis auf
eine mikrobielle Kontamination durch Sickerwasser der nahegelegenen Deponie ist nicht
auszuschliefsen. Die hochsten Abundanzen traten nach Starkregenereignissen auf, was weitere
Kontamination durch andere Quellen wie Abschwemmungen aus Landwirtschaft, Giille oder

anderen anthropogenen Einfliissen nahelegt.
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Taxonomische Abundanzen fiir Enterokokken, MRSA/CNS, P. aeruginosa und Enterobakteriaceae
waren vor allem in S20 sehr gering (Tabelle 12). Diese korrelieren nicht mit den Abundanzen
der gefundenen Antibiotikaresistenzgene (Tabelle 11) und sind ein Hinweis auf Transfer-
ereignisse klinisch relevanter Resistenzgene auf autochthone Umweltbakterien. Mit
Beriicksichtigung des aufgearbeiteten Wasservolumens (100 mL) reduzieren sich die
mikrobiologischen Belastungen in allen Grundwassermessstellen auf weniger als 3

Zellaquivalente pro 100 mL (Tabelle 13 und 14).

Jedoch zeigen die Ergebnisse der populationsbezogenen Analysen (pro 100 ng DNA), dass die
Anteile an opportunistischen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in der Gesamtpopulation
in 2 der 3 untersuchten Grundwassermesstelle im Vergleich zu den untersuchten Oberflachen-
gewdssern nur geringfiigige Unterschiede aufweisen. Daher ist davon auszugehen, dass es sich
lediglich um einen Verdiinnungseffekt handelt, da die Probenahmestellen in einem Karstgebiet
liegen und durch die Karsthydrogeologie das Grundwasser generell anfalliger fiir chemische und
mikrobiologische Einfliisse ist (Pronk et al., 2009). Aufgrund der geringen Bodenretention und
starkeren Fliefsgeschwindigkeit des Grundwassers ist das Risiko einer mikrobiologischen

Kontamination des Grundwasserleiters im Donauried erhoht.

3.1.3 ]Jahreszeitliche Schwankungen von Antibiotikaresistenzen in Korrelation zur
Antibiotikakonzentration

3.1.3.1 Abundanz der Antibiotikaresistenzen

Niederschlagsereignisse, Klaranlagenabldufe, Regenwasserentlastungen und Abschwemmungen
aus der Land- und Viehwirtschaft sind die Hauptfaktoren fiir den Eintrag von
Antibiotikaresistenzgenen (ARG) und opportunistischen Bakterien in die angrenzenden
Oberflachengewasser. Um den Einfluss von Krankenhausabwasser auf die ARG-Situation in einer
lokalen Kldranlage und im nachfolgenden Gewdisser zu untersuchen, wurden die ARG-
Konzentrationen ausgehend vom Klinikum (S1) iiber die nachfolgende Grof3klaranlage (S3 und
S4) sowie der angrenzende Vorfluter (Donau S11) in Zeitintervallen dargestellt (Abbildung 11).
Die Antibiotikakonzentrationen wurden nur bis zum Ablauf der Klidranlage aufgezeichnet
(Tabelle 15). Ausgehend vom Klinikabwasser zeigt das Muster der untersuchten ARG-
Abundanzen einen &hnlichen zeitlich abhingigen Verlauf durch alle nachfolgenden
wasserfithrenden Systeme. Der Verlauf der ARG-Abundanzen im Klinikabwasser vom Dezember
2012 (1,2 x 105 Zellaquivalente fiir vanA, ampC und ermB, sowie 1,6 x 10¢ Zelldquivalente pro
100 ng DNA fiir blaVIM), liber April 2013, bis zum Juli 2013 (1,6 x 106 Zellaquivalente fiir vanA
und blaVIM pro 100 ng DNA) findet sich auch in dhnlich starker Auspragung im Zulauf der
Klaranlage Steinhdule (S3) wieder, ebenso wie die Abnahme der ARG-Abundanzen im Oktober
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2013 wund erneutem Anstieg im Januar 2014 (Abbildung 11). Neben dem
Antibiotikaresistenzmuster ~~ weist  die =~ Anderung  in der  Auspridgung  der
Antibiotikaresistenzgenabundanzen innerhalb eines Messzeitraumes der verschiedenen
Messstellen jedoch auf unterschiedliche Selektionsdriicke innerhalb der jeweiligen Population
hin. Der Klaranlagen Ablauf (S4) zeigt einen dhnlichen zeitlich bedingten Verlauf der ARG-
Abundanz trotz Berlicksichtigung der ermB-Reduktion und dem Anstieg der
Antibiotikaresistenzgene blaVIM, vanA und ampC. Ein dhnliches zeitenabhingiges Muster der
ARG-Abundanz wurde auch in der Donau nachgewiesen, allerdings weisen die starker
werdenden Abweichungen (z.B. ermB Abundanz im April 2013) auf weitere anthropogene

Einflisse hin.
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Abbildung 11 Muster der Antibiotikaresistenzgene in der bakteriellen Gesamtpopulation und gemessenen
Gesamtantibiotikakonzentration, hier als Summenparameter dargestellt, ausgehend vom Klinikabwasser,
tiber die lokale Kldranlage bis in die Donau aus 5 Probenkampagnen.

3.1.3.2 Abundanz der Antibiotika

Antibiotika in Abwéssern besitzen aufgrund der starken Verdiinnung kaum mehr bakterizide
oder bakteriostatische Eigenschaften. Dennoch konnen sie Selektionsereignisse, Mutationen und
andere Arten der Adaptation hervorrufen (Davies et al, 2006). Daher wurden chemische
Analysen von der Landeswasserversorgung Langenau durchgefithrt, um einerseits die
tatsachliche Belastungssituation von Antibiotika im Abwasser festzustellen und andererseits
auch mogliche Korrelationen mit Antibiotikaresistenzen zu untersuchen. Mehrere chemische
Untersuchungen im Jahr 2013 belegen die hochste Antibiotikakonzentration im Abwasser
wahrend der Sommermonate (Juli, Tabelle 15). Diese Belastungssituation korreliert mit der
hochsten Abundanz an Antibiotikaresistenzen in der nachfolgenden Kldranlage und
Oberflaichengewasser (Abbildung 11). Weiterhin ergaben die Messungen fiir einige der
untersuchten Antibiotika eine hohere Konzentration im Ablauf der Klaranlage als im Zulauf des
gleichen Messzeitraums (Tabelle 15). Dies weist auf eine schwache Depotwirkung und
zeitversetzte Freisetzung innerhalb der Abwasserklarung hin. So zeigen die gemessenen Werte
fiir Metronidazol generell hohere Konzentrationen im Klaranlagenauslauf von bis zu 0,04 pug pro
L (Juli). Auch die Roxithromycin-Konzentration war mit 0,14 pg pro L im Auslauf der Klaranlage
hoher als im Zulauf innerhalb desselben Untersuchungszeitraums (0,07 pg pro L, April). Die
hochste Depotwirkung/zeitversetzte Freisetzung wurde bei Trimethoprim festgestellt. Mit bis
zu 0,1 pg pro L im Auslauf, wahrend die Konzentration im Zulauf unterhalb der Nachweisgrenze
lag (Tabelle 15, Oktober). Dieser Effekt ist ein Hinweis auf unterschiedliche Verweilzeiten von
Antibiotika/Antibiotikametaboliten innerhalb des Klarprozesses. Durch die lokale Erh6hung der
Antibiotikakonzentration innerhalb der Klaranlage steigt auch der Selektionsdruck auf die
Mikroorganismen gegeniiber diesem Antibiotikum. Auch wenn sich die Konzentration der
akkumulierten Antibiotika weiterhin unterhalb der minimalen Hemmkonzentration befindet,
die abhdngig vom Bakterium und verwendeten Antibiotikum bei bis zu mehreren mg pro L

liegen kann, so erhoht sich dennoch die Wahrscheinlichkeit, dass durch einen Antibiotika-
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konzentrationsgradienten im Abwasser eine Verbreitung von Antibiotikaresistenzen innerhalb

der Abwasserpopulation induziert wird.

Tabelle 15 Konzentrationen von Antibiotika und Antibiotikametaboliten in Klinikabwasser und in der nachfolgenden

Kldranlage (LOD: Limit of Detection, NS: No Signal).
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3.1.4 Zusammenfassung der mikrobiologischen Charakterisierung in den untersuchten
wasserfithrenden Systemen in der Modellregion Donauried

Untersuchungen verschiedener aquatischer Habitate im Donauried bestitigen die Verbreitung
von opportunistischen Bakterien und klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen in der Umwelt.
Dariiber hinaus wurde ein deutlicher Einfluss von Klaranlagen auf die Bakterienpopulationen in
Vorflutern festgestellt. Allerdings zeigte sich auch, dass nicht nur Klaranlagen, sondern auch
Regenitiberlaufbecken und Sickerwasser aus Deponien und landwirtschaftlichen Eintragen zur
mikrobiologischen Gesamtsituation in den Gewéassern beitragen kénnen. Populations-bezogene
Analysen zeigen, dass die konventionelle Abwasseraufreinigung nicht dafiir geeignet ist,
Antibiotikaresistenzen und opportunistische Keime effektiv zu reduzieren. Im Gegenteil, die
gefundenen Abundanzen bestitigen einen Anstieg von 3 der 4 untersuchten klinisch relevanten
Antibiotikaresistenzgene in der Bakterienpopulation von Klaranlagenausldufen. Diese
Entwicklung wird meist durch den Verdiinnungseffekt der untersuchten Wasservolumina
maskiert. Aufgrund des Vermehrungspotentials von Mikroorganismen, im Gegensatz zu

chemischen Kontaminanten, ist dieser Effekt jedoch Kkritisch zu bewerten.

Untersuchungen zum Verbreitungspotential von klinisch relevanten Mikroorganismen durch
Klaranlagen in den letzten Jahren bestdtigten ebenfalls eine Zunahme an multiresistenten
Bakterien nach konventioneller Klarung (Czekalski et al., 2012). Jedoch ist zu beriicksichtigen,
dass klinisch relevante Antibiotikaresistenzen nicht an einzelne Mikroorganismen gebunden
sind, sondern eine Vielzahl dieser Gene auf mobilen genetischen Elementen (Plasmide,
Transposons, Integrons) lokalisiert wurden. Diese Elemente konnen zudem zusatzlich mit
Schwermetallresistenzen oder Enzymen fiir biologische Abbauprozesse assoziiert sein (Dealtry
et al, 2014; Seiler & Berendonk, 2012). Diese raumliche Assoziation kann zur Co-Selektion
filhren und unter geeigneten Stimuli, die unabhingig von Antibiotika sein kénnen, zur

Verbreitung von Antibiotikaresistenzen beitragen.

Die iiber den 2-jahrigen Untersuchungszeitraum gefundenen Ergebnisse zum Vorkommen von
klinisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien innerhalb
technischer Abwassersysteme weisen sowohl auf unterschiedliche Belastungssituationen, als
auch auf unterschiedliche Entwicklungen dieser Parameter hin. Es ist nicht auszuschlief3en, dass
die Anreicherung von Antibiotikaresistenzgenen =zukiinftig auch Einfluss auf die
Trinkwasseraufbereitung haben koénnte. Altere Studien haben Kklinisch relevante
Antibiotikaresistenzen schon in autochthonen Bakterien aus Biofilmen des Trinkwasser-
verteilungssystems in den USA (Armstrong et al, 1981; Xi et al, 2009), Griechenland
(Papapetropoulou et al., 1994; Papandreou et al,, 2000), Indien (Pathak et al., 1993), Libanon
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(Tokajian und Hashwa 2004), Egypten (El-zanfaly, 1991), Argentinien (Crdoba et al., 2001), und
Deutschland (Schindler & Metz, 1991; Schwartz et al, 2003) nachgewiesen sowie die
Transmission von Antibiotikaresistenzen aus dem Trinkwasser auf Bakterien des humanen
Verdauungssystems (Lee et al.,, 2010). Allerdings ist der Einfluss von Antibiotikaresistenzen in

Trinkwasserbakterien in Bezug auf die Gesundheitsfrage des Menschen noch nicht geklart.

3.2 Mikrobiologische Charakterisierung einer Ozonbehandlung an der

Kldranlage Siidhessen
Bisherige Untersuchungen von weiterfithrenden Abwasserbehandlungsmafinahmen wie der
Ozonung nutzten grofdtenteils nur kulturelle Verfahren mit Indikatorbakterien, um die Effizienz
des Systems zu beschreiben (Liiddeke et al., 2015; Blatchley et al., 2012; Mezzanotte et al,,
2007). Dadurch werden andere opportunistische Bakterien von hygienischer Relevanz wie P.
aeruginosa sowie das Risiko der Antibiotikaresistenzsituation und -verbreitung nicht
ausreichend erfasst. Im Gegensatz dazu geben DNA-bezogene Untersuchungen die Verteilung
von Antibiotikaresistenzen und opportunistischen Bakterien in der Gesamtpopulation wieder,
kénnen zwischen lebenden und toten Populationsanteilen unterscheiden und sind nicht limitiert
auf die Kultivierbarkeit von Bakterien (Alexander et al., 2016). Dadurch werden auch
geschadigte Bakterien sowie lebende, aber sich nicht vermehrende Mikroorganismen (VBNC)

erfasst.

Als weiterfilhrender Abwasserreinigungsprozess wurde an der kommunalen Kldranlage
Siidhessen der Einfluss der Ozonbehandlung auf ausgewéhlte opportunistische Bakterien und
die Antibiotikaresistenzlage im behandelten Abwasser untersucht. Dem Ozonsystem
vorgeschaltet war ein Mikrofilter mit einer Porengrofie von 10 pm, um grofdere partikuldre
Bestandteile zuriick zu halten. Wahrend des Untersuchungszeitraumes wurde die Effektivitat
der Ozonung zur Inaktivierung der Bakterienfracht bei einer Konzentration von 0,85 + 0,15 g
Ozon pro 1 g DOC sowie Kontaktzeiten von 10 - 15 Minuten untersucht (Abbildung 12). Die
Einstellungen an der Ozonanlage wurden vom Betreiber der Anlage vorgegeben. Nachgeschaltet
waren in paralleler Anordnung Filtereinheiten mit granulierter Aktivkohle (GAC) und Biofilter,
jeweils als beliiftete und unbeliiftete Version (Durchflussraten von 4 bis 5 m pro h,

Leerbettverweilzeit 25 bis 30 Minuten).
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Abbildung 12 Ozonbehandlung im Pilotmaf3stab mit nachgeschalteten Filtersystemen

Um die Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene und opportunistsichen Bakterien in der
Bakterienpopulation vor und nach Ozonbehandlung zu vergleichen, wurde vor der DNA-
Extraktion eine Lebend/Tot-Diskriminierung mittels PMA (Kapitel 2.9) durchgefiihrt. Die DNA-
Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt. Diese Methode der Gesamt-DNA-
Messung unterscheidet jedoch nicht zwischen PMA-inaktivierter DNA aus toten und
geschadigten Bakterienzellen und intakten Bakterien. Erst die nachfolgende PCR-Reaktion
diskriminiert zwischen DNA aus zuvor lebenden bzw. toten Bakterienzellen. DNA-
Konzentrationen variierten zwischen 0,5 bis 5,5 pg pro 100 mL im Zulauf des Ozonsystems und
zwischen 0,4 bis 1,7 pug pro 100 mL im Auslauf abhdngig von der vorherrschenden Jahreszeit.
Die niedrigeren DNA-Konzentrationen nach Ozonbehandlung resultierten neben den Ozon-
induzierten DNA-Strangbriichen auch noch vom Abbau durch die im Abwasser natiirlich
vorhandene DNasen (Rieder et al., 2008). Dieser Effekt verstarkt sich zusatzlich durch das

Freisetzen intrazelluldarer Nukleasen aus ozongeschadigten Bakterien.

3.2.1 Molekularbiologische Untersuchungen zur Antibiotikaresistenz-Abundanz

Als erweitertes Abwasserbehandlungsverfahren wurde der Effekt der Ozonung auf die
Reduktion von ausgewdhlten Kklinisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen und
opportunistischen Bakterien untersucht. Dazu wurden 24 h-Mischproben aus dem Zulauf und
dem Ablauf der Ozonanlage untersucht und miteinander verglichen. Mit Bezug auf die

Nachhaltigkeit eines Abwasserprozesses wurden alle klinisch relevanten mikrobiologischen
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Abundanzen als Zelldquivalente in 100 ng DNA berechnet, um mogliche Selektionsereignisse zu
erfassen. Uber einen Zeitraum von 2 Jahren wurden 48 Wassermischproben untersucht, um den

Einfluss der Ozonbehandlung auf die Abwasserpopulation zu charakterisieren.

Es wurden im Abwasser allgemeine Inaktivierungen der Bakterienfracht von bis zu 1,5
Zehnerpotenzen festgestellt. Bei der verwendeten Ozondosis kam es dabei zu einem Anstieg von
2 der 4 untersuchten Antibiotikaresistenzgene in der lebenden Bakterienpopulation des
Ozonablaufs. Durch jahreszeitlich bedingte Schwankungen lagen die Abundanzen des
Vancomycinresistenzgens (vanA) im Zulauf des Ozonsystems zwischen 3,2 x 103 und 1,0 x 104
Zelldquivalenten pro 100 ng DNA (Median: 7,9 x 103 Zellaquivalente, Abbildung 13). Die
Abundanzen im Ablauf des Ozonsystems betrugen zwischen 1,3 x 104 und 5 x 104
Zehnerpotenzen pro 100 ng DNA (Median: 3,2 x 10%), was einem 4-fachen Anstieg entspricht.
Das 2. untersuchte Antibiotikaresistenzgen, das nach der Ozonbehandlung einen Anstieg in der
Haufigkeit in der iiberlebenden Bakterienpopulation aufwies, war das Imipenemresistenzgen
blaVIM. Dessen Abundanz schwankte wihrend des Untersuchungszeitraums im Zulauf des
Ozonsystems zwischen 2,5 x 103 und 1,0 x 10* Zellaquivalente pro 100 ng DNA (Median: 6,3 x
103) und stieg nach Ozonbehandlung auf 5,0 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng DNA an (8-facher
Anstieg). Im Gegensatz zum Vancomycinresistenzgen fielen die statistischen Schwankungen der
Messwerte im Ablauf der Ozonanlage stirker aus. Die Abundanzen fiir blaVIM lagen dort
zwischen 7,9 x 103 und 6,3 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng DNA (Abbildung 13). Der Anstieg
der Antibiotikaresistenzgene vanA und blaVIM in der iiberlebenden Bakterienpopulation nach
Ozonbehandlung kénnte an einer Selektion bakterieller vanA- und blaVIM-Gentrager liegen, die
offensichtlich eine hohere Widerstandsfiahigkeit gegentiber Ozon zu besitzen scheinen. Da das
Vancomycinresistenzgen vanA mit klinischen Isolaten von Enterokokken assoziiert wird, aber
deren Abundanz nach Ozonbehandlung weitaus geringer ausfillt, ist eine positive Korrelation
dieser Organismen mit der Abundanz fiir vanA im untersuchten Abwasser unwahrscheinlich.
Jedoch konnten Untersuchungen zur genetischen Mobilitit des vanA-Gens zeigen, dass es
sowohl mit verschiedenen Transposons und unterschiedlichen
Antibiotikaresistenzgenkassetten assoziiert sein kann, als auch auf andere Bakterienspezies
iibertragbar ist und dadurch in unterschiedlichen Umwelthabitaten vorkommen kann
(Guardabassi and Dalsgaard 2004; Okitsu et al., 2005; Ramos et al., 2012). Im Gegensatz zu vanA
korreliert der Anstieg des Antibiotikaresistenzgens blaVIM positiv mit der Abundanz von P.
aeruginosa. Allerdings weist die Diskrepanz in der Abundanz zwischen P. aeruginosa und
blaVIM-Zellaquivalenten auf zusatzliche Resistenzgentrager hin. Zur Identifizierung der am
hiufigsten vorkommenden Bakterienspezies wurde eine 16S Amplicon-Sequenzierung

durchgefiihrt (Kapitel 3.2.3.2).
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Aufgrund der Sequenzhomologie des Ampicillinresistenzgens (ampC) in verschiedenen
Enterobacteriaceae und der Lokalisation dieser Resistenz auf verschiedenen mobilen
genetischen Elementen wurde dieser Marker sowohl als Resistenzgen, als auch als
taxonomischer Marker verwendet. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Resistenzgenen
zeigte die Abundanz des ampC-Gens iliber den gesamten Untersuchungszeitraum eine
gleichbleibende Verteilung in der lebenden Bakterienpopulation. Sowohl vor als auch nach
Ozonung betrug die ampC-Abundanz 2,5 x 103 Zelldquivalente pro 100 ng DNA. Dieses Ergebnis
bedeutet, dass ampC-tragende Bakterien weder einen Selektionsvorteil haben noch besonders
anfillig gegeniiber der Ozonbehandlung sind. Im Gegensatz zu den ampC-Untersuchungen
weisen die gemessenen Werte fiir die ermB-Abundanzen sowohl auf hohe Schwankungen in der
Bakterienpopulation als auch auf eine Sensitivitat dieser Bakterien gegeniiber Ozonung hin. Im
Ozonzulauf betrugen die Abundanzen zwischen 3,9 x 101 und 1 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng
DNA und wurden auf 1,2 x 10! Zellaquivalente im Ablauf reduziert. Dies entspricht einer
Reduktion von bis zu 99,9%. Ein Hinweis auf die unterschiedliche Anfalligkeit von Bakterien
gegeniiber der Ozonbehandlung aufgrund bestimmter Antibiotikaresistenzen geben einige
Untersuchungen zum Wirkverhalten von bakteriziden Antibiotika. Dort wurde gezeigt, dass
bakterizide Antibiotika (f-Laktame oder Chinolon-Antibiotika), zu denen auch Vancomycin
(Glykopeptid-Antibiotika) und Imipenem (Carbapenem) gehoren, neben ihrem
substanzspezifischen Wirkort in der Bakterienzelle einen zweiten komplementiren Effekt

aufweisen.
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Abbildung 13 Abundanzen der Untersuchten Antibiotikaresistenzgene in Zelldquivalenten pro 100 ng Gesamt-DNA.
Analysiert wurden nur die lebenden Anteile der Bakterienpopulationen aus insgesamt 48 Probenahmen.
Dargestellt sind die Abundanzen im Zulauf der Ozonbehandlung und im Ablauf.

Diese Klasse an Antibiotika induzierte die Bildung von Hydroxylradikalen, die durch oxidative
Schiden an den Zellkompartimenten zum Bakterientod beitragen (Kohanski et al., 2007). Dieser
Effekt, der nur bei bakteriziden Antibiotika beobachtet wurde, ist dabei mitverantwortlich fiir
den Erfolg der Antibiotikabehandlung (Kohanski et al., 2010). Die Induktion von oxidativem
Stress durch bakterizide Antibiotika in der Bakterienzelle wiirde Selektionsmechanismen
induzieren, die nicht nur gegen das Antibiotikum gerichtet sind, sondern auch antioxidative
Mafdnahmen und Reparaturmechanismen aktivieren (z.B. recA). Bakterien, die dieser Art von
Stress ausgesetzt wurden, darauf reagieren und iiberleben konnten, hatten aufgrund dieser
Pradisposition einen erheblichen Vorteil bei oxidativen Verfahren gegeniiber anderen
nichtadaptierten Bakterien. Vancomycin, Imipenem und auch Ampicillin sind bakterizide
Antibiotika. Doch nur Bakterien mit vanA und blaVIM Genen zeigen eine erhohte
Widerstandsfahigkeit gegeniiber Ozonung. Wahrend Ampicillin-resistente Bakterien weder eine
erhohte Sensibilitit noch Widerstandsfdhigkeit gezeigt haben. Erythromycin ist ein
bakteriostatisches Antibiotikum und induziert keine reaktiven Sauerstoff-spezies innerhalb der
Zelle. Daher wiirde der Effekt der Ozonanfalligkeit von Erythromycin-resistenten Bakterien zu
dieser Theorie passen. Die im Abwasser gemessenen Antibiotikakonzentrationen liegen weit
unterhalb des klinischen Wirkbereichs, aber immer noch hoch genug, um einen derartigen Effekt

zu stimulieren (Hirsch et al., 1999; Michael et al.,, 2013).
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3.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen zur Abundanz opportunistischer Bakterien
Auch bei den Untersuchungen zu opportunistischen Bakterien wurde durch die PMA-
Behandlung zwischen lebenden und toten Anteilen diskriminiert. Da Enterokokken bekannt
dafiir sind eine Vielfalt an klinisch relevanten Antibiotikaresistenzgenen zu erwerben, sind sie
daher nicht nur als fakaler Indikator zu betrachten (Otter, Yezli, & French, 2011; Oskoui &
Farrokh, 2010). Von allen untersuchten opportunistischen Bakterien wies der Enterokokken-
Marker die grofite Abundanz im Zulauf des Ozonsystems auf (Median: 2,4 x 104 Zelldquivalente
pro 100 ng DNA, Abbildung 14). Nach Ozonbehandlung reduzierte sich die Abundanz deutlich
auf 5,0 x 102 Zelldquivalente pro 100 ng DNA, was einer Reduktion von 95% entspricht. Die
maximal erreichte Reduktion von Enterokokken durch Ozonung wahrend des
Untersuchungszeitraums betrug 99%. Trotz dieser Reduktion wurde keine vollstandige
Elimination von Enterokokken im Auslauf der Ozonanlage erreicht (Minimum: 1,9 x 102

Zellaquivalente pro 100 ng DNA).

P. aeruginosa ist ein wichtiger Erreger nosokomialer Infektionen, kann eine Vielzahl an
Antibiotikaresistenzgenen tragen und ist ein weit verbreiteter Wasserkeim (Schwartz et al,,
2015; Klockgether et al., 2007). Die Abundanz des P. aeruginosa Marker-Gens ecfX im Zulauf des
Ozonsystems betrug zwischen 1,0 x 103 und 3,9 x 103 Zellaquivalente pro 100 ng DNA (Median:
1,3 x 103 Zellaquivalente pro 100 ng DNA). Der Effekt der Ozonbehandlung auf die Abundanz
von P. aeruginosa in der Bakterienpopulation war deutlich geringer als der Effekt auf
Enterokokken. Die Abundanz fiir P. aeruginosa im Auslauf des Ozonsystems erhohte sich sogar
auf 1,9 x 103 Zelldquivalente pro 100 ng DNA. Dies entspricht fast einer Verdopplung der P.
aeruginosa-spezifischen Gen-Abundanz in der tiberlebenden Bakterienpopulation und weist auf

eine erhohte Widerstandsfahigkeit dieser Bakterien gegentliber Ozonung hin.
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Abbildung 14 Abundanzen der untersuchten opportunistischen Bakterien in Zelldquivalenten pro 100 ng Gesamt-DNA.
Analysiert wurden nur die lebenden Anteile der Bakterienpopulationen aus insgesamt 48 Probenahmen.
Dargestellt sind die Abundanzen im Zulauf der Ozonanlage und im Ablauf.

Krankenhauspatienten mit einer nosokomialen Infektionen ausgelost durch Staphylokokken
(MRSA/CNS) bewirken immer noch die hochste Sterblichkeitsrate und stellen damit ein grofies
Behandlungsproblem im klinischen Gesundheitswesen dar. Vorangegangene Studien wiesen
MRSA/CNS im Abwasser von Krankenhdusern und Intensivstationen nach (Ashbolt et al., 2013;
Cornejo-Juarez et al, 2014; Clifford et al, 2012). Waihrend der Warmperioden im
Untersuchungszeitraum wurde kein MRSA/CNS im Zulauf der Ozonanlage detektiert. Erst in den
beginnenden Wintermonaten wurden niedrige Abundanzen zwischen 6,3 x 109 und 3,1 x 10!
Zelldquivalenten pro 100 ng DNA an MRSA/CNS gemessen (Median: 1,2 x 10! Zellaquivalente
pro 100 ng DNA). Nach der Ozonbehandlung lagen die Abundanzen von MRSA/CNS an bzw.
unter der Nachweisgrenze des Detektionssystems, was einer fast vollstindigen Elimination von

MRSA/CNS durch die Ozonbehandlung entspricht.

Die Verteilung der Antibiotikaresistenzgene und opportunistischen Bakterien in der
Bakterienpopulation des Abwassers vor und nach Ozonbehandlung zeigen Unterschiede in der
Anfalligkeit und Widerstandsfahigkeit der Mikroorganismen gegeniiber diesem Verfahren,
abhangig von der Bakterienspezies und/oder des Antibiotikaresistenzgens. Bakterien, die das
vanA- oder blaVIM-Resistenzgen tragen, scheinen einen Selektionsvorteil zu haben und sind
widerstandsfahiger gegeniiber der Ozonbehandlung. Auf der anderen Seite weisen die

taxonomischen Abundanzen von Enterokokken (hohe Anfilligkeit gegeniiber Ozonbehandlung)
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und P. aeruginosa (geringe Anfilligkeit gegeniiber Ozonbehandlung) auf unterschiedliche

Anpassungsweisen dieser Bakterien gegeniiber oxidativen Stress hin.

Neben der Widerstandsfahigkeit gegeniiber Ozon kénnen auch andere Faktoren einen Einfluss
auf die Antibiotikaresistenzabundanz in der iiberlebenden Bakterienpopulation haben. Einer der
Wirkmechanismen von Ozon zur Hygienisierung von Wassersystemen beinhaltet die
Inaktivierung von Bakterien durch DNA-Schiden (Dodd, 2012). Eine Antwort auf DNA-Schiden
ist die Induktion von horizontalem Gentransfer (HGT) liber das recA-System (Fall et al., 2007).
Die beiden Antibiotikaresistenzgene vanA und blaVIM sind auf mobilen genetischen Elementen
lokalisiert und ihre Transferierbarkeit auf andere Spezies wurde ebenfalls untersucht (Tato et
al,, 2010; Oskoui & Farrokh, 2010). Das Transposon Tn1546 assoziiert mit vanA und anderen
Resistenzgenen wurde nicht nur in Klinikisolaten, sondern auch in Umweltisolaten entdeckt
(Guardabassi & Dalsgaard, 2004). Dabei unterschied sich die Struktur des Tn1546 nicht von dem
aus Enterokokkeninfektionen im Human- und Veterindrbereich. Dies spricht dariiber hinaus fiir
ein vanA-Gen Reservoir in der Umwelt. Das blaVIM-Gen ist ebenfalls mit unterschiedlichen
Varianten des mobilen genetischen Elementes Tn402 assoziiert, welches liberwiegend in
Enterobakterien und speziell in P. aeruginosa vorkommt. Diese Varianten sind oft mit
Schwermetallresistenzen und in konjugativen Plasmiden organisiert. Rekombinationsereignisse,
bei denen das Tn402 involviert ist, wurden daher auch in anderen Bakterien nachgewiesen

(Tato et al.,, 2010; Seiler & Berendonk, 2012).

Durch molekularbiologische Methoden wurde ein selektiver Effekt der Ozonung auf einen Teil
der Abwasserpopulation festgestellt. Die deutliche Haufung von Antibiotikaresistenzgenen in
der Ttberlebenden Bakterienfraktion trotz Reduzierung der Gesamtbakterienfracht nach
Ozonung ist ein Hinweis auf eine Selektion von antibiotikaresistenten und ozonrobusten
Bakterien, die durch Pradisposition mit bakteriziden Antibiotika einen Vorteil gegeniiber dieser
oxidativen Behandlungen haben. Dadurch wirden diese Bakterien, die durch Ozon
hervorgerufenen subletalen Schaden auch effektiver reparieren konnen. Eine Kombination der
Ergebnisse mit den Abundanzen der untersuchten opportunistischen Bakterien und klinisch
relevanten Antibiotikaresistenzgenen ist in Abbildung 15 dargestellt und verdeutlicht diesen
beobachteten Effekt der Ozonbehandlung zur Selektion von antibiotikaresistenten Bakterien bei
gleichzeitiger Reduktion der Gesamtbiomasse. Die Beriicksichtigung dieses Effekts ist wichtig
bei der Entwicklung zukiinftiger Abwasserbehandlungsverfahren, wenn es darum geht, klinisch

relevante Antibiotikaresistenzen und opportunistische Bakterien zu reduzieren.
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Abbildung 15 Effekt der Ozonung auf die bakterielle Population im Abwasser.

Die durchgefiihrten Untersuchungen an der Pilotanlage am Klarwerk Stidhessen haben gezeigt,
dass im Bereich der Umwelthygiene die Verwendung von molekularbiologischen Methoden mit
Beriicksichtigung der Gesamtpopulation dabei helfen kénnen, geeignete Parameter zu finden,
um einen Abwasserprozess addquat bewerten zu kénnen. Die bakterielle Zelldichte sowie die
Zusammensetzung der Bakterienpopulation mit Antibiotikaresistenzen und opportunistischen
Bakterien sind wichtige Parameter fiir eine mikrobiologische Risikocharakterisierung. Diese
Daten kdnnen dabei helfen, kritische Wassersysteme zu iiberwachen, Risiken einzustufen oder

Anpassungen an bestehenden Prozessen vorzunehmen.

3.2.3 Molekularbiologische Populationsanalyse

3.2.3.1 PCR-DGGE

Um den Effekt der Ozonung auf die bakterielle Diversitit in der Abwasserpopulation zu
untersuchen, wurden Populationsanalysen iiber PCR-DGGE und Illumina 16S Amplicon-
Sequenzierung durchgefiihrt (Abbildung 16 und 17). Die Unterscheidung zwischen lebenden
und toten Anteilen erfolgte hier iiber die Isolierung der Gesamt-RNA, die nur aus der lebenden
Fraktion der Bakterienpopulation stammt. Die nachfolgende reverse Transkription und
anschlieffende konventionelle PCR amplifizierte das fiir die Speziesbestimmung relevante 16S

rDNA Fragment aus Eubakterien.
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Durch die DGGE wurden die DNA-Banden aus den Proben des Ozonzu- und -ablaufs separiert
und die Ahnlichkeit der beiden Populationen iiber den Dice-Koeffizienten durch paarweise
Gruppierung bestimmt (Kapitel 2.12). Neben der generellen Inaktivierung einer Vielzahl an
Bakterienspezies durch die Ozonung wurden Selektionsereignisse und Populations-Shifts
erkennbar (Abbildung 16). Ein Anlichkeitsindex von nur 0,39 bzw. 39% Ahnlichkeit zwischen
der Population vor und nach Ozonbehandlung zeigt eine erhebliche Verdnderung in der
Populationszusammensetzung an. Je weiter das 16S DNA-Fragment im Gel wandert, umso héher
ist sein GC-Nukleotid Gehalt im Amplicon. Neben dem Verschwinden einiger Bakterienspezies
ist ein Populations-Shift zu Gunsten von Bakterien mit einem hoheren GC-Nukleotid Gehalt nach
der Ozonbehandlung zu beobachten, wahrend Bakterien mit niedrigem GC-Nukleotid Gehalt

eher durch die Ozonung reduziert werden.

Diese Unterschiede in der Anfdlligkeit von Bakterien mit niedrigem GC-Nukleotid-Gehalt ist auch
ein Hinweis auf unterschiedliche Reaktivititen des Ozons mit den DNA-Basen. Von allen vier
DNA-Nukleotiden weist Thymin die hochste Reaktivitit gegeniiber Ozon auf (Geschwindigkeits-
konstante 4,2 x 10* L pro Mol und Sekunde, siehe Tabelle 3, Kapitel 1.3.7), gefolgt von Guanin
mit 1,6 x 104 L pro Mol und Sekunde, Cytosin mit 1,4 x 103 L pro Mol und Sekunde und Adenin
mit 1,2 x 10% L pro Mol und Sekunde. Dies bedeutet, dass AT-reiche DNA-Abschnitte 61%

schneller durch Ozon degradieren als GC-reiche Abschnitte.

Da fiir einen Doppelstrangbruch nur 2 der nicht komplementdaren DNA-Nukleotide notig sind, ist
der reaktionsbestimmende Schritt der DNA-Degeneration durch Ozon der Gehalt an
Guanin/Cytosin-Nukleotiden in der DNA. Denn zum Zeitpunkt der Guaninoxidation sind schon
mehr als 50% aller Thymin-Nucleotide oxidiert, so dass eine vollstindige Reaktion von Guanin
mit Ozon immer auch von einer vollstindigen Thyminoxidation begleitet ist (hohere
Geschwindigkeitskonstante). Neben den Nukleotiden spielen auch die
Wasserstoffbriickenbindungen (G/C = 3; A/T = 2), sowie die Doppel-Helix-Struktur der DNA
indirekt eine Rolle, da sie die Reaktion des Ozons mit den Nukleotiden sterisch behindern
(Cataldo, 2006; Dodd, 2012). Diese Umstande tragen zu einer Selektion Ozon-robuster Bakterien
bei und sollten bei der Auswahl geeigneter mikrobiologischer Indikatorsysteme beriicksichtigt

werden, wenn es um die Bewertung der Effizienz einer 4. Reinigungsstufe geht.
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Abbildung 16 Standard PCR-DGGE Populationsanalyse. 3 unabhdngige Abwasserproben vor und nach Ozonbehandlung
sind dargestellt. Intensitdt der Banden ist auf die Hdufigkeit der jeweiligen Bakterienspezies innerhalb der
Gesamtpopulation zurtick zu fiihren. Dadurch sind Reduktions- und Selektionsprozesse durch die
Ozonbehandlung zu erkennen. Analysiert wurden nur die lebenden Anteile der Bakterienpopulationen.
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3.2.3.2 lllumina 16S Amplicon-Sequenzierung

Um genauere Informationen tber die Zusammensetzung der Bakterienpopulationen im
Abwasser vor und nach Ozonbehandlung zu erhalten, wurden die fiir alle Bakterienspezies
individuellen 16S RNA-Fragmente in cDNA umgeschrieben, anschlief3end sequenziert und ihre
prozentualen Anteile quantifiziert (Abbildung 17). Zum Einsatz kam dabei die Next Generation
lllumina MiSeq-Sequenzierungstechnologie. Bei diesem Verfahren wird ein 16S DNA-Fragment
von 300 bp Liange genutzt, um im High Throughput-Verfahren alle Eubakterien bis zum

Gattungsnamen genau zu bestimmen.

Nach Qualitdtsbestimmung (>95% Sequenzidentitit) und Entfernen von Sequenzen mit
Abundanzen geringer <0,005% an der Gesamtpopulation, konnten im Zulauf der Ozonung 1.021
Sequenzen und im Ozonablauf noch 482 Sequenzen einer spezifischen Gattung zugeordnet
werden (Anhang Kapitel 7). Dies entspricht einem Diversitatsverlust von mehr als 50% durch
die Ozonbehandlung. Von den verbliebenden 50% ist eine Vielzahl an Bakterienspezies mit einer
Haufigkeit von unter 1% vertreten. Neben dem allgemeinen Diversitatsverlust wird allerdings
auch deutlich, dass die Ozonbehandlung eine Selektion robuster Spezies bewirkt. Dieses

Phidnomen wird bei einer Gruppe von Bakterien deutlich, zu denen auch Pseudomonas spp.
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gehort. Diese Gruppe (Pseudomonas, Oxalobacteriaceae, Variovorax, Massilia, Acidovorax,

Methylophilus und Herminiimonas) macht vor der Ozonbehandlung ca. 1% an der

Gesamtpopulation aus und steigt nach der Ozonung auf einen Anteil von ca. 62%. In

Ubereinstimmung mit den DGGE-Analysen weist diese Gruppe an ozonrobusten Bakterien-

spezies einen hohen GC Nucleotid-Anteil von bis zu 72% in ihrem Genom auf (Tabelle 17).
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Abbildung 17 Die llluminaMiSeq 16S Populationsanalyse vom Zu- und Ablaufs des Ozonsystems. Nur Gattungen mit
mehr als 1% Abundanz sind dargestellt. Hervorgehoben sind die dominanten Gattungen nach der

Ozonbehandlung.

Tabelle 16 Nukleotid-Anteil der identifizierten dominanten Bakterienspezies (nach Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology, 2001)

Bakterien-Spezies GC-Gehalt
Pseudomonas

0xa?obacteriaceae 61 -72%
Varivorax

Massilia

Acidovorax 62%
Methylophilus 60 -70%
Herminiimonas 51-52%
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3.3.4 Nuklease-Aktivitit in mit Ozon behandeltem Abwasser

Extrazellulare Nukleasen bauen Nukleinsduren ab und tragen zur natiirlichen Degeneration von
DNA-Fragmenten im Abwasser bei (Rieder et al., 2008). Dieser Effekt reduziert den DNA-Gehalt
in der freien Wasserphase und ist ein Vorteil, um die Haufigkeit von genetischen Transfer-
ereignissen zu reduzieren. Daher wurde der Einfluss der Ozonung auf die Enzymaktivitit nativer
Nukleasen untersucht. Aufgrund der Reaktivitit des Ozons mit Aminosduren und Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Doppelbindungen wurde vermutet, dass die Enzymaktivitdt im Abwasser nach der
Ozonbehandlung deutlich reduziert ist. Untersuchungen mit Abwasser aus dem Zu- und Ablauf
der Ozonung weisen jedoch auf eine Zunahme der Nukleaseaktivitit hin. Ein 16S-rDNA PCR-
Fragment definierter Lange (560 bp) wurde zu gleichen Konzentrationen mit Abwasser aus dem
Zu- und Ablauf des Ozon-Systems inkubiert. Das PCR-Fragment, das mit dem Abwasser des
Ozonzulaufs inkubiert wurde, zeigte einen geringeren DNA-Abbau als das Fragment, das mit
Abwasser aus dem Ablauf des Ozonsystems inkubiert wurde. Dieser Effekt ist unter anderem
der Freisetzung bakterieller Nukleasen durch die Ozonbehandlung beschadigte Zellmembranen
geschuldet. Eine effiziente Reduktion von genetischem Material durch einen gesteigerten Abbau
freier DNA-Fragmente mit Hilfe der erhdhten Nuklease-Aktivitit nach Ozonbehandlung ist
dennoch nicht gegeben, da der gesteigerte DNA-Abbau erst nach mehreren Stunden Inkubation

beobachtet wurde.

3.2.5 DNA Schidden in der iiberlebenden Bakterienpopulation im Abwasser nach
Ozonung

Ozon wird derzeit als Oxidationsmittel in der Trinkwasseraufbereitung sowie zur Desinfektion

und Zerstérung von Viren eingesetzt. Dabei reagiert das Ozon neben bakteriellen Strukturen wie

Zellwand und Enzymen auch mit den Nukleinsauren der DNA. Dabei werden DNA-Mutationen

induziert, welche abhdngig von der Ozondosis sowie Kontaktzeit und der DNA-

Zusammensetzung sind (basierend auf dem Guanin-Nukleotid Gehalt; Cataldo, 2006).

Die Bestimmung der DNA-Schiden in den nativen Abwasserproben vor und nach
Ozonbehandlung wurde iiber einen Standard-PCR Ansatz ermittelt (Kapitel 2.11). Dabei wurde
sich die Tatsache zu Nutze gemacht, dass mehr DNA-Schdden in lidngeren DNA-Abschnitten
akkumulieren als in kiirzeren (Siiss et al., 2009). Drei eubakterielle Primersysteme wurden
verwendet, um Amplicons der Groflen 880 bp, 490 bp und 176 bp aus der 16S rDNA von
Bakterien des Ozonzu- und Ablaufes zu amplifizieren. Mehr DNA-Schiden in einem Fragment
fiihren zu einer verringerten Amplifikation in der PCR-Reaktion. Das Ergebnis bestatigte eine
reduzierte Amplifikation des 490 und 880 bp Amplicons im Vergleich zum 175 bp Amplicons
von Bakterien aus dem Ablauf des Ozonsystems (Abbildung 18).
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Abbildung 18 DNA-Schdden in der Bakterienpopulation induziert durch die Ozonbehandlung

Um ein mogliches bakterielles Regenerationspotential zu untersuchen, wurden die nativen
Abwasserproben bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert und 4 Wochen spater erneut vermessen.
Standard-PCR Analysen ergaben keinen signifikanten Unterschied in den DNA-Schiden,
basierend auf der Amplicon Linge gegeniiber den vorherigen Untersuchungen. Durch die
Lebend/Tot-Differenzierung und nach einem Zeitraum von 4 Wochen zeigen die Ergebnisse eine
geschddigte (subletale DNA-Schiden), aber dennoch lebende Population nach Ozonbehandlung.
Abhdngig vom Ausmafl der DNA-Schiden und dem Grad anderer vom Ozon beschidigter
Zellkompartimenten, ist eine Induktion von Reparaturmechanismen in diesen Bakterien zu
erwarten (z.B. recA). Diese Mechanismen, zu denen auch die Induktion von HGT gehort, sichern
der Bakterienzelle das Uberleben, aber verzoégern dadurch das Proliferationsvermégen. Dieser
Effekt ist zu beriicksichtigen, wenn bakterielle Inaktivierungsraten {iber Kultivierungs-
experimente bestimmt werden sollen. Abhdngig von der Bakterienspezies und der Menge an
subletalen Schdaden aufgrund der Ozonbehandlung, kann bei der Verwendung von
Indikatorbakterien die Kultivierung zu falschnegativen Ergebnisse fiihren, was zu einer

Uberschitzung der Inaktivierungseffizienz von Ozonverfahren fithren wiirde.

3.2.6 Mikrobiologisches Regenerationspotential

Die PCR-DGGE und Illumina 16S Sequenzierungsergebnisse weisen auf eine Veranderung in der
Zusammensetzung der Bakterienpopulation nach Ozonung hin. Zusatzlich wurde ein Anstieg an
antibiotikaresistenten Bakterien in den tliberlebenden Populationsanteilen festgestellt. Um den
langzeitlichen Effekt dieser Selektion beurteilen zu koénnen, wurden ozonbehandelte
Abwasserproben sofort vor Ort, nach 24 h und zusatzlich nach 48 h mittels qPCR untersucht. Vor
allem der Vergleich zwischen Bakterienpopulationen mit 24 h und 48 h Inkubationszeit nach
einer Ozonbehandlung gibt einen Hinweis auf das mikrobiologische Regenerationspotential

klinisch relevanter Parameter in den nachfolgenden wasserfiihrenden Systemen wieder und
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lasst auf ein mogliches Restrisikopotential beim Einsatz eines solchen Verfahrens in der

Abwasserbehandlung schlief3en.

Die Quantifizierung von Enterokokken nach konventioneller Kldarung weist eine Reduktion von
einer Zehnerpotenz und von weiteren 2 Zehnerpotenzen nach Ozonung auf. Auch die
Untersuchungen mit den 48 h Proben weisen auf keine Selektion oder erneutes Wachstum hin
(Abbildung 19). Staphylokokken (MRSA + CNS) kommen nur in geringen Abundanzen im
untersuchten Abwasser vor und sind nach der Ozonung sowie nach 48 h nicht mehr
nachweisbar (Abbildung 20). P. aeruginosa weist keine Reduktion durch die Ozonbehandlung
auf und zeigt sogar eine verbessertes Vermehrungspotential in der Abwasserpopulation nach

Ozonung (Abbildung 21).

Enterokokken

1,00E+08 -
1,00E+07 - B 24h Inkubation
1,00E+06 - 48h Inkubation
1,00E+05 -
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -

1,00E+00

Zelliquivalente pro 100 ng DNA

Zulauf Klaranlage Zulauf Ozonung  Ablauf Ozonung

Abbildung 19 Abundanz des Enterokokken 23S Markers in der Bakterienpopulation im Zulauf der Kldranlage (nach
Rechen), nach konventioneller Kldrung und nach anschliefSender Ozonbehandlung
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Abbildung 20 Geringe Abundanz von Staphylokokken (MRSA und CNS) im Zulauf der Kldranlage (nach Rechen) und
nach konventioneller Kldrung. Nach anschliefSender Ozonbehandlung ist der genetische Marker (mecA)
nicht mehr nachweifsbar
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Abbildung 21 Anteil an P. aeruginosa an der Bakterienpopulation im Zulauf der Kldranlage (nach Rechen), nach
konventioneller Kldrung und nach anschliefsender Ozonbehandlung

Die Abundanzen der Kklinisch relevanten Antibiotikaresistenzgene fiir Imipenem und

Vancomycin steigen durch die konventionelle Klarung innerhalb der Population leicht an. Direkt

nach Ozonbehandlung zeigen beide Resistenzgene zunichst eine deutliche Reduktion, aber 48 h

nach der Ozonung erreicht die Imipenemresistenz ihre urspriinglichen Anteile in der

Bakterienpopulation (Regeneration, Abbildung 22).
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Die Abundanz der Vancomycinresistenz wurde ebenfalls anfinglich durch die Ozonung
vermindert. Nach 48 h Inkubation bei Raumtemperatur steigt jedoch die Abundanz des
Vancomycinresistenzgens in der Bakterienpopulation des Ozonablaufs starker an, als in der
Population des Ozon- und Kliranlagenzulaufs. Dies entspricht einem hoheren
Regenerationspotential im Vergleich zur vorher beschriebenen Imipenem-Abundanz (Abbildung
23). Die Abundanz des Ampicillinresistenzgens nimmt nach der Ozonbehandlung um 1,6 x 104
Zellaquivalente pro 100 ng DNA ab. Nach 48 h steigt die Abundanz des Ampicillinresistenzgens
auf 2,5 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng DNA an und tibersteigt damit die Abundanz im
Ozonzulauf (Abbildung 24).

Die Erythromycinresistenz wird durch die konventionelle Klarung um mehr als eine
Zehnerpotenz pro 100 ng DNA reduziert (Reduktion ca. 90%). Dieser Effekt verstarkt sich nach
48 h um eine weitere Zehnerpotenz (Reduktion ca. 99%). Diese Entwicklung weist auf eine
reduzierte Fitness von Erythromycin-resistenten Bakterien innerhalb der Bakterienpopulation
des Klaranlagenauslaufs hin. Nach Ozonung verringert sich die Abundanz der
Erythromycinresistenz in der Bakterienpopulation um weitere 2 Zehnerpotenzen gegeniiber der
Population des Ozonzulaufs (von vorher ca. 90% auf ca. 99,9%). Nach 48 h wird eine
Regeneration der ermB Resistenzanteile in der tiberlebenden Population sichtbar. Dennoch
bleiben die Abundanzen in der Bakterienpopulation unter denen, die in der Population des

Ozonzulaufs gemessen wurden (Abbildung 25).
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Abbildung 22 Abundanzen fiir das Antibiotikaresistenzgen blaVIM anteilig an der Bakterienpopulation im Zulauf der
Kldranlage (nach Rechen), nach konventioneller Kldrung und nach anschliefSender Ozonbehandlung

70



3 Ergebnisse und Diskussion

Vancomycinresistenz
< LOOE+08 -
Z
/2 1,00E+07 -
=]

E 1,00E+06 -
1,00E+05 -

H 24h Inkubation
1,00E+04 - _
® 48h Inkubation
1,00E+03 -
1,00E+02 -

1,00E+01 -

Zelldquivalene pro 10

1,00E+00 -~
Zulauf Zulauf Ablauf
Klaranlage  Ozonung Ozonung

Abbildung 23 Abundanzen fiir das Antibiotikaresistenzgen vanA anteilig an der Bakterienpopulation im Zulauf der
Kldranlagen (nach Rechen), nach konventioneller Kldrung und nach anschliefSender Ozonbehandlung
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Abbildung 24 Abundanzen fiir das Antibiotikaresistenzgen ampC anteilig an der Bakterienpopulation im Zulauf der
Kldranlalgen (nach Rechen), nach konventioneller Kldrung und nach anschliefSender Ozonbehandlung
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Erythromycinresistenz
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Abbildung 25 Abundanzen fiir das Antibiotikaresistenzgen ermB anteilig an der Bakterienpopulation im Zulauf der
Kldranlagen (nach Rechen), nach konventioneller Kldrung und nach anschliefSender Ozonbehandlung

3.2.7 Verfahrenskombination aus Ozonbehandlung mit nachgeschalteten
Filtersystemen

Aufgrund der Anzahl an opportunistischen Bakterien und Kklinisch relevanten Antibiotika-
resistenzgenen, die nach der Ozonbehandlung immer noch im Abwasser vorhanden sind, wurde
der Effekt der nachgeschalteten granulierten Aktivkohle- (GAC) und Bio-Filtersystemen auf die
Antibiotikaresistenzlage und opportunistischen Bakterien untersucht (siehe Abbildung 12). Die
Filtersysteme hatten urspriinglich die Aufgabe, einerseits den durch Ozon transformierten DOC
iiber den Biofilter weiter abzubauen und andererseits die durch Ozon generierten unpolaren

Substanzen an der Aktivkohle adsorbieren zu lassen.

Die der Ozonung nachgeschalteten Filtersystemen (granulierte Aktivkohle und Biofilter) zeigten
zwar eine Reduktion der getesteten mikrobiologischen Parameter, diese Reduktion bewegte sich
jedoch durchschnittlich in einem Bereich von 0,2 Zehnerpotenzen pro 100 ng DNA (max. 40 %).
Weiterhin traten starke Schwankungen von bis zu 91% der gemessenen mikrobiologischen
Parameter in den Ablaufen der Filtersysteme iiber den gesamten Untersuchungszeitraum auf,
was teilweise auf eine Verkeimung des Filtermaterials zuriickzufiihren war, so dass die
Abundanzen einiger Antibiotikaresistenzen sowie Bakterien-Marker-Gene im Ablauf der Filter
anstiegen. P. aeruginosa wurde in allen Filterablaufen mit einer erhéhten Abundanz gemessen,
die teilweise um bis zu 485% (GAC 2) hoher ausfielen als im Zulauf der Filtersysteme (Tabelle
18). Auch eine Verkeimung des Biofilters 2 mit Enterobakterien wurde beobachtet (Zunahme

um 133%). Letztlich ist festzustellen, dass trotz weiterer Filterstufen antibiotikaresistente
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Keime mit klinischer Relevanz nicht eliminiert werden und weiterhin in die aquatische Umwelt

gelangen.

Tabelle 17 Einfluss von nachgeschalteten Bio- und granulierter Aktivkohle Filter auf die Abundanz von

Antibiotikaresistenzgenen und opportunistischen Bakterien. Alle Filter wurden als Parallelsystem

anschliefSend an die Ozonbehandlung installiert. Abundanzen sind in Zelldquivalenten pro 100 ng DNA

dargestellt.

(%T16) (%T16+) (%zL) (%82-) (%6¢) (%5-) (%29) (%T1%) (%eT) e —
0T X8'EF 0TXT'F 0TXFTF 0TX6'T c0TX0'TF (0TX9C 0T X0'TF ¢0TX9'T 0T X9EF £ :
(9699) (%¢egT+) (%0%) (%86¢+) (%S7) (958%+) (9.8) (%.L1+) (%19) 01X /T psoutfnon ‘g
0T X9ZF 0TX6°C s0TXEET 0T XEQ 0T XH'ZF 0T X86 0T XLTF 0T X6T 0T X587 £ :
(%81)  (%T¥+) (%12)  (%81-) (%Lv)  (%S92+) (%z9)  (%81+) (%91) 0TX0'9 |uowponorhydens
00T XG'TF (0T XG'8 00T X0'TF 0T X6'F 0T X0TF {0TXT'C 0T XEFF (0T XTL 00T XOTF 0
(%cs)  (%SE) (%se)  (%t) (%8%)  (%¥9) (%s8)  (%19) (%172) 01XZG UOHOHOsOWI
0T X8TF 0TX¥H'E 0TX0TF 0TX6C 10T XT6F 0TX6'T 0T XZCF 0T X9 0T XTT* ¢
(%e7)  (%¥e) (%22)  (%0S") (%e?)  (%Le) (%81)  (%E€S) (%1L) 01 X1T quLio
00T XZ'EF 10T XH'T 00T X8CF 10TX0'T 00T X0'EF (0T XET W0T X LTF 00T X8 0T XFTF '
(%716) (%T16+) (%zL) (%82-) (%6¢) (%5-) (%29) (%1%) (%¢£T1) 01X/T S
0T X8EF 0TXTF 0TXFTF 0TX6'T c0TX0TF (0T X9C 0T X0TF ¢0TX9T 0T XLTF £
(%89) %ZE-) (%8¢) (%¥%-) (%14) (%zg) (%18) (%T1¢) (%.£€) 0T Xb'E vupa
0T XG'TF ;0TXET 0TXZ'LFH0TX6'T ;0T X9TF 0T XET 0T X6'TF 50T XET OTXETF v
(%S+) (%.-) (%.9) (%8¢-) (9695) (9%92) (%.L%) (%5¢-) (%.L1) OTXT" WIAPIG
(0T XZCF 01 X8F ;0T X8TF 0T XZ'E ;0T XT'CF 0T X8'E F0LXGTF 50T XE'E 0L X6'8% i §
Op oy Npay Op uoInpay 05 uonynpay 05 uorynpay
(%) as mzo mcu_wom o mn (%) as sz mcﬁ_wom o mn (26) as mzo msﬁ_wow o mn (%) as mzo mcﬁ_wcm o .mn (%) as VNQ 8u 0ot 0ad
(1@ynpeq) z2yoig 1 19yolg (3@ynpeq) ZIvH 1I0V9 JA)[IfJnemz/ne[sny uozg|  JIajaumered
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3.2.8 Zusammenfassung der mikrobiologischen Charakterisierung einer Ozon-
behandlung an der Kldranlage Siidhessen

Als weiterfithrender Abwassereinigungsprozess wurde an der Kldranlage Siidhessen der

Einfluss der Ozonbehandlung auf ausgewahlte opportunistische Bakterien und die

Antibiotikaresistenzlage im behandelten Abwasser untersucht. Das Ozonsystem wurde mit 0,85

+ 0,15 g Oz pro 1 g DOC sowie Kontaktzeiten von 10 - 15 Minuten betrieben.

Um die Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene und opportunistischen Bakterien in der
Bakterienpopulation vor und nach Ozonbehandlung zu vergleichen, wurde vor der DNA

Extraktion eine Lebend/Tot-Diskriminierung mittels PMA durchgefiihrt.

Neben der allgemeinen Inaktivierung der Bakterienfracht von bis zu 1,5 Zehnerpotenzen (97%)
wurde bei der verwendeten Ozondosis ein Anstieg in den Abundanzen von 2 der 4 untersuchten
Antibiotikaresistenzgene (vanA, blaVIM) in der Bakterienpopulation des Ozonablaufs
festgestellt. Im Vergleich dazu zeigte die Abundanz des ampC-Gens iliber den gesamten
Untersuchungszeitraum eine gleichbleibende Verteilung in der Bakterienpopulation. Im
Vergleich dazu wiesen ermB-Resistenztrager eine Sensitivitit gegeniiber Ozonung auf
(Reduktion 99,9%). Ein Hinweis auf die unterschiedliche Anfalligkeit von Bakterien gegeniiber
der Ozonbehandlung aufgrund bestimmter Antibiotikaresistenzen geben Untersuchungen zum
Wirkverhalten von bakteriziden Antibiotika. Diese zeigten, dass bakterizide Antibiotika neben
ihrem substanzspezifischen Wirkort in der Bakterienzelle einen zweiten komplementaren Effekt
aufweisen. Diese Antibiotikaklassen induzieren die Bildung von Hydroxylradikalen, die durch
oxidative Schidden an den Zellkompartimenten zum Bakterientod beitragen. Dieser Effekt wurde
nur bei bakteriziden Antibiotika beobachtet. Vancomycin, Imipenem und auch Ampicillin sind
bakterizide Antibiotika, wahrend Erythromycin ein bakteriostatisches Antibiotikum ist und
induziert dadurch keine reaktiven Sauerstoffspezies innerhalb der Zelle. Daher wiirde der Effekt

der Ozonanfalligkeit von Erythromycin-resistenten Bakterien zu diesen Untersuchungen passen.

Der Enterokokken Marker wurde durch die Ozonung um bis zu 96% reduziert. P. aeruginosa
demonstrierte eine erhohte Widerstandsfahigkeit gegentiber Ozon und trat in der iiberlebenden
Bakterienpopulation fast doppelt so haufig auf. Staphylokokken (MRSA/CNS) wurden nur
wahrend den Wintermonaten detektiert und fast vollstindigen durch die Ozonbehandlung

eliminiert.

Populationsanalysen iiber PCR-DGGE zeigten neben Populations-Shifts auch eine Selektion von
Bakterien mit einem hoheren GC-Nukleotid Gehalt nach Ozonbehandlung auf. Ein Grund dafir
sind die unterschiedlichen Reaktivititen der DNA-Basen mit Ozon (Thymin 4,2 x 104 L pro Mol
und Sekunde; Guanin 61% langsamer, 1,6 x 104 L pro Mol und Sekunde, Tabelle 3). Weiterhin
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bestdtigte die Illumina 16S Amplicon-Sequenzierung einen Diversititsverlust in der
tiberlebenden Bakterienpopulation durch die Ozonbehandlung (um mehr als 50%) und eine
Selektion robuster Spezies (z.B. Pseudomonas spp.). In Ubereinstimmung mit den PCR-DGGE
Analysen weist diese Gruppe an ozonrobusten Bakterienspezies einen hoheren GC-Nucleotid-
Anteil von bis zu 72% in ihrem Genom auf. Neben dem Effekt der bakteriziden Antibiotika
konnte der erhéhte GC-Nukleotid-Gehalt im Genom eines Bakteriums fiir den Uberlebensvorteil

gegeniiber der Ozonbehandlung verantwortlich sein.

Die der Ozonung nachgeschalteten Filtersysteme (granulierte Aktivkohle und Biofilter) zeigten
zwar eine Reduktion der getesteten mikrobiologischen Parameter, diese Reduktion bewegte sich
jedoch durchschnittlich in einem Bereich von 0,2 Zehnerpotenzen pro 100 ng DNA (max. 40 %).
Weiterhin traten starke Schwankungen von bis zu 91% in den gemessenen Abundanzen auf, was

teilweise auf eine Verkeimung des Filtermaterials zuriickzufiihren war.

Untersuchungen zum bakteriellen Regenerationsvermdégen zeigten, dass sich opportunistisch
pathogene Bakterien wie P. aeruginosa und antibiotikaresistente Bakterien mit blaVIM und vanA
Resistenzgenen unter giinstigen Umweltbedingungen nach Ozonbehandlung wieder vermehren.
Im Gegensatz zu chemischen Parametern, deren Risikopotential ausschliefdlich nach ihrer
Konzentration bewerten wird, sollte bei einer zukiinftigen mikrobiologischen Risiko-

charakterisierung auch das Regenerationspotential mit einbezogen werden.

3.3 Mikrobiologische Charakterisierung einer Ozonbehandlung an der
Grof3kliaranlage Neu Ulm-Steinhaule

3.3.1 Kulturbasierte Untersuchungen mit Indikatorbakterien

Neben den molekularbiologischen Untersuchungen zum Effekt der Ozonung auf die bakterielle
Population und Antibiotikaresistenzlage wurden ebenfalls Kultivierungsexperimente mit
Indikatorbakterien durchgefiihrt, um das Phdnomen der Antibiotikaresistenzselektion zu
untersuchen (Abbildung 26). Fiir die Differenzierung zwischen antibiotikaresistenten E. coli und
Coliforme und antibiotikasensiblen E. coli und Coliforme wurde Ciprofloxacin (1 pg/mL), ein
Fluorchinolon ins Medium (mFC-Agar) gegeben. Durch die konventionelle Klarung reduzierte
sich der Anteil an E. coli und Coliformen im Abwasser um fast zwei Zehnerpotenzen (99%),
wobei der Anteil an Ciprofloxacin-resistenten Bakterien mit 5-6% im Vergleich zum
Klaranlagenzulauf unverandert blieb. Durch die Ozonbehandlung wurden E. coli und coliforme
Keime um 4 weitere Zehnerpotenzen reduziert, wobei der antibiotikaresistente Anteil auf 25%

anstieg (Abbildung 27). Kultivierungsexperimente zur Detektion von E. coli und coliformen
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Bakterien zeigten ebenfalls, dass durch die Ozonbehandlung der Anteil antibiotikaresistenter

Bakterien in der ozonrobusten Population zunahm.
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Abbildung 26 Einfluss der konventionellen Kldrung mit anschlieSender Ozonbehandlung auf die Konzentration der
kultivierbaren E. coli und coliformen Keime
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Abbildung 27 Prozentualer Anteil der antibiotikaresistenten E. coli und coliformen Keime an der Gesamtkeimzahl

3.3.2 Verfahrenskombinationen von Ozon- und UV-Behandlung zur Reduktion des
mikrobiellen Restrisikos an der Grof3klaranlage Neu Ulm-Steinhdule

Aufgrund der Anreicherung einiger Kklinisch relevanter Antibiotikaresistenzen und

opportunistischen Bakterien in der Population nach der Ozonbehandlung wurde an der

Grofdklaranlage Steinhdule eine Ozonanlage mit anschliefRender UV-Behandlung installiert mit

dem Ziel, das entstandene Restrisiko aus der vorangegangenen Ozonbehandlung zu minimieren.

Dazu wurde der Einfluss von 0,7, 1,0 und 1,5 g O3 pro g DOC in Kombination mit UV-Intensitaten

von 100, 200 und 300 ] pro m2 untersucht. Alle untersuchten genetischen Marker wurden durch

76



3 Ergebnisse und Diskussion

eine Lebend/Tot-Diskriminierung (PMA) nur innerhalb der iiberlebenden Restpopulation

gemessen.

Die erhohte Widerstandsfahigkeit von P. aeruginosa gegeniiber Ozonbehandlung spiegelte sich
auch in allen drei verwendeten Ozondosen an der Pilotanlage am Klarwerk Steinhdule wieder.
Sowohl bei 0,7, 1,0 als auch 1,5 g O3 pro g DOC wurde liber qPCR eine Anreicherung festgestellt.
Bei einer Ozondosis von 0,7 g O3 pro g DOC betrug der Anstieg der P. aeruginosa Anteile 235%
bzw. 5,9 x 102 Zellaquivalente pro 100 ng DNA. Diese Erh6éhung der P. aeruginosa Abundanz
stieg mit der Erhohung der Ozondosis auf 1,5 g Oz um weitere 161% auf 1x103 Zelldquivalente

pro 100 ng DNA an (Abbildung 28A).
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Abbildung 28 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf P. aeruginosa in der tiberlebenden
Bakterienpopulation vor (grau) und nach (griin) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Im Vergleich zur Ozonung weist die UV-Behandlung von konventionell gereinigtem Abwasser
keine Anreicherung von P. aeruginosa in der iiberlebenden Population auf, sondern eine
minimale Reduktion von bis zu 53% bei 300 ] pro m2 auf 1,2 x 102 Zelldquivalente pro 100 ng
DNA (Abbildung 28B). Die effektivste Verfahrenskombination wurde bei 1,5 g Oz und 300 ] pro
m?2 erzielt, wobei P. aeruginosa in der liberlebenden Population um 91% gegeniiber dem Zulauf

den Ozonsystems reduziert wurde (2,2 x 10! Zelldquivalente pro 100 ng DNA, Abbildung 29C).

Die stiarkere Reduktionsleistung bei Verwendung von Ozon mit nachfolgender UV-Behandlung
ist unter Beriicksichtigung der Effektivitit der Einzelverfahren, der UV-Bestrahlung
zuzukommen. Sowohl Siif3 et al, 2009 als auch McKinney and Pruden, 2012 belegen eine
erhohte UV-Anfilligkeit von P. aeruginosa (Gram-negativ) im Vergleich zu Gram-positiven
Bakterien. Dennoch ist ein Synergieeffekt beider Verfahren durch die gesteigerte
Reduktionsleistung abzuleiten. Die durch Ozon induzierten Schidden an der &aufderen
Zellmembran und anderer zellulirer Strukturen konnte dafiir verantwortlich sein, dass der

Wirkungsgrad der DNA-Schiaden induzierenden UV-Bestrahlung in P. aeruginosa erhoht ist.
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Allerdings zeigten Untersuchungen von Jungfer et al. (2006), dass die bakterienspezifische
Regenerationsfahigkeit, unter anderem von P. aeruginosa, bei der Bewertung von Verfahren zu
berticksichtigen ist. So konnte die Induktion von Reperaturmechanismen (recA) in tiberlebenden
P. aeruginosa schon 2 h nach UV-Behandlung detektiert werden (100 - 600 ] pro m?). Daher sind
weitere Untersuchungen zur Nachhaltigkeit von Behandlungsverfahren nétig, da nicht
auszuschliefRen ist, dass sich P. aeruginosa erneut in der Bakterienpopulation der nachfolgenden

Wassersysteme vermehren konnte.
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Abbildung 29 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf P. aeruginosa in der liberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und
nach (griin) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Die molekularbiologischen Untersuchungen zur weiteren Reduktion von Enterokokken (Gram-
positiv) im konventionell gereinigten Abwasser durch Ozonbehandlung, UV-Bestrahlung und die
Kombination beider Verfahren zeigen Unterschiede gegeniiber dem Verhalten von P. aeruginosa
auf. Wie in den vorangegangenen Untersuchungen an der Pilotanlage am Klarwerk Siidhessen
werden Enterokokken durch die Ozonbehandlung bei allen 3 Ozondosen deutlich reduziert, vor
allem bei 1,5 g Oz pro g DOC (>99,9%, 6,0 x 100 Zellaquivalente pro 100 ng DNA Abbildung 30A).

Im Gegenteil zur Ozonung hat die UV-Bestrahlung von konventionell gereinigtem Abwasser
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einen weitaus geringeren Effekt auf Enterokokken. Die Reduktions-leistung lag zwischen 20%

(2,6 x10% Zellaquivalente pro 100 ng DNA) und 71% (1,2 x 104 Zelldquivalente pro 100 ng DNA)
bei UV-Intensitdten von 100 bis 300 ] pro m? (Abbildung 30B).
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Abbildung 30 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf Enterokokken in der tiberlebenden
Bakterienpopulation vor (grau) und nach (blau) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Eine Kombination beider Verfahren brachte keine weitere Reduktion der Enterokokken und

Betrug bei 1,5 g Oz pro g DOC und 100, sowie 200 ] pro m2 99,9%. Diese Reduktion fiihrt zu 5

Zellaquivalenten pro 100 ng DNA in der liberlebenden Population (Abbildung 31C). Somit bringt

die Kombination von Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung bei

Enterokokken gegeniiber der Ozonung als Einzelverfahren keinen Mehrgewinn.

der Reduktion von
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Abbildung 31 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf Enterokokken in der iiberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und
nach (blau) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Frithere Arbeiten belegen eine verringerte Anfilligkeit Gram-positiver Bakterien
(Staphylococcus aureus und Enterokokken) gegeniiber UV-Behandlung aufgrund der
aufgelagerten und dickeren Peptidoglycan-Schicht sowie einem kleineren Genom, so dass in
diesen Bakterien weniger UV- induzierte Pyrimidindimere gebildet werden kénnen (McKinney
and Pruden, 2012; Kraft et al., 2011). Methicillin-resistente Staphylokokken wurden weder im

Zulauf der Ozonbehandlung, noch im Ablauf wahrend des Untersuchungszeitraums festgestellt.

Die Anreicherung der Antibiotikaresistenzen gegen Imipenem (blaVIM) und Vancomycin (vanA)
nach Ozonbehandlung in der iiberlebenden Population, die an der Pilotanlage am Klarwerk
Stiidhessen festgestellt wurde, bestatigte sich auch an der Pilotanlage am Klarwerk Steinhaule fiir
die Ozondosen 0,7 und 1,0 g O3 pro g DOC. Bei Verwendung einer Ozondosis von 1,5 g O3 pro g
DOC kam es zu einer Reduktion der Imipenemresistenz in der tiberlebenden Population um 66%
auf 1,2 x102 Zelldquivalente pro 100 ng DNA. Im Gegensatz zur Ozonbehandlung trat bei der UV-

Bestrahlung keine Anreicherung des Imipenemresistenzgens in der iiberlebenden Population
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auf (Abbildung 32B). Die Reduktionsleistung gegeniiber der unbehandelten Probe lag fiir 100 ]
pro m2 bei 48%, fiir 200 ] pro m2 bei 84% und fiir 300 ] pro m2 bei 69%.
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Abbildung 32 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf Imipenem-resistente Bakterien in der
liberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und nach (rot) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Die Kombination aus Ozonbehandlung und nachfolgender UV-Bestrahlung ist besonders effektiv
bei 300 ] pro m2 Bei dieser UV-Intensitit liegen die Reduktion flir Imipenem-resistente
Bakterien in Kombination mit 0,7 und 1,5 g O3 pro g DOC bei 97% und entsprechen nur noch 9
bis 10 Zelldquivalenten pro 100 ng DNA (Abbildung 33A und 33C). Die Ergebnisse zur
Kombination von 1 g O3 pro g DOC mit den verschiedenen UV-Intensititen zeigen aus

ungeklarten Griinden jedoch nicht diesen beobachten Effekt auf (Abbildung 33B).

81



3 Ergebnisse und Diskussion

™=

1,00E+06 - B Zulauf
1,00E+05 - = Ablauf
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

1,00E+06 - ® Zulauf
1,00E+05 - = Ablauf
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

<
z
a

Zelliquivalente pro 100ngDNA 2>

1,0+100 1,0+200 1,0+300
Ozon + UV [g 03/g DOC und J/m?]

0,7+100 0,7+200 0,7+300
0Ozon + UV [g 03/g DOC and J/m?]

Zellaquivalente pro 100 ng

)

1,00E+06 - = Zulauf

1,00E+05 - H Ablauf
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

Zellaquivalente pro 100 ng DNA

1,5+100 1,5+200 1,5+300
0Ozon + UV [g 03/g DOC und J/m?]

Abbildung 33 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf Imipenem-resistente Bakterien in der iiberlebenden Bakterien-
population vor (grau) und nach (rot) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Die voran gegangenen Untersuchungen am Klarwerk Siidhessen zum Einfluss der
Ozonbehandlung auf Vancomycin-resistente Bakterien im Abwasser zeigten eine Anreicherung
dieser Bakterien in der liberlebenden Population bei einer Konzentration von 0,85 g O3 pro g
DOC an. Dieser selektive Effekt wurde sowohl bei einer Konzentration von 0,7 g O3 pro g DOC (5-
facher Anstieg), als auch bei 1 g 03 pro g DOC (10-facher Anstieg) am Klarwerk Steinhaule
bestdtigt (Abbildung 34A). Eine Erhohung der Konzentration auf 1,5 g Oz pro g DOC fiihrte
dagegen zu keiner Anreicherung von Vancomycin-resistenten Bakterien in der iiberlebenden
Population, sondern ihr Anteil verringerten sich um 33% auf 2,2 x 102 Zellaquivalente pro 100
ng DNA. Parallel dazu zeigt die Behandlung von konventionell gereinigtem Abwasser mit UV im
Gegensatz zur Ozonbehandlung schon ab 100 ] pro m? eine Reduktion der vanA-Anteile um 83%
auf 5,2 x 101 Zellaquivalente pro 100 ng DNA (Abbildung 34B). Eine Steigerung der UV-Intensitat
auf 200 bzw. 300 ] pro m? erh6ht die Reduktionsleistung nur noch geringfiigig (84% bis 91%).
Bei der Verfahrenskombination aus Ozon- und anschlieféender UV-Behandlung tritt erst ab einer
Ozondosis von 1,5 g O3 pro g DOC und einer UV-Intensitiat von 200 ] pro m? keine Anreicherung

der vanA-Anteile in der Bakterienpopulation mehr auf.
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Abbildung 34 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf Vancomycin-resistente Bakterien in der
liberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und nach (dunkelblau) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Allerdings liegt die Reduktion der Vancomycin-resistenten Bakterien durch die
Verfahrenskombinationen unterhalb der Reduktionsleistung der alleinigen UV-Behandlung
(42%, Abbildung 35). Dieser Effekt ist eine Kombination aus ozonrobusteren Vancomycin-
resistenten Bakterien die gleichzeitig anfillig gegeniiber der UV-Behandlung sind und dem
Grof3teil der Bakterienpopulation, die sowohl durch die Ozon- als auch durch die UV-Behandlung
reduziert werden. Der Uberlebensvorteil von ozonrobusteren Vancomycin-resistenten
Bakterien kommt nur wihrend der Verfahrenskombination zum Tragen, nicht aber bei der
alleinigen UV-Behandlung. Daher erscheint die Reduktionsleistung in der Bakterienpopulation

durch UV-Behandlung hoher als bei der Verfahrenskombination.
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Abbildung 35 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf Vancomycin-resistente Bakterien in der iiberlebenden Bakterien-
population vor (grau) und nach (dunkelblau) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Wahrend an der Klaranlage Siidhessen eine stabile Verteilung der Ampicillin-resistenten

Bakterien nach Ozonbehandlung (0,85 g Oz pro g DOC) in der iiberlebenden Population

beobachtet wurde, wurden bei einer niedrigeren Ozondosis (0,7 g O3 pro g DOC) eine Selektion

von Ampicillin-resistenten Bakterien beobachtet (Abbildung 36A).
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Abbildung 36 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf Ampicillin-resistente Bakterien in der
tiberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und nach (gelb) der jeweiligen Abwasserbehandlung.

Hohere Ozondosen fiihrten dagegen zu einer Reduktion von bis zu 97% (1g O3z pro g DOC),
wobei die Reduktionsleistung bei 1,5 g O3 pro g DOC mit 93% wieder geringer ausfiel. Die
verbleibende Konzentration von Ampicillin-resistenten Bakterien lag dabei zwischen 7,2 x 101
und 1,7 x 102 Zelldquivalenten pro 100 ng DNA. Bei Untersuchungen zur UV-Behandlung von
konventionell gereinigtem Abwasser mit Intensititen von 100 - 300 | pro m? wurden nur
minimale Effekte auf Ampicillin-resistente Bakterien beobachtet. Die Abundanz von Ampicillin-
resistenten Bakterien in der iiberlebenden Population schwankte zwischen -11% bis +34%
(Abbildung 36B). Durch die Kombination aus 1,5 g Oz pro g DOC und 300 ] pro m? wurde eine
Reduktionsleistung von 98% erreicht. Dabei ist zu beachten, dass niedrigere UV-Intensitaten
nicht nur zu einer geringeren Reduktionsleistung fithren, sondern dass bei 100 | pro m2? der
vorherige Reduktionseffekt von 1,5 g O3 pro g DOC durch die nachfolgende UV-Behandlung
negiert wurde (Abbildung 37C). Unter Beriicksichtigung, dass populationsbezogene Anteile
immer ein Verhaltnis zwischen der Abundanz des untersuchtem Zielgens und dem Rest der
Population darstellen, spiegelt der beobachtete Effekt einen Uberlebensvorteil von Ampicillin-
resistenten Bakterien wieder, wenn hohe Ozondosen mit geringer UV-Intensitat kombiniert

werden.
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Abbildung 37 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf Ampicillin-resistente Bakterien in der iiberlebenden Bakterien-
population vor (grau) und nach (gelb) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Antibiotikaresistenzgenen demonstrierten
Bakterien mit Erythromycinresistenz (ermB) eine verstirkte Anfilligkeit gegeniiber
Ozonbehandlung proportional zur eingesetzten Ozondosis. Ausgehend von dieser Abhadngigkeit
lag die Reduktionsleistung zwischen 99% (0,7 g Oz pro g DOC) und 99,98% (1,5 g Os pro g DOC,
Abbildung 38A) und somit nahe der Nachweisgrenze fiir ermB Zelldquivalente. Im Gegenteil zur
Ozonanfilligkeit wiesen die UV-Behandlungen mit 100 bis 300 ] pro m?2 keinen derartigen Effekt
bei ermB-Gentragern gegentiber der Behandlung auf und schwankten zwischen 6,9 x 103 (-26%)
und 1,2 x 104 (+28%) Zelldquivalenten pro 100 ng DNA gegeniiber der unbehandelten Probe
(Abbildung 38B).
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Abbildung 38 Effekt verschiedener Ozondosen (A) und UV-Intensitdten (B) auf Erythromycin-resistente Bakterien in der
tiberlebenden Bakterienpopulation vor (grau) und nach (violett) der jeweiligen Abwasserbehandlung

In den Untersuchungen zur Verfahrenskombination von Ozonbehandlung und nachfolgender
UV-Bestrahlung ist vor allem die Anfalligkeit der Eythromycin-resistenten Bakterien gegeniiber
hoéheren Ozondosen zu beobachten. So werden bei 1,5 g O3 pro g DOC und 100 ] pro m?2 ebenfalls
Reduktionen von 99,98% erreicht (Abbildung 39C). Die Erhéhung der Ozon nachfolgenden UV-
Konzentrationen fiihrte dabei nicht zu einer weiteren Verbesserung der Reduktionsleistung,
sondern verschlechtert sich mit zunehmender UV-Intensitit. Die beobachtete Verschlechterung
der Reduktionsleistung ist auf die Widerstandsfahigkeit der Erythromycin-resistenten Bakterien
gegeniiber der UV-Behandlung zuriick zu fiihren, wihrend die anderen Anteile der
Bakterienpopulation im Abwasser durch die héheren Ozon- und UV-Konzentrationen im

Vergleich zu ermB-Gentragern im Verhaltnis dazu starker reduziert werden.

87



3 Ergebnisse und Diskussion

>
=

B Zulauf
< 1,00E+06 - = zulaf < 1,00E+06 " Altl)l:llf
2 1,00E+05 - ® Ablauf 2,, 1,00E+05 -
§ 1,00E+04 - S 1,00E+04
E 1,00E+03 - o 1,00E+03
@ 1,00E+02 - ,u:} 1,00E+02
g 1,00E+01 - 3 LOOE+01
= 1,00E+00 - 5 1,00E+00
g 0,7+100 0,7+200 0,7+300 1,0+100 1,0+200 1,0+300
g Ozon + UV [g 03/g DOC und J/m?] N Ozon + UV [g 03/g DOC und J/m?]

@]

1,00E+06 - B Zulauf
1,00E+05 - u Ablauf
1,00E+04
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

1,5+100 1,5+200 1,5+300
Ozon + UV [g 03/g DOC und J/m?]

Zellaquivalente pro 100 ng DNA

Abbildung 39 Effekt verschiedener Ozondosen 0,7 (A), 1,0 (B) und 1,5 g O3 pro g DOC (C) in Kombination mit
verschiedenen UV-Intensitdten auf Erythromycin-resistente Bakterien in der iiberlebenden Bakterien-
population vor (grau) und nach (violett) der jeweiligen Abwasserbehandlung

Dennoch fiihrt die Verfahrenskombination aus Ozon- und nachfolgender UV-Behandlung zu
einer Verbesserung der mikrobiologischen Abwasserqualitit. Einerseits wurde durch die
Erhohung der eingesetzten Ozondosis eine weitere Reduktion von Enterokokken erreicht,
andererseits fiihrt die nachfolgende UV-Bestrahlung zu einer Reduktion der ozonrobusteren P.
aeruginosa Fraktion sowie zu einer Verringerung der Anteile an Imipenem-resistenten
Bakterien. Dennoch ist die Anreicherung einiger Antibiotikaresistenzgene und Bakterien durch
die Ozonbehandlung nur teilweise mit einer hoheren Ozondosis in Kombination mit UV zu
bewerkstelligen, sodass das bestehende Restrisiko der Verbreitung einiger hygienisch
relevanter mikrobiologischer Parameter nicht vollstandig eliminiert werden konnte. Allerding
ist die Kombination von Abwasserbehandlungsverfahren mit unterschiedlichen Angriffspunkten
zur mikrobiologischen Inaktivierung eine effizientere Methode um Selektion und Anreicherung
klinisch relevanter Antibiotikaresistenzen und opportunistischer Bakterien in der

Bakterienpopulation zu vermeiden, als der Einsatz des jeweiligen Einzelverfahrens.
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3.3.3 Zusammenfassung der mikrobiologischen Charakterisierung einer Ozon-
behandlung und Verfahrenskombinationen an der Grof3klaranlage Neu Ulm-
Steinhdule

Aufgrund der beobachteten Selektion einiger der untersuchten Antibiotikaresistenzgene und

opportunistischen Bakterien durch die Ozonbehandlung an der Pilotanlage am Klarwerk

Stidhessen, wurde am Standort Neu Ulm-Steinhdule eine Pilotanlage zur Verfahrenskombination

aus Ozon- mit nachfolgender UV-Behandlung im Kkleintechnischen Mafistab installiert. Es

wurden sowohl verschiedene Ozon-, als auch UV-Konzentrationen (0,7, 1,0 und 1,5 g Oz pro g

DOC; 100, 200 und 300 ] pro mz UV) kombibniert.

Die effektivste Verfahrenskombination zur Reduktion von P. aeruginosa wurde bei 1,5 g O3 pro
gDOC und 300 ] pro m? erzielt, wobei der Anteil an P. aruginosa an der Population um 91%
gegeniiber dem Zulauf den Ozonsystems reduziert wurde (2,2 x 101 Zelldquivalente pro 100 ng
DNA). Die Enterokokken Abundanz verringerte sich hingegen bei allen 3 verwendeten Ozon-
konzentrationen deutlich (bis zu 99,9% bei 1,5 g O3 pro g DOC). Im Gegenteil zur Ozonung zeigt
die UV-Bestrahlung einen weitaus geringeren Effekt auf die Enterokokken Abundanz. Die
Reduktionsleistung lag zwischen 20% und 71% bei UV-Intensitdten von 100 bis 300 ] pro m2.
Die verringerte UV-Anfélligkeit von Enterokokken im Vergleich zu P. aeruginosa ist dabei auf die
aufgelagerte dickeren Peptidoglycanschicht der Gram-positiven Enterokokken, sowie auf ein

kleineres Genom (weniger UV- induzierte Pyrimidin-Dimere) zuriickzufiihren.

Untersuchungen von Imipenem-resistenten Bakterien nach UV-Bestrahlung wiesen im
Gegensatz zur Ozonbehandlung keine Anreicherung in der iiberlebenden Population auf. Der
Selektionseffekt der Imipenem-resistenten Bakterien gegeniiber der Ozonbehandlung
(Hydroxylradikale) scheint durch die veranderte Wirkungsweise der UV-Bestrahlung
(Thymidin-Dimere) nicht mehr gegeben zu sein. Dadurch wurde eine Reduktionsleistung von bis
zu 84% gemessen. Bei Vancomycin-resistenten Bakterien konnte ein Synergie-Effekt aus
Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung abgeleitet werden. Allerdings tritt erst bei einer
Ozondosis von 1,5 g Oz pro g DOC und einer UV-Intensitat von 200 ] pro m2 keine Anreicherung
der vanA-Anteile mehr in der Bakterienpopulation auf. Weiterhin wurde durch die
Verfahrenskombination von 1,5 g Oz pro g DOC und 300 ] pro m2auch bei Ampicillin-resistenten

Bakterien eine Reduktion der Populationsanteile von 98% festgestellt.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Antibiotikaresistenzgenen zeigten Bakterien mit
Erythromycinresistenz (ermB) auch am Standort Neu Ulm-Steinhdule eine verstarkte

Anfalligkeit gegeniiber Ozonbehandlung. Die Reduktionsleistung war proportional zur
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eingesetzten Ozondosis und lag zwischen 99% (0,7 g O3 pro g DOC) und 99,98% (1,5 g O3 pro g
DOC). Im Gegenteil zur Ozonanfalligkeit wiesen die UV-Behandlungen mit 100 bis 300 ] pro m?2
keinen derartigen starken Effekt auf und fiihrte teilweise zu einem Anstieg (+28%) der ermB-

Anteile in der liberlebenden Population.

Die hier verwendete Kombination von Abwasserbehandlungsverfahren mit unterschiedlichen
Angriffspunkten zur mikrobiologischen Inaktivierung erweist sich gegeniiber den untersuchten
Einzelverfahren als eine effizientere Methode, um Selektion und Anreicherung klinisch
relevanter Antibiotikaresistenzen und opportunistischer Bakterien in der Bakterienpopulation
des Abwassers zu vermeiden. So zeigte sich fiir P. aeruginosa, dass eine Ozonbehandlung (1,5 g
O3 pro g DOC) eine Selektion auf bis zu 1,0 x103 P. aeruginosa Zellaquivalenten pro 100 ng DNA
induzierte (4-fache Zunahme), wihrend durch die UV Behandlung (300 ] pro m?) zumindest eine
Teilreduktion der P. aeruginosa Abundanzen um ca. 50% erzielt werden konnte. Die
Kombination beider Verfahren fiihrte zu einer gesteigerten Reduktion von iiber 90% der P.
aeruginosa Abundanzen pro 100 ng DNA. Auch bei der Reduktion der Imipenemresistenz konnte
eine Verbesserung gegeniiber der Ozon- (66%; 1,5 g O3 pro g DOC) und UV-Behandlung (84%j;
300 ] pro m?) erreicht werden. Wenn beide Verfahren kombiniert werden erreicht man
Reduktionsleistungen von 97% bei 1,5 g O3 pro g DOC mit 300 ] pro m? Dennoch wurden nicht
alle mikrobiologischer Parameter effizient reduziert. Daher sollten weitere Untersuchungen zur
Elimination des noch bestehenden Restrisikos durch weitere Verfahrenskombination

durchgefiihrt werden.

3.4 Mikrobiologisches Bewertungskonzept zur Evaluierung technischer

Systeme

Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden zunehmend Untersuchungen zur mikrobiologischen
Charakterisierung der Abwasser in Klaranlagen und angrenzenden Oberflichengewéassern sowie
nachgeschalteten =~ Wassersystemen angestrebt. Mit Hilfe von Kultivierung und
molekularbiologischen Methoden wurden dabei festgestellt, dass sowohl opportunistische
Bakterien, als auch klinisch relevante Antibiotikaresistenzgene die konventionelle
Abwasserreinigung tliberstehen, in bestimmten Kompartimenten der Kladranlage akkumulieren
konnen und auch in nachfolgenden Wassersystemen zu finden sind. Daher werden
Abwasserbehandlungsverfahren zur Reduktion der mikrobiologischen Belastung immer
wichtiger, um die Verbreitung von Kklinisch relevanten Mikroorganismen und

Antibiotikaresistenzgenen in der Umwelt zu reduzieren.
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Um die Effizienz der Ozonbehandlung zur Keimreduktion zu bewerten sowie die Verdnderungen
in der Zusammensetzung der Bakterienpopulation im Abwasser zu beriicksichtigen, wurden
neben der Konzentration der mikrobiologischen Parameter pro 100 mL Abwasser auch deren

Abundanzen pro 100 ng DNA aus der Biomasse beriicksichtigt.

Fiir die abschliefende Charakterisierung und Eingruppierung in ein mikrobiologisches
Bewertungskonzept wurden beide Bezugsgrofien gleich gewichtet und in einem kombinierten
Wert abgebildet, der als mikrobiologischer Bewertungsindex (MBI) bezeichnet und in dieser

Arbeit erstmals definiert wird.

Da nur ein kurzer Untersuchungszeitraum zur Verfahrenskombination von Ozon- und UV-
Behandlung am Klarwerk Neu Ulm-Steinhdule zur Verfiigung stand, wurden die iiber einen
Zeitraum von 2 Jahren gemessenen Daten zur Ozonbehandlung am Kliarwerk Siidhessen als
Beispiel verwendet, um sowohl die reine Eliminationsleistung einer Ozonbehandlung, als auch
die Anreicherung bestimmter biologischer Parameter durch den Selektionsdruck zu
beriicksichtigt. Eine Kombination dieser beiden Betrachtungsweisen ist wichtig, um das
Verbreitungspotential in nachfolgenden Wassersystemen und der Umwelt einzuschitzen zu
konnen. Dieses Vorgehen ist sinnvoll, da in den durchgefiihrten Untersuchungen zur Ozonung
erkannt wurde, dass der Anteil spezifischer antibiotikaresistenter Bakterien in der

tiberlebenden Bakterienpopulation nach der Ozonung anstieg.

Die im Kapitel 2.5 und 2.6 genannten Parameter wurden als Grundlagen fiir den nachfolgenden
Bewertungsindex herangezogen (Tabelle 18). Die Bewertung erfolgt nach der Haufigkeit der
gefundenen Parameter, jeweils in 100 ng DNA und in 100 mL Volumen. Die oberen und unteren
Grenzen einer jeden Bewertungskategorie spezifizieren einen Toleranzbereich von einer
Zehnerpotenz. Durch die Skalierung der Bewertungsmatrix werden fiinf Zehnerpotenzen an
Zellaquivalenten abgedeckt. Dies ermdoglicht die Bewertung und Darstellung von
Abwasserprozessen bis hin zur Desinfektion mit einer Reduktion der Zelldquivalente von fiinf
Zehnerpotenzen. Die dargestellten mikrobiologischen Abundanzen (Tabelle 19 und 20) stellen
die durchschnittlich iiber einen Zeitraum von 2 Jahren gemessenen Werte aus der Klaranlage

Stidhessen dar.

Die erhaltene Summe aus der Bewertungsmatrix zeigt auf einer 5-teiligen Skala den
erforderlichen Handlungsbedarf an und die Einzelkategorien die Vor- und Nachteile des
verwendeten Prozesses. Die Bewertungsmatrix ist durch weitere Parameter erweiterbar und
auch die Bewertungsskala kann weiter differenziert werden. Neben den gemessenen Werten, die

ausschlaggebend fiir das Bewertungskonzept sind, wurde auch der Grad der jeweiligen
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parameterspezifischen Reduktion bestimmt und in Klammern angegeben (Tabelle 20). Dadurch

wird sowohl die Leistung des Ozonsystems als auch das bestehende Restrisiko erfasst.

Tabelle 18 Mikrobiologischer Bewertungsindex (MBI)

MBI Punkte
Sehr niedriges Risiko 0-8
Niedriges Risiko 8-16
Erhohtes Risiko (Handlungsbedarf) 16-24
Starkes Risiko (erhohter Handlungsbedarf) 24 -32
Sehr starkes Risiko (sofortiger Handlungsbedarf) 32-40

Tabelle 19 Anwendung der Bewertungsmatrix auf den Zulauf der Ozonbehandlung

Zulauf Abundanzen pro 100 ng DNA Abundanzen pro 100 mL Abwasser
Ozonung OPkt. 1Pkt 2Pkt. 3Pkt 4Pkt | OPkt.  1Pkt. 2Pkt 3Pkt 4Pkt
<102 <103 <101 <102

blaVIM

vanA

ampC

ermB
Enterokokken
Staphylokokken | 1,7 x 101

P. aeruginosa
Enterobakterien
Summe

Mikrobiologischer e ——— -

Bewertungs- — T T T T T T T T T T T T T T T T T
Ind 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
ndex

N

Im Gegensatz zum Einsatz der Ozonung in der Trinkwasseraufbereitung bei der bis zu vier
Zehnerpotenzen Reduktion erreicht werden, wurden im Abwasser bei den mikrobiologischen
Untersuchungen eine allgemeine Inaktivierung von bis zu maximal 1,5 Zehnerpotenzen
gemessen. Diese Diskrepanz kann auf die hohere Konzentration an organischen
Kohlenstoffverbindungen zurtickgefithrt werden, die im Abwasser mit dem Ozon bzw. den
Hydroxylradikale reagieren und damit einen Puffer fiir die im Abwasser befindlichen Bakterien

darstellen.

Bei der Einteilung der Abundanzen pro 100 ng DNA in die einzelnen Bewertungskategorien,
entsprechen 100 ng DNA ca. 107 Bakterien. Das bedeutet, weniger als 10°> Abundanzen in 100 ng

DNA stehen somit fiir einen Anteil von weniger als 0,01% an der bakteriellen Population und
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stellen damit nur ein geringes bis kein Restrisiko dar (1 bis 0 Pkt.). Unter Berticksichtigung
dieser Betrachtungsweise tragen weniger als 0,08% aller Bakterien im Ozonzulauf die klinisch
wichtigen Antibiotikaresistenzen blaVIM (Imipenemresistenz) und vanA (Vancomycinresistenz),
was einer Bewertungskategorie von 2 Punkten fiir die Rubrik <104 Abundanzen pro 100 ng DNA
entspricht und damit bereits einen Handlungsbedarf anzeigen. Die Konzentration der anderen
untersuchten Antibiotikaresistenzgene und opportunistischen Bakterien liegt mit einem Anteil
aber dennoch im gleichen

von weniger 0,03% an der Gesamtpopulation darunter,

Bewertungsbereich (Tabelle 19, 2 Pkt.).

Fiir die volumenbezogene Eingruppierung wurden weniger als 10 Kklinisch relevante
Antibiotikaresistenztrager und opportunistische Bakterien in 100 mL Abwasser als sehr
niedriges Risiko eingestuft (0 Pkt.). So liegt die Konzentration im Ozonzulauf an blaVIM und
vanA bei etwas mehr als 500 Resistenztragern pro 100 mL Abwasser, was mit 2 Punkten fiir die
Rubrik <103 Haufigkeiten pro 100 mL bewertet wurde und damit auch hier auf einen
Handlungsbedarf hinweisen. Die anderen Parameter liegen mit Ausnahme der Enterokokken bei

weniger als 200 Resistenztragern pro 100 mL Abwasser (2 bis 0 Pkt.).

Mit der aufgestellten Bewertungsmatrix wurde der konventionelle Ablauf der Klaranlage vor der
Ozonung charakterisiert (Tabelle 19). Eine Gesamtpunktzahl von 29 resultiert in einem MBI von
4 und zeigt in diesen Fall einen erh6hten Handlungsbedarf an (Tabelle 18).

Tabelle 20 Anwendung der Bewertungsmatrix auf den Ablauf der Ozonung. In Klammern ist der Wert der
Reduktionsleistung/Akkumulation angegeben

Ablauf Abundanzen pro 100 ng DNA Abundanzen pro 100 mL Abwasser
Ozonung OPkt. 1Pkt. 2Pkt. 3Pkt. 4Pkt | OPkt. 1Pkt. 2Pkt. 3Pkt 4Pkt
<102 <103 <101 <102
blaVIM
vanA
amC 1,8 x 101
p (-90%) 3
ormB 2,1x10" 7,2 x 100
(-99%) (-95%) 0
5,2x102 3,5x100
Enterokokken i (-98%) (-99%) 1
6,2x 10 <1x100
Staphylokokken (-65%) 0
P. aeruginosa 6.2x 101
- aerug (-20%) 3
. 1,8x 101
Enterobakterien (-90%) 3
Summe
Mikrobiologischer _ -
Bewertun S- r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Ind & 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
ndex
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In Tabelle 20 wurde die Bewertungsmatrix auf den Ablauf der Ozonung angewendet und
erreicht eine Gesamtpunktzahl von 20, was einer Verbesserung der mikrobiologischen
Abwasserqualitdt, aber immer noch einem erhdhten Restrisiko mit einem MBI von 3 entspricht.
Daher sollten weiterfilhrende Abwasserbehandlungsverfahren angestrebt werden, um das
vorhandene Restrisiko weiter zu senken. Der Grund dafiir liegt an der Haufung der klinisch
relevanten Antibiotikaresistenzgene innerhalb der Population durch die Ozonbehandlung von
vorher ca. 0,08% (2 Pkt.) auf iiber 0,5% (starkes Risiko, 3 Pkt.). Dieser Effekt steht der
Reduktion des Grofdteils an opportunistischen Bakterien pro 100 ng DNA entgegen, so dass die
Verbesserung der allgemeinen Abwasserqualitit (MBI: 3) keiner generellen Verbesserung
entspricht (Tabelle 20). An diesem Phinomen wird deutlich, dass neben dem
Summenparameter auch die Einzelkategorien beriicksichtigt werden miissen, und eine
Definition von Grenzwerten fiir Antibiotikaresistenzen und opportunistishe Bakterien notig
sind, die dabei helfen, Ausschlusskriterien zu definieren, um das Risiko eines

Abwasserprozesses besser evaluieren zu kénnen.

Am Beispiel der Ozonbehandlung wird deutlich, dass volumenbezogene Bewertungskonzepte
allein nicht ausreichen, um einen Abwasserprozess addquat zu beurteilen, wenn es um die
Erfassung von Restrisiken geht. Der Effekt der Selektion der Antibiotikaresistenztrager wird

durch die Reduktion der Gesamtkeimfracht bei volumenbezogenen Konzentrationen maskiert.

Untersuchungen zu den der Ozonung nachgeschalteten Filtersystemen an der Klaranlage
Siidhessen (granulierte Aktivkohle und Biofilter) zeigten zwar eine Reduktion der untersuchten
mikrobiologischen Parameter. Diese Reduktion bewegte sich jedoch lediglich in einem Bereich
von 0,2 Zehnerpotenzen pro 100 ng DNA (max. 40 %). Dies bewirkte keine Verdnderung des

mikrobiologischen Bewertungs-Index (MBI).

Durch die Auswahl klinisch relevanter mikrobiologischer Parameter wurde eine Bewertungs-
matrix erstellt, die die aktuelle Lage im humanmedizinischen Bereich (Kapitel 1.3.1)

beriicksichtigt und die Notwendigkeit einer vierten Reinigungsstufe als gegeben erachtet.

Untersuchungen zum bakteriellen Regenerationspotential zeigen (Kapitel 3.2.6), dass sich
opportunistisch  pathogene und antibiotikaresistente = Bakterien unter glinstigen
Umweltbedingungen wieder vermehren konnen. Im Gegensatz zu chemischen Parametern,
deren Risikopotential ausschliefdlich nach ihrer Konzentration bewertet wird, muss bei einer
mikrobiologischen Risikocharakterisierung auch das Regenerationspotential mit einbezogen
werden. Daher miissen fiir eine mikrobiologische Risikocharakterisierung mittels
molekularbiologischer Untersuchungen die Konzentrationen klinisch relevanter Parameter nicht

nur volumenbezogen sondern zwingend auch populationsbezogen ermittelt werden. Eine
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Kombination beider Ansitze stellt ein geeignetes Mittel dar, um mogliche Restrisiken fiir

nachfolgende aquatische Systeme addquat abzuschatzen zu kénnen (Risikopotential).
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Da Kldranlagen kontinuierlich Antibiotikaresistenzen und opportunistische Bakterien in die
Vorfluter emittieren, stellen sie einen Hot Spot fiir die Verbreitung dieser klinisch relevanten
Parameter dar. Eine effektive Reduktion dieser Parameter sowohl in Konzentration, als auch in

ihren Populationsanteilen wiirde diesem Umstand entgegenwirken.

Das entwickelte mikrobiologische Bewertungskonzept ermoglicht es, Betreibern und
Aufsichtsbehorden den konventionellen Ablauf einer Klaranlage auf Kklinisch relevante
Antibiotikaresistenzgene und opportunistische Bakterien hin zu iiberpriifen und zu bewerten.
Der aus diesem Konzept abgeleitete Handlungsbedarf beschreibt den Grad der Notwendigkeit
einer weiterfiihrenden Abwasserbehandlungsmafinahme (4. Reinigungsstufe) bzw. gibt einen
Risikohinweis im Bezug auf die Sorgfaltspflicht fiir nachfolgende Gewéasser. Mafdnahmen in der
Abwasseraufbereitung sind in Anbetracht der derzeitigen Belastung durch die kontinuierliche
Zunahme an Antibiotikaresistenzen im human- und veterindrmedizinischen Bereich angebracht,
da Kliaranlagen neben anderen Emittenten einen grofen Einfluss auf die Qualitit eines
Rohwassers haben und Querverbindungen von abwasserbeeinflussten Systemen zuriick zum

Menschen vielfach aufgezeigt wurden.

Durch die zunehmende Verbreitung von Antibiotikaresistenzen sowie die immer geringer
werdende Anzahl an neu zugelassenen Antibiotika wird die heutige Medizin zunehmend vor das
Problem gestellt, dass sie bakterielle Infektionen entweder nur durch einen erheblichen
Mehraufwand und mit héhere Kosten (z.B. langerer stationarer Aufenthalt) behandeln kann
oder eine Therapie nicht mehr moglich ist. Zudem sind immer mehr Mediziner gezwungen, bei
Infektionserkrankungen auf Reserveantibiotika zuriickzugreifen. Dies geschieht derzeit immer
hiufiger im ambulanten Bereich und fiihrt damit zwangsweise zu einer Reduktion der
Effektivitit eines Reserveantibiotikums bei ihrer Verwendung im stationdren sowie
intensivmedizinischen Bereich, da Bakterien durch die zunehmende ambulante Antibiotikagabe

vorselektioniert sein konnen.

Die Reduktion der Emission von Antibiotikaresistenzen mit Hilfe einer verbesserten
mikrobiologischen Abwasserqualitit konnte dazu beitragen, eine Anreicherung dieser klinisch
relevanten genetischen Determinanten in der aquatischen Umwelt zu reduzieren oder gar zu
verhindern. Eine Unterbrechung der Verbreitungswege von Antibiotikaresistenzen wiirde auch
zu Einsparungen im Gesundheitswesen fiihren, da weniger Reserveantibiotika verschrieben
werden miissten und bakterielle Infektionen dadurch kostengiinstiger behandelt werden
konnten. Daher ist das vorgeschlagene, mikrobiologische Bewertungskonzept zur Evaluierung

und Parametrierung weiterfiihrender Abwasserbehandlungsverfahren aus wirtschaftlicher Sicht
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ein Vorteil fiir das derzeitige und zukiinftige Gesundheitswesen. Zuriickliegende Berichte von
anderen Infektionsausbriichen, wie Warstein (Legionellen, 150 Erkrankte, 2 Tote) oder
Hamburg (P. aeruginosa in Wasserzahlern) zeigen deutlich, dass das derzeitig giltige
Indikatorsystem nicht ausreichtt um das Risiko im Abwasserbereich und in

abwasserbeeinflussten Wassersystemen addquat zu charakterisieren.

Das mikrobiologische Bewertungskonzept ist auch auf andere, weiterfithrende Abwasser-
behandlungsmaffnahmen anwendbar und durch Erweiterung/Anpassung von weiteren
hygienisch relevanten Parametern kann das Konzept auch auflerhalb des kommunalen
Klaranlagenbereichs eingesetzt werden und helfen, Risiken auch durch die Entwicklung neuer

Hygienisierungstechnologien zu vermindern.

Die Hygienisierung des konventionellen Klaranlagenauslaufs ist der néchste Schritt in der
Abwasserbehandlung. Neben der Ozonung kommen auch UV-Behandlung und Mikrofiltrationen
zum Einsatz. Erste Untersuchungen zur Ozonung mit nachfolgender UV-Behandlung haben nur
teilweise zu einer Verbesserung der Abwasserqualitit in Bezug auf die Selektion der
Imipenemresistenz und P. aeruginosa durch die vorherige Ozonbehandlung gefiihrt. Diese
Entwicklung muss jedoch noch weiter analysiert werden. Membranverfahren, wie die Mikro-
und Ultrafiltration werden derzeit vor allem in der Trinkwasseraufbereitung verwendet und
konnten bei vorheriger Verringerung der Partikelfracht aufgrund des Gréfienausschlussprinzips

auch im Abwasserbereich eine Alternative zur chemischen Abwasserbehandlung darstellen.

Eine Evaluierung dieser Technologien mit Hilfe des mikrobiologischen Bewertungskonzeptes
bietet die Mdglichkeit, die individuellen Vor- und Nachteile dieser Abwasserbehandlungs-
mafinahmen zu erfassen und miteinander zu vergleichen. Die Kombination aus volumen- und
populationsbezogenen Konzentrationen bildet dabei die Grundlage, um in Zukunft auch andere
aquatische Systeme mikrobiologisch zu charakterisieren und Techniken zur Reduktion zu
evaluieren. Das Konzept ist auch zur Uberwachung von Wasserschutzgebieten geeignet, um den
Einfluss von Regeniiberlaufbecken oder anderen saisonalen Kontaminationsquellen zu

charakterisieren und gegebenenfalls Mafdinahmen zur Risikominimierung zu entwickeln.

Neben genetischen Markern fiir einzelne Antibiotikaresistenzgene und opportunistische
Bakterien ist die Charakterisierung und Quantifizierung mobiler genetische Elemente (z.B.
Multiresistenz-Plasmide und -Transposons) in einer Population ein weiterer wichtiger
Parameter, um weiterfithrende Abwassermafdnahmen zu bewerten. Diese Elemente konnen eine
Mehrzahl an Resistenzdeterminanten oder Pathogenititsfaktoren (z.B. Toxine) tragen und
spielen eine entscheidende Rolle bei der Verbreitung genetischer Informationen innerhalb einer

Population. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse aus den Populationsanalysen eine Selektion
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spezifischer Bakterienspezies. Das Uberleben dieser Subpopulationen ist ein Hinweis auf
funktionelle Gene dieser Bakterien, die fiir das Uberleben nach der Ozonbehandlung
verantwortlich sind, und auch Auswirkungen auf die =zur Desinfektion in der
Trinkwasseraufbereitung eingesetzten Oxidationsverfahren haben konnten. Das Prinzip dieser
Toleranz gilt es zu untersuchen und zu iiberwinden, um die Effizienz von chemischen
Desinfektionsverfahren zu verbessern oder Ausschlusskriterien zu definieren, die zu einer

Selektion hygienisch relevanter Parameter fiihren.
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Kalibriergeraden zur Quantifizierung von Zelliquivalenten

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Kalibriergeraden zur Quantifizierung von
Zelldquivalenten abgebildet. Aus den qPCR ermittelten Ct-Werten und LUs werden die

Zellaquivalente abgeleitet. Angegeben sind die verwendeten Referenzbakterien und Zielgene.
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P. aeruginosa Pa49 (blaVIM)
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Durch die LW-Langenau durchgefiihrte chemische Analyse zur Detektion von Antibiotika

im Abwasser

Chemische Analysen wurden mittels LC-MS durchgefiihrt. Dabei wurde ein Dionex RSLC
UltiMate 3000 mit einem AB SciexQtrap 5500 Massenspektrometer verwendet. Fiir jedes der
100 pL Probevolumen wurde eine Zorbax Eclipse XDB-C18 Sidule (50 x 4,6 mm, 1,8um)
verwendet. Die Durchflussrate betrug 0,6 mL min-1. Der Lauf wurde mit einem Gradienten aus
0,1 V% Essigsaure in Ultrapure Wasser (A) und 0,1 V% Essigsdure in Methanol (B) im Verhéltnis
95/5 (A/B) fiir 5 min begonnen und erreichte nach 10 min ein Verhaltnis von 10/90. Nach
weiteren 3 min erfolgte die Equilibrierung bis zu einem Verhaltnis von 95/5 nach 6 min. Fiir die
Massenspektrometrie wurde die Elektronspryinoisation im positiven Modus und multiple
reaction monitoring (sMRM) verwendet. Die Target scan time betrug 0,8 s mit einem

Detektionszeitraum (MRM) von 240 s. Fiir die Untersuchungen wurde ein lonenspray mit 5000
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V, CUR (35 psi), bei 700 °C, CAD (8), GS1 (70 psi), GS2 (40 psi), und EP (10 V) verwendet.
Aufzeichnung der gewonnenen Daten und Auswertung erfolgte mit der Analysen Software von

AB Sciex (Version 1.6.2).

Nuklease-Aktivitit im Ozonzu- und ablauf.

Abgebildet ist die indirekte Korrelation zwischen Nuklease-Aktivitit und Fluoreszenzintensitat

der DNA-Fragmente.
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Illumina 16S Amplicon Sequenzierungsdaten aus der Bakterienpopulation des Ozonzulaufes.

Nur solche Genera mit Abundanzen grofder als 0,2% sind abgebildet, beginnend mit der grof3ten Abundanz.

Name Sequenz
Flavobacterium GATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAGAGTAAGCTTGCTTACTTGAGACCGGCGCACGGG

TGCGTAACGCGTATGCAATCTACCTTATACAAGGGAATAGCCCAGAGAAATTTGGATTAATGCCCCATGGTATTATAG
AGTGGCATCACTTTATAATTAAAGTGCCAACGGTATAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGG
CTTACCAAGACGATGATGGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAG

Limnohabitans ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAGAGGGAGCAACCCCTCGAGAGTGGCGAACTGGTG
AGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATTCGATCTAAGTAT
GAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCAC
CAAGCCAACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Saccharibacteria GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTTCTCACTATGCTTTTGAAGTTTTCGAAGG
TTTAGTGAGAATGCTGACGAGTGGCGGACGGCTGAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCCAAAGTGAGGGATAAGCACCGGA
AACGGTGTCTAATACCGCATATGATCTTCGGATTAAAGCAGCAATGCGCTTTGGGAGCGGCCTGCGTCGGATTAGGTTG
TTGGTGAGATAATGGCTCACCAAGCCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAGACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAG

Actinomycetales GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAACCAGAGCTTGCTCTGGGGATCAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCAGACTCTGGGATAACCTCGGGAAACCGATGCTAATACCGGATACGACCACTTC
GGACATCCGACGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTA
CCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Flavobacterium GATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAGAACACTTCGGTGTTTGAGACCGGCGCACGGGTGC
GTAACGCGTATGCAATCTACCTTGTACAGGGGAATAGCCCAGAGAAATTTGGATTAATGCCCCATAGTATATAACCTTCG
CATGTTGGTTATATTAAAGTTCCAACGGTACAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACC
AAGACGATGATGGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAG

Alphaproteobacteria AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAATAAGAGCTCTGGCTTGCCAGAGAATTCTGTTAGTGG
CATACGGGTGAGTAACACGTGGGAATCTACCCAGTAGTATGGAATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCATATACGC
CCTGAGGGGGAAAGATTTATTGCTATTGGATGAGCCCGCGTTAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGCC
TACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

Limnohabitans ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGTGAAAATTACGCTAATACCGCATACGATCTAAGG
ATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTC
ACCAAGCCAACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAGACTGGTACTGAGACACGGACCAG
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Comamonadaceae

Clostridium XI

Saccharibacteria

Actinomycetales

Polynucleobacter

Phylum Proteobacteria

Phenylobacterium

Domain Bacteria

Fam. Moraxellaceae

ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGCTACGCTAATACCGCATACGATCTAC
GGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGC
CCACTAAGGAGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACTACCAGCCACACTGGAAGTGATACACGGTCCAG
GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGATTTACTTCGGTAAAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
GCGTGGGTAACCTGCCCTGTACACACGGATAACATACCGAAAGGTATGCTAATACGAGATAATATGCTTTTATCGCAT
GGTAGAAGTATCAAAGCTTTTGCGGTACAGGATGGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAA
GGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAA
GATGAATGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGGACGGCTG
AGTAACGCGTGGGAACATGCCCCAAAGTGAGGGATAACGCACCGAAAGGTGTGCTAATACCGCATATGGTCTTCGGAT
TAAAGGATTTATCCGCTTTGGGAGTGGCCTGCGTACGATTAGATTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGTCGACGAT
CGTTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAGACTGGAACTGAGACACGGCCCAG
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAACCGGAGTTTACTCTGGGGATCAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCAGACTCTGGGATAACTTCGGGAAACCGATGCTAATACCGGATATGACCAC
TTCGGACATCCGATGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGGCCCGCGGTCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATG
GCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAATACATCGGAACGTACCTTATCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGCCCT
GAGGGGGAAAGCGGGGGATCGAAAGACCTCGCGCGATTAGAGCGGCCGATGCCTGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAA
AGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGGCACGGCCCAG
AAAGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAATAAAATGTCTAGCTTACTAGATATTTTATTAGTG
GCAAACGGGTGAGTAACACGTAGGAATCTACCCTGTAGTACGGAACAACAACTGGAAACGGTTGCTAATACCGCATA
CGCTCGAAAGAGGAAAGATTTATCGCTATAGGATGAGCCTGCGTTAGATTAGGTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACC
AAGCCTACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTTAGACACGGTCCAG
AGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCCCCTTCGGGGGAGTGGGGGAGGGGTGAGTAACGCG
TGGGAACGTGCCCTTTGGTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATT
TATCGCCATTGGAGCGGCCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGCCTACGATCCATAGCTGG
TCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GATGAGCGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGTACGCCTCACTTCGGTGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTTAGTACCTGCCCCAAAGTGGGGAATAACTGCCCGAAAGGGTAGCTAATACCCCATAGTCTCCGGTTTATCCGGA
GTAAAGATTTATCGCTTTGGGAGGGGCTTGCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGAGGGTAATGGCCCACCAAGGCAACGAT
CAATAGCTGGATCGAGAGGTTGACCAGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTTTGGTTAGCTTGCTAACCAGATAGCGGCGAACGGG
TGAGGAATGCTTGGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCTACG
G
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Betaproteobacteria

Phenylobacterium

Limnohabitans

Phylum "Proteobacteria”

Parcubacteria

Fam. Comamonadaceae

Legionella

Unclassified

Domain Bacteria

GGAAAGGGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCTATTAGATGAGCCCAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTC
ACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGCCGGCGTGCTTTACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGCGACCTTCGGGTTGGCGGCGAGCGGCGAAC
GGGTGAGTAATACATCGGAACGTACCTTTTAGTTGGGGATAACGCATCGAAAGATGTGCTAATACCGAATAATCTC
TGAGGAGGAAAGGCGGGGATCGGAAACGACCTGTCGCTGAAAGAGCGGCCGATGGCCGATTAGCTAGTTGGCGGGG
TAAAAGCCCACCAAGGCGATGATCGGTAGCTGTTCTGAGAGGAAGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
AGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGTCCTTTCGGGGGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGGGAACGTGCCCTTTGGTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATT
TATCGCCATTGGAGCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCTACGATCCATAGCTGG
TCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCCT
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAGAGGGGGCAACCCCTTGAGAGTGGCGAACGGGA
GAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGATCTAAGG
ATGAAAGCGGGGGACTCGCAAGAGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGG
CTCACCAAGCCAACGATCTGTAGCTGGTCTGAGTGGACGACTAGCCACACTGGAACTGAGACACGTTCCAG
GACGAACGCTGGCGGTGTGCTTCACACATGCAAGTCGAACGAGGAAGCAATACCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACG
CGTGGGAATCTGCCTTTAGATGGGGGATAACGAGCCGAAAGGCTCGCTAATACCGCATAGGTCGCGAGATTAAAGGA
GTAATCCGTCTAGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAATGGGACTGAGACACGGCACAT
GATGAATGCTGGCGGTATGGATAAGGCATGCAAGTCGAACGGCCCGCAAGGGCAGTGGCAGACGAGGTAGTAACACG
TACGAACGTACCCTGTAGTCTGGCATAGCTCGTCGAAAGACGGGGTAATTCCGGATGGTCCCGAAAGGGTAAAGTTTT
TCGCTACAGGAACGGCGTGCGTAGTATCAGCTTGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTACGACGCGTAGGGGAGC
TGAGAGGCTGACCCCCACCGATGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGCACTTCGGTGGCTGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCCGAGAGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGATCTACGG
ATGAAAGCAGGGGACCGCAAGGCCTTGCGCTCATGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAGCTT
ACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACATTCTAGCTTGCTAGAAGGGTGGCGAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATATGCCTTAAAGAGGGGGATAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACCGCATACG
CTCTGAGGAGCAAAGCTTGGGACCTTCGGGCCTGGCGCTTTAAGAATAGCCTGCGTCCGATTAGCTAGTTGGAGTGGTA
AAGGCACACCACGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAACAGCCACACTGGGACTGAGGCACGGCCCAG
GATAAACGCTGGCGGTGTGCCTGAGATATGCAAGTCGAGCGGGAATCATTGAAGTCGCAAGATGGATATGATTTCAGC
GGCGGACGGCTGAGTAACACGTAAGAATCTCCCCCAAAGTCTCACATAGCTCACCGAAAGGTGGGGTAATTTGAGATA
GTCTCCCCTCGCAAGAGGGGTGTAAAGCCGCAAGGCGCTTCGGGATGAGCTTGCGTCCTATGAGGTAGTTGGTGGGGT
AATGGCCCACCAAGCCTACGACGGGTAGCTGGCCTCATGAGGGTGGTCAGCCAGAAGGGGACTGAGATACGGCCCCT

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAGACATGCAAGTCGAGTGGGTTTAGGCCCACGGCAAACGGGTGAGTAATATCTA
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Betaproteobacteria

Fam. Comamonadaceae

Paraperlucidibaca

Clostridium

Saccharibacteria

Betaproteobacteria

Fam. Comamonadaceae

Fam. Flavobacteriaceae

GGAACATACCTCGAGTTGAGCATAACCTACCGAAAGGTAGAGCAATTCTCAATGTGACCGCAAGGTTAAAGTCGCAA
GACGCTAGAGAAGTGGCCTGGACACCATCAGCTAGTTGGTAAGGTAAAGGCTTACCAAGGCTTTGACGGTTAGGGGC
CCCGAGAGGGGACACCCCCACACTGGAACTGAGACACGTTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATGGAGGAGCTTGCTCCTCTGATGGCGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAAAGCATCGGAACGTGCCGTGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATA
CGCACGGAGGTGGAAAGCAGGGGATCGCAAGACCTTGCGCTATACGAGCGGCCGATGTCAGATGAGCTAGTTGGTAG
GGTAAAGGCCTACCACGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACCCGGCAAAG
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAACACATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGCTACGCTAATACCGCATACGATCT
ACGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAA
GGCTCACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTGTTGGTGCTTGCACTAACGCTTAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATACTTGGGAATCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGGAGGGGATCTTCGGACCTTCCACTATAAGATGAGCCCAAGCGAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAA
GGCTTACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAGTGAATCTCCTTCGGGAGTGAAACTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTCGTAGAGGGGAATAGCCTTTCGAAAGGAAGATTAATACCGCATAAGATT
GTAGCTTCGCATGAAGTAGCAATTAAAGGAGCAATCCGCTATGAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GATGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCTCCTTCGGGAGTACACGAGCGGCGGACGG
CTGAGTAACGCGTAGGAACGTACCCCAAACTGAGGGATAACTGCTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATGTGCTCTAC
GGAGTAAAGCTACGGCGGTTTGGGAACGGCCTGCGTACGATTAGATTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGTCGAC
GATCGTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAGACTGGGACTGAGAACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCGTGCTTTACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCATGACCTTCGGGTCTATGGCGAGCGGCGAACG
GGTGAGTAATACATCGGAACGTACCTTTTAGTGGTGGATAACGCATCGAAAGATGTGCTAATACAGCATAATCTCTG
AGGAGGAAAGGCGGGGATCACGCAAGTGACCTGTCGCTGAAAGAGCGGCCGATGGTCGATTAGCTAGTTGGCGGGGT
AAAAGCCCACCAAGGCGATGATCGATAGCGGGTCTGAGAGGACGATCCGTCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAAC
GGTTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGATCT
ACGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTAGGGTAAA
AGCCTACCAAGCCTGCGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
GATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGGGGTATAGTAGCAATACTAGAGACCGGCGCACGGGTGC
GTAACGCGTATGCAATCTACCTTTTACCGAGGGATAGCCCAGAGAAATTTGGATTAATACCTCATAGCGTTATAGTA
TGGCATCATACAATAACTAAAGTAACAACAGTAAAAGATGAGCATGCGTCCTATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGG
CTTACCAAGACGATGATAGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGAGCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAG
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Dom. Bacteria

Brevundimonas

Ordung "Flavobacteriales”

Perlucidibaca

Ordung Burkholderiales

Fam. Comamonadaceae

Fam. Comamonadaceae

Betaproteobacteria

Pigmentiphaga

GATGAACGCTGGCGGCGCGCCTAAGTCATGCAAGTCGTGTGGGTTCAGACCCACGGCAAACGGGAGAGTAACACATT
GGTAACCTACCCCAAAGACGGGCATAACCTCGCGAAAGTGAGGATAATACCCGATGGTATCAGCTGACATAAGTTGG
TTGATTAAAGCTTCGGCGCTTTGGGAGGGACCTATGCATCATCAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTA
CGACGATTACCGGGTGTGAGAGCATGGCCCGGCCCACTGGGACTGAGACACTGCCCAG
AGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACCCTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGAACGCGCCTTTAGGTTCGGAATAGCTCCTGGAAAGGGGTGGTAATGCCGAATGTGCCCTTCGGGGGAAAGA
TTTATCGCCTTTAGGGCGGCCCGCTTCTGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCTACGATCAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
GATGAACGCTAGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAGCAGGTTTAAATTTCGTTTTAAATGCTGACGAC
CGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATACAATCTACCTTATACTGGAGGATAGCCCTAAGAAATTGGGATTAATACTCC
ATAAAATTATTGGTCCGCATGGATTGATTATTAAAGCTACGGCGGTATAAGATGAGTATGCGTCTGATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCTACGATCAGTAGGGGGCCTGAGAGGGTTATCCCCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGACTTCGGTCCTAGCGGCGAACGGGTGAGGAATGC
TTGGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGGG
GGGATCTTCGGACCTCTCGCTATTAGATGAGCCCAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGA
CGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGGGTTGGGAGCTTGCTTCCAATCTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAATACATCGGAACGTACCGTGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGATCCACGGA
TGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGTGCTATACGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCAC
CAAGGCGACGATCAGTAGCGGGTCTGAGAGGATGAGCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAATCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGTTGTGCTAATACCGCATAAGATCTACG
GATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGAGTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC
CACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ATTGAACGCTGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGTTGTGCTAATACCGCATACGATCTATGG
ATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTTGTTGGTGAGGTAAAAGCT
CACCAAGCCTGCGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAAGTGAGACACGTTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATGGAAGAGCTTGCTCTTCTGATGGCGAGTGG
CGAACGGGTGAGTAAAGCATCGGAACGTACCGTGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATAC
GCACTGAGGTGGAAATCAGGGGATCGCAAGACCTTGCGCTATACGAGCGGCCGATGTCAGATTAGCTAGTTGGTAGGG
TAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTAGCGGGATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGCGGACTTCGGTCTGGCGGCGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATGTATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGCCCT
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Fam. Methylococcaceae

Propionivibrio

Parcubacteria

Paraperlucidibaca

Phenylobacterium

Rhizobacter

Acidovorax

Enterococcus

ACGGGGGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAA
GGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCAGGCCCTTCGGGGTGCTGACGAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTGCCTTGTTGAGAGGGATAGCCTAGGGGAACTTAGGGTAATACCGCATAAGCCTG
AGAGGGGAAAGCCGGGGAGCCGCGAGGTCCTGGCGCAATAAGATGAGCCTACGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA
AAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATGGGTGCTTGCACCTGATGGCGAGTGGCGA
ACGGGTGAGTAATGCATCGGAACGTACCCGGAAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATATTCT
GTGAGCAGGAAAGAGGGGGATCGCAAGACCTCTCGCTTTCGGAGCGGCCGATGTCAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTA
AAAGCCTACCAAGGTGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GATGAATGCTGGCGGCGTGGATGATGCATGCAAGTCGAATGGGTTTAGGCCCATGGCAGACGAGGTAGGAACACGTA
GGTACGTACCCCAAAGTCAGGGATAATCCGTCGAAAGGCGGCACAATACTTGATGGTCTCTTCGGAGTAAAGATTTA
TCGCTTTGGGAACGGCCTGCGGGCTATCAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCTACGACGGCTAGGGGAG
GTGAGAGCCTGACCCCCACCGATGGAACTGCGACACGGTCCAT
GATGAACGCTAGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGGTGTTGGTGCTTGCACTAACACCTAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATACTTGGGAATCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGGAGGGGATCTTCGGACCTTCCACTATAAGATGAGCCCAAGCGAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAA
GGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
AGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGGTCCTTCGGGACTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACG
CGTGGGAACGTGCCCTTTGGTACGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATGTGCCCTTCGGGGGAAAGA
TTTATCGCCATTGGAGCGGCCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGCCAACGATCTGTAGCT
GGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGACCT
GTGGGTGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAAA
GCCCACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCTAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGATGCTGACGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCGAGAGTGGGGGATAACGAAGCGAAAGCTTTGCTAATACCGCATACGATCTCA
GGATGAAAGCAGGGGACCGCAAGGCCTTGCGCTCACGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAG
CTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATAAATGCAAGTCGAACCCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAA
GAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAACTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCG
GTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTCAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGAGACTGAGACTTGGCCCTG
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Fam. Comamonadaceae

Ordung Actinomycetales

Fam. Sphingomonadaceae

Undibacterium

Alphaproteobacteria

Domain Bacteria

Fam. Comamonadaceae

Gordonia

Betaproteobacteria

ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTTAAGCTGACGAGTGGCGAACGGGTG
AGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGCTACGCTAATACCGCATACGATCTATG
GATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCATATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAG
GCTCACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGACCCAGGGCTTGCCCTGGTGATCAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCTGACTTCGGGATAACTCCTCGAAAGAGGAGCTAATACCGGATACGA
CCACTTCGGACATCCGATGGTGGTGGAAAGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGGG
GTAAGGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AG
AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGACCTTCGGGTCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAAC
GCGTGGGAATCTACCCTTTGCTACGGAATAACTCAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATAATGTCGCAAGACCAAA
GATTTATCGGCAGAGGACGAGCCCGCGTAAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCTTT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGACTTCGGTCTGGTGGCGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATATATCGGAACATACCCTAGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGCAC
TAAGGTGGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCATGCTCATGGAGTGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
AAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTTGAACGGACTAATTTGGAGCTTGCTCTAGATTGGTTAGTGG
CAAACGGGTGAGTAACACGTGGGAATCTCCCCATCAGTATGGAATAACACTTGGAAACAAATGCTAATACCATATA
TTCTCTGCGGAGGAAAGATTTATCGCTGACGGATGAGCCTGCGTCAGATTAGGTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTAC
CAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
AACGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCATAGCAATATGTCAGTGGCAAACGGGTGAGGA
ATGCAGAGGAATCTCCCCAGCAGTAAGGAATAACTTTGGGAAACCAAAGCTAATGCCATATATCTCCTATTTATCGG
GAAAGATTTATCGCTGTTGGATGAGCCTCTGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATC
CGTAGCTGGTCTTAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGAT
CTACGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
AAAGGCCCACCAAGGCGATGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAAAGGCCCAGCTTGCTGGGTACTCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCCAAACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGA
CCTGCTCCTGCATGGGGGTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTTTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGG
TAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGCGGGGGCAACCCTTGCGGCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAATGTATCGGAACGTATCCTGTAATGGGGGATAACCAGTCGAAAGATTGGGTAATACCGCATACGC
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Rheinheimera

Alphaproteobacteria

Domain Bacteria

Domain Bacteria

Zoogloea

Phylum "Proteobacteria”

Caulobacter

Alphaproteobacteria

ACGAGAGTGGAAAGTAGGGGATCGCAAGACCTTACGTTATAGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTGGG
GTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAG
ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGTTTTCGGACCTAGCGTCGGACGGGTGAGTAAT
GCGTAGGAAGCTACCCGATAGAGGGGGATACCAGTTGGAAACGACTGTTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAA
GTGTGGGACCTTCGGGCCACATGCTATCGGATGCGCCTACGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATCTCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
AACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGCTGGGACCTTCGGGTCCCGATGCTAGTGGCGCA
CGGGTGAGTAACACGTGGGAACGTACCCTTTAGTACGGAATAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGTATGACTC
CTTCGGGAGAAAGATTTATCGCTAAAGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGGTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
CCTACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGACCAG
AACGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGTGTAGCAATACATCAGTGGCAAACGGGTGAGGA
ATATAGAGGAATCTCCCTAGCAGTAAGGAATAACTTTGGGAAACCAAAGCTAATGCCATATATTACCGATTTATCG
GGAAAGATTTATCGCTGTTAGATGAGCCTCTATCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGA
TCCGTAGCTGGTCTTAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
GATTAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAATGCTATTTAAGAAAATCTCACACTAGTGAGGG
ATTTTCACGAGTAGTATTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTTGGAACCTGCCCCAAAGTGGGGAATAACTGCC
CGAAAGGGTAGCTAATACCCCATAGTATCCAGTTTATCTGGATTAAAGATTTATCGCTTTGGGAGGGGCCTGCGTC
TGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAAGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTTCGAGAGGATGACCAGCCACAC
TGGGACTGAGAGACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGGAGCTTGCTCCGCTGACGAGTGGCGAAC
GGGTGAGTAATGCATCGGAACGTACCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGTCCT
GAGGGAGAAAGCGGGGGACCGTAAGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAA
AGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCACGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGAGAGTAGTAATACTCTTGGGTGGCGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAATCTACCCTAGAGATGAGGATAACTTGGGGAAACTCAAGCTAATACTGA
ATACGCCCTTAGGGGTAAAGGTTGCGCAAGCAGCCGCTTTAGGATGAGCCTGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTGGGG
TAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGTTCTGAGAGGACGAACAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
AGCGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGATCCTTCGGGATTAGTGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGAACGTGCCTTTTGGTTCGGAACAACGCAGAGAAATTTGCGCTAATACCGAATGTGCCCTTCGGGGGAAA
GATTTATCGCCATTAGAGCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCTACGATCAGTA
GCTGGTCTGAGAGGATGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGTATAGGTGCTTGCACTTATACTTAGGTGGCAG
ACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATGTACCCCTTGGATCGGGATAACGGCTGGAAACGGTCGCTAATACCGGATACGT
CCGGAAGGAGAAAGATTTATTGCCGAGGGAACGGCCCGCGTTGGATTAGGTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCA
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AGCCTGTGATCCATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Domain Bacteria GGTGAACGCTGGCGGCATGGATAAGGCATGCAAGTCGAATGGGTTTAGACCCATGGCAGACGTGGTAGTAACACG
TAGGAACGTACCCAGAAGTCAAGAATATTCTATCGAAAGATAGCGCAATACTTGATGGTCTCGCAAGACTAAAGA
TTTATCGCTTCTGGAGCGGCCTGCGCAATATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTATGACGTTTAG
GGGAGCTGAGAGGGTGACCCCCACCGATGGAACTGAGAACGGTCCAT

Curvibacter ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGCTACGCTAATACCGCATACGAT
CTATGGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTGAGGT
AAAGGCTCACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGGCGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Parcubacteria GATGAATGCTGGCGGCGTGGATGATGCATGCAAGTCGAATGGGTTTAGACCCATGGCAGACGAGGTAGGAACACGTA
GGTACGTACCCAAGAGTCAGGGATAACCTGGAGAAATCCAGAATAATACTTGATGGTCCCTTCGGGGTAAAGATTTA
TCGCTCTTGGAACGGCCTGCGGGCTATCAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCTACGACGGCTAGGGGAG
GTGAGAGCCTGACCCCCACCGATGGAACTGCGACACGGTCCAT

Fam. Burkholderiales ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACGCGGGGCAACCTGGCGACGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAATAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATGAGACCTGA
GGGTGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGG
CCCACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Dokdonella AGTGAAAGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGCGTCCGACCACCCTCGGGTGGTCGGATGGCG
GCGAGCGGCGGACGGGTGAGGAATGCATCGGAATCTGCCTCGTTGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATAC
CGCATACGACCTACGGGTGAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCGATGAGATGAGCCGATGCCGGATTAGCTAGTT
GGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAG

Aquabacterium ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGCGGGAGCAATCCTGGCGGCGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGACCTGA
GGGTGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTACTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC
CTACCAAGGCAACGATCTGTAGTTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Alphaproteobacteria AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAATAAGAGTCCAAGCTTGCTTGGAAGTTCTGTTAGTG
GCATACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGTATAT
TCCCTGAGGGGGAAAGATTTATCGCTACTAGATGAGCCCGCGTTAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAG
CCTACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Domain Bacteria AACGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGATATAGCAATATATCAGTGGCAAACGGGTGAGGAAT
GTAGAGGAATCTCCCCAGCAGTAAGGAATAACTTTGGGAAACCAAAGCTAATGCCATATATCACCGATTTATCGGGAA
AGATTTATCGCTGTTGGATGAGCCTCTATCGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCAATGATCCGTA
GCTGGTCTTAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
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Parcubacteria

Betaproteobacteria

Tetrasphaera

Domain Bacteria

Sulfuritalea

Ordung Burkholderiales

Ordung Burkholderiales

Domain Bacteria

Pseudorhodoferax

GGTGAACGCTGGCGGCGTGGATGAGGCATGCAAGTCGAATGGGTTTAGGCCCATGGCAGACGAGGTAGGAACAAGTA
GGTACGTACCCCAAAGTCAGGGATAACCCGGAGAAATCCGGAATAATACTTGATGGTCTCGCGAGAGTGAAGATTTA
TCGCTTTGGGAACGGCCTGCTTTCTATCAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCTACGACGGATAGGGGAGG
TGAGAGCCTGACCCCCACCGATGGAACTGCGACACGGTCCAT
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCTTGCTCCTGGTGGCGAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAATATATCGGAACGTATCCAATAATGGGGGATAACTAATCGAAAGGTTGGCTAATACCGCATACGCCCT
GAGGGGGAAAGCTGGGGAGCGTAAGACCTAGCGTTAATGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAG
GCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGATCAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCAGACTCTGGGATAACAGTTGGAAACAGCTGCTAATACCGGATACGAGACGG
AGAGGCATCTCTACCGTCTGGAAAGTTTTTCGGTCTGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGG
CTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GATGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGTGCGCCCTGAACAGTGTGCTTTTAAATGTCTGTAACAGATA
GTAAAAGAGCATAATGTGCAGGGAGCGGCGGACGGGTGCGTAACACATGGGAATCTGCCCCAAACTGAGGGATAACTA
CTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATATGGTCTTCGGATTAAAGCCTTCTGGCGGTTTGGGAGGAGCCTGTGGCAGATT
AGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGCGGGGGCAACCCTGGCGGCGAGCGGCGAACG
GGTGAGTAACATATCGGAACGTACCCTGTCGTGGGGGATAACTATCCGAAAGGATAGCTAATACCGCATACGACCTGA
GGGTGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGATAGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGC
TCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGGGCAACCCTGGTGGCGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAATACATCGGAATGTACCCAGTAGTGGGGGATAACTAGTCGAAAGATTTGCTAATACCGCATACGCACTAT
GGTGGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATTGGAGCAGCCGATGTCCGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAAGC
CTACCAAGCCCGCGATCGGTAACTGGTCTGAGAGGACGACCAGTCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACGCGGGGCAACCTGGCGACGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATATATCGGAACGTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCTGACTAATACCGCATACGACCGAAGG
GTGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCTATTGGAGCGGCCGATATCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCT
ACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAAAACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTTCGGGGGTACACGAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCCAAACTGAGGGATAAGCATTGGAAACGATGTCTAATACCGCATATGGTCTTCGG
ATTAAAGCTTCGGCGGTTTGGGAAGAGCCCGCGTAAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGAT
CTTTAACTGGTGTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGAGCAATCCTGGTGGCGAGTGGCGAACG
GGTGAGTAATGTATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGCAGCGAAAGCTGTGCTAATACCGCATACGATCTAT
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GGATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGAATGGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC
TCACCAAGGAGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Mycobacterium GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACAGAAAGGCCCTTCGGGGTACTCGAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACTACGGCC
TGCTTGGGTTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCT
ACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAG

Clostridium XI ATTGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGATTCTCTTCGGAGAAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
GCGTGGGTAACCTGCCCTGTACACACGGATAACATACCGAAAGGTATGCTAATACGGGATAACATAAGAAATTCGCAT
GTTTTTCTTATCAAAGCTCCGGCGGTACAGGATGGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAGTGGAACTGAGACACGGTCCAA

Phylum "Proteobacteria” AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCATAGCAATATGTCAGCGGCAAACGGGTGAGAAAT
ACAGAGGAATCTACCTAGCAGTAAGGAATAACCCTGGGAAACCAGAGCTAATGCCATATATTACCCTCCGGGGGAAAG
ATTTATCGCTGTTAGATGAGCCTCTGCCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATGCGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Saccharibacteria GATGAATGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGCGTCTAGTTTACTAGATGGCGGCGAGCGGCGG
ACGGCTGAGTAACGCGTAGGAATGTGCCCCAAAGTGAGGAATAACTGCCCGAAAGGGTAGCTAATGCCGCATATGGTC
TTCGGATTAAAGGATTTATCCGCTTTGGGATCAGCCTGCGTACGATTAGATAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGT
CGACGATCGTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAGACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Fam. Rickettsiaceae AACGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTTGAACGGGCTAATTTAGGGCTTGCTCTAGATTAGCTAGTAGCA
AACGGGTGAGTAACACGTGGGAATCTACCCATCAGTACGGAATAACATTTGGAAACAAATGCTAATACCGTATATTCT
CTTAGGAGGAAAGATTTATCGCTGATGGATGAGCCCGCGTCAGATTAGGTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAGCC
GACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

Betaproteobacteria ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAAAGTAGCAATACTTGAGAGTGGCGAACGGGTGAG
TAATATATCGGAACGTACCTAGTAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGTCCTAAGGGGGA
AAGCAGGGGATCGTAAGACCTTGCGCTATTAGAGCGGCCGATATCAGATTAGCTAGTTGGTTGGGTAAAGGCTCACCA
AGGCAACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

Parcubacteria ATTGAACGCTGGCGGCGTGGATGAGGCATGCAAGTCGAATGGGCTTAGACCCATGGCAGACGAGGTAGGAACACGTAG
GTACGTACCCCAAAGTCAGGGATAACCCGCCGAAAGGCGGAATAATACTTGATGGTCTCGCGAGAGTAAAGATTTATCG
CTTTGGGAACGGCCTGCGTTCTATCAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCTACGACGGATAGGGGAGGTGAG
AGCCTGACCCCCACCGATGGAACTGCGACACGGTCCAT

Paraperlucidibaca ATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGGTGTTGGTGCTTGCACTAACACCTAGTGGCGAACGG
GTGAGTAATACTTGGGAATCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGG
GGGAAAGGAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTATAAGATGAGCCCAAGCGAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTC
ACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGG

Ideonella ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACGCGGGGCAACCTGGCGACGAGTGGCGAACGGG
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Phylum "Proteobacteria”

Caenimonas

TGAGTAAAGCATCGGAACGTGCCCAGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGACCTAAGG
GTGAAAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCGCTATTGGAGCGGCCGATGTCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCT
ACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
AAAGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAATAAAATGTCTAGCTTGCTAGATATTTTATTAGTGG
CAGACGGGTGCGTAACACGTAGGAATCTACCCTGTAGTACGGAACAACAATCGGAAACGGTTGCTAATACCGAATACG
CTCGGCAACGAGGAAAGATTTATCGCTATAGGATGAGCCTGCGCTAGATTAGGTAGTTGGTAGGGTAAGGGCCTACCA
AGCCGATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAG
ATTGAACGCTGGCGGAATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACGGGGCAACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGG
TGAGTAATACATCGGAACGTGCCCAATCGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGATCTACGG
ATGAAAGCGGGGGATCGCAAGACCTCGCGCGAATGGAGCGGCCGATGTCAGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTC
ACCAAGCCAATGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
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Auswahl gemessener Ct-Werte aus den mikrobiologischen Untersuchungen ausgesuchter

aquatischer Habitate im Donauried (Messungen erfolgten in Triplikate).

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM KA Langenau Zulauf 29,29 29,04 0,255
KA Langenau Zulauf 28,78 29,04 0,255
KA Langenau Zulauf 29,03 29,04 0,255
KA Asselfingen Zulauf 28,88 29,00 0,637
KA Asselfingen Zulauf 28,44 29,00 0,637
KA Asselfingen Zulauf 29,69 29,00 0,637
KA Steinhaule Zulauf 29,24 29,38 0,123
KA Steinhaule Zulauf 29,44 29,38 0,123
KA Steinhaule Zulauf 29,46 29,38 0,123
NTC N/A 0,00 0,000
vanA KA Langenau Zulauf 24,46 24,41 0,074
KA Langenau Zulauf 24,45 24,41 0,074
KA Langenau Zulauf 24,32 24,41 0,074
KA Asselfingen Zulauf 24,35 24,82 0,408
KA Asselfingen Zulauf 25,11 24,82 0,408
KA Asselfingen Zulauf 25,00 24,82 0,408
KA Steinhaule Zulauf 25,63 25,55 0,146
KA Steinhaule Zulauf 25,38 25,55 0,146
KA Steinhaule Zulauf 25,63 25,55 0,146
NTC 35,15 35,15 0,000
ampC KA Langenau Zulauf 32,32 32,30 0,081
KA Langenau Zulauf 32,37 32,30 0,081
KA Langenau Zulauf 32,21 32,30 0,081
KA Asselfingen Zulauf 31,72 31,52 0,227
KA Asselfingen Zulauf 31,27 31,52 0,227
KA Asselfingen Zulauf 31,58 31,52 0,227
KA Steinhaule Zulauf 30,64 30,58 0,086
KA Steinhaule Zulauf 30,63 30,58 0,086
KA Steinhaule Zulauf 30,48 30,58 0,086
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci KA Langenau Zulauf 27,25 27,32 0,245
KA Langenau Zulauf 27,11 27,32 0,245
KA Langenau Zulauf 27,58 27,32 0,245
KA Asselfingen Zulauf 25,34 25,54 0,180
KA Asselfingen Zulauf 25,58 25,54 0,180
KA Asselfingen Zulauf 25,70 25,54 0,180
KA Steinhaule Zulauf 24,77 24,65 0,112
KA Steinhaule Zulauf 24,63 24,65 0,112
KA Steinhaule Zulauf 24,55 24,65 0,112
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA KA Langenau Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Langenau Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Langenau Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Steinhaule Zulauf 37,01 37,01
KA Steinhaule Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Steinhdule Zulauf N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB KA Langenau Zulauf 23,53 23,95 0,367
KA Langenau Zulauf 24,12 23,95 0,367
KA Langenau Zulauf 24,20 23,95 0,367
KA Asselfingen Zulauf 23,84 23,84 0,000
KA Asselfingen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Steinhaule Zulauf 23,49 23,46 0,087
KA Steinhaule Zulauf 23,36 23,46 0,087
KA Steinhaule Zulauf 23,52 23,46 0,087
NTC 39,10 39,10 0,00
P. aeruginosa | KA Langenau Zulauf 34,15 34,05 0,333
KA Langenau Zulauf 34,32 34,05 0,333
KA Langenau Zulauf 33,67 34,05 0,333
KA Asselfingen Zulauf 33,01 33,13 0,109
KA Asselfingen Zulauf 33,23 33,13 0,109
KA Asselfingen Zulauf 33,15 33,13 0,109
KA Steinhaule Zulauf 33,11 33,36 0,259
KA Steinhaule Zulauf 33,36 33,36 0,259
KA Steinhaule Zulauf 33,63 33,36 0,259
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM Nau 29,71 29,18 0,488
Nau 29,07 29,18 0,488
Nau 28,76 29,18 0,488
RkB Schammbach 27,89 28,02 0,311
RkB Schammbach 27,79 28,02 0,311
RkB Schammbach 28,37 28,02 0,311
KA Langenau Ablauf 29,09 29,01 0,076
KA Langenau Ablauf 29,02 29,01 0,076
KA Langenau Ablauf 28,93 29,01 0,076
NTC N/A 0,00 0,000
vanA Nau 25,35 24,59 0,653
Nau 24,26 24,59 0,653
Nau 24,17 24,59 0,653
RkB Schammbach 23,94 23,99 0,064
RkB Schammbach 23,96 23,99 0,064
RkB Schammbach 24,06 23,99 0,064
KA Langenau Ablauf 24,01 23,60 0,386
KA Langenau Ablauf 23,25 23,60 0,386
KA Langenau Ablauf 23,54 23,60 0,386
NTC 36,49 36,49 0,000
ampC Nau 32,08 32,08 0,061
Nau 32,15 32,08 0,061
Nau 32,02 32,08 0,061
RkB Schammbach 33,43 33,31 0,140
RkB Schammbach 33,33 33,31 0,140
RkB Schammbach 33,16 33,31 0,140
KA Langenau Ablauf 32,11 32,22 0,200
KA Langenau Ablauf 32,45 32,22 0,200
KA Langenau Ablauf 32,10 32,22 0,200
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci Nau 27,42 27,42 0,025
Nau 27,39 27,42 0,025
Nau 27,44 27,42 0,025
RkB Schammbach 32,04 32,02 0,083
RkB Schammbach 31,93 32,02 0,083
RkB Schammbach 32,09 32,02 0,083
KA Langenau Ablauf 25,57 25,49 0,074
KA Langenau Ablauf 25,44 25,49 0,074
KA Langenau Ablauf 25,45 25,49 0,074
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA Nau N/A 0,00 0,000
Nau N/A 0,00 0,000
Nau N/A 0,00 0,000
RkB Schammbach N/A 0,00 0,000
RkB Schammbach N/A 0,00 0,000
RkB Schammbach N/A 0,00 0,000
KA Langenau Ablauf N/A 0,00 0,000
KA Langenau Ablauf N/A 0,00 0,000
KA Langenau Ablauf N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB Nau 28,67 28,72 0,188
Nau 28,56 28,72 0,188
Nau 28,93 28,72 0,188
RkB Schammbach 34,09 34,18 0,144
RkB Schammbach 34,11 34,18 0,144
RkB Schammbach 34,35 34,18 0,144
KA Langenau Ablauf 26,61 26,49 0,105
KA Langenau Ablauf 26,45 26,49 0,105
KA Langenau Ablauf 26,42 26,49 0,105
NTC 37,37 26,49 0,00
P. aeruginosa | Nau 30,92 30,94 0,133
Nau 30,81 30,94 0,133
Nau 31,08 30,94 0,133
RkB Schammbach 29,43 29,24 0,162
RkB Schammbach 29,13 29,24 0,162
RkB Schammbach 29,17 29,24 0,162
KA Langenau Ablauf 30,55 30,53 0,224
KA Langenau Ablauf 30,29 30,53 0,224
KA Langenau Ablauf 30,74 30,53 0,224
NTC 37,03 37,03 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM Rammingen RiUB 27,62 27,76 0,121
Rammingen RuUB 27,83 27,76 0,121
Rammingen RiUB 27,84 27,76 0,121
Lone 28,86 29,20 0,406
Lone 29,65 29,20 0,406
Lone 29,11 29,20 0,406
Rammingen VSB 27,00 26,82 0,217
Rammingen VSB 26,87 26,82 0,217
Rammingen VSB 26,58 26,82 0,217
NTC 38,53 38,53 0,000
vanA Rammingen RUB 23,56 23,24 0,362
Rammingen RiUB 23,53 23,24 0,362
Rammingen RUB 22,92 23,24 0,362
Lone 24,61 28,04 6,103
Lone 24,42 28,04 6,103
Lone 35,08 28,04 6,103
Rammingen VSB 21,47 21,38 0,112
Rammingen VSB 21,26 21,38 0,112
Rammingen VSB 21,42 21,38 0,112
NTC 34,23 34,23 0,000
ampC Rammingen RuUB 31,14 31,34 0,440
Rammingen RiiB 31,85 31,34 0,440
Rammingen RuUB 31,04 31,34 0,440
Lone 33,40 32,89 0,477
Lone 32,81 32,89 0,477
Lone 32,45 32,89 0,477
Rammingen VSB 30,39 30,29 0,130
Rammingen VSB 30,33 30,29 0,130
Rammingen VSB 30,14 30,29 0,130
NTC 38,41 38,41 0,000
Enterococci Rammingen RuUB 31,72 31,80 0,304
Rammingen RiiB 32,13 31,80 0,304
Rammingen RUB 31,54 31,80 0,304
Lone 32,20 32,27 0,071
Lone 32,35 32,27 0,071
Lone 32,27 32,27 0,071
Rammingen VSB 31,45 31,69 0,353
Rammingen VSB 32,09 31,69 0,353
Rammingen VSB 31,52 31,69 0,353
NTC 36,46 36,46 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA Rammingen RiUB 34,52 34,52 0,000
Rammingen RuUB N/A 0,00 0,000
Rammingen RiB N/A 0,00 0,000
Lone N/A 0,00 0,000
Lone N/A 0,00 0,000
Lone N/A 0,00 0,000
Rammingen VSB N/A 0,00 0,000
Rammingen VSB N/A 0,00 0,000
Rammingen VSB N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB Rammingen RUB 33,92 34,23 0,308
Rammingen RiUB 34,53 34,23 0,308
Rammingen RUB 34,23 34,23 0,308
Lone 33,99 31,87 2,512
Lone 29,10 31,87 2,512
Lone 32,54 31,87 2,512
Rammingen VSB 33,22 33,09 0,241
Rammingen VSB 32,81 33,09 0,241
Rammingen VSB 33,23 33,09 0,241
NTC 38,99 38,99 0,00
P. aeruginosa | Rammingen RUB 29,59 31,59 4,474
Rammingen RiiB 36,71 31,59 4,474
Rammingen RuUB 28,46 31,59 4,474
Lone 32,18 31,96 0,463
Lone 31,53 31,96 0,463
Lone N/A 0,00 0,000
Rammingen VSB 30,10 30,07 0,026
Rammingen VSB 30,06 30,07 0,026
Rammingen VSB 30,05 30,07 0,026
NTC 37,22 37,22 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM GWMst 7103 29,36 29,64 0,345
GWMst 7103 29,52 29,64 0,345
GWMst 7103 30,02 29,64 0,345
GWMst 7106 28,86 28,87 0,217
GWMst 7106 28,66 28,87 0,217
GWMst 7106 29,09 28,87 0,217
GWMst 7721 29,00 29,24 0,261
GWMst 7721 29,52 29,24 0,261
GWMst 7721 29,21 29,24 0,261
NTC N/A 0,00 0,000
vanA GWMst 7103 24,13 24,01 0,120
GWMst 7103 23,99 24,01 0,120
GWMst 7103 23,90 24,01 0,120
GWMst 7106 24,31 24,38 0,156
GWMst 7106 24,27 24,38 0,156
GWMst 7106 24,56 24,38 0,156
GWMst 7721 24,15 24,14 0,046
GWMst 7721 24,10 24,14 0,046
GWMst 7721 24,19 24,14 0,046
NTC N/A 0,00 0,000
ampC GWMst 7103 32,31 32,20 0,100
GWMst 7103 32,12 32,20 0,100
GWMst 7103 32,17 32,20 0,100
GWMst 7106 26,04 26,00 0,030
GWMst 7106 25,99 26,00 0,030
GWMst 7106 25,98 26,00 0,030
GWMst 7721 29,30 29,26 0,036
GWMst 7721 29,23 29,26 0,036
GWMst 7721 29,26 29,26 0,036
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci GWMst 7103 37,56 38,02 0,422
GWMst 7103 38,13 38,02 0,422
GWMst 7103 38,38 38,02 0,422
GWMst 7106 32,22 31,26 0,044
GWMst 7106 31,30 31,26 0,044
GWMst 7106 31,24 31,26 0,044
GWMst 7721 30,56 30,52 0,069
GWMst 7721 30,56 30,52 0,069
GWMst 7721 30,44 30,52 0,069
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA GWMst 7103 N/A 0,00 0,000
GWMst 7103 N/A 0,00 0,000
GWMst 7103 N/A 0,00 0,000
GWMst 7106 37,45 37,45 0,000
GWMst 7106 N/A 0,00 0,000
GWMst 7106 N/A 0,00 0,000
GWMst 7721 N/A 0,00 0,000
GWMst 7721 N/A 0,00 0,000
GWMst 7721 N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB GWMst 7103 36,28 35,55 0,913
GWMst 7103 35,86 35,55 0,913
GWMst 7103 34,53 35,55 0,913
GWMst 7106 36,10 35,85 0,506
GWMst 7106 36,18 35,85 0,506
GWMst 7106 35,27 35,85 0,506
GWMst 7721 36,49 36,28 0,229
GWMst 7721 36,32 36,28 0,229
GWMst 7721 36,03 36,28 0,229
NTC N/A 0,00 0,00
P. aeruginosa | GWMst 7103 34,11 33,97 0,139
GWMst 7103 33,98 33,97 0,139
GWMst 7103 33,83 33,97 0,139
GWMst 7106 34,57 34,72 0,298
GWMst 7106 34,53 34,72 0,298
GWMst 7106 35,07 34,72 0,298
GWMst 7721 31,61 31,73 0,210
GWMst 7721 31,97 31,73 0,210
GWMst 7721 31,61 31,73 0,210
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM KA Halzhausen Zulauf 38,32 28,37 0,557
KA Halzhausen Zulauf 27,84 28,37 0,557
KA Halzhausen Zulauf 28,95 28,37 0,557
Donau 29,47 29,35 0,139
Donau 29,20 29,35 0,139
Donau 29,39 29,35 0,139
RKB Rohngraben 26,12 26,37 0,260
RKB Rohngraben 26,34 26,37 0,260
RKB Rohngraben 26,64 26,37 0,260
NTC N/A 0,00 0,000
vanA KA Halzhausen Zulauf 24,61 24,65 0,035
KA Halzhausen Zulauf 24,65 24,65 0,035
KA Halzhausen Zulauf 24,68 24,65 0,035
Donau 23,50 23,46 0,034
Donau 23,44 23,46 0,034
Donau 23,45 23,46 0,034
RKB Rohngraben 24,03 23,95 0,084
RKB Rohngraben 23,96 23,95 0,084
RKB Rohngraben 23,87 23,95 0,084
NTC N/A 0,00 0,000
ampC KA Halzhausen Zulauf 32,88 32,76 0,188
KA Halzhausen Zulauf 32,55 32,76 0,188
KA Halzhausen Zulauf 32,87 32,76 0,188
Donau 31,60 31,48 0,164
Donau 31,55 31,48 0,164
Donau 31,29 31,48 0,164
RKB Rohngraben 30,69 30,75 0,104
RKB Rohngraben 30,87 30,75 0,104
RKB Rohngraben 30,69 30,75 0,104
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci KA Halzhausen Zulauf 27,18 27,26 0,078
KA Halzhausen Zulauf 27,33 27,26 0,078
KA Halzhausen Zulauf 27,28 27,26 0,078
Donau 37,08 36,10 1,405
Donau 36,72 36,10 1,405
Donau 34,49 36,10 1,405
RKB Rohngraben 28,86 29,01 0,138
RKB Rohngraben 29,13 29,01 0,138
RKB Rohngraben 29,04 29,01 0,138
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA KA Halzhausen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Halzhausen Zulauf N/A 0,00 0,000
KA Halzhausen Zulauf N/A 0,00 0,000
Donau N/A 0,00 0,000
Donau N/A 0,00 0,000
Donau N/A 0,00 0,000
RKB Rohngraben 37,03 36,89 0,175
RKB Rohngraben 36,94 36,89 0,175
RKB Rohngraben 36,69 36,89 0,175
NTC N/A 0,00 0,000
ermB KA Halzhausen Zulauf 25,28 25,23 0,061
KA Halzhausen Zulauf 25,24 25,23 0,061
KA Halzhausen Zulauf 25,16 25,23 0,061
Donau 34,25 34,54 0,304
Donau 34,85 34,54 0,304
Donau 34,50 34,54 0,304
RKB Rohngraben 31,23 31,24 0,020
RKB Rohngraben 31,23 31,24 0,020
RKB Rohngraben 31,26 31,24 0,020
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa | KA Halzhausen Zulauf 33,28 32,90 0,446
KA Halzhausen Zulauf 33,01 32,90 0,446
KA Halzhausen Zulauf 32,41 32,90 0,446
Donau 34,67 34,58 0,128
Donau 34,64 34,58 0,128
Donau 34,44 34,58 0,128
RKB Rohngraben 31,40 31,51 0,136
RKB Rohngraben 31,66 31,51 0,136
RKB Rohngraben 31,45 31,51 0,136
NTC N/A 0,00 0,000

134



7 Anhang

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM KA Halzhausen Ablauf 27,79 27,82 0,242
KA Halzhausen Ablauf 27,59 27,82 0,242
KA Halzhausen Ablauf 28,07 27,82 0,242
KA Asselfingen Ablauf 30,27 30,01 0,232
KA Asselfingen Ablauf 29,82 30,01 0,232
KA Asselfingen Ablauf 29,94 30,01 0,232
RKB Schammenbach 27,64 27,33 0,299
RKB Schammenbach 27,30 27,33 0,299
RKB Schammenbach 27,04 27,33 0,299
NTC N/A 0,00 0,000
vanA KA Halzhausen Ablauf 22,85 22,80 0,079
KA Halzhausen Ablauf 22,85 22,80 0,079
KA Halzhausen Ablauf 22,71 22,80 0,079
KA Asselfingen Ablauf 24,72 24,41 0,289
KA Asselfingen Ablauf 24,35 24,41 0,289
KA Asselfingen Ablauf 24,15 24,41 0,289
RKB Schammenbach 21,90 21,55 0,301
RKB Schammenbach 21,42 21,55 0,301
RKB Schammenbach 21,34 21,55 0,301
NTC 39,18 39,18 0,000
ampC KA Halzhausen Ablauf 32,91 32,54 0,324
KA Halzhausen Ablauf 32,34 32,54 0,324
KA Halzhausen Ablauf 32,37 32,54 0,324
KA Asselfingen Ablauf 33,97 34,13 0,291
KA Asselfingen Ablauf 33,95 34,13 0,291
KA Asselfingen Ablauf 34,46 34,13 0,291
RKB Schammenbach 31,62 31,45 0,169
RKB Schammenbach 31,28 31,45 0,169
RKB Schammenbach 31,46 31,45 0,169
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci KA Halzhausen Ablauf 33,02 33,12 0,084
KA Halzhausen Ablauf 33,16 33,12 0,084
KA Halzhausen Ablauf 33,17 33,12 0,084
KA Asselfingen Ablauf 31,54 31,69 0,438
KA Asselfingen Ablauf 32,18 31,69 0,438
KA Asselfingen Ablauf 31,34 31,69 0,438
RKB Schammenbach 28,60 28,09 0,465
RKB Schammenbach 28,00 28,09 0,465
RKB Schammenbach 27,68 28,09 0,465
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA KA Halzhausen Ablauf 37,77 37,40 0,519
KA Halzhausen Ablauf 37,03 37,40 0,519
KA Halzhausen Ablauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Ablauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Ablauf N/A 0,00 0,000
KA Asselfingen Ablauf N/A 0,00 0,000
RKB Schammenbach N/A 0,00 0,000
RKB Schammenbach N/A 0,00 0,000
RKB Schammenbach N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB KA Halzhausen Ablauf 31,81 31,92 0,115
KA Halzhausen Ablauf 32,03 31,92 0,115
KA Halzhausen Ablauf 31,91 31,92 0,115
KA Asselfingen Ablauf 32,50 32,42 0,159
KA Asselfingen Ablauf 32,53 32,42 0,159
KA Asselfingen Ablauf 32,24 32,42 0,159
RKB Schammenbach 27,86 27,85 0,043
RKB Schammenbach 27,89 27,85 0,043
RKB Schammenbach 27,80 27,85 0,043
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa KA Halzhausen Ablauf 34,30 34,18 0,202
KA Halzhausen Ablauf 34,29 34,18 0,202
KA Halzhausen Ablauf 33,95 34,18 0,202
KA Asselfingen Ablauf 34,88 34,74 0,106
KA Asselfingen Ablauf 34,80 34,74 0,106
KA Asselfingen Ablauf 34,53 34,74 0,106
RKB Schammenbach 30,54 30,33 0,186
RKB Schammenbach 30,29 30,33 0,186
RKB Schammenbach 30,17 30,33 0,186
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM Klinikum Langenau 33,27 33,21 0,133
Klinikum Langenau 33,06 33,21 0,133
Klinikum Langenau 33,31 33,21 0,133
Klinikum Ulm 24,02 23,87 0,139
Klinikum Ulm 23,81 23,87 0,139
Klinikum Ulm 23,77 23,87 0,139
NTC N/A 0,00 0,000
vanA Klinikum Langenau 29,01 28,75 0,231
Klinikum Langenau 28,63 28,75 0,231
Klinikum Langenau 28,75 28,75 0,231
Klinikum Ulm 24,10 23,80 0,295
Klinikum Ulm 23,79 23,80 0,295
Klinikum Ulm 23,51 23,80 0,295
NTC N/A 0,00 0,000
ampC Klinikum Langenau 33,24 33,75 0,466
Klinikum Langenau 33,89 33,75 0,466
Klinikum Langenau 34,14 33,75 0,466
Klinikum Ulm 31,69 31,45 0,210
Klinikum Ulm 31,36 31,45 0,210
Klinikum Ulm 31,29 31,45 0,210
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci Klinikum Langenau 25,88 25,80 0,089
Klinikum Langenau 25,81 25,80 0,089
Klinikum Langenau 25,70 25,80 0,089
Klinikum Ulm 27,18 27,07 0,185
Klinikum Ulm 27,18 27,07 0,185
Klinikum Ulm 26,86 27,07 0,185
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA Klinikum Langenau N/A 0,00 0,000
Klinikum Langenau N/A 0,00 0,000
Klinikum Langenau N/A 0,00 0,000
Klinikum Ulm 35,17 35,93 1,067
Klinikum Ulm 36,68 35,93 1,067
Klinikum Ulm 0,00 0,000 1,067
NTC N/A 0,00 0,000
ermB Klinikum Langenau 26,88 26,81 0,078
Klinikum Langenau 26,72 26,81 0,078
Klinikum Langenau 26,83 26,81 0,078
Klinikum Ulm 22,11 22,00 0,179
Klinikum Ulm 22,09 22,00 0,179
Klinikum Ulm 21,79 22,00 0,179
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa | Klinikum Langenau 35,16 35,20 0,112
Klinikum Langenau 35,33 35,20 0,112
Klinikum Langenau 35,12 35,20 0,112
Klinikum Ulm 31,08 31,15 0,058
Klinikum Ulm 31,17 31,15 0,058
Klinikum Ulm 31,19 31,15 0,058
NTC N/A 0,00 0,000
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Auswahl der gemessenen Ct-Werte der mikrobiologischen Parameter an der Pilotanlage

an der Kliaranlage Siidhessen. Alle Werte wurden in Triplikaten vermessen.

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM Ozonung Zulauf 27,83 27,85 0,106
Ozonung Zulauf 27,75 27,85 0,106
Ozonung Zulauf 27,96 27,85 0,106
Ozonung Ablauf 26,15 25,97 0,154
Ozonung Ablauf 25,91 25,97 0,154
Ozonung Ablauf 25,86 25,97 0,154
GAC 1 Ablauf 28,56 28,74 0,499
GAC 1 Ablauf 29,31 28,74 0,499
GAC 1 Ablauf 28,36 28,74 0,499
NTC N/A 0,00 0,000
vanA Ozonung Zulauf 23,22 23,14 0,091
Ozonung Zulauf 23,14 23,14 0,091
Ozonung Zulauf 23,04 23,14 0,091
Ozonung Ablauf 23,38 23,10 0,252
Ozonung Ablauf 22,89 23,10 0,252
Ozonung Ablauf 23,04 23,10 0,252
GAC 1 Ablauf 24,30 23,80 0,447
GAC 1 Ablauf 23,67 23,80 0,447
GAC 1 Ablauf 23,44 23,80 0,447
NTC 39,11 39,11 0,000
ampC Ozonung Zulauf 33,16 32,78 0,514
Ozonung Zulauf 32,98 32,78 0,514
Ozonung Zulauf 32,20 32,78 0,514
Ozonung Ablauf 32,16 32,21 0,112
Ozonung Ablauf 32,14 32,21 0,112
Ozonung Ablauf 32,34 32,21 0,112
GAC 1 Ablauf 34,30 31,20 0,123
GAC 1 Ablauf 34,06 31,20 0,123
GAC 1 Ablauf 34,23 31,20 0,123
NTC 40,62 40,62 0,000
Enterococci Ozonung Zulauf 28,71 28,40 0,283
Ozonung Zulauf 28,34 28,40 0,283
Ozonung Zulauf 28,16 28,40 0,283
Ozonung Ablauf 35,30 35,44 0,486
Ozonung Ablauf 35,03 35,44 0,486
Ozonung Ablauf 35,98 35,44 0,486
GAC 1 Ablauf 37,00 36,73 0,290
GAC 1 Ablauf 36,77 36,73 0,290
GAC 1 Ablauf 36,42 36,73 0,290
NTC 37,21 37,21 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA Ozonung Zulauf N/A 0,00 0,000
Ozonung Zulauf N/A 0,00 0,000
Ozonung Zulauf N/A 0,00 0,000
Ozonung Ablauf N/A 0,00 0,000
Ozonung Ablauf N/A 0,00 0,000
Ozonung Ablauf N/A 0,00 0,000
GAC 1 Ablauf N/A 0,00 0,000
GAC 1 Ablauf N/A 0,00 0,000
GAC 1 Ablauf N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB Ozonung Zulauf 28,37 28,31 0,047
Ozonung Zulauf 28,29 28,31 0,047
Ozonung Zulauf 28,29 28,31 0,047
Ozonung Ablauf 34,48 34,30 0,160
Ozonung Ablauf 34,20 34,30 0,160
Ozonung Ablauf 34,21 34,30 0,160
GAC 1 Ablauf 36,26 36,95 0,605
GAC 1 Ablauf 37,23 36,95 0,605
GAC 1 Ablauf 37,36 36,95 0,605
NTC 40,77 40,77 0,000
P. aeruginosa | Ozonung Zulauf 33,96 33,98 0,125
Ozonung Zulauf 33,86 33,98 0,125
Ozonung Zulauf 34,11 33,98 0,125
Ozonung Ablauf 33,57 33,65 0,073
Ozonung Ablauf 33,65 33,65 0,073
Ozonung Ablauf 33,72 33,65 0,073
GAC 1 Ablauf 34,07 34,04 0,103
GAC 1 Ablauf 33,92 34,04 0,103
GAC 1 Ablauf 34,12 34,04 0,103
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM GAC 2 Ablauf 29,43 29,49 0,070
GAC 2 Ablauf 29,57 29,49 0,070
GAC 2 Ablauf 29,47 29,49 0,070
Biofilter 1 Ablauf 29,02 29,09 0,066
Biofilter 1 Ablauf 29,10 29,09 0,066
Biofilter 1 Ablauf 29,15 29,09 0,066
Biofilter 2 Ablauf 28,27 28,36 0,113
Biofilter 2 Ablauf 28,33 28,36 0,113
Biofilter 2 Ablauf 28,49 28,36 0,113
NTC N/A 0,00 0,000
vanA GAC 2 Ablauf 24,05 23,91 0,123
GAC 2 Ablauf 23,81 23,91 0,123
GAC 2 Ablauf 23,87 23,91 0,123
Biofilter 1 Ablauf | 24,11 24,03 0,072
Biofilter 1 Ablauf 23,97 24,03 0,072
Biofilter 1 Ablauf | 24,03 24,03 0,072
Biofilter 2 Ablauf 24,26 24,16 0,116
Biofilter 2 Ablauf 24,03 24,16 0,116
Biofilter 2 Ablauf 24,17 24,16 0,116
NTC N/A 0,00 0,000
ampC GAC 2 Ablauf 32,98 32,85 0,274
GAC 2 Ablauf 33,03 32,85 0,274
GAC 2 Ablauf 32,53 32,85 0,274
Biofilter 1 Ablauf 32,37 32,78 0,653
Biofilter 1 Ablauf 32,44 32,78 0,653
Biofilter 1 Ablauf 33,54 32,78 0,653
Biofilter 2 Ablauf 33,29 33,81 0,360
Biofilter 2 Ablauf 33,77 33,81 0,360
Biofilter 2 Ablauf 34,37 33,81 0,360
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci GAC 2 Ablauf 35,51 35,16 0,322
GAC 2 Ablauf 34,88 35,16 0,322
GAC 2 Ablauf 35,11 35,16 0,322
Biofilter 1 Ablauf 38,05 35,58 0,750
Biofilter 1 Ablauf 39,11 35,58 0,750
Biofilter 1 Ablauf N/A 0,00 0,000
Biofilter 2 Ablauf 34,07 35,44 1,500
Biofilter 2 Ablauf 35,22 35,44 1,500
Biofilter 2 Ablauf 37,04 35,44 1,500
NTC 38,27 38,27 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA GAC 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
GAC 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
GAC 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
Biofilter 1 Ablauf 37,76 38,85 1,229
Biofilter 1 Ablauf 40,18 38,85 1,229
Biofilter 1 Ablauf 38,61 38,85 1,229
Biofilter 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
Biofilter 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
Biofilter 2 Ablauf N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB GAC 2 Ablauf 30,63 30,79 0,148
GAC 2 Ablauf 30,93 30,79 0,148
GAC 2 Ablauf 30,79 30,79 0,148
Biofilter 1 Ablauf 34,65 34,48 0,346
Biofilter 1 Ablauf 34,71 34,48 0,346
Biofilter 1 Ablauf 34,08 34,48 0,346
Biofilter 2 Ablauf 27,86 27,69 0,184
Biofilter 2 Ablauf 27,50 27,69 0,184
Biofilter 2 Ablauf 27,72 27,69 0,184
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa | GAC 2 Ablauf 33,87 33,97 0,094
GAC 2 Ablauf 33,99 33,97 0,094
GAC 2 Ablauf 34,06 33,97 0,094
Biofilter 1 Ablauf 35,05 35,13 0,447
Biofilter 1 Ablauf 34,73 35,13 0,447
Biofilter 1 Ablauf 35,62 35,13 0,447
Biofilter 2 Ablauf 34,13 33,93 0,202
Biofilter 2 Ablauf 33,94 33,93 0,202
Biofilter 2 Ablauf 33,72 33,93 0,202
NTC N/A 0,00 0,000

142



7 Anhang

Gemessene Ct-Werte aus der Untersuchung zu Verfahrenskombination aus Ozon- und UV-
Behandlung an der Pilotanlage am Klirwerk Neu Ulm-Steinhiule. Alle Werte wurden in

Duplikaten vermessen.

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM 0,7 Ozon+ UV O 27,74 27,50 0,339
0,7 Ozon+ UV 0 27,26 27,50 0,339
0,7 Ozon + UV 100 28,13 28,02 0,165
0,7 Ozon + UV 100 27,90 28,02 0,165
0,7 Ozon + UV 200 32,16 32,22 0,083
0,7 Ozon + UV 200 32,28 32,22 0,083
0,7 Ozon + UV 300 35,12 35,01 0,164
0,7 Ozon + UV 300 34,89 35,01 0,164
NTC N/A 0,00 0,000
vanA 0,7 Ozon+ UV 0 23,80 23,83 0,036
0,7 Ozon+ UV 0 23,85 23,83 0,036
0,7 Ozon + UV 100 24,97 24,88 0,126
0,7 Ozon + UV 100 24,79 24,88 0,126
0,7 Ozon + UV 200 24,59 24,59 0,000
0,7 Ozon + UV 200 24,59 24,59 0,000
0,7 Ozon + UV 300 23,05 23,02 0,040
0,7 Ozon + UV 300 22,99 23,02 0,040
NTC 38,70 37,70 0,000
ampC 0,7 Ozon+ UV 0 31,07 31,06 0,018
0,7 Ozon+ UV 0 31,04 31,06 0,018
0,7 Ozon + UV 100 33,77 33,70 0,092
0,7 Ozon + UV 100 33,64 33,70 0,092
0,7 Ozon + UV 200 35,08 35,21 0,184
0,7 Ozon + UV 200 35,34 35,21 0,184
0,7 Ozon + UV 300 36,08 36,07 0,016
0,7 Ozon + UV 300 36,05 36,07 0,016
NTC 37,54 37,54 0,000
Enterococci 0,7 0zon+ UV O 32,29 32,08 0,294
0,7 Ozon+ UV 0 31,87 32,08 0,294
0,7 Ozon + UV 100 33,35 33,59 0,337
0,7 Ozon + UV 100 33,83 33,59 0,337
0,7 Ozon + UV 200 33,21 33,18 0,041
0,7 Ozon + UV 200 33,15 33,18 0,041
0,7 Ozon + UV 300 33,42 33,52 0,141
0,7 Ozon + UV 300 33,62 33,52 0,141
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA 0,7 0zon+ UV O N/A 0,00 0,000
0,7 0zon+ UV O N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB 0,7 0zon+ UV O 30,57 30,57 0,000
0,7 0zon+ UV O N/A 0,00 0,000
0,7 Ozon + UV 100 31,60 31,52 0,102
0,7 Ozon + UV 100 31,45 31,52 0,102
0,7 Ozon + UV 200 31,28 31,25 0,042
0,7 Ozon + UV 200 31,22 31,25 0,042
0,7 Ozon + UV 300 31,24 31,24 0,006
0,7 Ozon + UV 300 31,23 31,24 0,006
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa |0,7 Ozon+ UV O 33,58 33,75 0,233
0,7 0zon+ UV O 33,91 33,75 0,233
0,7 Ozon + UV 100 30,92 30,97 0,074
0,7 Ozon + UV 100 31,02 30,97 0,074
0,7 Ozon + UV 200 36,48 35,63 1,198
0,7 Ozon + UV 200 34,78 35,63 1,198
0,7 Ozon + UV 300 35,12 34,81 0,435
0,7 Ozon + UV 300 34,51 34,81 0,435
NTC N/A 0,00 0,000
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Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM 1,0 0zon + UV O 29,31 29,57 0,263
1,00zon+ UV O 29,84 29,57 0,263
1,0 Ozon + UV 100 30,45 30,22 0,229
1,0 Ozon + UV 100 29,98 30,21 0,229
1,0 Ozon + UV 200 29,74 30,12 0,382
1,0 Ozon + UV 200 30,50 30,12 0,382
1,0 Ozon + UV 300 30,07 30,95 0,885
1,0 Ozon + UV 300 31,84 30,00 0,885
NTC N/A 0,00 0,00
vanA 1,00zon+UVO 24,72 24,84 0,116
1,0 0zon + UV O 24,95 24,84 0,116
1,0 Ozon + UV 100 25,37 25,44 0,074
1,0 Ozon + UV 100 25,51 25,44 0,074
1,0 Ozon + UV 200 25,12 25,01 0,103
1,0 Ozon + UV 200 2491 25,01 0,103
1,0 Ozon + UV 300 26,19 26,46 0,273
1,0 Ozon + UV 300 26,74 26,46 0,273
NTC N/A 0,00 0,00
ampC 1,00zon+ UV O 39,71 39,43 0,280
1,0 0zon + UV O 39,15 39,43 0,280
1,0 Ozon + UV 100 37,98 38,62 0,643
1,0 Ozon + UV 100 39,27 38,62 0,643
1,0 Ozon + UV 200 38,40 38,59 0,194
1,0 Ozon + UV 200 38,79 38,59 0,194
1,0 Ozon + UV 300 37,79 37,61 0,176
1,0 Ozon + UV 300 37,44 37,61 0,176
NTC N/A 0,00 0,00
Enterococci 1,00zon+ UV O 35,21 35,37 0,163
1,0 0zon + UV O 35,54 35,37 0,163
1,0 Ozon + UV 100 34,51 34,16 0,343
1,0 Ozon + UV 100 33,82 34,16 0,343
1,0 Ozon + UV 200 33,71 33,82 0,111
1,0 Ozon + UV 200 33,93 33,82 0,111
1,0 Ozon + UV 300 34,36 34,18 0,176
1,0 Ozon + UV 300 34,00 34,18 0,176
NTC N/A 0,00 0,00
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7 Anhang

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA 1,0 0zon + UV O N/A 0,00 0,000
1,00zon+ UV O N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
1,0 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB 1,00zon+UVO 34,09 34,48 0,393
1,0 0zon + UV O 34,88 34,48 0,393
1,0 Ozon + UV 100 32,43 32,51 0,082
1,0 Ozon + UV 100 32,59 32,51 0,082
1,0 Ozon + UV 200 32,05 32,14 0,093
1,0 Ozon + UV 200 32,24 32,14 0,093
1,0 Ozon + UV 300 31,97 32,12 0,154
1,0 Ozon + UV 300 32,28 32,12 0,154
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa |1,00zon+UVO0 37,01 36,72 0,284
1,0 0zon + UV O 36,44 36,72 0,284
1,0 Ozon + UV 100 37,55 37,78 0,233
1,0 Ozon + UV 100 38,02 37,78 0,233
1,0 Ozon + UV 200 38,18 38,33 0,153
1,0 Ozon + UV 200 38,49 38,33 0,153
1,0 Ozon + UV 300 38,73 39,31 0,580
1,0 Ozon + UV 300 39,89 39,31 0,580
NTC N/A 0,00 0,000
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7 Anhang

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM 1,50zon+UVO 31,04 30,70 0,479
1,50zon+UVO 30,36 30,70 0,479
1,5 Ozon + UV 100 25,53 25,68 0,212
1,5 Ozon + UV 100 25,83 25,68 0,212
1,5 Ozon + UV 200 31,08 31,52 0,626
1,5 Ozon + UV 200 31,97 31,52 0,626
1,5 Ozon + UV 300 33,18 32,61 0,795
1,5 Ozon + UV 300 32,05 32,61 0,795
NTC N/A 0,00 0,000
vanA 1,50zon+UVO 26,52 26,72 0,278
1,50zon+UVO 26,92 26,72 0,278
1,5 Ozon + UV 100 24,27 24,14 0,179
1,5 Ozon + UV 100 24,01 24,14 0,179
1,5 Ozon + UV 200 24,78 26,13 1,918
1,5 Ozon + UV 200 27,49 26,13 1,918
1,5 Ozon + UV 300 26,22 25,89 0,464
1,5 Ozon + UV 300 25,56 25,89 0,464
NTC N/A 0,00 0,000
ampC 1,50zon+UVO 35,47 35,07 0,573
1,50zon+UVO 34,66 35,07 0,573
1,5 Ozon + UV 100 31,99 31,57 0,596
1,5 Ozon + UV 100 31,15 31,57 0,596
1,5 Ozon + UV 200 34,57 34,72 0,203
1,5 Ozon + UV 200 34,86 34,72 0,203
1,5 Ozon + UV 300 38,25 39,07 1,158
1,5 Ozon + UV 300 39,89 39,07 1,158
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci 1,50zon+ UV O 35,86 37,62 2,485
1,50zon + UV O 39,38 37,62 2,485
1,5 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 200 34,15 33,94 0,300
1,5 Ozon + UV 200 33,73 33,94 0,300
1,5 Ozon + UV 300 31,87 31,76 0,155
1,5 Ozon + UV 300 31,65 31,76 0,155
NTC N/A 0,00 0,000
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7 Anhang

Gen Probe Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA 1,50zon +UVO N/A 0,00 0,000
1,50zon+UVO N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 100 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 200 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
1,5 Ozon + UV 300 N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB 1,50zon+UVO 35,12 35,30 0,255
1,50zon+UVO 35,48 35,30 0,255
1,5 Ozon + UV 100 35,18 35,66 0,687
1,5 Ozon + UV 100 36,15 35,66 0,687
1,5 Ozon + UV 200 32,48 32,36 0,169
1,5 Ozon + UV 200 32,24 32,36 0,169
1,5 Ozon + UV 300 30,16 30,19 0,042
1,5 Ozon + UV 300 30,22 30,19 0,042
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa |1,50zon+UVO0 37,85 37,72 0,185
1,50zon+UVO 37,59 37,72 0,185
1,5 Ozon + UV 100 29,31 29,83 0,731
1,5 Ozon + UV 100 30,35 29,83 0,731
1,5 Ozon + UV 200 36,57 36,19 0,538
1,5 Ozon + UV 200 35,81 36,19 0,538
1,5 Ozon + UV 300 35,25 35,31 0,086
1,5 Ozon + UV 300 35,37 35,31 0,086
NTC N/A 0,00 0,000
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7 Anhang

Gen Probe |Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
blaVIM uvo 27,98 28,06 0,083
uvo 28,15 28,06 0,083
UV 100 28,79 29,12 0,334
UV 100 29,46 29,12 0,334
uv 200 30,82 30,46 0,359
UV 200 30,09 30,46 0,365
UV 300 29,72 29,86 0,144
UV 300 30,01 29,86 0,144
NTC N/A 0,00 0,000
vanA uvo 25,03 25,16 0,127
uvo 25,28 25,16 0,127
UV 100 27,41 27,44 0,032
uv 100 27,47 27,44 0,032
UV 200 27,84 28,03 0,195
uv 200 28,23 28,03 0,195
UV 300 27,92 27,57 0,349
UV 300 27,21 27,57 0,354
NTC N/A 0,00 0,000
ampC uvo 30,42 30,03 0,390
uvo 29,64 30,03 0,390
UV 100 29,72 29,86 0,135
UV 100 29,99 29,86 0,135
uv 200 29,12 30,22 1,105
UV 200 31,33 30,22 1,105
UV 300 29,92 29,93 0,014
UV 300 29,95 29,93 0,014
NTC N/A 0,00 0,000
Enterococci uvo 22,63 22,69 0,056
uvo 22,74 22,69 0,056
uv 100 22,89 23,12 0,226
UV 100 23,34 23,12 0,226
UV 200 24,21 24,07 0,131
uv 200 23,94 24,07 0,131
UV 300 23,31 23,46 0,146
UV 300 23,46 23,46 0,146
NTC N/A 0,00 0,000
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7 Anhang

Gen Probe |Ct-Wert Ct-Mittelwert Ct-Standardabweichung
mecA uvo N/A 0,00 0,000
uvo N/A 0,00 0,000
UV 100 N/A 0,00 0,000
UV 100 N/A 0,00 0,000
UV 200 N/A 0,00 0,000
UV 200 N/A 0,00 0,000
UV 300 N/A 0,00 0,000
UV 300 N/A 0,00 0,000
NTC N/A 0,00 0,000
ermB uvo 22,17 22,37 0,195
uvo 22,56 22,37 0,195
uv 100 22,32 22,16 0,157
UV 100 22,00 22,16 0,157
uv 200 22,81 22,77 0,038
UV 200 22,72 22,77 0,044
UV 300 22,39 22,54 0,150
UV 300 22,69 22,54 0,150
NTC N/A 0,00 0,000
P. aeruginosa | UV O 33,12 33,27 0,155
uvo 33,43 33,27 0,155
UV 100 34,02 33,89 0,129
UV 100 33,75 33,89 0,134
UV 200 33,74 33,93 0,187
UV 200 34,11 33,93 0,187
UV 300 34,71 34,52 0,190
UV 300 34,33 34,52 0,190
NTC N/A 0,00 0,000
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7 Anhang

Nachweis und Quantifizierung der Antibiotikaresistenzgene vanA und blaVIM iiber
Standard PCR und anschlief3ende Gel-Elektrophorese. Densitometrischen Quantifizierung

(Light Units, Lumilmager Working Station, Lumi Analyst Software)

blaVIM

21 .112014 12.21.2014 16.4.2014 i 14.5.2014

A 7 —r— I T i — i

_'. - v

5000 bp
1500 bp

-

500 bp

e e i ort P s o
0Osin Osout! Osin Osout! Osin O:out! Osin Osout
1 1 » 1

Probendatum| BLU | DNA-Konzentration (ng/plL) | Zelldquivalente pro 100ng DNA
13/14.5. 2269,9 24,2 11.272
2824.,5 17,9 109.165
10/11.5. 1337,6 49,4 1.168
1830,7 14,9 2.300
11/12.2. 2101,4 13,8 8.919
2415,7 10,2 53.243
15/16.4. 2274 36,7 7.578
2317,4 16,8 20.320
18/19.2 2194,9 15,9 12.039
22449 17,2 14.093
20/21.1. 1569,6 54,2 1.184
2097,3 16,9 7.144
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vanA

21.1.2014 12.2.2014 19.2.2014 16.4.2014 14.5.2014 31.5.2014
[ . W |Hi . i \ k || . i
1000 bp! i i
500 bp ' . i . i
100bp W ! s .' . i
Osin  Osout!Osin  Osout}Osin Osou!EOsm Og)ut Q 0O: out g 3
Probendatum| BLU | DNA-Konzentration (ng/uL) | Zelldquivalente pro 100ng DNA
30/31.5. 2224,5 24,2 17.143
2069,9 17,9 12.020
13/14.5. 1337,6 49,4 1.194
1430,7 14,9 956
11/12.2. 2001,4 13,8 11.656
2115,7 10,2 14.201
15/16.4. 2174 36,7 9.122
2317,4 16,8 36.638
18/19.2 1994,9 15,9 9.841
2244,9 17,2 26.303
20/21.1. 1569,6 54,2 474
2097,3 16,9 14.303
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