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Zusammenfassung

Ein Ziel dieser Arbeit war zum einen die Untersuchung und Verbesserung erweiterter
Abwasserbehandlungstechnologien und/ oder deren Kombination mit biologischen Prozessen
an einer lokalen GroRRklaranlage zur Minimierung von Mutationsraten, horizontalem
Gentransfer und Antibiotikaresistenz-Selektion. Zu den Kriterien fiur die Auswahl der
Technologien gehért u.a. auch die Eliminierung von fakultativ pathogenen Bakterien, ARGs
und Schadstoffen. Es wurden verschiedene Abwasserbehandlungsoptionen betrachtet, die die
mikrobiologische Belastung, insbesondere mit fakultativ pathogenen Bakterien im Ablauf von
Klaranlagen reduzieren kbnnen, um eine angemessene Wasserqualitat zu erreichen.

Da Ozon haufig zur Beseitigung chemischer Mikroverunreinigungen eingesetzt wird,
konzentrierte sich diese Arbeit stark auf die Auswirkungen der Ozonbehandlung auf die
Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und auf die Verschiebung der mikrobiellen
Abwasserpopulation. Molekularbiologische Analysen ergaben eine unterschiedliche Dynamik
bei der Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und ARGs durch die erweiterten
Behandlungsmafinahmen des biologisch gereinigten Abwassers.

Die Gesamtkeimbelastung und die Mehrzahl der klinisch relevanten Untersuchungsparameter
wurden bei der Ozon- oder UV-Behandlung reduziert, aber nicht eliminiert. Hinsichtlich der
absoluten Haufigkeit, auf der Basis des filtrierten Abwasservolumens, fihrte die UV-
Behandlung zu geringen Reduktionswerten, wahrend die Ozonbehandlung und die
Kombination von Ozon und UV absolute Reduktionen von 70% bis unter die Nachweisgrenze
zeigten. Darlber hinaus konnten fakultativ pathogene Bakterien und ARGs innerhalb der
Uberlebenden Population, auf der Grundlage der extrahierten DNA, im Abwasser noch
nachgewiesen werden und einige wiesen eine erhohte relative Haufigkeit auf.

Die Ergebnisse der molekularbiologischen Analysen zeigten daher verschiedene selektive
Prozesse und spezifische Vermehrungsraten der Mikroorganismen auf der Grundlage ihrer
Anfalligkeit fur die Ozonbehandlung. Untersuchungen zur Wiederverkeimung zeigten, dass
insbesondere P. aeruginosa nach dreitagiger Inkubation von ozoniertem Abwasser in der
Populationszusammensetzung dominierte. Daher ist eine Kombination verschiedener
methodischer Ansétze erforderlich, um die mikrobielle Abwasserqualitdt umfassend zu
bewerten und angepasste Standardrichtlinien zu erstellen, die auch langfristige Effekte
berticksichtigen.

Immunologische Untersuchungen der innovativen Technologien zeigten, dass UV-Licht zu
chemischen Veranderungen, einschliel3lich Pyrimidin-Dimere, sowie Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimere (CPDs) und Pyrimidin-Pyrimidin (6-4)-Photoprodukte filihrte. Diese mutagenen
Lasionen verandern die Struktur der DNA und hemmen die Polymerasen und stoppen die
Replikation. Diese DNA-Lasionen traten nur nach einer UV-Behandlung auf, nicht aber nach

einer Ozon- oder Kombinationsbehandlung aus Ozon und UV.



Die Belastungssituationen im regionalen Bereich zeigten, dass Antibiotikaresistenzgene und
fakultativ pathogene Bakterien in Oberflachengewassern nachweisbar waren und dass die
gemessenen Haufigkeiten je nach Art des Oberflachenwassers, wie z.B. FlieRgewésser oder
Seen, variieren. Ebenso konnten die als besonders kritisch einzustufenden Resistenzgene, je
nach Standort, in geringen Haufigkeiten nachgewiesen werden. Deutlich wurden jedoch die
Auswirkungen der Klaranlagen auf die Abwasser aufnehmenden Gewasser. So konnte eine
geringere Belastung oberhalb der Einleitungsstelle der Klaranlage und eine Erhéhung der
Belastung unterhalb der Einleitungsstelle der Klaranlage beobachtet werden. Dariiber hinaus
wies die untersuchte Klaranlage im urbanen Gebiet eine hohere Belastungssituation auf als
die Klaranlage im landlich gepréagten Gebiet. So waren im Ablauf der landlichen Klaranlage 3
von 6 Parametern der fakultativ pathogenen Bakterien und keines der 6 als kritisch
einzustufenden Antibiotikaresistenzgene nachweisbar. Im Auslauf der stadtischen Klaranlage
konnten alle 6 Parameter der fakultativ pathogenen Bakterien und alle 6 als kritisch
einzustufenden Antibiotikaresistenzgene nachgewiesen werden. Diese unterschiedlichen
Belastungen im Ablauf der Klaranlagen spiegeln sich auch im Vorfluter wider. Es besteht daher
Handlungsbedarf in den jeweiligen Klaranlagen. Ein Vergleich von Flie3gewassern zeigte
auch, dass die Grundbelastung im l&ndlichen Gebiet geringer ist als im stadtischen Gebiet.
Die zusatzlichen Multiresistenzstudien vervollstdndigen das Bild und wiesen auf eine haufigere
Verteilung von 3 MRGN und vereinzelt auch 4 MRGN in den analysierten Wassersystemen
hin.



Abstract

One objective of this work was the development of concepts to evaluate and improve advanced
wastewater treatment technologies and/or their combination with biological processes on a
local wastewater treatment plant (WWTP) to be implemented in critical points (e.g., WWTP,
hospital effluents) to minimize mutation rates, horizontal gene transfer, and AR selection. The
criteria for the selection of the technologies also includes the elimination of other emerging
contaminants and pathogens. Several wastewater treatment options are discussed for their
capability to reduce the microbiological load especially with facultative pathogens in the final
effluent of wastewater treatment plants (WWTP) to achieve an adequate water quality. Still, a
coherent assessment concept is missing to prove the success of reduction efficiency of
microbial parameters. This is concerning the choice of technical operations as well as the

evaluation of their introduction.

Since ozone is frequently used to remove chemical micro-pollutants, this work tightly focuses
on the impact of ozone treatment on the reduction of facultative pathogens as well as the shifts
in microbial communities are of specific interest. Molecular biology analyses revealed different
dynamics of facultative pathogens and ARGs by the advanced treatments of conventionally

treated wastewater.

The overall bacterial load and the majority of other clinically relevant bacterial targets were
reduced during ozone or UV treatment, but not eliminated. Regarding the absolute abundance
based on volume, UV treatment led to minor reduction values, whereas ozone treatment and
the combination of ozone and UV showed absolute reductions ranging from 70% up to the
detection limit. Furthermore, the relative abundance within the surviving population based on
extracted DNA, showed that antibiotic resistance genes were also present in the effluents

under the adjusted parameters and some exhibited an increased relative abundance.

Hence, results from molecular biology analyses indicated different selective processes and
specific recovery rates of microorganisms based on their susceptibility towards the ozone
treatment. Regrowth experiments showed, that especially P. aeruginosa dominated in the
population composition after three days of incubation of ozonated wastewater. Thus, a
combination of different methodological setups is needed to evaluate microbial wastewater

gualities and to generate adjusted standard guidelines considering also long-term effects.

Regarding the DNA, UV light led to chemical alterations including pyrimidine dimers, as well
as cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and pyrimidine-pyrimidine (6-4) photoproducts.

These mutagenic lesions alter the structure of the DNA and inhibit polymerases and arrest the
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replication. These lesions weren’t found after ozonation or the combination of ozone and UV

treatment.

When considering the regional measurements, it can be stated that antibiotic resistance genes
and facultative pathogenic bacteria were detectable in surface waters and that, depending on
the type of surface water, such as running waters or lakes, the measured abundances vary.
Likewise, the resistance genes, which are to be classified as particularly critical, could be
detected in low abundances depending on the location. However, the impact of the wastewater
treatment plants on adjacent water bodies became clear. Thus, a lower load above the
discharge point of the WWTP and an increase in the load below the discharge point of the
wastewater treatment plant could be observed. The investigated WWTP in urban areas
showed a higher load situation than the wastewater treatment plant in rural areas. Thus, 3 of
6 parameters of facultative pathogenic bacteria and none of the 6 antibiotic resistance genes,
which are to be classified as critical, were detectable in the outlet of the rural WWTP. In the
outlet of the urban WWTP all 6 parameters of the facultative pathogenic bacteria and all 6
antibiotic resistance genes classified as critical could be detected. Furthermore, these different
load situations in the effluents of the WWTPs are reflected in the receiving water body.
Therefore, there is a need for action at the respective wastewater treatment plants. A
comparison of running waters also showed that the basic pollution in rural areas was lower
than in urban areas. The additional multi-resistance studies completed the picture and
indicated a more frequent distribution of 3 MRGN and occasionally also 4 MRGN in the

analyzed water systems.

Vi



Inhaltsverzeichnis

1.

EINIEITUNG ettt b e bbbt b b e b e 1
1.1.  Ursachen der ReSIStENZEVOIULION ........cccoceriiiriiniirieieieieieese et 1
1.2. Auswirkungen des Antibiotikaverbrauchs auf die Resistenzlage.........ccccocvvvecverennne 1
1.3. Die allgemeine Bedeutung der Problematik der Antibiotika-Resistenz........................ 3
1.4. Klaranlagen als ,HotSpots“ der bakteriellen Resistenzevolution ............cccccocvevenenee 7
1.5. Moglichkeiten der Uberwachung der aktuellen Resistenzlage in Klaranlagen.......... 10
1.6. Methoden zur Elimination von Antibiotika resistenten Bakterien und Antibiotika

Resistenzgenen in KIAranlagen...........coeeeiieeeiieecceceeee et 11

1.6.1.  Das OZONVEIMANIEN .....cc.ooiiiiieieieeeeeese ettt 14

1.6.2. DaAS UV-VEITANIEN ....ocuoviiiiiiieeeee sttt 16

1.6.3. Das Photo-Fenton-Verfahren...........coineceeseeeeeeeeeeese s 17

1.6.4. Das TiO2-Photokatalyse Verfanren..........ccceeeeiieececeeeeceeeeese et 17
1.7. Reparaturmechanismen nach innovativen Abwassertechnologien............ccccecueu..... 18
1.8.  Motivation dI€SEr AIDEIL .......c.ooeiriiirieirereee ettt 19

Material uUnd MEthOTEN ........ccoiiiiiiiiccc e 22
A S o (o) o 1= F= 1N 1 01T €= (1] o o TSR 22
2.2.  Untersuchungen zum Wiederverkeimungspotential...........cccooveveieeceneeceieceeciecveenn, 22
2.3.  Kultur-basierte Untersuchungsmethoden ...........cccooeeviieeiiiiceeie e 22
2.4. Untersuchungen zur Multiresistenz bei Gram-negativen Bakterien ............ccccocvvevenene.

............................................................................................................................................... 23

2.5. Lebend/ Tot-Diskriminierung mittels Propidiummonoazid (PMA) .......c.ccccoevevveerenen. 24

2.6.  Durchfliihrung der DNA-EXIraKtion .........ccccoiiieieieieeieseeee e 25

2.7.  Molekularbiologische UntersuchUngen ...........cocoviiierinenieneeereseee et 25

2.7.1. Quantifizierung der Belastungssituationen mittels quantitativer

Polymerasekettenreaktion (QPCR) .....coeeviiiiierieeeeeeeeee e e 25

2.8. Populationsanalysen mittels einer lllumina Shotgun Metagenomdatenalayse.......... 33
2.9. Antikorper basiertes Nachweissystem zur Detektion unterschiedlicher DNA

SCNAUEN ...ttt nr e 34

(o T=T 0] 0 7T 36
3.1. Lokale Untersuchungen an einer Gro3KIaranlage.........cc.cccoveveveieeceseeceeneeeereseenn, 36

3.2. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs nach der
mechanischen Abwasseraufbereitung ...........ccocveeererireerereeree e 38

3.2.1. Absolute Quantifizierung von fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs inkl.
einer Lebend/ Tot-Differenzierung ........ccoceeevereieineninneseseseeeeeeesesese e 38

viii



3.2.2. Relative Haufigkeiten von ARB und ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-
DIffEr€NZIEIUNG ..ottt sttt e re e e s teena e beereenes 41

3.3. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs nach der
biologischen Abwasseraufbereitung..........cccoevererereneieinnssseeeeeeeee e 43

3.3.1. Bestimmung absoluter Haufigkeiten der fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung .........ccccecevevevenenenicieenincnesenee 43

3.3.2.  Quantifizierung relativer Haufigkeiten von fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung ........ccccccoeeveveeeeveseeceseeeee e 46

3.3.3. Betrachtung der Belastungssituationen wahrend eines kompletten
konventionellen Reinigungsprozesses an der lokalen Klaranlage...................... 48

3.4. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs nach einer
OzZ0ONDENANAIUNG......eeiieiiriie ettt see e 51

3.4.1. Bestimmung absoluter Haufigkeiten von ARB und ARGs inkl. einer Lebend/
TOUt-DIffErE@NZIEIUNG ....veeieeieieeteeteseeee et 51

3.4.2. Quantifizierung relativer Haufigkeiten von fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung ..........cccceceveveveneneneieeenencnenenes 54

3.4.3. Untersuchungen weiterer Abwasserbehandlungstechniken durch Kombination
unterschiedlicher erweiterter Verfahrenstechniken ...........cccoceoeiveeeviiieveieenens 57

3.5. Auswirkungen erweiterter Abwasserbehandlungstechnologien auf die bakterielle

DINA ettt ettt R et R et R et e R e s e R et e s et e ne et e s e e s e st te st eaeneene 60
3.6. Metagenom-Untersuchungen zu den Auswirkungen von Ozon auf die bakterielle
ADWASSEIPOPUIALION ......cvieieiicieeeceee ettt st e s te e besreessesneeneas 62
3.7. Wiederverkeimungspotentials der Abwasserpopulation nach einer Ozon-
= T=] =TT |11 ] o TSP 67
3.7.1. Wiederverkeimungspotential und Populationsveranderungen nach der
Ozonbehandlung anhand von Metagenomanalysen...........cccccccceveeveeveeeeneenneenne. 69

3.8. Regional unterschiedlich gepragte Siedlungsgebiete und das Auftreten von
fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs in abwasserbeeinflussten Systemen... 71

381 Einfluss von Klaranlagen auf das aufnehmende Gewasser ..........cccccoceeveevenne. 71
3.8.2  Auswirkungen der Abwassereinleitung in unterschiedlich gepréagten
Siedlungsgebieten anhand Kultur-basierter Untersuchungen...............cccco........ 76
3.8.3  Auftreten von mehrfach resistenten Bakterien in den verschiedenen
SIedIUNGSGEDIEIEN ... s 76
Europa-weite Untersuchungen zur Belastung von Aufbereitetem Abwasser aus
Klaranlagen mit Antibiotika-resistenten Bakterien und Antibiotikartickstéanden................ 79
DISKUSSION.....ctitiieteietete ettt b bbbttt b e bt s b e b et et e e et et e bt e b ebesbeneennas 87
LIteratUrVErZEICNNIS ...cc.e ettt sttt et e st st eesee e e e teeneeneeseeeneens 97
Y ] = T RS 114

7.1. Absolute Haufigkeiten der ARB wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen
eiNer GroBBKIATANIAQE ......cceveeieeee ettt st sneeneas 114



7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.
7.7.
7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

7.12.

7.13.

Absolute Haufigkeiten der ARGs wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen
€iNer GroBKIArANIAQE ......ccveveeeeiceeeeceeeee ettt st e st e ra e s re e e e s reeanas 116

Relative Haufigkeiten der ARB wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen
einer GrofBKIArANIAGE .......cceeererierieieeee et 119

Relative Haufigkeiten der ARGs wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen
einer GroBBKIArANIAGE .......ccoeivereieiee et 121

Auswirkungen der biologischen Abwasseraufbereitung auf die bakterielle Population

............................................................................................................................................. 124
Auswirkungen der Ozonbehandlung auf die bakterielle Abwasserpopulation........ 125
Reduktionseffizienzen innovativer Abwasserbehandlungstechniken....................... 126

Wiederverkeimungspotential nach der biologischen Aufbereitung anhand absoluter
und relativer HAUTIGKEITEN.........cooiiieeeieeeeee e 127

Wiederverkeimungspotential nach der Ozonung anhand von Populationsanalysen ..

Auftreten von ARB und ARGs in abwasserbeeinflussten aquatischen Systemen
im urbanen SiedlUNGSOEDIET..........ooi it 129

Auftreten von ARB und ARGs in abwasserbeeinflussten aquatischen Systemen
im landlichen SiedlungSgeDIet ...........coeiiiriiin e 130

Kultur-basierte Untersuchungen des Klaranlageneinflusses im urbanen
SIEAIUNGSGEDIET.......ooiieeieeceeeee ettt re e e sneenees 132

Kultur-basierte Untersuchungen des Klaranlageneinflusses im landlich gepragten
SIEAIUNGSYEDIET.......ooeieeeeeeeecee ettt et s re b e s beeanas 132



AbkuUrzungsverzeichnis

6-4-PP
AMR
ARB
ARG

BD

CIP
Cl,

CPD

CSPD

CTX
Da
DDD
DNA
dNTPs
DOC
ECDC
EDTA
ESBL
EU
EWR

Fe

6-4-Photoprodukt

antimicrobial resistance, Antimikrobielle Resistenz
Antibiotic resistant bacteria, Antibiotika resistente Bakterien
Antibiotic resistance gene, Antibiotika-Resistenzgen
Becton Dickinson

Basenpaar

Cytosin

Ceftazidim

Kohlenstoffbindung

Ciprofloxacin

Chlor

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere

Disodium 3-(4-methoxyspiro {l,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro)tricyclo[3.3.1.1%"]decan-
4-yl) phenyl phosphate; chemiluminescent alkaline phosphatase substrate for
protein or nucleic acid blotting on nitrocellulose membranes

Cefotaxime

Dalton

defined daily dose, definierte Tagesdosis
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonukleotidtriphosphate

disolved organic carbon, geloster organischer Kohlenstoff
European Centre for Disease Prevention and Control
Ethylendiamintetraessigsaure

Extended-spectrum B-lactamases, erweitertes Spektrum an 3-Laktamasen
Europaische Union

Europaischer Wirtschaftsraum

Eisen

Guanin

Xi



H.0>
H.S
HAC
HGT
IfSG
IMI
KBE
KLA
KRINKO
LAC
LB-Medium
LEV
LOD
MDR
MEM
MENT
mFC
MGE
MH
MHK
Mn
MRGN
MRSA
NaCl
NaOH
ND
NKB

NTC

Wasserstoffperoxid

Schwefelwasserstoff

High Antibiotic consumption, hoher Antibiotikaverbrauch

Horizontaler Gentransfer
Infektionsschutzgesetz
Imipenem
Kolonie-bildende Einheiten

Klaranlage

Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention

Low antibiotic consumption, niedriger Antibiotikaverbrauch

Luria-Bertani-Medium

Levofloxacin

Limit of Detection, Detektionslimit
Multidrug resistant, Mehrfach resistent
Meropenem

Membran geeigneter Enterokokken Agar
Membran geeigneter Fakaler Coliformen Agar
Mobile genetische Elemente

Muller Hinton

Minimale Hemmkonzentration

Mangan

Multiresistente Gram-negative
Methicillin-resistente S. aureus
Natriumchlorid

Natriumhydroxid, Natronlauge

nicht detektiert

Nachklarbecken

no template control

Xii



PC Membran
PCoA

PCR

PMA

PRL

PTZ

gPCR
recA

RKI

RNA

ROS

RT
TBS-Puffer
TEM

TiO>
TrinkwV

Tris/HCI
Puffer

TrisHCI
TTBS
UNK
uv
VBNC
WHO
XDR

ZVK

Polycarbonat-Membran

Principal Component Analysis, Hauptkomponentenanalyse
Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Propidiummonoazid

Piperacillin

Piperacillin/Tazobactam

gquantitative PCR

Gen fur Rekombinase A

Robert Koch Institut

Ribonukleinséure

reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
Raumtemperatur

Tris-buffered saline Puffer

Temocillin

Titandioxid

Trinkwasserverordnung

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/ Hydrochlorid Puffer

TRIS Hydrochlorid

TBS-Puffer mit Tween 20

Ubernachtkultur

Ultraviolett

Viable but not cultivable

World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
extensively drug-resistant, &uf3erst resistent

Zweckverband Klarwerk

xiii



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Chronologische Darstellung der Entwicklung und Markteinfihrung
unterschiedlicher Antibiotika und die Detektion des ersten resistenten Bakteriums gegen das
entsprechende ANtIDIOTIKUM ........cc.oiiiiir et 4
Abbildung 2: Darstellung der Antibiotikaverbrauchsanteile in Deutschland............c.ccccccvevene.... 5
Abbildung 3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Zulaufe, die zu diversen
Belastungssituationen an Klaranlagen beitragen und maogliche Verbreitungswege des
OEKIAIEN ADWASSEIS ...ttt sttt b e bt e bttt be bt se b nnen 8
Abbildung 4: Zusammenfassung und Uberblick Uber die Haufigkeiten der ARGs aus 18
Studien, die in Zufluss- und Abflussproben konventioneller Klaranlagen nachgewiesen

LU0 1= o OO SPRSRRRSRTRPRRPRPRIN 12
Abbildung 5: Potentielle innovative Abwasserbehandlungen basierend auf unterschiedlichen
OXIOALIONSPIOZESSEN......eveeeieeteeeiecte ettt ettt et e ste e etesteeaesbeeta e besbeessesteessessesteessassesssensesseessessesseans 14
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probenahmestellen fur die lokalen
Untersuchungen an der GroBKIAranlage...........ccoveeeiiieeieiieieceseeese ettt 38
Abbildung 7: Belastungssituationen im Ablauf der mechanischen Reinigung...........cccocceeee 41
Abbildung 8: Belastungssituationen im Ablauf des Nachklarbeckens.........c.ccccocevvvvvcvennnennen. 46

Abbildung 9: Darstellung der gPCR-Analysen von taxonomischen und Antibiotikaresistenz-
Markern wahrend der konventionellen Abwasserbehandlung einer lokale, kommunalen

LT (o] K 4 F= T =T g] = To =TSR SURRRR 50
Abbildung 10: Belastungssituationen im Ablauf der Ozonbehandlung .........cccceceevvvvecvenereennen. 53
Abbildung 11: Darstellung der gPCR-Analysen von taxonomischen und Antibiotikaresistenz-
Markern in mit innovativen MaRnahmen behandelten Abwasserproben einer kommunalen

KIBFANIAGE ...ttt ettt ettt et e s te e b et e s ae e besbeenbesbeesaebesseenbesbeensestessaentesreanes 57
Abbildung 12: Detektion der Cyclobutan-Pyrimidin Dimere und der 6-4 Photoprodukte nach
innovativen BehandlungsteChNOIOGIEN..........c..ooviiiiiieeeeceee e 61

Abbildung 13: Populationsanalysen des Ablaufs des Nachklarbeckens und dem Ablauf der
Ozonung mit und ohne Lebend/Tot-Diskriminierung mittels lllumina HiSeq Sequenzierung. 64

Abbildung 14: Wiederverkeimungspotential im Ablauf der Ozonbehandlung.........c..cccceceveene 69
Abbildung 15: PCoA Darstellung der MetagenomanalySen............cccceeceveeeeneeeenieneseeseeseennns 70
Abbildung 16: Darstellung des Einflusses der Klaranlage auf das aufnehmende Gewasser
anhand einzelner ausgewahIter Parameter...........ccccivieierieieiiieeieseseeie et eneens 72
Abbildung 17: Darstellung ausgewahlter Parameter der unterschiedlichen
Klaranlagenauslaufen, entsprechend der Art des Siedlungsgebiets.........ccccvvveeeevenceeninenenne, 74
Abbildung 18: Darstellung ausgewahlter Parameter von klaranlagenbeeinflussten Gewassern
............................................................................................................................................................... 75
Abbildung 19: Relative Genhaufigkeiten, der Zulaufproben von L&ndern mit hohem und
niedrigem AntiDIOTKAKONSUM ........ccoiiiiee e 82
Abbildung 20: Vergleich der durchschnittlichen relativen Haufigkeit der ARGs im Zufluss und
im Ablauf fir die Klassen mit signifikant unterschiedlichen Werten .........c.ccocoevevvinncncnene. 83
Abbildung 21: Wiederverkeimungspotential im Ablauf des Nachklarbeckens........................ 127

Abbildung 22: Populationszusammensetzung und Auswirkungen des
Wiederverkeimungspotentials 72h nach einer Ozonbehandlung mittels einer

MetagenNOMEANAIYSE. .......ccueiriiiieinictce ettt sttt 128
Abbildung 23: Mikrobiologischen Untersuchungen im Bereich der urban gepragten
(=TT o] = Vo = RSP TRPR 132

Xiv



Abbildung 24: Mikrobiologischen Untersuchungen im Bereich der landlich geprégten
(T T o] = Vo = TSP RPR

XV



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Liste klinisch relevanter fakultativ pathogener Bakterien...........c.cccceeeveeeinenencnenne. 2
Tabelle 2: Auflistung des prozentualen Anteils der Ausgangssubstanz, welche nach
Durchgang durch den Patienten unverandert im Urin ausgeschieden wird ..........ccccooceeeevennns 9
Tabelle 3: Auflistung der fir die KRINKO relevanten getesteten Antibiotika im

L =TS Y (= A (= PSS 24
Tabelle 4: Standardthermoprofil fiir die Untersuchungsparameter der gPCR Analysen aller
PrIMEISYSIEIMIE ..ottt ettt st e et e s beeae et e s be et e steesaeteeseessesseensestessaensesreenes 27
Tabelle 5: Thermoprofil fiir der Untersuchungsparameter blavivz........cccveevveevieerieenecesensienns 27
Tabelle 6: Molekularbiologische Untersuchungsparameter zur Detektion von fakultativ
PATNOGENEN BAKLIEIEN .....cviiiitiieeeee ettt sttt ettt ebe e nen 28
Tabelle 7: Molekularbiologische Nachweissysteme fiir die untersuchten, haufig
vorkommenden Antibiotika-ReSIStENZGENEN ..........ccoiiiiirireee e 29
Tabelle 8: Molekularbiologische Nachweissysteme fir die untersuchten, intermediar
vorkommenden Antibiotika-ReSIStENZGENEN ..........ccoiiiiiririeeee e 29
Tabelle 9: Molekularbiologische Nachweissysteme fir die untersuchten, selten
vorkommenden und als besonders kritisch zu wertende Antibiotika-Resistenzgenen............ 30
Tabelle 10: Geradengleichungen aller Untersuchungsparameter zur Berechnung der
ZEIAGUIVAIBINTE ......oeeiitieteste ettt ettt a e bbbttt e e eae b ebe b b e 31
Tabelle 11: Auflistung der untersuchten Probenahmestellen ..., 38
Tabelle 12: Multiresistenzanalysen im urban und landlich gepragten Raum..............ccccueun...... 78
Tabelle 13: Konzentrationen (ng/L) der 17 Antibiotika, die in den Proben aus den 13
Klaranlagen naChgeWieSEN WUIAEN ...........cci ettt sttt ettt et s 86

Tabelle 14: Molekularbiologische Untersuchungen der absoluten Haufigkeiten von fakultativ
pathogener Bakterien nach verschiedenen Abwasserbehandlungstechnologien und die
Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von gPCR-Analysen............cccocvveveeevennenns 114
Tabelle 15: Maximale und minimale Abweichungen der absoluten Haufigkeiten der
taxonomischen Parameter der unterschiedlichen Abwasserbehandlungstechnologien der

(€] (o] K] 4 F= T =T ] = To [T UR ST 115
Tabelle 16: Molekularbiologische Untersuchungen der absoluten Haufigkeiten der
Antibiotika-Resistenzgene nach verschiedenen Abwasserbehandlungstechnologien und die
Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von gPCR-Analysen............cccoceveveeerenennns 116
Tabelle 17: Maximale und minimale Abweichungen der absoluten Haufigkeiten der
untersuchten Resistenzgene der unterschiedlichen Verfahrenstechniken der Grof3klaranlage.

Tabelle 18: Molekularbiologische Untersuchungen der relativen Haufigkeiten der fakultativ
pathogener Bakterien nach verschiedenen Abwasserbehandlungstechnologien und die
Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von gPCR-Analysen...........ccccceevvevevieennnne. 119
Tabelle 19: Maximale und minimale Abweichungen der relativen Haufigkeiten der
taxonomischen Parameter der unterschiedlichen Reinigungsstufen der Grof3klaranlage.... 120
Tabelle 20: Molekularbiologische Untersuchungen der relativen Haufigkeiten der Antibiotika-
Resistenzgene nach verschiedenen Abwasserbehandlungstechnologien und die
Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von gPCR-Analysen.........c.ccccceevveveiennenne. 121
Tabelle 21: Maximale und minimale Abweichungen der relativen Haufigkeiten der
untersuchten Resistenzgene der unterschiedlichen Reinigungsstufen der GroRRklaranlage.122
Tabelle 22: Lebend-/Gesamtverhaltnis der im Auslauf des Nachklarbeckens (NKB)
VOrNaNAENEN GAUNGEN ........oiviiieieeeeee ettt sttt st e te s st et e stesaeenseseeensenseeneenes 124



Tabelle 23: Lebend-/Gesamtverhaltnis der im Auslauf der Ozonanlage vorhandenen

(=11 LU 0 =T o I RSSO 125
Tabelle 24: Reduktionseffizienten der innovativen Abwasserbehandlungstechnologien auf
taxonomische und Antibiotika-ResiStenz Markergene..........cccoveveveeeeveieeceeseseese e 126
Tabelle 25: Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen im urban gepragten
SIEAIUNGSGEDIET. ...ttt b e st b e bbb e nen 129
Tabelle 26: Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen im landlich gepragten
SIEAIUNGSGEDIET. ...ttt b e st b et s b sne e nes 130
Tabelle 27: Belastungssituation wahrend des Klarprozesses und Erfassung des
Wiederverkeimungspotentials anhand Kultur-basierter Nachweismethoden......................... 131

XVii



1. Einleitung

1.1. Ursachen der Resistenzevolution
Auf der Welt existieren ca. 5x10%° Bakterien, von denen ein Grofteil nicht pathogen ist.

Wahrend der Evolutionsgeschichte haben Bakterien die Fahigkeit erworben, bioaktive
Molekiile u.a. auch Antibiotika zu produzieren, die in einem Fitnessvorteil gegentiber anderen
Bakterien resultieren kénnen. Parallel konnten sich im Laufe der Evolution auch eine Vielzahl
an verschiedenen Resistenzmechanismen etablieren (Finley et al., 2013, Gaze et al., 2013,
Rodriguez-Rojas et al., 2013). Beispielsweise besteht ein Resistenzmechanismus darin, dass
es zu einer, durch die Antibiotika ausgelosten, erhéhten Mutationsrate kommt (sog. mutators),
welche durch unterschiedliche Veréanderungen wahrend der Mismatch-Reparatur verursacht
werden (Rodriguez-Rojas et al., 2013). Dabei ist es auch mdglich, dass Gene Ubertragen
werden, welche nicht direkt mit dem verwendeten Antibiotikum in Verbindung gebracht werden
kénnen, u.a. durch die Lokalisierung der Gene auf demselben mobilen genetischen Element
(Gaze et al., 2013). Dadurch besteht die Gefahr der Ubertragung mehrerer resistenzbildender
Gene, was dazu fihren kann, dass mehrere Resistenzen gleichzeitig bei Bakterien vorhanden
sein kdénnen (multidrug resistant bacteria, MDR). Wiederum andere Antibiotika l6sen bei
Bakterien erhdhte Mutationsraten durch das Hervorrufen oxidativer Schaden, das Ausldosen
der SOS-Antwort, die Umverteilung des Nukleotid-Pools oder auch generellen
Stressantworten aus (Rodriguez-Rojas et al., 2013). Des Weiteren kann die Produktion
radikaler Sauerstoffspezies (radical oxygen species, ROS) Schaden auf zellularer Ebene
herbeifihren und Proteine, Lipide, aber auch die DNA schadigen. Dies hat wiederum die
Aktivierung der SOS-Antwort zur Folge, wodurch es zu einer gesteigerten Expression
spezieller Polymerasen kommt, welche unspezifisch tber DNA-Schaden hinweglesen und
dadurch die Mutationsrate erhohen. Eine weitere wichtige Rolle beim Erwerb von

Resistenzgenen spielt der horizontale Gentransfer (HGT) (Rodriguez-Rojas et al., 2013).

So besteht die Gefahr, dass es durch den anthropogenen Einfluss zu Ubertragungen von
Resistenzen in klinisch relevante Pathogene kommt. Um dem entgegen zu wirken, missen
Verbesserungen im Abfall- und Abwassermanagement gemacht werden, besonders im
Hinblick auf Antibiotika-Ruckstdnde und Antibiotika resistente Bakterien (ARB). Hierfur ist ein
»,OneHealth* Ansatz nétig, der die unterschiedlichen Bereiche zusammenfiihrt, um gemeinsam
nach einer effektiven Lésung fir die Verhinderung der Verbreitung und Entwicklung von

Antibiotika-Resistenzen zu suchen (Finley et al., 2013).

1.2. Auswirkungen des Antibiotikaverbrauchs auf die Resistenzlage
Allgemein berichtet die ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) in ihrem

LAMR surveillance“ Bericht aus dem Jahr 2018 von einer sehr diversen antimikrobiellen
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Resistenzlage in Europa (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018). Dabei
werden u.a. die der ESKAPE-Gruppe zugeordneten Bakterien betrachtet, zu denen
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebisella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter spp. gehoren. Diese sind in
Krankenhausern immer haufiger anzutreffen und weisen zunehmend Resistenzen gegen viele
antimikrobielle Substanzen auf (Rice, 2008). Auch die WHO hat eine Liste mit solchen
Risikobakterien erstellt, die u.a. auch die ESKAPE-Gruppe umfasst (Tacconelli et al., 2017)
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Liste klinisch relevanter fakultativ pathogener Bakterien. Gezeigt ist die priorisierte Auswabhl
Antibiotika resistenter Bakterien der WHO, die dazu dienen soll, die Forschung und Entwicklung neuer

und wirksamer Antibiotika-Behandlungen entsprechend den Vorgaben zu forcieren (Tacconelli et al.,
2017).

Prioritat 1 KRITISCH

Acinetobacter baumannii Carbapenem resistent

Pseudomonas aeruginosa Carbapenem resistent

Enterobacteriaceae Carbapenem resistent, ESBL-Produzent

Prioritat 2 HOCH

Enterococcus faecium Vancomycin resistent

Staphylococcus aureus Methicillin resistent, Vancomycin-
resistent

Helicobacter pylori Clarithromycin resistent

Campylobacter spp. Fluoroquinolon resistent

Salmonellae Fluoroquinolon resistent

Neisseria gonorrhoeae Cephalosporin resistent, Fluoroquinolon
resistent

Prioritat 3 MITTEL

Streptococcus pneumoniae Penicillin unempfindlich

Haemophilus influenzae Ampicillin resistent

Shigella spp. Fluoroquinolon resistent

Bei der Resistenzentwicklung spielen unter anderem die Bakterienspezies, als auch die am
haufigsten verwendeten Antibiotika-Klassen eine entscheidende Rolle. Dadurch lasst sich

durch die geographische Lage u.a. ein Nord-Sid, als auch einem West-Ost-Gefalle aufzeigen.



Im Jahr 2018 waren 58,3% der gemeldeten E. coli Isolate und 37,2% der K. pneumoniae
Isolate gegen mindestens eine antimikrobielle Gruppe resistent. Resistenzen gegen mehrere
antimikrobielle Gruppen traten haufig auf. Bei den meisten Kombinationen aus Gram-
negativen Bakterienarten und antimikrobiellen Gruppen waren die Veranderungen der
Resistenzprozentsatze zwischen 2015 und 2018 moderat. Im Fall von Streptococcus
pneumoniae zeigte sich eine stabile Resistenzsituation, jedoch mit groRen
landerlbergreifenden Schwankungen. Bei S. aureus setzte sich der in den Vorjahren
gemeldete Rickgang des Prozentsatzes der Methicillin-resistenten (MRSA) Isolate im Jahr
2018 fort. Aufgrund des immer noch hohen Aufkommens von MRSA in mehreren Landern,
sowie dem haufigen Auftreten von kombinierten Resistenzen gegen andere antimikrobielle
Gruppen bleibt MRSA ein wichtiger Erreger in der EU/EWR. Eine besonders
besorgniserregende  Entwicklung war der Anstieg des bevolkerungsgewichteten
Durchschnittsprozentsatzes fir Vancomycin-resistente E. faecium (VRE) von 10,5% im Jahr
2015 auf 17,3% im Jahr 2018. Eben diese Entwicklungen unterstreichen die Notwendigkeit
einer genauen Uberwachung. Die fir 2018 gesammelten Daten zeigen, dass die
antimikrobielle Resistenz (AMR) nach wie vor eine ernsthafte Herausforderung darstellt. Trotz
der politischen Priorisierung von Antibiotika-Resistenz als Bedrohung fir die offentliche
Gesundheit ist klar, dass die Mal3Bnahmen der 6ffentlichen Gesundheit zur Bewaltigung der
Situation nach wie vor unzureichend sind. Desweitern ist es von grof3ter Wichtigkeit, dass eine
direkte und effektive Behandlung von Infektionen mit Antibiotika weiterhin gewahrleistet

werden kann (Bell et al., 2014, European Centre for Disease Prevention and Control, 2018).

1.3. Die allgemeine Bedeutung der Problematik der Antibiotika-

Resistenz
Durch den massiven Einsatz von Antibiotika im medizinischen Bereich, sowie in der

Veterinarmedizin und der Landwirtschaft, hat sich die Problematik der Resistenzentwicklung
zu einem landerubergreifenden Problem entwickelt. Auch die World Health Organization
(WHO) beschreibt das Auftreten und die Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen als globale
Herausforderung, was verstéarkt zu einem Problem im Gesundheitswesen heranwachsen kann
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2009, World Health Organization, 2014,
World Health Organization, 2018). Verschlimmert wird dieser Prozess durch die ricklaufige
Entwicklung neuer antibakterieller Wirkstoffe und der teileweise schnellen Resistenzbildung
durch die Bakterien (Clatworthy et al., 2007, European Centre for Disease Prevention and
Control, 2009, Alexander et al., 2015, Alexander et al., 2016, Hembach et al., 2017, Jager et
al., 2018a) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Chronologische Darstellung der Entwicklung und Markteinfihrung unterschiedlicher
Antibiotika (oben) und die Detektion des ersten resistenten Bakteriums gegen das entsprechende
Antibiotikum (unten) (Clatworthy et al., 2007).

In einer Veroffentlichung von Bell et al.,, 2014 wird darauf hingewiesen, dass bakterielle
Infektionen langfristig behandelbar bleiben miussen. In der Studie konnte ein Zusammenhang
zwischen dem Antibiotika-Verbrauch in der europdischen Bevélkerung und der
Resistenzentwicklung bei Bakterien festgestellt werden. Hierfur wurden 243 Studien
analysiert, von denen % eine positive Korrelation zwischen Antibiotika-Verbrauch und —
Resistenz zeigten. Grof3tenteils lag der Fokus der analysierten Studien auf den Bakterien
Streptococcus spp., Staphylococcus spp. und Enterobakterien (z.B. E. coli). Bei den
Antibiotika zahlten R-Laktam Antibiotika, Makrolide, Sulfonamide und Quinolone zu den am
haufigsten untersuchten Gruppen (Bell et al., 2014). In der Publikation konnte neben einer
positiven Korrelation des Tetracyclin Verbrauchs und Tetracyclin-resistenter S. pneumoniae
auch eine positive Korrelation im Fall der Resistenzlage und des Quinolon Verbrauchs
hergestellt werden. Weitere Korrelationsanalysen mit demographischen oder geographischen
Parametern zeigten im Fall des Antibiotika-Verbrauchs und der damit verbundenen
Resistenzentwicklung nur geographische Korrelationen. Fur die demographischen Parameter
konnte keine Korrelation mit einzelnen Bevolkerungsschichten nachgewiesen werden. Die
geographischen Parameter zeigten bei sideuropédischen Landern eine deutlich starkere
positive Korrelation zwischen Antibiotika-Verbrauch und Resistenzentwicklung. Um eine
rucklaufige Resistenzentwicklung zu erzielen, appellieren die Autoren fur einen
gewissenhaften Umgang mit Antibiotika. So hoffen sie, dass es durch die Reduktion der
Quinolon-Behandlung bei E. coli Infektionen zu einem entsprechenden Resistenzriickgang
kommen kénnte (Bell et al., 2014).



Jedoch werden Antibiotika nicht nur im medizinischen Bereich eingesetzt. Auch in der
Landwirtschaft, in Aquakulturen und in unterschiedlichen Industriezweigen (z.B.
Pharmaindustrie) finden diese Anwendung und tragen auf unterschiedlichste Weise zur
Antibiotika-Resistenzentwicklung bei. So kommen z.B. in Deutschland 85% aller genutzten
Antibiotika bei Tieren zur Anwendung. Tierische Ausscheidungen werden in der Landwirtschaft
wiederum als Dunger fir die Felder verwendet, wodurch es zur Austragung von Antibiotika
und Antibiotika-resistenten Bakterien in die Umwelt kommt. Einerseits kdnnen einige der
Antibiotika sich im Boden anreichern, da sie sich nur langsam abbauen, andererseits kbnnen
die Antibiotika durch Ausschwemmungen auch in aquatische Habitate eingetragen werden
(Wellington & Van Elsas, 2013, Jechalke et al., 2014). Dadurch kdnnen die Antibiotika-
Konzentrationen in der Umwelt, je nach Eintragungsort, stark variieren. Die restlichen 15% der
verwendeten Antibiotika finden ihren Einsatz im humanmedizinischen Bereich, wobei 85%
davon dem ambulanten Bereich zugeschrieben werden missen (Meyer et al.,, 2013)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung der Antibiotikaverbrauchsanteile in Deutschland (Meyer et al., 2013).

So kénnen anthropogene Einflisse auf die Umwelt, je nach Siedlungsgebiet, unterschiedlich
ausgeprégt sein. In landlichen Gegenden kdnnen landwirtschaftlich genutzte Flachen eine
wichtige Bedeutung haben. Uber die Ausbringung unterschiedlicher Stoffe auf die Felder, wie
Gulle, Dunger oder Pestizide oder Ablaufe aus der Viehzucht kbénnen neben Nahrstoffen,
Pestiziden, Antibiotika, Metallen und Salzen auch fakultativ pathogene Bakterien in die Umwelt
gelangen (Khatri & Tyagi, 2015). Andere Studien konnten mittels qPCR-Analysen einen
Unterschied in der Belastungssituation anhand der verschiedenen Siedlungsgebiete
feststellen (Chen & Zhang, 2013). In einer weiteren Studie konnten im landlichen Raum



Carbapenemase Produzenten identifiziert werden, jedoch keine extensiv resistenten Isolate
(extensively drug-resistant; XDR). Carbapenem-Antibiotika werden zurzeit groRtenteils flr die
Behandlung von nosokomialen Infektionen mit gramnegativen Bakterien und vor allem bei
ESBL-resistenten Bakterien eingesetzt (Mdiller et al.,, 2018). Diese Carbapenemase
Produzenten kénnen u.U. durch Abschwemmungen von mit Gillle behandelten Feldern
stammen. Im urbanen, von Kliniken beeinflussten Gebiet konnten sowohl MDR, als auch XDR
Bakterien in der Klaranlage, als auch im Oberflachenwasser gefunden werden (Miller et al.,
2018). Weist ein Bakterium Resistenzen gegen mehrere Antibiotikaklassen auf, wird es als
MDR bezeichnet. Ist es gegen mehrere Antibiotika resistent und weist zusétzlich eine hohe
Wahrscheinlichkeit auf gegen alle oder fast alle zugelassenen Antibiotika resistent zu sein,

wird der Begriff ,extensively drug resistant*(XDR) verwendet (Magiorakos et al., 2012).

Besonders kritisch ist der globale Anstieg an Carbapenemase produzierenden
Enterobacteriacae, denn durch die schwierige Behandlungssituation wird oftmals im Falle
einer Infektion mit Carbapenem-resistenten Bakterien auf das Reserveantibiotikum Colistin
zurlickgegriffen, was in einem erhdhten Verbrauch dieses Polymyxins resultiert. Des Weiteren
besteht durch die Eintragung der entstandenen und selektierten MDR Bakterien in die Umwelt
ein potentielles Risiko einer kritisch zu wertenden Kolonisierung des Menschen durch Kontakt
mit Ab- und Oberflachenwasser (Mller et al., 2018). Sogar eine Kolonisierung mit Bakterien,
die bereits ein solches Resistenzgene tragen, Uber das Trinkwasser kann laut der Autoren
nicht ausgeschlossen werden. Die Zunahme an Resistenzen gegen Reserveantibiotika wie
z.B. Carbapeneme, Glykopeptide und Polymyxine, hat schon in Einzelfallen zu nicht mehr
behandelbaren Infektionen beim Menschen gefiuihrt. XDR Isolate konnten in l&ndlichen
Gebieten noch nicht detektiert werden, was u.a. Krankenh&user als Hauptquelle dieser hoch-
Risiko Bakterien nahelegt (Miller et al., 2018). Eine Studie zu MDR Bakterien von Narciso-da-
Rocha und Manaia, (2016) verwendet neben dem Agardiffusionstest zur Resistenzanalyse
u.a. molekularbiologische Methoden. Sie konnten zeigen, dass das Hauptreservoir an
Antibiotikaresistenzen in der Umwelt bei Actinobacteria, Proteobacteria und Bacteroidetes
liegt. So gehorten alle Isolate, die gegen 4 Antibiotika-Klassen resistent waren diesen Phyla
an. Die Analyse auf Gattungsebene konnte Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter,
Shigella, Aeromonas, Burkholderia und Cupriavidus identifizieren (Narciso-da-Rocha &
Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia,
2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-
Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia,
2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016)(Narciso-da-
Rocha & Manaia, 2016). Diese weisen ein ubiquitdares Vorkommen auf und sind potentiell
pathogen. Weitere detektierte Gattungen, die jedoch mit Wildtieren assoziiert sind, waren

Clitronophage, Chryseobacterium und Pedobacterium. Die gefundenen MDR Isolate zeigten
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jedoch keine Uberlappungen mit Resistenzen, die aus klinisch relevanten Pathogenen bekannt
sind (Narciso-da-Rocha & Manaia, 2016).

In einer weiteren Studie, die sich mit Bakterien mit Mehrfach-Antibiotika-Resistenzen
(Multidrug Resistance, MDR) beschéftigt, wurden 31787 Antibiogramme aus Krankenh&ausern
aus dem Niederlandisch/Deutschen Grenzgebiet mit den jeweiligen landesublichen
Interpretationsmethoden ausgewertet. Es konnte gezeigt werden, dass 73,7 % der
Antibiogramme keine Mehrfach-Resistenzen aufwiesen. Nach dem niederlandischen System
konnten jedoch 24,5 %, nach dem deutschen System nur 12,9 % als mehrfach resistente
Isolate eingestuft werden (Kock et al., 2018). Daher miissen harmonisierte Methoden nicht nur
im medizinischen Bereich, sondern auch allgemein in der Forschung angewandt werden, um
eine internationale vergleichbare Datenlage zu erzeugen und einen generellen Uberblick tiber
das Ausmall zu erhalten. Des Weiteren ist es sinnvoll, um der Resistenzentwicklung
entgegenzuwirken, eine Sensibilisierung bei der Vergabe von Antibiotika in den diversen
Einsatzgebieten voranzutreiben. Sowohl eine Unterbrechung der Verbreitungswege von ARB
und die Resistenzentwicklung bei Bakterien miissen gestoppt werden, indem entsprechende

Malnahmen auf internationaler, als auch auf nationaler Eben getroffen werden.

1.4. Klaranlagen als ,,HotSpots“ der bakteriellen Resistenzevolution

Aus den unterschiedlichsten Bereichen, wie der Agrarwirtschaft, Industrie, Krankenh&ausern
und dem kommunalen Bereich gelangen Abwasser mit unterschiedlich starken Belastungen
an Antibiotika, Antibiotika resistenten Bakterien (ARB) und Antibiotika-Resistenzgenen
(ARGS) in Klaranlagen. Durch die Einleitung dieser unterschiedlich beeinflussten Abwéasser in
die Klaranlagen gilt diesen eine besondere Aufmerksamkeit, da diese, als zentrale Systeme,
eine gute Moglichkeit der gerichteten Intervention und Kontrolle der Belastungssituation bieten
(Abbildung 3). So kénnen hier Belastungen ermittelt werden und zielgerichtet MalRnhahmen
ergriffen werden, um eine Reduktion der Eintragung in die Umwelt zu erzielen. Aufgrund der
zentralen Rolle, als auch der hohen Belastung in Klaranlagen werden diese meist als ,,Hotspot®
fur die Verbreitung von ARB und ARGs bezeichnet und riicken in den Fokus der Forschung
(Michael et al., 2013, Rizzo et al., 2013, Alexander et al., 2015, Berendonk et al., 2015,
Alexander et al., 2016, Cytryn et al., 2017, Hembach et al., 2017, J&ger et al., 2018a, Jager et
al., 2018b). Ein Hauptaugenmerk wird dabei auch auf anschlielende aquatische Systeme
gelegt, die u.a. fur die landwirtschaftliche Bewasserung oder zur Trinkwasseraufbereitung
genutzt werden kdnnen. Auch deshalb ist es nétig, durch angepasste
Uberwachungsmechanismen und Kontrollsysteme entsprechende MaRnahmen fir eine gute
Wasserqualitat zu ergreifen (World Health Organization, 2014). Dabei bieten sich Klaranlagen

als zentraler Punkt in der Wasserwirtschaft an, um hier kontrollierend einzugreifen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Zulaufe, die zu diversen
Belastungssituationen an Klaranlagen beitragen und mdgliche Verbreitungswege des geklarten Abwassers
in Anlehnung an Cytryn et al., 2017. Das in der Abbildung als ,,water intake*“ bezeichnete Wasser steht fiir
die fur die Wasserversorgung verwendete Wasser (Cytryn et al., 2017).

Klaranlagen haben eine wichtige Rolle, da sie ein anthropogenes Reservoir fir Antibiotika
darstellen (Rizzo et al., 2013). Dies resultiert u.a. daraus, dass Antibiotika, welche Einsatz bei
Menschen und Tieren finden, zu ca. 50% unverandert wieder ausgeschieden werden und Uber
die unterschiedlichen Abwasser in die Klaranlage, bzw. so auch in die Umwelt gelangen
kénnen. So werden beispielsweise beim Menschen ~ 40% einer Fluorquinolon-Dosis
unverandert wieder ausgeschieden und potentiell der Klaranlage zugefiihrt (Andersson &
Hughes, 2012) (Tabelle 2). So kénnen dort ggf. sub-inhibitorische Antibiotika-Konzentrationen
auftreten, die bei den Bakterien Stressantworten auslésen kédnnen und so u.U. die Risiken
einer Weitergabe von ARGs und die Entwicklung von ARBs, welche ein deutliches reduziertes
therapeutisches Potential aufweisen, erh6hen. So kommt es bei nicht-letalen Konzentrationen
(sub-MHK) von Antibiotika nicht zur Abtétung sensitiver Bakterien. Diese werden jedoch in
ihrem Wachstum verlangsamt (Andersson & Hughes, 2012, Berditsch et al., 2015). Die durch
solche Faktoren induzierte SOS-Antwort bei Bakterien kann dazu fiihren, dass es zu einer
gesteigerten Frequenz des HGT kommt oder aber die Mutationsrate deutlich erhdéht wird.
Dabei ist es jedoch auch von Bedeutung, ob der Resistenzerwerb zu FitnesseinbulRen fuhrt.
Andersson & Hughes, (2012) nehmen an, dass sich eine Mutation nur etablieren kann, solange

die Fitnesskosten geringer sind als die Wachstumsreduktion, die durch das Antibiotikum in



sub-inhibitorischen Konzentrationen bei sensitiven Bakterien ausgelost wird. Die
entsprechenden Umgebungsbedingungen nehmen somit einen direkten Einfluss auf die Art
der selektierten Resistenz. So werden bei letalen Antibiotika-Dosen nur starke Resistenzen
selektiert, unabhangig deren Fitnesskosten. Bei niedrigen Antibiotika-Dosen spielen die
Fitnesskosten eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund ist jedoch anzunehmen, dass
Resistenzen mit niedrigen Fitnesskosten langerfristig in einer Population Bestand haben, auch
dann, sollte der Selektionsdruck zurtickgehen (Gullberg et al., 2011, Andersson & Hughes,
2012, Rizzo et al., 2013).

Tabelle 2: Auflistung des prozentualen Anteils der Ausgangssubstanz, welche nach Durchgang durch den
Patienten unverandert im Urin ausgeschieden wird (Andersson & Hughes, 2012).

Fraction of dose excreted

Antibiotic class . L .
in human urine in active form

Flurorquinolones 40 %
Aminoglycosides 80 —-90 %
Tetracycline 40 %
Macrolides 20-30%
Penicillins 50 %
Cephalosporins 70 —-90 %
Trimetoprim 50 %

Kommunale Klaranlagen wurden bereits als Quellen fiir anorganische und organische
Schadstoffe, sowie Antibiotika-resistente Bakterien (ARB) und -Resistenzgene (ARGS)
identifiziert (Michael et al., 2013, Rizzo et al., 2013, Hembach et al., 2017). Auch Novo et al.,
(2013) beschrieben Klaranlagen als ,Hotspots“ der Antibiotika-Resistenzentwicklung, da zum
einen Antibiotika-Ruckstande und weitere, im Abwasser prasente Substanzen einen
Selektionsdruck aufbauen kdnnen, wodurch resistente Bakterien einen Fitnessvorteil haben
und sich in der Population durchsetzen kdnnen. Hauptséchlich besteht die vorherrschende
Gemeinschaft aus Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes und Actinobacteria, welche durch
biotische und abiotische Faktoren, wie organisches Material, Schwermetalle, Temperatur,
geloste Sauerstoffkonzentration, Salzgehalt und die Durchflussrate beeinflusst werden kénnen
(Novo et al., 2013). Hinzu kommt die hohe Eintragungslast an ARBs und ARGs aus den
unterschiedlichen Klaranlagenzuldufen. Des Weiteren Giben wahrend der Abwasserreinigung,
neben den vorhandenen Antibiotika-RUckstanden, auch weitere vorhandene Substanzen u.U.
einen Selektionsdruck aus, welche Stressreaktionen bei Bakterien auslésen kdnnen und so zu
einer gesteigerten Mutationsrate, als auch zu einer erhdhten Gentransferrate beitragen
kénnen (Finley et al., 2013, Novo et al., 2013, Rodriguez-Rojas et al., 2013).



Ziel der Abwasserreinigung ist primar die Entfernung von Stickstoff-, sowie Phosphor-
Verbindungen. Uber erweiterte adsorptive MalBnahmen kénnen auch Spurenstoffe eliminiert
werden. Aktuell sind Klaranlagen noch nicht fur die Elimination von mikrobiellen
Verschmutzungen ausgelegt, weshalb, unabhangig der Klaranlageneffizienz, ARBs und ARGs
im Klaranlagenauslauf zu finden sind, die tUber diesen Weg in die Umwelt gelangen (Novo et
al., 2013). Klaranlagen allgemein und im Besonderen die biologische Reinigungsstufe stellt
ein geeignetes Habitat fur die Resistenzentwicklung dar. Zum einen durch die hohe Zelldichte,

als auch durch das hohe Nahrstoffangebot fur Bakterien.

1.5. Maoglichkeiten der Uberwachung der aktuellen Resistenzlage in

Klaranlagen
In der Literatur werden einheitliche und geeignete Nachweissysteme fiir die Standardisierung

und Harmonisierung von Messdaten gefordert, um die Vergleichbarkeit zwischen den
einzelnen Studien zu gewahrleisten (Berendonk et al., 2015, Rocha et al., 2018, Parnanen et
al., 2019, Rocha et al., 2019). Fur den Klinischen Bereich haben sich solche Systeme schon
etabliert. Umweltproben stellen die Wissenschaft jedoch vor Herausforderungen, da hier die
hohe Diversitat innerhalb der Population und die nicht Kultivierbarkeit vieler vorhandener
Bakterienspezies zum Tragen kommt. So ist nur ca. 1% der in der Umwelt vorkommenden
Bakterienstamme kultivierbar und somit das Wissen um die wirkliche Diversitat und die
Resistom-Zusammensetzung limitiert (Finley et al., 2013). Ein auf der Kultivierung der
Bakterien basierter Ansatz vergleicht den Anteil der resistenten Bakterien mit dem aller
Bakterien (Berendonk et al., 2015). Kultur-basierte Methoden erlauben einen einfachen und
kostengiinstigen Nachweis von entsprechenden Bakterien und Resistenzen. Nachteile sind
zum einen die Weiterverarbeitung der Proben innerhalb von 24 h nach der Probenahme, zum
anderen die Auswahl vordefinierter Bakterien durch die entsprechenden Nahrbdden (Hiller et
al., 2019). Darum werden i.d.R. spezifische Indikatorbakterien, wie E. coli oder Enterokokken

herangezogen.

Alternativen, die eine gute Abschatzung der Belastungssituation geben, sind
kulturunabhéngige Methoden wie die quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (QPCR). Bei
gPCR Untersuchungen kann die gesamte DNA der Probe auf fakultativ pathogene Bakterien
und Antibiotika-Resistenzgene untersucht werden. Die Vorteile liegen hier u.a. an der
schnellen Produktion von Ergebnissen und der geringen Fehleranfélligkeit. Dariber hinaus
ermdglicht diese Technik den Gesamtnachweis von ARGs Uber alle Bakterienspezies hinweg,
erfasst mobile DNA Fragmente und auch freie DNA (Hiller et al., 2019), welche in der Umwelt
nach dem Zelltod noch einige Zeit nachgewiesen werden kdnnen (Li et al., 2014). Dies kann
zu einer Uberschatzung der Konzentration der Untersuchungsparameter fiihren (Li et al.,

2014). Hier bietet Propidiummonoazid (PMA) eine Mdglichkeit, dieser Problematik
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entgegenzuwirken. Mittels PMA kann eine Lebend/ Tot-Differenzierung vorgenommen
werden, wodurch die durch die freie DNA oder durch tote Bakterien verursachten falsch
positiven Signale eliminiert werden und so ein realistischeres Bild der Belastungssituation
gezeigt werden kann (Nocker et al., 2010, Li et al., 2014, Hiller et al., 2019). Aktuell wird in der
Literatur die Notwendigkeit von einheitlichen und harmonisierten Vorschriften fir
Kultivierungsmethoden, DNA-Extraktionen, sowie einer sinnvollen und geeigneten Auswahl an
Primersystemen fur Resistenzgene und Indikatorbakterien gefordert, die fir eine mdgliche
Uberwachung der Resistenzeintragung in die Umwelt, als auch der dortigen
Resistenzevolution und fiir die Uberwachung von Klaranlagen genutzt werden kénnen (Hiller
et al., 2019, Parnanen et al., 2019).

1.6. Methoden zur Elimination von Antibiotika resistenten Bakterien

und Antibiotika Resistenzgenen in Klaranlagen
Inshesondere der Schutz der Umwelt vor mikrobiologischen Verunreinigungen, u.a. durch
fakultativ pathogene Bakterien mit klinischer Relevanz, ist in Deutschland unter dem § 37 des
Infektionsschutzgesetzt (IfSG) festgeschrieben und besagt, dass “Wasser fir 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. Auch im § 41 (1) IfSG wird darauf verwiesen, dass durch die
Abwasserbeseitigung keine Gefahren fir die menschliche Gesundheit durch
Krankheitserreger entstehen. Des Weiteren besagt § 5 (5) des IfSG, dass auch der Status des
Rohwassers berticksichtigt werden muss, ausgehend vom mikrobiologischen Zustand des
Gewassers und ggf. eine Desinfektion erfordert, besonders im Hinblick auf eine mégliche
Wiederverwendung des Wassers. In der fur die Gewasserqualitat zustandigen
Wasserrahmenrichtlinie sind allerdings keine Regelungen fir das Auftreten und die
Uberwachung von Krankheitserregern oder Antibiotika-Resistenzen im Gewésser festgelegt.
Der unter § 37 (1) IfSG aufgefuhrte Besorgnisgrundsatz leitet dazu an Untersuchungen
durchzufiihren, um die mikrobiologische Wasserqualitéat festzustellen und ggf. verbessernd

einzugreifen.

Einige ARB konnen durch konventionelle Abwasserbehandlungsverfahren entfernt werden
(Guardabassi et al., 2002, Da Costa et al., 2006), aber es gibt immer noch eine groRe Anzahl,
die im Abwasser Uberleben kénnen (Pruden et al., 2006, Hembach et al., 2017). In der Folge
werden ARB und ARGs freigesetzt und in der Umwelt weiter verbreitet (Kim & Carlson, 2007,
Czekalski et al., 2012, Alexander et al., 2015). Die hygienische Qualitat der von
Klaranlagenabwassern betroffenen Vorfluter ist, insbesondere bei der Wiederverwendung von
Wasser, von hoher Relevanz. So wurde beispielsweise in der Richtlinie fir die Behandlung
von kommunalem Abwasser empfohlen, "behandeltes Abwasser bei Bedarf wieder zu
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verwenden" unter der Voraussetzung, dass die negativen Auswirkungen auf die Umwelt so

gering wie moglich gehalten werden (EU Directive, 1991).

Daher ist es wichtig, die taglichen Frachten an ARB und ARGs, welche durch eine Klaranlage
in die aquatische Umwelt gelangen, zu bestimmen, da das gereinigte Abwasser ggf. zur
Bewdasserung in der Landwirtschaft eingesetzt werden kann. Die Haufigkeiten von ARB und
ARGs in unterschiedlichen Klaranlagen-Auslaufen variieren jedoch stark. Es konnten Werte
fur ARGs bis hin zu 2,33x10°% Genkopien/100 mL, bzw. fur ARB zwischen 5,0x10? — 6,1x10°
KBE/100 mL gemessen werden (Munir et al., 2011, Rizzo et al., 2013, Rizzo et al., 2014,
Hembach et al., 2017, Jager et al., 2018b, Hiller et al., 2019).
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Abbildung 4: Zusammenfassung und Uberblick iiber die Haufigkeiten der ARGs (ampC-, tet-, sul-, ermB-,
vanA- und bla-Gene) aus 18 Studien, die in Zufluss- und Abflussproben konventioneller Klaranlagen
nachgewiesen wurden, dargestellt als Tukey-Bootsteckpléatze (Hiller et al., 2019).

Abbildung 4 aus der Publikation von Hiller et al., (2019) gibt einen zusammenfassenden
graphischen Uberblick tiber die Haufigkeiten von ARGs in Klaranlagenzu- und -auslaufen bei
konventioneller Abwasserbehandlung. Dabei wurden die Gene tetA, tetB, tetM, tetC, tetO, tetQ
und tetW unter der tet-Gruppe zusammengefast. Sull und sul2 bilden die sul-Gruppe, die erm-
Gruppe beinhaltet ermB und ermF. Die 3-Laktam-Resistenzen, aufgefiihrt in der bla-Gruppe,
bestehen aus den Genen blartew, blaviv-1, blactx-msz, blasnv-za und blaoxa-ss. Die in Abbildung 4
gezeigten Daten stammen alle aus qPCR Experimenten unterschiedlicher Studien. Die
Analysen und Zusammenfassung der einzelnen Studien in diesem Review zeigen die
hdchsten Resistenzwerte fir die Breitbandantibiotika Tetracyclin und Sulfonamid, die anderen
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Resistenzen kommen in deutlich geringeren Haufigkeiten vor, wie z.B. Resistenzen gegen das
Reserveantibiotikum Vancomycin, aber auch gegen das Breitbandantibiotikum Ampicillin. Da
dieses zur Antibiotika-Klasse der Peniciline gehort, kénnte die Verwendung anderer
Penicilline die geringe Abundanz erklaren. Die bla-Gruppe umfasst sowohl
Breitbandantibiotika, als auch spezifische Antibiotika und Reserveantibiotika und weist
dennoch eine geringere Haufigkeit auf als die Breitbandantibiotika Tetracyclin und Sulfonamid.
Hier spielt die Abbaubarkeit der Beta-Laktamverbindungen in der Klaranlage eine Rolle, die
die eigentliche Abundanz im Abwasserweg von Verursacher bis zur Klaranlage nicht erfasst.
Ebenso spielt die Verwendung der Antibiotika seit 1935 (Sulfonamid) und seit 1950
(Tetracyclin) vermutlich eine entscheidende Rolle fur die entsprechenden Haufigkeiten und
den Selektionsdruck innerhalb der aquatischen Systeme. Die Gene der erm-Gruppe konnten
sowohl in hohen, als auch in niedrigen Abundanzen detektiert werden und zeigten hier
keinerlei Korrelationen mit dem Antibiotikaverbrauch in der Human- und Veterindrmedizin.
Korrelationen sind jedoch fir die tet- und sul-Gruppe und den entsprechenden
Antibiotikaverbrauchen in der Veterinar- und Humanmedizin festzustellen (Hiller et al., 2019).

Im Hinblick auf den Schutz von Trinkwasser-Reservoirs (Fliissen, Talsperren, Grundwasser)
ist eine bestmdgliche Reinigung des Abwassers die héchste Pramisse, wenn ein direkter oder
indirekter Einfluss besteht. Besonders deutlich wird die Relevanz einer Hygienisierung von
Abwasser bei der Betrachtung der Veroffentlichung Schwartz et. al., (2003), in der das
Vancomycin Resistenzgen (vanA) in Biofilmen innerhalb der Trinkwasseraufbereitung und —
verteilung in autochthonen Bakterien nachgewiesen werden konnte. Die eigentlichen
Tragerorganismen, Enterokokken, konnte in diesen Biofilmen jedoch nicht detektiert werden,
was auf eine Weitergabe des Gens Uber einen horizontalen Gentransfer hindeuten kann.
Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fir das R-Laktam Resistenzgen gegen Ampicillin
(ampC) gezeigt werden. Auch hier war der qPCR-basierte Nachweis in der Biofilmprobe fir
Enterobacteriaceae, den eigentlichen Tragerbakterien, negativ, jedoch fiel das Ergebnis fir

das ampC-Gen positiv aus (Schwartz et al., 2003).

Auch im Hinblick auf eine allgemeine Risikobewertung ist eine Erfassung der
Belastungssituation mit ARB und ARGs an Klaranlagen von gro3er Bedeutung. Aus den bisher
angefuhrten Punkten ist die Ergreifung entsprechender MalRhahmen zur Reduzierung von
ARB und ARGs, sowie deren Verbreitungswege zu unterbrechen, erforderlich. Hierzu missen
innovative Technologien identifiziert werden, die in der Lage sind, die bakterielle Belastung zu
reduzieren und das Risiko von Klaranlagenabwéssern fiir die anschlielende aquatische
Umwelt, sowie dessen Wiederverwendung und dadurch auch das Risiko fir die menschliche

Gesundheit zu minimieren.
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Die Wissenschaft beschéaftigt sich mit einer Vielzahl unterschiedlicher technischer innovativer
Verfahren zur Reinigung des Abwassers und der Entfernung von Spurenstoffen, als auch der
Elimination von ARB und ARGs (Alexander et al., 2016, Michael-Kordatou et al., 2018,
Hembach et al., 2019, Jiménez et al., 2019, Michael et al., 2019) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Potentielle innovative Abwasserbehandlungen basierend auf unterschiedlichen
Oxidationsprozessen in Anlehnung an (Jiménez et al., 2019).

1.6.1. Das Ozonverfahren
Ein technisches Verfahren, welches zur Reinigung die Erzeugung von Hydroxyl- und

Sauerstoffradikalen nutzt, ist das Ozonverfahren. Dieses wird schon langere Zeit in der
Trinkwasseraufbereitung eingesetzt. Dort dient es der Desinfektion, der Entfarbung,
Geschmacks- und Geruchskontrolle, als auch der Entfernung von Pharmazeutika, Pestiziden
und weiteren organischen Kontaminationen (Ternes et al., 2002, Von Gunten, 2003, Broséus
et al., 2009). Durch das breite Wirkungsspektrum des Ozonverfahrens gegeniiber organischen
Mikroverunreinigungen findet es sowohl im kleinen, als auch in voll ausgebautem technischen
MaRstab in der Abwassertechnik Anwendung (Von Gunten, 2003, Broséus et al., 2009). Die
Wirkungsweise von Ozon beruht bei anorganischen Komponenten, wie Fe(ll), H.S, Nitrit,
Mn(ll) und Cyanid, auf der Ubertragung von Sauerstoff. Bei organischen Verbindungen
reagiert Ozon mit Doppelbindungen, neutralen Aminen und aktivierten aromatischen
Systemen, aber auch mit Kohlenstoffbindungen (C-C), Aminosauren von Peptidoglycan-
Strukturen, Lipiden und Proteinen in der Zellwand. Jedoch wird zunéchst nicht von einem
tieferen Eindringen von Ozon ins Zellinnere ausgegangen (Dodd, 2012, Sharma et al., 2016).
Durch die Wirkungsweise des Ozons kann es zur Inaktivierung von Bakterien beitragen.
Jedoch wird hierbei davon ausgegangen, dass dies erst bei hoheren Konzentrationen eintritt
(Dodd, 2012, Sharma et al., 2016). Dariiber hinaus kann Ozon zu einer Denaturierung von
Proteinen fuhren, was ein weiterer wichtiger Punkt ist, da die im Wasser vorhandenen

Nukleasen durch Ozon in ihrer Aktivitat gehemmt werden und die u.U. aus abgetOteten

14



Bakterien freigesetzte DNA, welche auch Resistenzgene enthalten kann, nicht weiter
abgebaut werden kann (Rieder et al., 2008). Neben der Beschreibung der Ozonung als
effizienter Prozess zur Entfernung organischer Mikroschadstoffe wird dieser auch als effektiver
Prozess zur Inaktivierung von Bakterien durch die Bildung von hoch reaktiven Radikalen
angesehen (Hollender et al., 2009, Zimmermann et al., 2011, Dodd, 2012, Liddeke et al.,
2015, Zhuang et al., 2015). Faktoren wie Temperatur, pH-Wert oder der DOC- Wert
beeinflussen die Leistung der Ozonung. So sinkt einerseits die Ldslichkeit und Stabilitat von
Ozon bei steigender Temperatur, andererseits steigt die Reaktionsgeschwindigkeit um das 2-
3-fache bei einer Erhéhung von 10°C (Okafor, 2011). Des Weiteren wird die
Ozonkonzentration durch den DOC-Wert beeinflusst, da das organische Material als
Reaktionspartner fir die Radikale dient (Sharma et al., 2016). Die Effektivitat von Ozon auf
Bakterien beruht auf der Lyse der bakteriellen Zellwand, der oxidativen Degeneration von
Nukleinsduren und der Zerstérung von Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindungen, was zur
Depolymerisation von Proteinen fuhrt. Dabei héngt die Reaktion neben den physikalischen
Eigenschaften des Organismus auch von der Kontaktzeit und der Konzentration ab (Okafor,
2011). Jedoch wirken sich auch sog. ,Shielding Effekte”, ausgeldst durch Zellaggregate oder
Biofilme, negativ auf die Ozoneffizienz aus (Zimmermann et al., 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass es durch die Bildung von Biofilmen zu einer deutlichen Erhohung der nétigen
Ozonkonzentration kommt (Hota et al., 2009). Andere Studien konnten eine Dosis-abhangige
Wirkung von Ozon auf die DNA-Struktur und deren Integritat zeigen (Onci et al., 2011).
Untersuchungen zur Reaktivitat von Ozon mit den einzelnen DNA-Bausteinen konnte zeigen,
dass lediglich 43% der Nukleotide in oxidiertem Zustand vorliegen missen, um die DNA-
Struktur aufzulésen. Thymin weist die hochste Reaktivitat mit Ozon auf (3,4x10* L mol-1s-1),
gefolgt von Guanin (1,6x10* L mol-1s-1). Die Reaktionsgeschwindigkeiten von Cytosin und
Adenin sind eine Log-Stufe bzw. drei Log-Stufen geringer. Durch die Basenpaarung ist es
moglich, dass es zu einem Zusammenbruch der DNA-Struktur kommt, sobald Thymin und
Guanin in oxidierter Form vorliegen (Cataldo, 2006). Aufgrund der nattrlichen DNA-Struktur,
gepragt  durch  Wasserstofforicken und  die  Doppelhelix-Struktur, ist  die
Reaktionsgeschwindigkeit bis zu zwei Log-Stufen langsamer als der Durchschnittswert der
einzelnen freien Nukleotiden (Cataldo, 2006). Bisherige Studien zur Elimination von Referenz-
Bakterien mittels Ozonbehandlung zeigen einen Riickgang um mehrere Log-Stufen nach der
Behandlung (Dodd, 2012, Zhuang et al., 2015). Jedoch zeigen verschiedene Bakterienspezies
eine unterschiedliche Anfalligkeit gegentber der Ozonung. Es konnte gezeigt werden, dass es
zur Selektion einer toleranteren Subpopulation kommt, welche sich durch einen hoheren GC-
Gehalt im Genom auszeichnet (Alexander et al., 2016). In der Studie von Alexander et al.
(2016) wurden Pseudomonaden, einschlie3lich P. aeruginosa, mit einem GC-Gehalt von Uber

60% (Lee et al., 2006, Hyatt et al., 2010) als ozonstabiler bezeichnet. Zu den ozonsensiblen
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Bakterien zahlen in der Studie u.a. Enterokokken, welche einen GC-Gehalt von unter 40%
aufweisen (Kristich et al., 2007, Brede et al., 2011, Chen et al.,, 2012, Lam et al., 2012).
Ausgehend von diesen Erkenntnissen kdnnte sich der bakterielle genetische Hintergrund als
wichtig fur die Ermittlung einer effektiven Ozonkonzentration zur Elimination von fakultativ
pathogenen Bakterien herausstellen. Hierbei ist jedoch darauf zu achten, dass die Mdglichkeit
bestent, dass hohere Konzentrationen bei der Ozonbehandlung neben den
Transformationsprodukten auch unerwiinschte Produkte wie Bromat hervorrufen. Dieser
potentiell krebserregende Stoff kann wahrend der Ozonbehandlung von bromidhaltigem
Wasser entstehen (Von Gunten & Hoigne, 1994, Von Gunten, 2003).

1.6.2. Das UV-Verfahren
Ein weiteres, bereits in der Trinkwasseraufbereitung eingesetztes technisches Verfahren, stellt

die UV-Behandlung dar, die zur Inaktivierung von Bakterien, Viren und Parasiten eingesetzt
wird, da bei diese Art der Behandlung keine stérenden Nebenprodukte entstehen (Hijnen et
al., 2006). Fur die Trinkwasserdesinfektion wurde vom Deutschen Gas- und Wasserverband
eine Mindestbestrahlung von 400 J/ m? festgelegt (DVGW, 1997). Die keimtdtende Wirkung
von UV-Strahlung basiert auf Veranderungen der DNA, RNA und Proteinen durch die
Absorption der Strahlung der entsprechenden Wellenlange (Jungfer et al., 2007, SUR et al.,
2009). Dadurch kommt es zu DNA-Schaden und zur Inhibition der Zellreplikation. Bei letalen
UV-Dosen kommt es letztendlich zum Verlust der Reproduzierbarkeit (Rizzo et al., 2014).
Jedoch konnte in Studien gezeigt werden, dass durch UV-Strahlung der horizontale
Gentransfer (HGT) durch mobile genetische Elemente (MGE) beschleunigt wird (Aminov,
2011), was als ein treibender Faktor fur die Resistenzentwicklung in aquatischen Habitaten
betrachtet wird (Chao et al., 2013). Weitere Studien hingegen zeigen im E. coli Modell, dass
bei niedrigen UV-Dosen die Frequenz des konjugativen Transfers nur minimal variiert, die
Bakterienzahl aber reduziert werden konnte, ohne die Zellpermeabilitat zu beeinflussen. Bei
hoheren Dosen (> 10 J/m?) konnte der ARG Transfer sogar unterdriickt werden (Guo et al.,
2015, Sharma et al., 2016). Jedoch ist hier zu berticksichtigen, dass bei diesen UV-Intensitaten
die Zellzahl von E. coli deutlich reduziert wurde und dass der Schwellenwert, um die
Transferrate zu bestimmen, bei 10* KBE/ mL liegt, welcher in diesem Fall deutlich
unterschritten wurde (Guo et al., 2015). Jedoch ist dadurch auch ein konjugativer Transfer des
ARG tragenden Plasmids sehr unwahrscheinlich. Daher kdnnte sich eine UV-Behandlung als
geeignete Methode zur Kontrolle vom Transfer von ARGs herausstellen, da der genetische
Austausch nicht geférdert wird (Guo et al., 2015, Sharma et al., 2016). Unbestritten sind jedoch
der DNA-schadigenden Effekte der UV-Bestrahlung und die damit verbundene Aktivierung
verschiedener Reparaturmechanismen (Jungfer et al., 2007, SUR et al., 2009, Kraft et al.,
2011). So werden durch eine UV-Bestrahlung strukturelle Veranderungen und Strangbriiche
in der DNA induziert, einschliel3lich Pyrimidin-Dimere, wie Thymin-Dimere, Cyclobutan-
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Pyrimidin-Dimere (CPDs) und Pyrimidin-Pyrimidin (6-4)-Photoprodukte (6-4-PPs) (Mitchell &
Karentz, 1993). Diese mutagenen Lasionen verandern die DNA-Struktur und hemmen
Polymerasen und stoppen die Replikation (Kraft et al., 2011). CPDs entstehen durch die
Verbindung der Kohlenstoff-Doppelbindung der Pyrimidine. Dabei stellen Thymin-Dimere die
am haufigsten auftretenden CPDs dar, wohingegen nur rund 5 der DNA-L&sionen auf 6-4-
PPs zurtickgefuhrt werden kdénnen. 6-4-PPs resultieren aus der Verknipfung der C6-Position
des 5°-Pyrimidin mit der C4-Position des 3‘-Pyrimidins (Matsumura & Ananthaswamy, 2002).
Auch hier greifen bakterielle molekulare Mechanismen wie die Photoreaktivierung und das
Dunkelreparatur-System, um entstandene DNA-Lasionen zu beheben (Jungfer et al., 2007,
SUR et al., 2009)

1.6.3. Das Photo-Fenton-Verfahren
Zu einer weiteren oxidativen Verfahrenstechnik in der Abwasserbehandlung, mit dem Ziel der

Reduzierung von chemischen und mikrobiologischen Verunreinigungen, gehdrt die Photo-
Fenton-Technik. Dabei wird durch Nutzung eines Photo-katalytischen Prozesses Fe?* in
Verbindung mit H.O, zu Fe* oxidiert. Bei diesem Vorgang entstehen hoch reaktive
Hydroxylradikale, die mit den vorhandenen Kohlenstoffdoppelbindungen und aliphatischen
Kohlenwasserstoffen reagieren. Die generierten reaktiven Sauerstoffspezies reagieren u.a.
auch mit der bakteriellen Zellmembran und kénnen deren Integritat stéren, was zum Verlust
des selektiven Stofftransports durch die Bakterienmembran fiihren kann (Ortega-Gémez et al.,
2012).

Es sind bereits vereinzelte Untersuchungen zu potentiellen Prozesskombinationen von Photo-
Fenton mit anderen reaktiven Sauerstoffspezies, wie H.O,, oder Kombinationen mit UV-A
durchgefuihrt worden, die vielversprechende Reduktionsraten flir Enterococcus faecalis um 2,5
log-Stufen aufweisen. Eine Studie untersuchte die Reduktionsleistung nach einer
Abwasserbehandlung mit einer Kombination aus H,O», UV-A und Photo-Fenton, welche nach

80 Minuten zu Reduktion um ca. 5 log-Stufen fuihrte (Ortega-Gémez et al., 2012).

Weitere Belege fur die Effektivitat dieser Verfahrenstechnik sind u.a. die Inaktivierung von E.
coli K12 nach 60 Minuten (Rincén & Pulgarin, 2006), sowie Untersuchungen zu Antibiotika
resistenten E. faecalis. In der Studie wurden im Auslauf des Systems Ofloxacin-resistente E.
faecalis wesentlich haufiger detektiert als Trimethoprim-resistenter E. faecalis. Am Ende der
Behandlung wurden aber sowohl die Ofloxacin-, als auch die Trimethoprim-resistenten

Enterokokken vollstandig eliminiert (Michael et al., 2013, Rizzo et al., 2013).

1.6.4. Das TiO.-Photokatalyse Verfahren
Ein weiteres Verfahren zur Abwasserbehandlung stellt die heterogene TiO2-Photokatalyse dar.

Hier werden unter Verwendung eines Halbleiters und UV-Strahlung freie Elektronen generiert,

die mit den unterschiedlichen Bestandteilen des Abwassers reagieren. Durch
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Redoxreaktionen kommt es zur Bildung von Hydroxyl- und Sauerstoffradikalen aus Wasser

und geléstem Sauerstoff (Kondrakov et al., 2016).

Kultivierungsexperimente zeigten einen unterschiedlichen Einfluss der TiO2-Photokatalyse
Technik auf MDR E. coli und MDR Enterokokken. Nach einer einstiindigen Behandlung
konnten der MDR E. coli Stamm um die Halfte reduziert werden, wohingegen es im Fall des
MDR Enterokokken Stamms zu einer vollstandigen Inaktivierung kam (Fiorentino et al., 2015).
Eine weitere Studie weist ebenfalls auf eine effektive Reduktion der organischen
Verunreinigungen, als auch der bakteriellen Belastung im Abwasser, in Kombination mit H2O-,
hin. Jedoch konnte in dieser Studie eine Wiederverkeimung nach drei Tagen festgestellt
werden. Dennoch erwies sich dieses Verfahren, laut Autoren als bester Kompromiss bei der
Entfernung von organischen Verunreinigungen und der Reduktion der bakteriellen Belastung,
auch wenn eine Wiederverkeimung durch die Bakterien nicht zu vermeiden war (Moreira et al.,
2018).

1.7. Reparaturmechanismen nach innovativen Abwassertechnologien
Die unter Kapitel 1.6. beschriebenen Abwasserbehandlungstechniken kdnnen bei Bakterien

unterschiedliche Stressantworten auslosen, um die verschiedenen, u.a. durch Radikale
herbeigefiihrten, Schaden zu reparieren. So kdnnen zum einen Reparaturenzyme wie die
Glutathion-S-Transferase oxidative Schaden beheben (Peters et al., 2014). Weitere mdgliche
bakterielle SchutzmafRhahmen sind die gesteigerte Bildung von Superoxiddismutasen und
Katalasen, welche zu einem Ruckgang der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fihren
(Dourado et al., 2015). Schaden an der DNA, die durch die Radikale verursacht wurden,
kénnen mithilfe des recA vermittelten Rekombination-Systems behoben werden, um
beschadigte DNA Abschnitte zu ersetzen (Handel et al., 2016).

Durch die UV-Bestrahlung verursachten Schaden konnen von Bakterien mittels
Photoreaktivierung durch die Photolyase oder durch den sog. Dunkelreparatur-Mechanismus,
mithilfe des recA-Systems, regeneriert werden, welcher schon bei sub-letalen Dosen initiiert
wird. Das Induzieren der Reparatur- bzw. Regenerationsmaschinerie ist jedoch Zeit- und
Bakterienspezies abhadngig (Rizzo et al.,, 2014). Bakterien besitzen mindestens drei
unterschiedliche Dunkelreparatur-Mechanismen, die jedoch alle Giber die Expression des recA-
Gens reguliert werden (Jungfer et al., 2007). Innerhalb der bakteriellen SOS-Antwort ist recA
an einer Vielzahl an Prozessen, wie der homologen Rekombination, der DNA-Reparatur und
Zellteilung beteiligt, u.a. durch die Bildung des Komplexes aus RecA und der DNA, welcher
eine wichtige Rolle spielt (Stohl et al., 2003, Jungfer et al., 2007, SuR et al., 2009).

Eine weitere Mdglichkeit der Bakterien, Stresssituation erfolgreich entgegenzuwirken, ist der

Ubergang in einen metabolisch stark reduzierten Zustand, den sogenannten viable but not
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culturable (VBNC) — oder auch “Dormancy” genannten Zustand (Schwartz et al., 2006, Jungfer
et al., 2007, Villarreal et al., 2013, Jager et al., 2018a).

1.8. Motivation dieser Arbeit
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Untersuchungen und Optimierung erweiterter

Abwasserbehandlungstechnologien an kommunalen Klaranlagen. Gezielt wird die
Maximierung der Entfernung von kritischen Bakterien und Antibiotikaresistenzen angestrebt,
da dies gezielt zu einer Verringerung der Gesamtbelastung in der nachfolgenden Umwelt
beitragt. Ziel ist es, den finalen Klaranlagenauslaufs mikrobiologisch soweit zu kontrollieren,
dass nur noch ein minimales bakterielles Risikopotential vorhanden ist. Dartiber hinaus sollen
die erweiterten Verfahrenstechniken das Risiko von Mutationsereignissen, horizontalem
Gentransfer und selektiven Prozessen minimieren. Es werden unterschiedliche
Abwasserbehandlungstechnologien betrachtet, die eine angemessene Abwasserqualitat
erreichen sollen. Insbesondere die Ozonung steht hier im Fokus, da Ozon bereits haufiger zur
Beseitigung chemischer Mikroverunreinigungen untersucht und teilweise auch eingesetzt wird.
Hierzu wurden molekularbiologische Methoden zum Nachweis der verschiedenen
Untersuchungsparameter verwendet. Mittels gPCR Analysen sollten die Belastungen
guantifiziert und geeignete Behandlungstechniken identifiziert und optimiert werden. Zum
einen wurden hier die absoluten Reduktionswerte erfasst, indem eine Normierung auf 100 mL
Abwasservolumen vorgenommen wurde. Zum anderen konnte tber eine Normierung auf 100
ng DNA auch die relative Haufigkeit in einer Gesamtpopulation in den Proben bestimmt
werden. Mit diesen Daten kdnnen Veranderungen innerhalb der Abwasserpopulation
dargestellt werden. Dariliber hinaus bieten die molekularbiologischen Ansatze die Mdglichkeit
einer Unterscheidung der lebenden und toten Bakterien mithilfe von speziellen Reagenzien,
wie Propidiummonoazid (PMA), um so nur die Bakterien zu erfassen, die die entsprechende
Behandlungstechnologien uberleben konnten (Nocker et al., 2006, Nocker et al., 2007b,
Nocker et al., 2007a, Bae & Wouertz, 2009, Nocker et al., 2010). Eine lebend/ tot-
Differenzierung wurde auch bei Metagenomanalysen angewendet, um die Auswirkungen auf
die Zusammensetzung der Population zu zeigen. Die Effekte der erweiterten
Verfahrenstechniken auf die bakterielle DNA wurden mittels eines immunologischen

Testverfahren untersucht.
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Untersuchungen an
Untersuchungsprogramm

verschiedenen

einer

anthropogen

SchlieBBlich wurden eigene Ergebnisse

Lokal:
Untersuchungen einer

GrolRklaranlage und
erweiterte
Abwassertechnologien

Regional:

Einfluss unterschiedlicher
Klaranlagen auf das
aufnehmende Gewasser

Europa:

Erfassung der
Resistenzlage auf
europaischer Ebene und
Erstellung einheitlicher
Protokolle

GroR3klaranlage
wurden

beeinflussten

konzentrieren. In einem

Szenarien zur  Antibiotikaresistenzsituation

aguatischen Kompartimenten

Untersuchungen gestellt; dies erfolgte im Rahmen des JPI StARE-Projektes der EU.

* Resistenzlage wahrend des Klarprozesses fir Priorisierung
» Auswirkungen einer Ozon-, sowie einer Kombination aus
Ozon- und UV-Behandlung mittels molekularbiologischen
Untersuchungen (gPCR)
» Untersuchungen zur Lebend/Tot Differenzierung nach
erweiterten Verfahrenstechniken
» Untersuchungen potentieller DNA-Schaden, ausgeldst durch
erweiterte Verfahrenstechniken
» Auswirkung weiterere innovaitver Abwasserbehandlungen in
Kooperation mit NIREAS (Universitéat Zypern) mittels gPCR
(Solar-Photo-Fenton; UV-Bestrahlung in Kombination mit
H,0,)

» mikro- und molekularbiologische Untersuchungen
verschiedener rAumlicher Szenarien
* Einfluss von urban und landlich gepragten Siedlungsgebieten
» Auswirkungen der verschiedenen Klaranlagen auf die
Resistenzentwicklung anhand von Mehrfach-Resistenz-
Analysen

+ Erfassung einer internationalen Uberwachungsstudie mittels
Hochdruchsatz qPCR (qPCR-Array; Parnanen et al., 2019)

« Erfassung der Antibiotikariickstadnde in den untersuchten
Klaranlagen (Rodriguez-Mozaz et al., 2020)

« Erstellung von internationalen harmonisierten
Untersuchungsprotokollen zur molekularbiologischen
Uberwachung von ARGs (Rocha et al., 2018)

Die vorliegende Doktorarbeit gliedert sich in drei Bereiche, die sich zunéachst lokal auf die

regionalen

in

dargestellt.

in den Zusammenhang mit europaischen
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Die hier aufgefihrten Analysemethoden wurden fir die Untersuchung der verschiedenen
Probenahmepunkte und Untersuchungsszenarien herangezogen. Im Fall der Lokalen
Untersuchungen wurden der Schwerpunkt auf die molekularbiologischen Untersuchungen
gelegt, wohingegen die regionalen Untersuchungen durch mikrobiologische Untersuchungen
erganzt wurden.

Abwasserprobe
Mikrobiologische Molekularbiologische
Untersuchungen Untersuchungen

1

Kultur-basierter Nachweis von
- Indikatorbakterien
- Antibiotikaresistenzen
->Mehrfachresistenzen (MRGN)

\/
Molekularbiologischer Nachweis
—>der absoluten Haufigkeit (100 mL) mittels gPCR Analysen
—>der relativen Haufigkeit (100 ng DNA) mittels gPCR Analysen
->Populationsanalysen mittels Sequenzierungsanalyse
—>Lebend/ Tot-Diskriminierung mittels PMA
—>Erfassen von DNA-Schaden mittels immunologischen Slot-Blot-Assays

21



2. Material und Methoden

2.1. Probenaufbereitung
Stichproben der entsprechenden Beprobungsstandorte (Abbildung 6, Kapitel 3.1) wurden in

sterilen ProbengefaRen gesammelt. Fir die lokalen Untersuchungen wurden hierflr sterile
Schott-Flaschen (2 L) verwendet. Die Proben wurden direkt nach der Probenahme aufbereitet.
Im Fall der regionalen Untersuchungen kamen sterile Plastikcontainer (500 mL) (VWR) zum
Einsatz, um einen gefahrlosen Versand der Proben zu gewdhrleisten. Hier erfolgte die
Aufbereitung innerhalb von 24 Stunden nach Probenahme. Hierfiir wurden die Proben zum
einen mittels der Vakuumfiltration auf Polycarbonat-Membranen (Whatman; @ 47 mm; 0,2 pm;
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) filtriert. Je nach Probenahmestelle lag das filtrierte
Volumen zwischen 25 mL (Ablauf mechanische Reinigung), 150 mL (Nachklarbecken, bzw
UV-Behandlung), 150-300 mL (fir die Ozonbehandlung und die Kombination aus Ozon und
UV-Behandlung). Ein Teil der Membranen wurde anschlielend einer Lebend/ Tot-
Differenzierung mittels Propidiummonoazid (PMA) (Kapitel 2.5) unterzogen und wie die nicht

PMA-behandelten Proben bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2. Untersuchungen zum Wiederverkeimungspotential
Um das Wiederverkeimungspotential der im Abwasser vorhandenen Bakterien zu ermitteln,

wurden jeweils 1 L behandeltes Abwasser Wasserproben nach der biologischen Reinigung
und nach der Ozonung in sterile Schott-Flaschen abgefullt (Abbildung 6, Kapitel 3.1) und
anschlieend, ohne Zusatz von Nahrmedien oder weiteren Additiven, fur 72 Stunden bei
Raumtemperatur im Dunkeln, ohne Schutteln inkubiert. Direkt vor der Weiterverarbeitung nach
72 h wurde die Probe geschiittelt, um eine gleichmé&Rige Verteilung der Bakterien in den
Replikaten zu erhalten. AnschlieBend wurden die Proben mit den hier aufgefuhrten

Analysemethoden untersucht.

2.3. Kultur-basierte Untersuchungsmethoden
Im Fall der Kultur-basierten Untersuchungen wurden unterschiedliche Selektivagarplatten

verwendet. Fur die Bestimmung der Kolonie bildenden Einheit (KBE) pro 100 mL wurden die,
der Probenahmestelle entsprechenden Volumina auf Nitrocellulosemischester-Membranen
filtriert und auf den Agarplatten platziert. Im Fall der Untersuchungen zur Belastungssituation
in unterschiedlich gepragten Siedlungsgebieten wurden fiir einen umfassenden Uberblick die

folgenden Systeme verwendet.

Die kultivierungsbasierten Untersuchungen umfassen folgende Nachweissysteme:

o Extended Spectrum Beta-Laktam (ESBL)-resistente Bakterien (E. coli, KEC (Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp.), Acinetobacter spp. und Pseudomonas spp.)
mittles ESBL Selektivagarplatten bei 42°C fur 24 Stunden. (MAST Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Deutschland)
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E. coli mittels Difco ™ m FC-Agar zum Nachweis coliformer Bakterien bei 37°C fir 24

Stunden. (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

¢ Intestinale Enterokokken mittels Slanetz-Bartley-Agar bei 37°C fir 48 Stunden und
anschlieBend weitere Inkubation auf Galle-Askulin-Selektivagar bei 44°C fur 20
Minuten. (VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA)

e Staphylokokken spp., inkl. Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)
mittels MRSA-Selektivagar (in Abbildungen gekennzeichnet als Staphylokokken*) bei
42°C fur 24 Stunden. (MAST Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland)

e P.aeruginosa mittels Cetrimidagar bei 42°C fur 48 Stunden. (VWR Chemicals, Radnor,
Pennsylvania, USA)

¢ Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) mittels VRE-Selektivagar bei 42°C fir 24
Stunden. (MAST Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland)

o Acinetobacter spp. mittels Acinetobacter-Selektivagar bei 37°C fur 24 Stunden. (MAST

Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland)

2.4. Untersuchungen zur Multiresistenz bei Gram-negativen Bakterien

(MRGN-Testung)
Unterschiedliche  Verdinnungen bzw. Volumina wurden, spezifische fir jede

Probenahmestelle, auf ESBL-Selektivagarplatten (MAST Diagnostica GmbH, Reinfeld,

Deutschland) ausgebracht.

e ESBL-resistente Bakterien (E. coli, KEC (Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter spp.), Acinetobacter spp. und Pseudomonas spp.) mittles ESBL
Selektivagarplatten bei 42°C fur 24 Stunden (Muller et al., 2018).

Von den ESBL-Agarplatten wurden Bakterien stichprobenartig gepickt. Nach Mdoglichkeit
wurde von jedem vorhandenen Kolonieauspragungstyp (siehe ESBL Kolonie Farbgebung des
Herstellers) mindestens ein Isolat gepickt. Diese auf ESBL vorselektierten Kolonien wurden
anschliel3end in Vollimedium ohne Zuséatze (LB-Medium; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) Uber Nacht angereichert. Am néchsten Tag erfolgte die Herstellung von
Glyzerinkulturen der gepickten Isolate, sowie ein erneutes Ausplattieren auf dem ESBL-
Agarsystem zur Uberprifung der gepickten Koloniefarbung und zusétzlich auf einem selbst
hergestellten Vollmedium Né&hrboden (LB-Agar), um potentielle Kontaminationen durch das
Picken sichtbar zu machen. Die gewilnschten Kolonien wurden anschlielend im
Multiresistenztest nach KRINKO verwendet. Die Typisierung der Bakterien erfolgte hierbei
aufgrund der durch den Plattenhersteller angegebenen Farbgebung der Kolonien auf dem
jeweiligen Selektivagar. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden insgesamt 29 Isolate aus
den verschiedenen Probenahmestellen der unterschiedlichen Siedlungsgebiete gepickt und

als Glyzerinkulturen fir die Mehrfachresistenzanalysen aufbewahrt.

Fir die Untersuchungen zur Mehrfachresistenz der vorselektierten ESBL-resistenten

Bakterien wurde zunachst MH-Medium (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt und
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autoklaviert. Dieses wurde fiir die Erstellung der Ubernachtkulturen (UNK) aus den
Glyzerinkulturen benétigt. Die Inkubation der UNK wurde bei 37°C, 120 rpm und iiber Nacht
durchgefihrt.

Zur Prufung auf multiresistente Bakterien wurde das Protokoll fur den EUCAST-
Blattchendiffusionstest verwendet. Fur jede Ubernachtkultur wurde die optische Dichte bei 600
nm bestimmt. Die jeweilige Bakteriensuspension wurde so verdiinnt, dass eine optische Dichte
von 0,1 als Basiswert fur die Inokulation der Agarplatten vorlag. Nun wurde ein steriles
Wattestdbchen mit der Bakterienlésung getrankt und leicht am Rand des GefalRes
ausgedrickt, um Uberschissige Flussigkeit zu entfernen. Mithilfe des Stabchens wurden
anschlieRend die MH-Agarplatten gleichmafiig als Bakterienrasen inokuliert. Danach wurden
die Antibiotikablattchen (MAST Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland) auf den mit

Bakterien inokulierten Agar ausgebracht (Tabelle 3).

Nach einer Inkubation von 16 — 20 h bei 37°C lie3 sich der Durchmesser des Hemmhofs mit
Hilfe einer Messlehre ablesen. Ein gebildeter Hemmhof zeigt die Sensibilitat des Bakteriums
gegenluber dem Antibiotikum an, wahrend das Ausbleiben eines Hemmbhofs die Resistenz
anzeigt. Mit Hilfe des “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters, Version 9.0, 2019

http://www.eucast.org“ wurde bewertet, ob eine Resistenz gegen das jeweilige Antibiotikum

vorlag. Hierbei wurden nach der Empfehlung der Kommission fur Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (RKI) zu HygienemalRnahmen bei
Infektionen oder Besiedlung mit multiresistenten Gram-negativen Stabchen gearbeitet und die
getesteten Bakterien nach ihrer Multiresistenz klassifiziert (Wendt et al., 2012). Eine
Multiresistenz gegen eine Antibiotikagruppe lag vor, sobald das Bakterium gegeniber
mindestens einem Antibiotikum der Gruppe eine Resistenz vorwies.

Tabelle 3: Auflistung der fur die KRINKO relevanten getesteten Antibiotika im Multiresistenztest (Wendt et
al., 2012).

Einstufung der Mehrfachresistenz nach KRINKO

Cephalosporin Fluoroquinolon
SHg 10ug SHg Sug
Cefotaxime Ceftazidime Ciprofloxacin Levofloxacin
CTX CAZ CIP LEV
Carbapenem Penicillin
10ug 10ug 30ug 30/6ug 30ug
Imipenem Meropenem Piperacillin  Piperacillin/Tazobactam Temocillin
IMI MEM PRL PTZ TEM

2.5. Lebend/ Tot-Diskriminierung mittels Propidiummonoazid (PMA)
PMA ist eine Substanz, die in Zellen mit beeintrachtigten Membranen bzw.

Membranpotentialen selektiv eindringt (Biswal et al., 2014). Sobald sich PMA in der Zelle
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befindet interkaliert dieses in die DNA und kann kovalent mit dieser verbunden werden, was
jede nachfolgende PCR-Amplifikation inhibiert. Durch die Verwendung von PMA vor der DNA-
Extraktion kann die Evaluierung von Desinfektionsverfahren auf die lebensfahigen Zellen mit
intakter Zellmembran beschrankt werden und eine mdogliche Uberschatzung der
molekularbiologisch ermittelten Abundanz vermieden werden. Das Protokoll fur die PMA-
Behandlung ist in Ubereinstimmung mit friiheren Studien (Nocker et al., 2006, Nocker et al.,
2007b, Nocker et al., 2007a, Nocker et al., 2009, Villarreal et al., 2013, Alexander et al., 2016,
Jager et al., 2018a) einschlie3lich des Phast-Blue-Photo-Activation Systems (GenlUL,
Barcelona, Spanien), welches bendtigt wird, um die Verbindung zwischen PMA und der DNA
zu stabilisieren. Nach der Filtration der Abwasserproben auf Polycarbonatmembranen werden
diese in ein 1,5 mL farbloses und transparentes Reaktionsgefal? (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) gegeben und anschlieBend mit 300 pL der vorbereiteten PMA-
Losung (25uM; Biotium, Hayward, California, USA) bedeckt. Nach einer Inkubation von 5
Minuten bei 4 °C im Dunkeln erfolgt die UV-Licht gesteuerte Reaktion des PMA mit der DNA
mit Hilfe des Phast-Blue-Photo-Activation Systems bei maximaler Intensitat fir 15 Minuten.
Nach Abschluss der PMA-Behandlung erfolgt die DNA-Extraktion mittels des Spin Kits for Soil
(MP Biomedical, llikirch, Frankreich).

2.6. Durchfihrung der DNA-Extraktion
Die Extraktion der DNA wurde mit dem Fast Spin Kit for Soil (MP Biomedical, llikirch,

Frankreich) durchgefiihrt. Hierfir wird ein mechanischer Zellaufschluss zu Beginn des
Extraktionsverfahrens gewahlt. Dazu wurden die einzelnen Membranen direkt in das
Lysematrix E Reaktionsgefal3 gegeben, mit Pufferldsungen aus dem Extraktions-Kit bedeckt
und fiir den mechanischen Zellaufschluss im Ribolyser (MP Biomedical, lllkirch, Frankreich)
bei Stufe 6 fir 40 Sekunden geschiittelt. Die weiteren Schritte wurden entsprechend der
Herstellerangaben im Protokoll durchgefiihrt. Um eine ausreichende Menge an DNA der
einzelnen Proben zu erhalten, wurden die DNA-Extrakte mehrerer Membranen
zusammengefuhrt. Fur die spateren Auswertungen wurden das filtrierte Gesamtvolumen und
die Gesamtelutionsmengen aus dem Extraktionsprozess bertcksichtigt. Die anschlieRende
DNA-Konzentrationsbestimmung wurde mit dem Qubit TM 3.0 (Thermofisher scientific,

Nidderau, Deutschland) durchgefihrt.

2.7. Molekularbiologische Untersuchungen

2.7.1. Quantifizierung der Belastungssituationen mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion (QPCR)
Die gPCR Untersuchungen wurden mittels eines Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR

Detektionssystems (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt und mit Hilfe der vom

Hersteller zur Verfugung gestellten Analyse-Software (Bio-Rad CFX Manager Software)
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ausgewertet. Zur Uberprifung der spezifischen Amplifikation des entsprechenden
Genabschnitts folgt im Anschluss eines jeden Amplifikationslaufs eine Schmelzkurvenanalyse,
bei der schrittweise (0,5 °C/Sekunde) die Temperatur von 60 °C auf 95 °C erhéht wird. Des
Weiteren wurde von einzelnen Replikaten eine weitere Uberpriifung des Amplifikats
durchgefiuhrt, indem die Auftrennung des Replikats in einer Gelelektrophoreseeinheit (Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) mit einem 2 %-igen Agarosegel

durchgefihrt wurde. Die Auswertung des Gels erfolgte am Lumi-Imager (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Deutschland; Lumi-Imager Software (LumiAnalyst 3.1)).

Die extrahierte DNA der Proben wurde eingesetzt, um unterschiedliche taxonomischen Gene,
sowie der verschiedenen Antibiotika-Resistenzgene mittels quantitativer PCR (qPCR) zu
untersuchen (Tabelle 6-9). Jede DNA Probe wurde als technisches Triplikat gemessen. Bei
den Analysen wurde stets eine NTC (No Template Control) fiir jeden verwendeten Parameter
gemessen. Der Ansatz der jeweiligen Probe bestand aus 8,2 ul H,O, 10 pl Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher scientific, Waltham, Massachusetts, USA),
jeweils 0.4 pl Primer (10pM, forward und reverse Primer) (Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland) und 1 pul DNA Template (DNA-Probe), um ein Reaktionsvolumen von 20 pl zu
erhalten. Die verwendete 96 Well Platte wurde nach Beladung bei 1080 rpm fir 1 min
zentrifugiert. Das folgende Temperaturprofil wurde fur alle Messungen benutzt mit Ausnahme
des blacwv-2 Gens, bei dem die Elongation bei 62°C fur 1 Minute durchgefiihrt wurde. Die
Auswahl der Primersysteme basiert auf den verwendeten Primersystemen des HyReKa-
Projekts. Die dort verwendete Einteilung in taxonomische Parameter, sowie haufig, intermediar
und selten vorkommende Resistenzen wurde (bernommen. Die Primersysteme sind in den

Tabellen 6-9 aufgeftihrt.
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Tabelle 4: Standardthermoprofil fir die Untersuchungsparameter der gPCR Analysen aller
Primersysteme, mit Ausnahme von blacwy-2, welches 62 °C fur die Anlagerung und Elongation benétigt,
sowie das Sondesystem blavimz.

Aktivierung der 95°C 10 min

Polymerase

Denaturierung: 95°C 15 sec }

Anlagerung und _ 40x
] 60°C 1 min

Elongation:

Schmelzkurve: 65°C

l 0.5°C pro 5 sec

95°C
Eine weitere Ausnahme bildet das Antibiotika-Resistenzgen blavim2. Hier wurde ein Primer-
Sondensystem zur Detektion verwendet. Der Ansatz bestand aus 7,4 pl H>O, 10 pl Tagman
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA), jeweils 0,6 pl Primer (10uM,
forward und reverse Primer), 0,4 ul Sonde (10 pM) und 1 pl DNA Template, um ein

Reaktionsvolumen von 20 pl zu erhalten.

Das Temperaturprofil setzte sich wie folgt zusammen.

Tabelle 5: Thermoprofil fir der Untersuchungsparameter blavivz, welcher als Sondensystem in der gPCR
Analyse getestet wird.

Aktivierung der 50°C 2 min

Polymerase

Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung: 95°C 15 sec

Anlagerung und 60°C 1 min 40x
Elongation
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Tabelle 6: Molekularbiologische Untersuchungsparameter zur Detektion von fakultativ pathogenen Bakterien unter Verwendung von Primern spezieller Gene zur
Identifikation unterschiedlicher Bakterienspezies oder -gruppen.

Zielgen Primer Amplicon T [°C] Referenz Literatur
ddl For CACCTGAAGAAACAGGC 475bp 60 E. faecalis ATCC51299 (Depardieu et al., 2004)
Rev ATGGCTACTTCAATTTCACG
yccT For GCATCGTGACCACCTTGA 59bp 60 E. coli DSM1103 (Clifford et al., 2012)
Rev CAGCGTGGTGGCAAAA
Q ecfX For AGCGTTCGTCCTGCACAAGT 81bp 60 P. aeruginosa DSM 1117 (Clifford et al., 2012)
% Rev TCCACCATGCTCAGGGAGAT
§ gltA For ACGGCCGAATATGACGAATTC 68bp 60 K. pneumoniae DSM 30104 (Clifford et al., 2012)
s Rev AGAGTGATCTGCTCATGAA
secE For GTTGTGGCTTTAGGTTTATTATACG 94bp 60 A. baumannii DSM 30007 (Clifford et al., 2012)
Rev AAGTTACTCGACGCAATTCG
23S rDNA  For AGAAATTCCAAACGAACTTG 93bp 60 E. faecium DSM 20477 (Volkmann et al., 2004)
Rev CAGTGCTCTACCTCCATCATT
16SrDNA  For TCCTACGGGAGGCAGCAGT 195bp 60 E. coli Top10 (pPNORM) (Stalder et al., 2014)
Rev ATTACCGCGGCTGCTGG
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Tabelle 7: Molekularbiologische Nachweissysteme fiir die untersuchten, haufig vorkommenden Antibiotika-Resistenzgenen (nach HyReKA).

Zielgen Primer Amplicon T [°C] Referenz Literatur

blatem  For TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG 112bp 60 E. coli Top10 (pNORM) (Stalder et al., 2014)
% - Rev CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
g é ermB For TGAATCGAGACTTGAGTGTGCAA 71bp 60 S. hyointestinalis DSM20770 (Alexander et al., 2015)
9 £ Rev GGATTCTACAAGCGTACCTT
'% % tetM For GGTTTCTCTTGGATACTTAAATCAATCR 88bp 60 E. coli DH5a (Peak et al., 2007)
Cc‘é ; Rev CCAACCATAYAATCCTTGTTCRC
= :‘g sull For CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 161bp 60 E. coli Top10 (pPNORM) (Czekalski et al., 2012)
-_g < Rev TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
= intll For GCC TTG ATG TTA CCC GAG AG 196bp 60 E. coli Top10 (pPNORM) (Barraud et al., 2010)
< Rev GAT CGG TCG AAT GCG TGT

Tabelle 8: Molekularbiologische Nachweissysteme fiir die untersuchten, intermedidr vorkommenden Antibiotika-Resistenzgenen (nach HyReKA).

Zielgen Primer Amplicon T [°C] Referenz Literatur

blacmy-2 For CGTTAATCGCACCATCACC 172bp 62 K. pneumoniae NRZ-01013 (Kurpiel & Hanson, 2011)
o Rev CGTCTTACTAACCGATCCTAGC
E{, g qnrS For GACGTGCTAACTTGCGTGAT 118 60 E. coli Top10 (pNORM) (Marti & Balcézar, 2013)
N
{/'Cj’ % Rev TGGCATTGTTGGAAACTTG
— x
é ? blacwmsz  For CGTCACGCTGTTGTTAGGAA 155bp 60 E. coli Top10 (pNORM) (Stalder et al., 2014)
g = Rev CGCTCATCAGCACGATAAAG
:‘5 g blaoxa4s  For TGTTTTTGGTGGCATCGAT 177bp 60 K. pneumoniae TGH Isolat 2 (Monteiro et al., 2012)
g g Rev GTAAMRATGCTTGGTTCGC
< blactx-m For CGCTTTGCGATGTGCAG 551bp 60 E. coli DSM 22664 (Paterson et al., 2003)

Rev ACCGCGATATCGTTGGT
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Tabelle 9: Molekularbiologische Nachweissysteme fiir die untersuchten, selten vorkommenden und als besonders kritisch zu wertende Antibiotika-Resistenzgenen
(nach HyReKA).

Zielgen Primer Amplicon T [°C] Referenz Literatur
mecA For CGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAA 91bp 60 S. aureus Al (Volkmann et al., 2004)
~ Rev TGGTCTTTCTGCATTCCTGGA
@ § blanpw- For TTGGCCTTGCTGTCCTTG 82 bp 60 K. pneumoniae TGH Isolat 1 (Monteiro et al., 2012)
:‘J’ E ' Rev ACACCAGTGACAATATCACCG
§ g blavimz For GAGATTCCCACGCACTCTCTAGA 93bp 60 P. aeruginosa (Pa49) (van der Zee et al., 2011)
7 2 Rev AATGCGCAGCACCAGGATAG
ri:'lJ § probe ACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGT
;4_5 2 vanA For TCTGCAATAGAGATAGCCGC 376bp 60 E. faecium B7641 (Klein et al., 1998)
° .‘; Rev GGAGTAGCTATCCCAGCATT
% 5 | blakecs  For CAGCTCATTCAAGGGCTTTC 196bp K. pneumoniae TGH Isolat (Szczepanowski et al., 2009)
< & Rev GGCGGCGTTATCACTGTATT
2 | mer-1 For GGGCCTGCGTATTTTAAGCG 183bp 60 E. coli NRZ-14408 (Hembach et al., 2017)
Rev CATAGGCATTGCTGTGCGTC
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Tabelle 10: Geradengleichungen aller Untersuchungsparameter zur Berechnung der Zellaquivalente.

Untersuchungsparameter  Steigung y-Achsenabschnitt R? Effizienz [%)]
Eubacteria (16S rDNA) -3,406 36,36 0,997 96,6
° E. coli (yccT) -3,361 35,797 0,994 98,4
IS P. aeruginosa (ecfX) -3,282 35,276 0,999 101,7
g K. pneumoniae (gltA) -3,387 38,844 0,998 97,4
X A. baumannii (secE) -3,38 35,679 1 97,6
. Enterokokken (23S rDNA) -3,585 35,283 1 90,1
E. faecalis (ddI) -3,472 35,447 0,999 94,1
Integrase 1 (intl1) -3,472 36,364 1 94,1

o Erythromycin Resistenz -3,328 35,901 1 99,7
o g _ (erml_3)

s € Tetracyclin Resistenz (tetM) -3,424 38,747 0,998 95,9
e g Sulfonamid Resistenz (sull) -3,387 39,802 0,999 97,4
g 3-Laktam Resistenz (TEM) -3,03 38,559 0,999 100,8
Quinolon Resistenz (qnrS) -3,448 35,589 0,999 95
L5 3-Laktam Resistenz (CMY-2) -3,591 34,026 0,998 89,9
%5 & 3-Laktam Resistenz (ctx-M) -3,504 34,255 1 92,9
e E 3-Laktam Resistenz (ctx- -3,517 37,83 1 92,5
52 M32)
£9 3-Laktam Resistenz (OXA- -3,54 36,913 0,998 91,6
48)

3 3-Laktam Resistenz (mecA) -3,327 34,887 1 99,8
0S5 3-Laktam Resistenz (NDM-1) -3,293 35,877 0,99 101,2
g :g = | R-Laktam Resistenz (VIM2) -3,538 36,98 0,999 91,7
5 % é 3-Laktam Resistenz (KPC-3) -3,457 38,837 0,999 94,6
g3 2| Vancomycin Resistenz -3,541 33,078 1 91,6
CR= (vanA)

? § Colistin Resistenz (mcr-1) -3,386 35,349 0,999 97,4

o]

Die Berechnung der Zellaquivalente beruht auf einer absoluten Quantifizierung durch die
gPCR. Klinische Isolate, die das jeweilige Antibiotikaresistenzgen oder das spezies-
spezifische Markergen enthielten, dienten als Referenz zur Erstellung einer Kalibriergeraden.
Durch die bekannten Genomgréf3en der Referenzbakterien war es moglich, die Zellkopien zu
berechnen. Folgende Gleichung wurde mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht fir ein
Basenpaar von etwa 650 g/ mol, der Avogadro-Zahl mit 6,022 x 102 Molekilen/ mol und einem

Umrechnungsfaktor von 10° ng/ g verwendet.

Anzahl an Kopien = (Menge an DNA [ng] * 6.022x10% [Molekile/ mol]) / (Fragment-/
Genomlange [bp] * 1x10° [ng/ g] * 650 [g/ mol an bp]), nach Andrew Staroscik, 29 January
2004 (https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).
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Eine serielle Verdinnungsreihe mit extrahierten DNA aus Referenzbakterien diente der
Berechnung der Kalibrierungskurven. Der Bestimmungskoeffizient aller Standardkurven lag in
allen Experimenten uUber 0,994, was auf eine minimale Variabilitdt innerhalb des linearen
Datenbereichs hinweist. Unter Verwendung dieser Kurven wurden die gemessenen Ct-Werte
eines Antibiotikaresistenzgens oder die der taxonomischen Genmarker aus einer

Wasserprobe einer Zellzahl zugeordnet.

Der Hauptanteil an Mikroorganismen in einer natdrlichen Population besteht aus
weitestgehend nicht charakterisierten Bakterien mit unterschiedlichem genetischem
Hintergrund, sowie autochthonen Bakterien, die ebenfalls Empfanger und als Ubertrager von
Antibiotikaresistenzgenen fungieren kénnen. Daher werden die Zellzahlen, die mit Hilfe der
jeweiligen Kalibrierfunktion berechnet wurden, als Zellaquivalente aus einer Mischpopulation
bezeichnet. Fir die Erstellung der entsprechenden Kalibrierungskurven erfolgte unter
Verwendung von extrahierter DNA aus den verschiedenen Referenzbakterien, die mit Hilfe
des oben genannten DNA-Extraktionskits isoliert wurde. Fir jeden der untersuchten
Parameter wurde eine Regressionsgerade erstellt, indem eine Verdinnungsreihe der
extrahierten DNA des entsprechenden Referenzstamms verwendet wurde, um die
genspezifischen Zellaquivalente zu berechnen (Tabelle 10). Fur die Berechnung der
entsprechenden Zellaquivalente aus den gPCR-Daten wurden Kalibriergeraden verwendet,
welche zuvor in der Abteilung erstellt wurden (Hembach et al., 2017). Die Berechnung der
Zellaquivalente erfolgte auf Basis der Genom-/Plasmidgrof3en der Referenzbakterien. Aus
diesem Grund wurde im Folgenden die Bezeichnung Zellaquivalente verwendet, da die
Kalibriergeraden mit Hilfe entsprechender Referenzbakterien angefertigt wurden. Hierbei ist
es mdglich, dass einzelne Gene innerhalb der genomischen DNA des entsprechenden
Referenzbakteriums in héherer Kopienzahl vorliegen kénnen, wodurch eine Aussage zur
Genhaufigkeit nicht getroffen werden kann. Fir eine solche Interpretation wéare ein Ansatz mit
Plasmiden nétig, in welchem eine definierte Anzahl an Genkopien vorhanden sind. Bei der

Verwendung von Referenzbakterien wird deshalb von Zellaquivalenten gesprochen.

Die Ct-Werte der Abwasserproben wurden an die entsprechende Regressionsgerade

angepasst und auf 100 mL, bzw. 100 ng Probenvolumen normiert.

Gleichung zur Berechnung der Zellaquivalente:

Exp((x(y-Achsenabschnit)/(Steigung)) — anzan| der zellaquivalente, mit x = Ct-Wert des

untersuchten Gens. Die entsprechenden Angaben zu den einzelnen Genen sind in Tabelle

10 aufgelistet.
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Exp(Cc(-Achsenabschnit))/(Steigung))/ gemessene DNA Konzentration [ng/pL] x 100 = Anzahl der

Zellaquivalente/ 100 ng DNA, mit x = Ct-Wert des untersuchten Gens.

Exp((-(-Achsenabschnit))/(Steigung))/ (E|utionsvolumen/ filtriertes Abwasservolumen) x 100 = Anzahl

der Zellagquivalente/ 100 mL Abwasservolumen, mit x = Ct-Wert des untersuchten Gens.

2.8. Populationsanalysen mittels einer lllumina Shotgun

Metagenomdatenalayse
DNA-Proben des Ozonzulaufs (Ablauf Nachklarbecken) und des Ozonablaufs wurden mittels

einer Shotgun Metagenomdatenanalyse untersucht, um detaillierte Einblicke in die Auswirkung
der Ozonbehandlung auf die bakterielle Population zu erhalten. Auch der Einfluss einer PMA-
Behandlung wurde anhand der Metagenomanalyse untersucht. Vor der Sequenzierung wurde
1 pg genomischer DNA der untersuchten Proben nach Herstellerprotokoll TruSeqDNA
(lumina, San Diego, CA, USA) fur die Metagenomanalyse vorbereitet. Hierbei wurde die
genomische DNA durch eine Ultraschallbehandlung in etwa 200 bp (Basenpaare) lange
Abschnitte fragmentiert. Dabei wurde ein Covaris S2 Instrument (Woodingdeau Brighton, UK)
mit folgenden Einstellungen verwendet: 175 W Spitzeninzidenz, 10% relative Einschaltdauer,
200 Zyklen pro Impuls, 430 Sekunden. Die GroRBen und Konzentrationen der
Sequenzierungsbibliotheken wurden an einem Bioanalyzer 2100 (DNA1000 chips, Agilent,
Santa Clara, CA, USA) gemessen. Es wurde eine ,paired-end” Sequenzierung (2x 100 bp) auf
2 Bahnen (lanes) auf einer Illumina HiSeq 1500 Plattform unter Verwendung des TruSeq PR
Cluster Kit v3-cBot-HS und des TruSeq SBS Kit v3-HS durchgefiihrt. Eine Clustererkennung
und ,base-calling® wurden mit RTA v 1.13 durchgefiihrt und die Qualitat mit Casava v 1.811
(Mlumina) bewertet. Die Sequenzierung resultierte in 21 Mio. Paaren 100 bp langer Reads
(Lesevorgange) fur jede Probe und einen mittleren Phred-Qualitatswert von > 35. Die
Rohdaten wurden unter Verwendung des fastg-mcf-Tools des ea-utils-Softwarepakets
getrimmt und gefiltert (Aronesty, 2011), um unzureichende sowie lllumina-Adaptersequenzen
zu entfernen. Die so erhaltenen Daten wurden mit MetaPhlAn2 (Truong et al., 2015) analysiert,
um die taxonomische Populationszusammensetzung zu bestimmen. Des Weiteren wurde ein
sog. Unahnlichkeitskoeffizient nach Yue-Clayton berechnet (Yue & Clayton, 2005). Ein
Koeffizient mit dem Wert 0 weist auf eine vollstandige Ubereinstimmung zwischen den
Populationsstrukturen der beiden Proben hin, wohingegen ein Wert von 1 eine komplett
unterschiedliche Populationszusammensetzung darstellt. Diese Untersuchungen wurden in
Kooperation mit Dr. Andreas Dotsch am Institut fur funktionelle Grenzflachen des KITs
durchgefihrt und anschlieRend wurden die Rohdaten von Herrn Dr. Détsch nach dem oben

beschriebenen Verfahren analysiert.
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2.9. Antikorper basiertes Nachweissystem zur Detektion

unterschiedlicher DNA Schaden
Fir die Analyse der DNA-Schaden mit Antikbrpern wurden die Proben direkt mit RNA-Protect

(Thermofisher scientific, Nidderau, Deutschland) im Verhaltnis 1:2 gemischt, um einen
weiteren Abbau der geschadigten Bakterien zu verhindern. Triplikate jeder Probenahmestelle
wurden analysiert. Hierfir wurden 200 yL der Proben in die Vertiefung einer Slot-blot-
Apparatur (Bio-dot SF Apparatur, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) gegeben und auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) geblottet. Die Zelllyse
wurde direkt auf der Nylonmembran durchgefihrt. Dazu wurde die Membran auf 3
Filterpapieren (12 x 9 cm, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) platziert, welche mit einer
Denaturierungslosung (1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH, pH 13) getrankt waren. Zusatzlich wurden
zur Probe 500 pL Denaturierungslésung gegeben, welche anschlieRend lber eine Dauer von
20 Minuten mittels einer Vakuumpumpe entfernt wurde. Insgesamt wurde der
Denaturierungsschritt dreimal wiederholt. Anschliel3end folgte eine zweimalige Neutralisation
mittels der Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI (pH 7,2), 1 mM EDTA (pH 8)),
gefolgt von einem Waschschritt mit 300 pL TBS-Puffer (1,5 M NacCl, 0,5 M Tris/HCI (pH 7,5)).
Im Anschluss wurde die Membran aus der Apparatur genommen und auf ein sauberes und
trockenes Filterpapier gelegt und fiir 15 Minuten getrocknet. Die anschlieBende Immunreaktion
wurde in Hybridisierungsrohrchen bei standiger Rotation (Minioven, Appligene S.A.R.L.,
Heidelberg, Germany) durchgefiuhrt. Zunéchst erfolgt die Blockierungsreaktion mit 5%
Magermilchlésung bei RT fir eine Stunde. AnschlieRend wurde die Membran zweimal mit
TTBS-Puffer (TBS-Puffer mit Tween 20 im Verhéltnis 1/100) ebenfalls bei RT fur 5 Minuten
gewaschen. Danach erfolgte die Bindung des Primar-Antikorpers (entweder CPD- oder 6-4-
PP-Antikdrper; Cosmo Bio Co., Tokyo, Japan) (1:2000 Verdinnung mit Magermilchlésung) fir
30 Minuten bei 37 °C. Auf diesen Schritt folgte ein zweimaliges Waschen mit TTBS-Puffer bei
RT fur je 5 Minuten. AnschlieRend wurde der Sekundar-Antikorper (IgG-AP; Sigma-Aldrich,
Minchen, Deutschland) (1:2000 Verdinnung in Magermilchldsung) zugegeben und bei RT 1
Stunde inkubiert. Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit TTBS fur je 5 Minuten, gefolgt
von 2 weiteren Waschschritten mit TBS fiir ebenfalls je 5 Minuten. Im n&chsten Schritt erfolgte
das Equilibrieren der Membran mit Hilfe des Detektionspuffers (Kit-Angaben, 0,1 M Tris/HCI,
0,1 M NaCl, pH 9,5)) fur weitere 5 Minuten bei RT. Letztlich wurde die Membran aus dem
Hybridisierungsrohrchen auf eine Klarsichtfolie Gberfiihrt und mit 1 mL CSPD ready-to-use
Reagenz aus dem Detektions-Kit angefarbt (CSPD ready to use, DIC High Prime DNA
labeling and detection Starter Kit Il, Roche). Die Farbung wurde im Dunkeln bei 37 °C fir

10 Minuten durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die Auswertung der auf die Membran
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geblotteten Proben am Lumi-imager (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland; Lumi-Imager Software (LumiAnalyst 3.1)).
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3. Ergebnisse
Der Ergebnisteil gliedert sich, wie bereits in der Einleitung unter Kapitel 1.8 beschrieben, in

Untersuchungen an einem lokalen Standort, Untersuchungen an verschiedenen Standorten

einer Region und Untersuchungen im Rahmen eines EU-Projekts.

3.1. Lokale Untersuchungen an einer Grol3klaranlage

Konventioneller Betrieb

Um gezielt Untersuchungen an einer ausgewahlten lokalen Klaranlage durchfihren zu
kénnen, die auch die Moglichkeit bietet erweiterte Reinigungstechniken zu untersuchen, wurde
die nachfolgend beschriebene Klaranlage als exemplarische Versuchsklaranlage ausgewahit.
Die untersuchte Grol3klaranlage Zweckverband Klaranlage (ZVK) Steinhaule in Neu-Ulm
erstreckt sich auf einer Flache von 25 Hektar. Abwasser von ca. 440.000 Einwohnerwerten
werden téglich gereinigt, was je nach Niederschlagsmenge einem Volumen zwischen 80.000
bis 225.000 m3 (ca. 40 Mio. m3/ Jahr) entspricht. Ungefahr 50 % des Abwassereintrags
stammen aus der Industrie und dem Gewerbe. Téaglich entstehen ca. 20 — 40 Tonnen Schlamm

(Trockensubstanz), die der thermischen Verwertung zugefiihrt werden.

Wahrend der ersten Reinigungsschritte an der Grof3klaranlage durchlief das ungeklarte
Abwasser einen bellfteten Sand- und Fettfang, eine Feinrechenanlage und das
Vorklarbecken. Die hier untersuchten Proben wurden aus dem Ablauf des Vorklarbeckens
genommen (Abbildung 6). Die Probenahmestelle wurde im Folgenden als ,mechanische
Reinigung“ bezeichnet. Die nachfolgende biologische Klarung setzt sich in der untersuchten
GroRklaranlage aus der biologischen Reinigung (Belebungsbecken) und einer chemischen
Reinigung (Phosphorelimination mittels Aluminium-/ Eisensalze) zusammen. Hierbei werden
zunéachst biologische Verunreinigungen und organisch gebundene Stoffe entfernt, wie
Kohlenstoff, Stickstoff und Phosphor. In der anschlie@enden chemischen Reinigung werden
Fallmittel zugegeben, die den restlichen, in der biologischen Reinigung nicht entfernten
Phosphor binden. Dieser wird im Nachklarbecken aus dem Abwasser entfernt. Der Ablauf des
Nachklarbeckens diente hier als Probenahmestelle (Abbildung 6). Wéhrend des
darauffolgenden Reinigungsschritts mittels Pulveraktivkohle werden zun&chst im
Kontaktreaktor Arzneimittel, Chemikalien, Hormone, etc. durch die Pulveraktivkohle
adsorbiert. Anschliel3end wird die Aktivkohle Uber ein Sedimentationsbecken abgeschieden.
Das Abwasser wird anschlieRend, um weitere Ubrig gebliebene Feststoffe zu entfernen, durch
eine Sandfilteranlage geleitet. Das gereinigte Abwasser wird nun in den Fluss eingeleitet
(Abbildung 6).
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Erweiterte Verfahrenstechniken

In den konventionellen Klarprozess wurde Uber einen Bypass eine Ozon-Pilot-Anlage (OCS-
GSO030, Wedeco, 480 L Volumen) in halb-technischem Mal3stab zur Untersuchung der
weiteren Verbesserung der Abwasserqualitat installiert. Als Zulauf wurde Abwasser aus dem
Nachklarbecken nach der biologischen Klarung verwendet, das anschlie3end mit 1 g Ozon/ g
DOC bei einer Flussrate von ca. 7 m?¥ h (entspricht einer Kontaktzeit von ca. 4 Minuten) in der
Pilot-Anlage behandelt wurde. Fir die UV-Behandlung wurde eine Intensitat von 400 J/ m?
verwendet. Zuvor wurde die Tribung der Abwasserprobe bestimmt, um die entsprechende
Bestrahlungsdauer einzustellen. Hierfur wurde eine von der Firma Xylem eigens hergestellte
Apparatur verwendet (collimated beam device, Quecksilber-Niederdrucklampe (254 nm)). Die
Untersuchungen zur UV-Behandlung wurden in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern der Firma
Xylem GmbH durchgefihrt. Diese genannte Bestrahlungsintensitdt kam auch bei den
Kombinationsversuchen zum Einsatz, bei denen zunéachst die Ozonbehandlung durchgefiihrt

wurde, gefolgt von der UV-Behandlung
Probennahmen und Statistik

Im Fall der Untersuchungen zur Erfassung der Belastungssituation und dem Effekt einer
Ozonbehandlung wurden insgesamt 10 qualifizierte Stichproben genommen. Die Proben
wurden jeweils an einem Tag in den Monaten Mai 2015, Juli 2015, September 2015, Oktober
2015 genommen. Im Mérz 2016 und September 2016 wurden 3 Tage in Folge beprobt, was

zu einer Gesamtanzahl von insgesamt 10 Einzelproben flhrt.

Im Rahmen der Untersuchungen zur Kombination von Abwassertechniken konnten insgesamt
vier Probenahmen durchgefiihrt werden. Diese fanden im September 2016, Marz 2017, Juli
2017 und Oktober 2017 statt. Neben den molekularbiologischen Untersuchungen zum
guantitativen Nachweis von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen,
wurden zusatzlich immunologische Analysen zum Auftreten von DNA-Schaden durchgefihrt.
Untersucht wurden hier die Ozonbehandlung, die UV-Behandlung, sowie die Kombination aus

beiden erweiterten Verfahrenstechniken.

Wie in Abbildung 6 und in Tabelle 11 gezeigt, wurden unterschiedliche konventionelle und
erweiterte Reinigungsstufen untersucht. Zum einen wurden die Belastungssituation nach der
mechanischen Reinigung (1), der biologischen Reinigung (2) und nach der Ozonbehandlung
(3) untersucht. Hierbei wurden mithilfe von molekularbiologischen Methoden die absoluten
Haufigkeiten, als auch die relativen Abundanzen der verschiedenen bakteriellen
Untersuchungsparameter (Taxonomie und Antibiotikaresistenzen) analysiert. Dariiber hinaus
wurden in einer weiteren Versuchsreihe die Reduktionseffizienzen der eingesetzten

erweiterten Behandlungsmethoden untersucht. Hierbei wurden zum einen die allgemeine
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Reduktion im konventionellen Reinigungsprozess der Klaranlage an den Probenahmestellen
1, 2 und 6 untersucht (Abbildung 6 und 9). Zum anderen wurden die Reduktionsleistungen der
erweiterten Verfahren an den Probenahmestellen 3, 4 und 5 analysiert (Abbildung 6 und 11).
Als Vergleichswert fir die Reduktions-Effizienz der erweiterten MalBnahmen wurden die

Wasser direkt nach der biologischen Reinigungsstufe (Probenahmestelle 2) verwendet.

Alktivkohle
und
Sandfilter

Gereinigtes
Abwasser

Ungeklartes Mechanische Belebungs- Nachklar-
Abwasser Reinigung becken becken

Probenahme-
stelle

Probenahme-
stelle

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probenahmestellen fir die lokalen Untersuchungen an der
GroRklaranlage. Die Probenahmestellen sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Als Probenmaterial
dienten die Ablaufe der entsprechenden Reinigungsstufen oder erweiterten Verfahrenstechniken. Gezeigt
sind alle an der GroRRklaranlage untersuchten Probenahmestellen.

Tabelle 11: Auflistung der untersuchten Probenahmestellen, die in Abbildung 6 aufgefiihrt sind.

Probenahmepunkt Probenahmebezeichnung
1 Ablauf mechanische Reinigung
2 Ablauf Nachklarbecken (NKB)
3 Ablauf Ozonung
4 Ablauf UV-Behandlung
5 Ablauf Kombination (Ozon und UV)
6 Klaranlagenablauf

3.2. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs nach der mechanischen Abwasseraufbereitung

3.2.1. Absolute Quantifizierung von fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs inkl.
einer Lebend/ Tot-Differenzierung
Die allgemeine bakterielle absolute Belastung im Ablauf der mechanischen Reinigung, der

Probenahmestelle 1 (Abbildung 6), wurde durch die gPCR-Quantifizierung des 16S rDNA
Gens fir Eubacteria angezeigt und betrug durchschnittlich 2,21x10° Zellaquivalente/ 100 mL.

Spezifische qPCR Systeme fiir taxonomische Parameter wurden gewdéhlt, um fakultativ

pathogene Bakterien zu quantifizieren. Fur E. coli (yccT) wurde ein mittlerer Wert von 1,28x10°
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Zellaquivalenten/ 100 mL, fur Enterokokken (23S rDNA) von 1,25x107 Zellaquivalenten/ 100
mL und fur P. aeruginosa (ecfX) ein Messwert von 1,59x10* Zellaquivalenten/ 100 mL ermittelt.
In Klammern sind die spezifischen Zielgene benannt, die fur die Detektion ausgewahlt wurden
(Kapitel 2.7) Die Untersuchungen zur Unterscheidung zwischen der lebenden und toten
Fraktion der Population mittels einer PMA-Behandlung (siehe Kapitel 2.5) fuhrte im Ablauf der
mechanischen Reinigung zu keinen deutlichen Unterschieden in den nachgewiesenen
Abundanzen der taxonomischen Untersuchungsparameter. So konnte nach der PMA-
Behandlung fir das allgemeine bakterielle ribosomale Markergen, 16S rDNA, ein absoluter
Wert von 1,69x10%° Zellaquivalenten/ 100 mL fir Eubacteria gemessen werden. Auch die
weiteren spezifischeren taxonomischen Markergene wiesen im Vergleich zu den nicht PMA-
behandelten Proben keine deutlichen Unterschiede auf. Hier konnten Haufigkeiten von
1,09x107 Zellaquivalenten/ 100 mL fur E. coli, 8,21x10% Zellaquivalenten/ 100 mL flr
Enterokokken und von 2,06x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fir P. aeruginosa nach PMA-
Behandlung erzielt werden (Abbildung 7A).

Bei der Betrachtung der untersuchten Antibiotikaresistenzgene im Ablauf der mechanischen
Reinigung konnten auch hier hohe Belastungen fir alle gewéahlten Parameter gemessen
werden. Auch das Integrase 1 Gen (intl1), das einen Hinweis auf den horizontalen Gentransfer
von Integrons und damit auch von ARGs gibt, konnte mit einer absoluten Haufigkeit von
5,39x10" Zellaquivalenten/ 100 mL detektiert werden. Eine Lebend/ Tot-Diskriminierung mit
Hilfe von PMA lieferte einen fast identischen mittleren Wert von 5,24x107 Zellaquivalenten/
100 mL und unterstreicht, dass der Nachweis der Gene auf der Anwesenheit von lebenden
Tragerorganismen beruht (Abbildung 7A). Das Quinolonresistenz vermittelnde Gen gnrS
konnte im Ablauf der mechanischen Reinigung in vergleichbar hohen Haufigkeiten von
4,03x10° Zellaquivalenten/ 100 mL ohne PMA Behandlung und mit 9,50x10° Zellaquivalenten/
100 mL mit PMA Behandlung quantifiziert werden. Die Differenz der Messung lag jedoch im

Rahmen der Standardabweichung und ist daher nicht signifikant.

Im Fall der untersuchten Gene, die zur nachfolgenden Technikbewertung herangezogen
werden, wurde die hochste Belastung im Ablauf der mechanischen Reinigung fir das
Erythromycin-Resistenzgen ermB mit 2,95x10° Zellaquivalenten/ 100 mL gemessen. Das
Sulfonamid-Resistenz vermittelnde Gen sull wies hier eine absolute mittlere Haufigkeit von
2,47x108 Zellaguivalenten/ 100 mL auf. Das B- Laktam-Resistenzgens blarem konnte mit einer
Haufigkeit von 9,60x107 Zellaquivalenten/ 100 mL detektiert werden. Mit einer vorherigen
PMA-Behandlung konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen werden. Die
Messwerte erreichten hier Werte von 2,11x10° Zellaquivalenten/ 100 mL fiir das Resistenzgen
ermB, 2,26x10® Zellaquivalenten/ 100 mL im Fall des Sulfonamid-Resistenzgens sull und

8,63x107 Zellaquivalenten/ 100 mL fir das Resistenzgen blarem. Im Fall des B- Laktam-
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Resistenzgens blacvs2 lagen die Messwerte im Ablauf der mechanischen Reinigung bei
2,86x108 Zellaquivalenten/ 100 mL und nach einer PMA-Behandlung bei einem annahernd

identischen Wert von 2,75x10° Zellaquivalenten/ 100 mL.

Die klinisch relevanten Resistenzgene, die fir eine Risikobewertung herangezogen werden
mussen, sind die Resistenzgene gegen Methicillin in Staphylokokken mecA und Vancomycin
vanA in Enterokokken. Diese beiden Resistenzdeterminanten konnten ebenfalls im Ablauf der
mechanischen Reinigung nachgewiesen werden, zeigten jedoch vergleichsweise geringere
absolute mittlere Belastungen von 7,59x10° Zellaquivalenten/ 100 mL fur die Methicillin-
Resistenz mecA und von 9,90x10* Zellaquivalenten/ 100 ml fiir das Vancomycin-Resistenz
vermittelnde Gen vanA. Nach der PMA-Behandlung lagen die Messwerte bei 4,27x10°
Zellaguivalente/ 100 ml fir mecA und 6,15x10* Zellaquivalente/ 100 mL fur das Resistenzgen
vanA vergleichbar hoch (Abbildung 7A).

Fazit: Nach der mechanischen Reinigung konnten hohe Belastungen mit fakultativ
pathogenen Bakterien und ARGs festgestellt werden. Da es sich hierbei um keine
Bakterien reduzierende Reinigungstechnologie handelt, zeigte eine PMA-Behandlung
keine Effekte bei der Lebend/ Tot-Diskriminierung. Demzufolge werden hohe absolute
Zellzahlen an fakultativ pathogen und Antibiotika-resistenten Bakterien mit diversen

Abwaéssern in die Klaranlage eingetragen.
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Abbildung 7: Belastungssituationen im Ablauf der mechanischen Reinigung. In A) sind die absoluten
Belastungen, dargestellt durch die gPCR Ergebnisse, die auf 100 mL Abwasservolumen normiert wurden,
gezeigt. In B) ist die relative Belastungssituation im Ablauf der mechanischen Reinigung, dargestellt durch
die gPCR Ergebnisse der untersuchten Markergene gezeigt. Eine Normierung der Daten erfolgte auf 100 ng
DNA. In blau sind die nicht mit PMA behandelten Messungen gezeigt. In orange sind die Ergebnisse der
Lebend/ Tot-Differenzierung mittels PMA dargestellt.

3.2.2. Relative Haufigkeiten von ARB und ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-
Differenzierung
Alternativ. zu der absoluten, Volumen-bezogenen Bewertung von bakteriellen

Belastungssituationen, ist der Bezug auf die relativen Abundanzen (hier: normiert auf 100 ng
DNA) aufzufihren (siehe Kapitel 2.7). Bei diesem Ansatz wurde der Bezug zur
Gesamtpopulation hergestellt, d.h. der relative Anteil eines Parameters in der Gesamtheit der

extrahiert DNA der vorherrschenden Population. Dadurch ist es mdglich, spezifische und
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selektive Verschiebungen innerhalb einer vorherrschenden Population durch z.B.

Behandlungsprozessen zu erkennen.

Hier lag die allgemeine mittlere relative Belastung der Eubacteria (16S rDNA) bei 2,37x108
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA und bei einer vergleichbaren relativen Abundanz von 2,31x108
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA nach einer PMA-Behandlung. Fur das E. coli spezifische Gen
yccT lag die relative Haufigkeit im Ablauf der mechanischen Reinigung bei 1,84x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA und konnte durch das Behandeln mit PMA einen vergleichbaren
mittleren Wert von 2,14x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA erreichen. In diesem Bereich
konnte auch das Enterokokken spezifische Gen 23S rDNA detektiert werden. Die relative
Haufigkeit im Ablauf der mechanischen Reinigung lag bei 1,71x10° Zellaquivalenten/ 100 ng
DNA. Durch die PMA Behandlung wurde dieser Werte nur minimal reduziert, so dass hier ein
Wert von 1,57x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA nach der PMA-Behandlung messbar war.
Fur das taxonomische Markergen von P. aeruginosa (exfX) lag die relative mittlere Abundanz
im Ablauf der mechanischen Reinigung bei 2,01x102 Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. Durch das
Entfernen der DNA toter, bzw. geschadigter Bakterien stieg der relative Anteil von P.
aeruginosa leicht an, sodass hier 4,83x10? Zellaquivalente/ 100 ng DNA, nachweisbar waren,

was jedoch noch im Rahmen der Standardabweichungen lag (Abbildung 7B).

Das untersuchte Integrase 1 Gen (intll) wies eine relative Haufigkeit von 7,37x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA im Ablauf der mechanischen Reinigung auf. Nach einer PMA
Behandlung wurde ein annahernd gleicher Wert der relativen Haufigkeit von 9,30x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA im Ablauf der mechanischen Reinigung erreicht. Im Fall der
untersuchte Resistenzgene lag der Messwert der Quinolonresistenz bei 6,86x10*
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. Die relative Abundanz nach der PMA Behandlung lag bei
2,10x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. Das untersuchte Resistenzgen ermB konnte
innerhalb der Population des Ablaufs der mechanischen Reinigung mit 3,00x10’
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektiert werden. Im Fall der PMA Behandlung zeigte sich ein
annahernd gleicher Messwert von 2,60x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA im Ablauf der
mechanischen Reinigung. Fir das Sulfonamid-Resistenzgen sull zeigte sich eine relative
Abundanz von 3,41x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. Nach der PMA-Behandlung war ein
Wert von 4,48x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA messbar. Die relative Haufigkeit des Gens
blarem lag bei 1,21x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. In der PMA behandelten Proben konnte
ein Wert von 1,33x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA gemessen werden. Die relative
Haufigkeit des Gens blacxms2 konnte mit 3,91x10* Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektiert
werden. Die relativen Haufigkeiten innerhalb der (berlebenden Population lieBen sich mit
5,12x10* Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektieren. Im Fall des Methicillin-Resistenzgens

mecA konnte eine relative Haufigkeit im Ablauf der mechanischen Reinigung von 8,93x10?
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Zellaquivalenten/ 100 ng DNA gemessen werden. Die PMA Behandlung fiihrte zu einem
leichten, jedoch nicht signifikanten Rickgang auf 6,49x10* Zellaquivalente/ 100 ng DNA. Das
Vancomycin-Resistenzgen vanA konnte im Ablauf der mechanischen Reinigung mit einer
Haufigkeit von 8,90x10? Zellaquivalenten/ 100 ng DNA nachgewiesen werden, nach der PMA-
Behandlung lag der Messwert bei 9,56x10? Zellaquivalenten/ 100 ng DNA (Abbildung 7B).

Fazit: Die bei den absoluten Abundanzen gezeigten Trends konnten auch durch die
relativen Haufigkeiten bestatigt werden. So konnte nach der mechanischen Reinigung
eine hohe Belastungssituation festgestellt werden. Alle untersuchten Gene wiesen
keine deutlichen Unterschiede durch die PMA-Behandlung auf. Auch eine
Populationsveranderung konnte nach der mechanischen Reinigung nicht festgestellt
werden. Generell kann bei dieser Reinigungsstufe der Fokus auf der Erfassung des
absoluten Eintrags an fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs gelegt werden, um die

Belastungssituation eines definierten Volumens innerhalb der Klaranlage zu erfassen.

3.3. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs nach der biologischen Abwasseraufbereitung

3.3.1. Bestimmung absoluter Haufigkeiten der fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung
Nach der biologischen Reinigung des Abwassers war ein Rickgang der untersuchten

taxonomischen Parameter zwischen 1,46 und 2,22 log-Stufen feststellbar. Die allgemeine
absolute Belastung, dargestellt durch die Abundanz der Eubacteria, lag bei 7,68x108
Zellaquivalenten/ 100 mL und somit 1,46 log-Stufen niedriger als nach der mechanischen
Reinigung. Die Messung des E. coli spezifischen Markergens (yccT) lag 2,08 log-Stufen
niedriger, was einer Haufigkeit von 1,07x10° Zellaquivalenten/ 100 mL entspricht. Fir
Enterokokken wurde ein mittlerer Wert von 7,47x10* Zellaquivalente/ 100 mL gemessen, der
2,22 log-Stufen geringer war als der Messwert der mechanischen Reinigung. Fir P.
aeruginosa konnte ebenfalls eine Reduktion von 1,98 log-Stufen detektiert werden, was einem
Messwert von 1,87x10? Zellaquivalenten/ 100 mL entspricht. Die taxonomischen Parameter
wiesen alle einen Riickgang ihrer Abundanzen durch die biologische Reinigung der Klaranlage
auf. Es konnten nur leichte, im Rahmen der Standardabweichungen liegende Schwankungen
der taxonomischen Parameter zwischen den PMA unbehandelten und den PMA behandelten
Proben festgestellt werden. Im Fall von P. aeruginosa konnte die gréf3te Differenz zwischen
der nicht PMA behandelten Probe und der PMA behandelten Probe gemessen werden. Hier
kam es zu einem leichten Anstieg der Abundanz nach der PMA-Behandlung, der zurzeit nicht
erklarbar ist. Insgesamt konnten Werte von 8,23x108, 9,62x10% 5,09x10* und 7,43x10?
Zellaquivalenten/ 100 mL fur Eubacteria, E. coli, Enterokokken und P. aeruginosa gemessen

werden, die sich nur minimal von den nicht PMA behandelten Proben unterscheiden
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(Abbildung 8A). Die Unterschiede zwischen den PMA behandelten Proben des
Nachklarbeckens und der vorgeschalteten mechanischen Reinigung wiesen &hnliche
Reduktionen auf wie die der nicht PMA behandelten Proben. Im Fall des 16S rDNA Gens lag
die Differenz bei 1,31 log-Stufen, die Enterokokken wiesen eine Differenz von 2,21 log-Stufen
auf. Im Fall von E. coli konnte eine Reduktion um 2,06 log-Stufen detektiert werden. P.
aeruginosa wurde im Verglich zur mechanischen Reinigung im Ablauf des Nachklarbeckens

um 1,44 log-Stufen reduziert.

Bei der Betrachtung des intll Gens nach der biologischen Abwasserreinigung konnte ein
Rickgang auf 2,14x10° Zellaquivalente/ 100 mL verzeichnet werden. Hier wurde durch die
Behandlung der Probe mit PMA ein annahernd gleicher Wert erreicht (2,66x10°
Zellaquivalente/ 100 mL). Im Vergleich zur mechanischen Reinigungsstufe lagen die absoluten
Messwerte hier um 1,40 bzw. um 1,29 log-Stufen niedriger. Fur das Quinolonresistenz
vermittelnde Gen gnrS zeigte der biologische Reinigungsprozess eine Reduktion auf 2,93x10°
Zellaguivalente/ 100 mL ohne PMA-Behandlung (1,14 log-Stufen) und auf 3,12x10°
Zellaquivalente/ 100 mL mit einer Lebend/ Tot-Diskriminierung an (1,48 log-Stufen). Das ermB
Gen wurde wahrend der biologischen Reinigung um 2,59 log-Stufen auf 7,68x10°8
Zellaguivalente/ 100 mL reduziert. Nach der Behandlung der Probe mit PMA konnte ein Wert
von 4,29x10° Zellaquivalente/ 100 mL gemessen werden, was einer Reduktion von 2,69 log-
Stufen im Vergleich zur mechanischen Reinigung entspricht. Das Sulfonamid-Resistenzgen
sull konnte wéahrend der biologischen Reinigung auf 1,41x107 Zellaquivalente/ 100 mL
verringert werden (1,24 log-Stufen) und nach einer zusatzlichen PMA-Behandlung einen Wert
von 1,72x107 Zellaquivalente/ 100 mL erreichen, was einer Reduktion von 1,12 log-Stufen
entspricht. Ein Rickgang nach der biologischen Reinigung war auch fir das Resistenzgen
blarem auf eine mittlere Haufigkeit von 1,13x10° Zellaquivalenten/ 100 mL, feststellbar (1,93
log-Stufen). Durch die PMA-Behandlung konnte eine weitere leichte Reduktion fiir dieses Gen
auf 5,91x10° Zellaquivalente/ 100 mL gemessen werden (2,16 log-Stufen). Auch fur das
Resistenzgen blacx-ms2 konnte ein Riickgang auf 1,28x10° Zellaquivalente/ 100 mL ohne PMA-
Behandlung und auf 4,32x10* Zellaquivalente/ 100 mL in der PMA behandelten Probe der
biologischen Reinigung gemessen werden, was einer Reduktion von 1,35 bzw. 1,80 log-Stufen
entspricht. Die zur Risikobewertung herangezogenen Gene mecA und vanA konnten nicht

mehr in ausreichender Haufigkeit nachgewiesen werden (Abbildung 8A).

Fazit: Nach der biologischen Reinigung war eine Reduktion der absoluten Belastung
der fakultativ pathogenen Bakterien zwischen 1,31 und 2,22 log-Stufen und der ARGs
zwischen 1,12 bis 2,69 log-Stufen im Vergleich zur mechanischen Reinigung
festzustellen. Die Reduktion kdnnte u.a. durch die vorherrschende Abwasserpopulation

herbeigefiihrt worden sein, die das Wachstum der eingetragenen fakultativ pathogenen
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Bakterien durch Konkurrenz um Na&hrstoffe negativ beeinflussen kdnnten. Die
Reduktion kénnte auch auf eine Fixierung und Austragung der Bakterien durch
Belebtschlammflocken zuriickzufihren sein. Bei der Betrachtung des Einflusses einer
PMA-Behandlung waren nur minimale, nicht signifikante Effekte auf die fakultativ
pathogenen Bakterien und ARGs nachweisbar. Die geringen Auswirkungen einer PMA-
Behandlung kénnten u.U. durch potentielle, im Abwasser vorhandene, Pradatoren mit
verursacht werden, welche die Bakterien als Nahrung nutzen und somit keine freie DNA
oder geschadigte Zellen vorhanden sind. Potentielle Effekte treten flir das P. aeruginosa
spezifische Markergen ecfX, welches eine leichte Zunahme der Haufigkeit nach der
PMA-Behandlung erféahrt, sowie fur die Resistenzgene blacix-ws2 und blatem, welche eine
leichte Verringerung der Messwerte durch die PMA-Behandlung erfuhren. Diese
Unterschiede liegen aber alle im Rahmen der Standardabweichungen der Messung und
sind damit als nicht signifikant anzusehen. Eine Lebend/ Tot-Differenzierung erwies
sich nach der biologischen Reinigung nicht als Voraussetzung, um eine Darstellung der
absoluten Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs

aufzuzeigen.
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Abbildung 8: Belastungssituationen im Ablauf des Nachklarbeckens. In A) sind die absoluten Belastungen,
dargestellt durch die gPCR Ergebnisse, die auf 100 mL Abwasservolumen normiert wurden, gezeigt. In B)
ist die relative Belastungssituation im Ablauf des Nachklarbeckens, dargestellt durch die qPCR Ergebnisse
der untersuchten Markergene gezeigt. Eine Normierung der Daten erfolgte auf 100 ng DNA. In blau sind die
nicht mit PMA behandelten Messungen gezeigt. In orange sind die Ergebnisse der Lebend/ Tot-
Differenzierung mittels PMA dargestellt.

3.3.2. Quantifizierung relativer Haufigkeiten von fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung
Eine Veranderung der Populationszusammensetzung, basierend auf den Auswertungen der

Ergebnisse in Bezug auf die mittlere relative Abundanz (normiert auf 100 ng DNA), sollte die

Verhdltnisse der Bakterien zueinander innerhalb der Probe darstellen und
Populationsverschiebungen zeigen. Ein Rickgang der mittleren relativen Abundanz der

Eubacteria konnte im Vergleich zur mechanischen Reinigung festgestellt werden. So sank der

46



16S rDNA Wert auf 3,35x107 Zellaquivalente/ 100 ng DNA im Auslauf des Nachklarbeckens,
was einer Reduktion von 0,85 log-Stufen entspricht. Nach der PMA-Behandlung konnte ein
annahernd identischer Wert von 3,33x 10’ Zellaquivalente/ 100 ng DNA (0,84 log-Stufen
Reduktion) gemessen werden. Im Fall des E. coli spezifischen Markergens yccT sank dessen
relative mittlere Abundanz auf 5,34x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA im Auslauf des NKBs,
was einer Reduktion von 1,54 log-Stufen entspricht. Die PMA-Behandlung fuhrte zu einer
minimalen, nicht signifikanten Veranderung auf 4,98x103 Zellaquivalente/ 100 ng DNA, die sich
in einer Reduktion von 1,63 log-Stufen im Vergleich zur mechanischen Reinigung
widerspiegelt. Die gemessenen relativen Haufigkeiten des Enterokokken spezifischen Gens
(23S rDNA) lagen im Mittel bei 4,14x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA. Durch die PMA-
Behandlung wurde dieser Werte minimal, jedoch nicht signifikant, auf 3,24x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA, reduziert. Dadurch wurden Reduktionen im Vergleich zur
mechanischen Reinigungsstufe von 1,62, bzw. 1,69 log-Stufen erreicht. Im Auslauf des NKBs
war eine Reduktion des taxonomischen Markergens ecfX um 1,20 log-Stufen auf 1,28x10*
Zellaquivalente/ 100 ng DNA festzustellen. Durch das Entfernen der DNA toter Bakterien kam
es zu einem leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg der relativen Haufigkeit von P.
aeruginosa, sodass im NKB 3,27x10! Zellaquivalente/ 100 ng DNA nachweisbar waren
(Abbildung 8B), was einer Reduktion im Vergleich zur mechanischen Reinigung von 1,17 log-
Stufen entspricht.

Bei der Betrachtung des Integrase 1 Gens (intl1) konnte eine Reduktion der mittleren relativen
Haufigkeit um 0,76 log-Stufen auf 1,27x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA ohne PMA-
Behandlung und um 0,77 log-Stufen auf 1,56x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA in der PMA
behandelten Probe gemessen werden. Im Fall des untersuchten Resistenzgens, das die
Quinolon-Resistenz vermittelt (qnrS), sank der mittlere Wert im Auslauf des NKBs auf 1,61x10*
Zellaquivalente/ 100 ng DNA und war somit 0,63 log-Stufen niedriger als der Messwert der
mechanischen Reinigungsstufe. Nach der PMA Behandlung lag dieser bei 1,87x10*
Zellaquivalente/ 100 ng DNA, was einer Reduktion um 1,05 log-Stufen entspricht. Eine
Reduktion des Resistenzgens ermB um 1,91 log-Stufen auf 3,73x10° Zellaquivalente/ 100 ng
DNA konnte durch die biologische Klarung erreicht werden. Im Fall der PMA-Behandlung
zeigte sich eine leichte, nicht signifikante Reduktion des Messwerts auf 2,21x10°
Zellaquivalente/ 100 ng DNA, was einer Reduktion von 2,07 log-Stufen im Vergleich zur
mechanischen Reinigung entspricht. Auch im Fall des Sulfonamid-Resistenzgens sull zeigte
sich eine Reduktion auf 7,89x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA nach dem biologischen
Reinigungsprozess. In der PMA behandelten Probe konnte die relative mittlere Abundanz mit
1,07x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA bestimmt werden. Dies entspricht einer Reduktion von
0,64, bzw. 0,62 log-Stufen im Vergleich zum Ablauf der mechanischen Reinigung. Die relativen

Haufigkeiten des Gens blarem lagen im Ablauf des NKBs bei 5,10x10* Zellaquivalente/ 100 ng
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DNA. In der PMA behandelten Proben konnten Werte von 3,36x10* Zellaquivalenten/ 100 ng
DNA gemessen werden. So konnten hier Reduktionen von 1,37 log-Stufen und 1,60 log-Stufen
erreicht werden. Im Fall des Resistenzgens blacx-m32 konnte nach der biologischen Reinigung
ein relativer Anteil von 4,97x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektiert werden, was einer
Reduktion von 0,90 log-Stufen entspricht. Die relativen Haufigkeiten innerhalb der
Uberlebenden Population lagen bei 2,10x10°® Zellaquivalenten/ 100 ng DNA im Ablauf des
NKBs und somit 1,39 log-Stufen niedriger als der Messwert im Ablauf der mechanischen
Reinigung. Die zur Risikobewertung herangezogenen Gene mecA und vanA konnten nicht in

ausreichender Haufigkeit nachgewiesen werden (Abbildung 8B).

Fazit: Die relative Quantifizierung, bei der auf die DNA-Menge normiert wurde, wies
einen vergleichbaren Trend auf wie die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung der
untersuchten Parameter. Nach der biologischen Reinigung war eine Reduktion der
relativen Belastung der fakultativ pathogenen Bakterien zwischen 0,84 und 1,69 log-
Stufen und der ARGs zwischen 0,62 und 2,07 log-Stufen im Vergleich zum Ablauf der
mechanischen Reinigung festzustellen. Bei der Betrachtung des Einflusses einer PMA-
Behandlung konnten nur minimale, nicht signifikante Effekte bei den fakultativ
pathogenen Bakterien und ARGs nachgewiesen werden. Die deutlichsten Differenzen
durch die PMA-Behandlung konnten fur das P. aeruginosa spezifische Markergen ecfX,
welches eine leichte Zunahme der Haufigkeit nach der PMA-Behandlung erfuhr, sowie
und die B-Laktam-Resistenzgene blacix-ms2 und blarewm, sowie das
Erythromycinresistenzgen ermB, welche eine leichte Verringerung der Messwerte
durch die PMA-Behandlung im Rahmen von Standardabweichungen erfuhren,
festgestellt werden. Eine Lebend/ Tot-Differenzierung erwies sich nach der
biologischen Reinigung nicht als Voraussetzung um eine Darstellung der relativen
Belastungssituation und die dadurch maogliche Darstellung von

Populationsveranderungen durch diese Reinigungsstufe aufzuzeigen.

3.3.3. Betrachtung der Belastungssituationen wahrend eines kompletten
konventionellen Reinigungsprozesses an der lokalen Klaranlage
In einer weiteren Experimentreihe wurde die allgemeine Reduktion im konventionellen

Reinigungsprozess der Klaranlage untersucht, welche die zusatzliche Probenahmestelle der
im konventionellen Betrieb befindlichen Sand- und Aktivkohle-Filtration beinhaltet
(Probenahmestellen 1, 2 und 6) (Abbildung 6). Die Probenahme umfasste 4 Probenahme-
Kampagnen, in denen jeder Parameter bei den molekularbiologischen Messungen als Triplikat

gemessen wurden.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden Proben in den Bereichen des Ablaufs der

mechanischen Reinigung, des Nachklarbeckens nach biologischer Behandlung, sowie des
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Ablaufs der Aktivkohle-/ Sandfiltration beprobt. Die hier gewonnenen Daten bestétigen die
oben beschriebenen Reduktionen nach der biologischen Reinigungsstufe im Vergleich zur
mechanischen Reinigungsstufe. Die in dieser Messreihe gewonnen Daten der biologischen
Reinigung zeigten im Vergleich zu den vorherigen Untersuchungen nur leichte
Schwankungen. Ausnahmen bildeten das Erythromycin Resistenzgen ermB, welches nach der
biologischen Reinigung in deutlich geringeren Abundanzen gefunden wurde, sowie das
Antibiotika-Resistenzgen blacx-m32, welches ebenfalls in niedrigeren Haufigkeiten vorzufinden
war. FUr das Vancomycin Resistenzgen wurde in den vorangegangenen Untersuchungen eine

héhere Abundanz detektiert.

In allen Fallen waren die gemessenen Zellaquivalente pro 100 mL in den Zulaufproben der
Klaranlage am hochsten. Fir alle getesteten Taxonomie- und Resistenzgene war eine
Reduktion durch die konventionelle Behandlung in Gré3enordnungen von 1,1 - 3,4 log-Stufen
zu beobachten. Bei den taxonomischen Markergenen wurde die hdochste Reduktion bei den
Enterokokken mit 1,51x107 Zellaquivalenten/ 100 mL im Zulauf auf 6,27x10° Zellaquivalente/
100 mL nach der biologischen Behandlung gemessen (d.h. 3,4 log-Stufen Reduktion). Die
geringste Reduktion wurde bei P. aeruginosa beobachtet. Hier wurde eine Reduktion von nur
2,2 Log-Stufen, von 1,70x10* Zellaquivalenten/ 100 mL auf 9,89x10* Zellaquivalente/ 100 mL
analysiert. Die Haufigkeit von E. coli wurde nach der biologischen Behandlung von 1,88x10’
auf 1,64x10* Zellaquivalente/ 100 mL reduziert, was zu einer Reduktion von 3,1 log-Stufen
fuhrte. Bei den ARGs wurde die héchste Reduktion fir das $-Laktam-Resistenzgen blarew (2,6
log-Stufen) und das Vancomycin-Resistenzgen vanA (2,9 log-Stufen; < LOD) ermittelt, das
nach der biologischen Behandlung nicht nachweisbar war. Genauer gesagt wurde das B-
Laktam-Resistenzgen (blarem) von 4,82x107 Zellaquivalenten/ 100 mL im Zulauf auf 1,22x10°
Zellaquivalente/ 100 mL nach der biologischen Behandlung reduziert. Die blac-ms2- und sull-
Resistenzgene wurden nach der Behandlung von 2,73x10° auf 1,50x10* bzw. von 2,35x10°8
auf 1,33x10° Zellaquivalente/ 100 mL reduziert. Die geringste Reduktion zeigte das ermB-Gen,
das eine Erythromycin-Resistenz kodiert, mit 1,1 log-Stufen. Hier wurde die Haufigkeit von
7,51x10° Zellaquivalenten/ 100 mL im Zulauf auf 5,37x10* Zellaquivalente/ 100 mL nach der
biologischen Behandlung reduziert (Abbildung 9). Weiterhin wurde deutlich, dass der P.
aeruginosa-Genmarker (ecfX) und einige Antibiotika-Resistenzgene mecA und ermB durch die
biologische Behandlung mit dem student's t-Test nicht signifikant reduziert wurden. Bei der
Anwendung des Mann-Whitney-Tests zeigten ecfX und mecA eine signifikante Reduktion. Im
Vergleich zu einer friiheren Studie von Czekalski et al., (2012) wurden &hnliche Zellaquivalente
pro 100 mL oder Genkopien fir die 16S rDNA, die die gesamte bakterielle Gemeinschaft
reprasentiert, und das sull-Gen, das fiur die Sulfonamidresistenz kodiert, gemessen. Andere
Studien, wie Munir et al., (2011) und Alexander et al., (2015) zeigten einige Unterschiede in

den Genhaufigkeiten. Diese Unterschiede kénnen sich aus Punkten ergeben, wie z.B.
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regionale Unterschiede, Einflisse von Industrie und Krankenh&usern auf die Klaranlage, sowie

unterschiedliche Abwasserbehandlungsprozesse in den Klaranlagen.

Fazit: Wahrend des konventionellen Reinigungsprozesses in der Klaranlage inklusive
der Filtration mittels Aktivkohle und Sandfilter kam es zu einer Reduktion der absoluten
Haufigkeiten von max. 3,4 log-Stufen. Dies ist jedoch nicht ausreichend fir eine
Hygienisierung des Abwassers, weswegen erweiterte und kombinatorische Verfahren
untersucht werden mussen, die eine ausreichende Reduktion von fakultativ pathogenen
Bakterien und ARGs erzielen, um ein fir Mensch und Umwelt moglichst risikofreies

Abwasser zu erhalten.
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Abbildung 9: Darstellung der gqPCR-Analysen von taxonomischen und Antibiotikaresistenz-Markern
wahrend der konventionellen Abwasserbehandlung einer lokale, kommunalen GroRRklaranlage. Es wurden
Daten des Ablaufs der mechanischen Reinigung, des Ablaufs des Nachklarbeckens (biologische
Reinigung), sowie des Klaranlagenauslaufs nach Sandfiltration dargestellt. (t-Test; **: p < 0,05, *: p < 0,1)
(Jager et al., 2018b).
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3.4. Die Belastungssituation mit fakultativ pathogenen Bakterien und

ARGs nach einer Ozonbehandlung
Im Fall der Untersuchungen zur Erfassung der Belastungssituation und dem Effekt einer

Ozonbehandlung wurden insgesamt 10 qualifizierte Stichproben genommen. Die Proben
wurden jeweils an einem Tag in den Monaten Mai 2015, Juli 2015, September 2015, Oktober
2015 genommen. Im Mérz 2016 und September 2016 wurden 3 Tage in Folge beprobt, was

zu einer Gesamtanzahl von insgesamt 10 Einzelproben fihrt (siehe Abbildung 6).

3.4.1. Bestimmung absoluter Haufigkeiten von ARB und ARGs inkl. einer Lebend/
Tot-Differenzierung
Die Ozonbehandlung (1,0 g Ozon/ g DOC) fihrte zu einer nochmaligen Reduktion der

Messwerte der taxonomischen Parameter im Vergleich zum Ablauf des Nachklarbeckens
(NKB). So sank die gemittelte Haufigkeit der Eubacteria (16S rDNA) auf 2,26x10’
Zellaquivalente/ 100 mL. Das entspricht einer Differenz von 1,53 log-Stufen. Im Fall des E. coli
spezifischen Markergens yccT wurde ein Wert von 9,94x10? Zellaquivalente/ 100 mL erreicht,
der somit 2,03 log-Stufen geringer ausfiel, als der Messwert des Ablaufs des NKB. Die
gemittelten Messwerte der Enterokokken lagen bei 1,85x10° Zellaquivalenten/ 100 mL, die von
P. aeruignosa bei 9,74x10* Zellaquivalenten/ 100 mL und waren damit um 1,61 log-Stufen
bzw. um 0,28 log-Stufen niedriger als im Ablauf der biologischen Klarung. Durch eine Lebend/
Tot-Diskriminierung mittels PMA konnten die Messwerte der taxonomischen Parameter
gesenkt werden, lagen jedoch immer noch Bereich der Standardabweichungen. Aufgrund der
hohen Varianzen geben diese Daten erste Hinweise auf die Notwendigkeit einer solchen
Lebend/Tot-Differenzierung nach oxidativen Prozessen, die offensichtlich auch antibakterielle
Wirkungen besitzen kénnen. Nach der PMA-Behandlung der Ozon behandelten Proben lagen
die Messwerte fur Eubacteria bei 6,33x10° Zellaquivalenten/ 100 mL und somit 2,11 log-Stufen
niedriger als die Vergleichsprobe des NKBs. E. coli wurde mit einer Abundanz von 3,97x102
Zellaquivalenten/ 100 mL detektiert, was einer Reduktion von 2,38 log-Stufen entsprach. Auch
Enterokokken lagen mit einer Haufigkeit von 3,29x102 Zellaquivalenten nach der PMA-
Behandlung niedriger als ohne eine entsprechende Lebend/ Tot-Diskriminierung. Im Vergleich
zur Probe des NKBs lag der Messwert hier um 2,19 log-Stufen niedriger. Im Fall von P.
aeruginosa lag der Messwert bei 3,62x10! Zellaquivalenten/ 100 mL (Abbildung 10A), was
einer Reduktion um 1,31 log-Stufen entsprach. Im Durchschnitt lagen nach PMA-Behandlung
die Zellaquivalentzahlen um 0,40 bis 0,75 log-Stufen niedriger als die gleiche Probe, die nicht
mit PMA behandelt wurde. Somit wurde dieser Anteil durch die Behandlung mit 1 g Ozon/ g
DOC eliminiert oder soweit geschadigt, dass das PMA die intrazellulare DNA fir eine

nachfolgende PCR blockieren konnte.

Die Ozonbehandlung fiihrte beim Integrase 1 Gen zu einem mittleren Wert von 7,53x10*
Zellaquivalenten/ 100 mL, der um 1,45 log-Stufen niedriger ausfiel als der Messwert im NKB.
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Durch die PMA Behandlung konnte ein leichter, nicht signifikanter Riickgang auf 5,38x10*
Zellaquivalente/ 100 mL erzielt werden, der sich in einer Reduktion von 1,69 log-Stufen im

Vergleich zur PMA behandelten Probe des NKBs zeigte.

Im Fall der untersuchten Resistenzgene zeigten die gemittelten Haufigkeiten des gnrS Gens
durch die Ozonung eine Reduktion auf 1,61x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fiir die nicht PMA
behandelte Probe und auf 2,22x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fir die mit PMA behandelten
Probe, was einer Reduktion von 1,26, bzw. 1,15 log-Stufen im Vergleich zur Probe des NKBs
entsprach. Das Erythromycin-Resistenzgen ermB liel3 sich durch die Ozonbehandlung auf
einen Wert von 6,52x10* Zellaquivalenten/ 100 mL reduzieren, eine Reduktion um 2,07 log-
Stufen. Durch die PMA Behandlung wurde ein Messwert von 1,94x10* Zellaquivalenten/ 100
mL erreicht und somit potentielle Signale, die durch die Rickstande toter Bakterien
hervorgerufen werden kdnnten, eliminiert, was einer Reduktion von 2,34 log-Stufen entsprach.
Im Fall des Sulfonamid-Resistenzgens sull konnte dessen Abundanz auf 4,53x10°
Zellaquivalente/ 100 mL nach der Ozonung gesenkt werden, eine Reduktion um 1,49 log-
Stufen. Durch die PMA Behandlung konnten auch hier, DNA-Fragmente, die zu positiven
Ergebnissen aus nicht aktiver biologischer Materie fihren kdénnten, entfernt werden und ein
Messwert von 2,53x10° Zellaquivalente/ 100 mL generiert werden. Dies entsprach einer
Reduktion um 1,83 log-Stufen. Fur das R-Lactam-Resistenzgen blarem war nach der
Behandlung mit 1 g Ozon/ g DOC ein Wert von 3,94x10° Zellaquivalenten/ 100 mL und nach
einer PMA-Behandlung ein Wert von 6,79x10° Zellaquivalente/ 100 mL messbar. Im Vergleich
zu den entsprechenden Proben des NKBs konnten so Reduktionen von 0,46 und 0,06 log-
Stufen gemessen werden. Im Fall des Resistenzgens blacxm32, welches auf einen Wert von
6,60x10* Zellaquivalente/ 100 mL nach der Ozonbehandlung reduziert werden konnte, zeigte
nach der PMA-Behandlung eine leichte, aber nicht signifikante Zunahme der Abundanz auf
1,08x10° Zellaquivalente/ 100 mL. Dies spiegelt sich in den Reduktionen von nur 0,29, bzw.
0,40 log-Stufen im Vergleich zum NKB wider. Die zu den Risikogenen gezahlten Gene mecA
und vanA konnten in der mit Ozon behandelten Probe nicht nachgewiesen werden (Abbildung
10A).

Fazit: Nach der Ozonbehandlung war eine weitere Reduktion der absoluten Haufigkeiten
der fakultativ pathogenen Bakterien im Bereich von 0,28 bis 2,38 log-Stufen und der
ARGs zwischen 0,06 und 2,34 log-Stufen im Vergleich zu den Belastungen des Ablaufs
des Nachklarbeckens festzustellen. Es konnte jedoch keine vollstandige Elimination
aller Untersuchungsparameter nachgewiesen werden. Die [3-Laktam-Resistenzgene
blacix-mz2 und blarem konnten durch die Ozonung nicht weiter reduziert werden. Dies wies
auf ein unterschiedliches Wirkungsspektrum von Ozon auf die verschiedenen

Resistenzgene bzw. deren Tragerorganismen hin. Bei Betrachtung der Effekte der PMA-
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Behandlung konnten bei den taxonomischen Markergenen zwar Verringerungen der
Haufigkeiten (max. 0,75 log-Stufen) festgestellt werden, was darauf schlie3en lasst,
dass DNA von toten oder geschéadigten Zellen fur die molekularbiologischen Analysen
blockiert wurde, jedoch waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant. Im Fall der
untersuchten Resistenzgene konnten keine deutlichen Verdnderungen festgestellt

werden. Die Veranderungen bewegten sich im Rahmen der Standardabweichungen.
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Abbildung 10: Belastungssituationen im Ablauf der Ozonbehandlung. In A) sind die absoluten Belastungen,
dargestellt durch die qPCR Ergebnisse, die auf 100 mL Abwasservolumen normiert wurden, gezeigt. In B)
ist die relative Belastungssituation im Ablauf der Ozonung, dargestellt durch die gPCR Ergebnisse der
untersuchten Markergene gezeigt. Eine Normierung der Daten erfolgte auf 100 ng DNA. In blau sind die
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nicht mit PMA behandelten Messungen gezeigt. In orange sind die Ergebnisse der Lebend/ Tot-
Differenzierung mittels PMA dargestellt.

3.4.2. Quantifizierung relativer Haufigkeiten von fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs inkl. einer Lebend/ Tot-Differenzierung
Mdgliche populationsinterne Veranderungen, dargestellt durch die Normierung auf Anteile der

DNA-Menge der Abwasserprobe, zeigten relativ betrachtet, dass es zu einer Erhéhung der
Werte im Auslauf der Ozonung kam. Dies konnte auf die geringere Bakteriendichte nach der
Ozonung zurickzufiihren sein, da niedrigere DNA Konzentrationen in den Proben vorlagen.
Im Vergleich zu absoluten Haufigkeiten, bei denen die absoluten Werte erfasst werden,
kénnen mit Hilfe der relativen Haufigkeiten Veranderungen in der Population gezeigt werden.
So besteht die Mdglichkeit, dass es zu einer relativen Zunahme von Resistenzgenen kommt,
da entsprechende Gene absolut unverandert bleiben, jedoch innerhalb der Population kommt
es zu einer Zunahme des entsprechenden Gens, da ggf. die Resistenz tragenden Bakterien
Uberleben und so einen gréReren relativen Anteil in der Population einnehmen. Dies
ermdglicht die Identifikation von potentiellen Resistenzgenen, die einen selektiven Vorteil flr
die Tragerorganismen bringen. Die PMA Behandlung fiihrte durch das Entfernen toter
Bakterien zu einem realistischeren Bild der Belastungssituation. Die Schwankungen durch die
PMA Behandlung sind im Fall der taxonomischen Parameter gering. Die Differenzen zwischen
den PMA behandelten Proben und den nicht PMA behandelten Proben bei den untersuchten
Resistenzgenen zeigten hier groRere, jedoch nicht signifikante Differenzen. Bei der
Betrachtung der taxonomischen Markergene wurde fiir das 16S rDNA Gen ein Wert von
6,89x107 Zellaquivalenten/ 100 ng DNA gemessen, eine Reduktion im Vergleich zum Ablauf
NKB von 0,31 log-Stufen und nach der PMA Behandlung von 3,78x107 Zellaquivalenten/ 100
ng DNA, eine Reduktion von 0,06 log-Stufen. Dies entspricht einer Differenz durch die PMA
Behandlung von 0,25 log-Stufen. Auch im Fall des E. coli spezifischen Markergens yccT
konnten vergleichbare Werte von 3,33x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA im Ablauf der
Ozonung und von 1,82x10% Zellaquivalente/ 100 ng DNA nach der PMA Behandlung
gemessen werden. Diese liegen im Vergleich zum Ablauf NKB um 0,21, bzw. um 0,44 log-
Stufen niedriger. Das Enterokokken spezifische Gen, 23S rDNA, war nach der Ozonung mit
2,50x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektierbar, was einer Reduktion von 0,22 log-Stufen
entsprach. Durch die PMA Behandlung wurde der Wert minimal reduziert (0,25 log-Stufen), so
dass 1,38x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA messbar waren, was einer Reduktion von 0,37
log-Stufen im Vergleich zu NKB entspricht. Das taxonomische Markergen ecfX (P. aeruginosa)
wies nach der Ozonbehandlung eine relative Haufigkeit von 3,12x10? Zellaquivalente/ 100 ng
DNA auf, einer Differenz von 1,39 log-Stufen im Vergleich zum NKB. Durch das Entfernen der
DNA toter Bakterien mittels einer PMA-Behandlung konnte der relative Anteil von P.

aeruginosa einen Wert von 3,19x10? Zellaquivalente/ 100 ng DNA erzielen, der ebenfalls
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nahezu unverandert ist und somit einer Differenz zum Ablauf des NKBs von 0,99 log-Stufen
entsprach (Abbildung 10B).

Bei den Untersuchungen des an der Weitergabe von Resistenzgenen beteiligten Integrase 1
Gens intll konnte im Ablauf der Ozonung eine relative Abundanz von 1,44x10°
Zellaquivalente/ 100 ng DNA und nach der PMA-Behandlung ein Wert von 3,88x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA gemessen werden, was zu einer Differenz durch die PMA-
Behandlung von 0,43 log-Stufen fuhrt. Im Vergleich zum Ablauf NKB konnten durch die
Ozonung nur minimale Reduktionen von 0,05 und 0,39 log-Stufen erreicht werden. Im Fall der
untersuchten Resistenzgene zeigte sich nach der Ozonbehandlung eine mittlere relative
Haufigkeit fur das gnrS Gens von 3,19x10* Zellaquivalenten/ 100 ng DNA, was einer Differenz
von 0,30 log-Stufen im Vergleich zum Ablauf des NKBs entsprach. In der PMA behandelten
Ozonprobe wurde ein Wert von 1,85x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA gemessen, was zu
einer Differenz von 1,0 log-Stufen im Vergleich zum Ablauf des NKBs fuhrte. Im Fall des gnrS
Gens konnte eine Differenz durch die PMA-Behandlung von 0,76 log-Stufen erreicht werden.
Der relative Anteil des Resistenzgens ermB konnte nach der Ozonbehandlung mit 1,88x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA detektiert werden, was einer Differenz von 0,30 log-Stufen zum
Ablauf des NKBs ausmachte. Im Fall der PMA Behandlung zeigte sich eine leichte
Verschiebung des Messwerts auf 1,57x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA, was in einer
Differenz von 0,15 log-Stufen resultierte. Im Fall des B3-Laktam-Resistenzgens blarem lag die
relative Haufigkeit nach der Ozonbehandlung bei 7,83x10° Zellaquivalenten/ 100 ng DNA und
somit lag die Differenz zwischen dem Ablauf des NKBs und der Ozonung bei 1,19 log-Stufen.
Diese nahm innerhalb der lebenden Fraktion deutlich zu und erreichte einen Wert von 5,76x10°
Zellaguivalenten/ 100 ng DNA, was einer Differenz von 2,23 log-Stufen entspricht. Auch die
Wirkung der PMA-Behandlung wird hier deutlich, da ein maximaler Wert von 0,87 log-Stufen
durch die PMA-Behandlung erreicht wurde. Auch fiir das blacx.m32 Gen wurde eine Differenz
durch die PMA-Behandlung von 0,80 log-Stufen ermittelt. Nach der Ozonbehandlung war die
relative Haufigkeit des Gens blacx-ms2 auf 1,43x10° Zellaquivalente/ 100 ng DNA angestiegen,
was einer Differenz von 1,46 log-Stufen im Vergleich zum Ablauf des NKBs entsprach.
Innerhalb der uUberlebenden Population lag die gemessene Abundanz bei 9,04x10°
Zellaquivalenten/ 100 ng DNA, eine Differenz zwischen dem Ablauf der Ozonung und dem des
NKBs von 2,63 log-Stufen. Nach der Ozonung konnten das Methicillin- und das Vancomycin-

Resistenzgen nicht mehr in messbarer Haufigkeit detektiert werden (Abbildung 10B).

Fazit: Im Fall der relativen Haufigkeiten zeigte sich fir den taxonomischen Parameter
von P. aeruginosa (ecfX) eine Zunahme im Vergleich zur Probe des Nachklarbeckens
von ca. 1 log-Stufe. Das heil3t der Anteil von P. aeruginosa in der Population hatte sich

erhoht. Dies deutet auch auf eine Robustheit von P. aeruginosa hin und ist gleichzeitig

55



als Selektion durch dieses Reinigungsverfahren zu bewerten. Eine Zunahme zeigte sich
auch bei den untersuchten Resistenzgenen blaci-ws2 und blarem im Vergleich zum Ablauf

des Nachklarbeckens.

Im Fall der allgemeinen bakteriellen Belastung (16S rDNA), der Enterokokken (23S
rDNA) und E. coli (yccT) konnte keine deutlichen Veranderungen festgestellt werden.
Dies bestatigte sich auch fir alle weiteren Resistenzgene und das Integrase 1 Gen
(intl1). Eine PMA-Behandlung fuhrte bei den taxonomischen Markergenen, maximal zu
leichten Reduktionen der relativen Haufigkeiten. Im Fall der Resistenzgene konnte,
durch die PMA-Behandlung, eine Zunahme der gemittelten relativen Haufigkeiten
innerhalb der lebenden Fraktion der Population festgestellt werden. Diese kdénnten
durch das Entfernen der toten Bakterien und eine mdégliche Selektion von Resistenzen
durch die Ozonung innerhalb der lebenden Fraktion hervorgerufen worden sein. Diese
hier dargestellten Ergebnisse geben erste Hinweise auf eine mdgliche Selektion von
Bakterienspezies und spezifischen Resistenzgenen durch die Ozonung. Zum einen
kdnnten einzelne Bakterienspezies, wie P. aeruginosa durch ihren GC-Gehalt oder
durch die Vielzahl an Mechanismen zum Schutz vor oxidativen Schaden, eine hdohere
Uberlebenschance haben (Alexander et al.,, 2016, Jager et al., 2018a). Diese
Unterschiede in der Anfalligkeit von Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt ist auch ein
Hinweis auf unterschiedliche Reaktivitaten des Ozons mit den DNA-Basen (siehe
Kapitel 1.6.1) (Cataldo, 2006). Dies bedeutet, dass AT-reiche DNA-Abschnitte 61%
schneller durch Ozon degradieren als GC-reiche Abschnitte. Da flr einen
Doppelstrangbruch nur 2 der nicht komplementaren DNA-Nukleotide ndtig 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 vollstandige
Reaktion von Guanin mit Ozon immer auch von einer vollstandigen Thyminoxidation

begleitet ist, bedingt durch die hohere Geschwindigkeitskonstante.

Des Weiteren zeigten auch einzelne spezifische Resistenzgene unterschiedlich geringe
Reduktionseffizienzen durch die Ozonbehandlung, was bei Tragern dieser Gene
ebenfalls die Uberlebenschancen steigern kénnte, wodurch es zu einer Selektion dieser
Bakterien und Resistenztrdgern kommt. Aus diesem Grund ist nach einer solchen
technischen MalBhahme notwendig die relative Haufigkeit der absoluten Abundanz
gegeniberzustellen. Weiterhin ist eine Behandlung mit PMA sinnvoll, um solche
Veranderungen innerhalb der dberlebenden Population detaillierter einordnen zu

kdnnen.
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3.4.3. Untersuchungen weiterer Abwasserbehandlungstechniken durch Kombination
unterschiedlicher erweiterter Verfahrenstechniken
In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Reduktionseffizienzen der eingesetzten

erweiterten Behandlungsmethoden untersucht, d.h. Ozonung und UV-Behandlung, wurden in
insgesamt vier Probenahme-Kampagnen analysiert. Diese fanden im September 2016, Marz
2017, Juli 2017 und Oktober 2017 statt. Untersucht wurden die Ozonbehandlung bei 1 g Ozon/
g DOC, die UV-Behandlung bei einer Intensitat von 400 J/m?, sowie die Kombination aus
beiden erweiterten Verfahrenstechniken. Als Zulauf fur diese erweiterten Behandlungen diente

Abwasser aus dem Ablauf der biologischen Reinigung (siehe Abbildung 6).

Hierbei wurden die Effizienzen der erweiterten Verfahren (Probenahmestellen 3, 4 und 5)
untersucht (Abbildung 6). Als Vergleichswert fir die Effizienz dieser MalBhahmen wurde

wiederum der Ablauf der biologischen Reinigungsstufe (NKB) (2) verwendet.
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Abbildung 11: Darstellung der gPCR-Analysen von taxonomischen und Antibiotikaresistenz-Markern in mit
innovativen Mallnahmen behandelten Abwasserproben einer kommunalen Klaranlage. Es wurden Daten
des Ablaufs des Nachklarbeckens (Zulauf (biologische Reinigung)), der UV-behandelte Proben (400 J/m?),
der ozonbehandelte Proben (1g Ozon/ g DOC) und die kombinierte Behandlung von UV und Ozon
(Kombintion) dargestellt. (t-Test; **: p < 0,05, *: p < 0,1) (Jager et al., 2018b).

Im Falle der taxonomischen Markergene waren alle drei fakultativ pathogenen Bakterien im

biologisch gereinigten Abwasser nachweisbar. Die Haufigkeit der lebensfahigen Fraktion
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nach der PMA-Behandlung reichte von 9,89x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fur P. aeruginosa
(ecfX) bis zu 1,50x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fur E. coli (yccT). Die Haufigkeit der
Enterokokken (Enterokokken spezifische 23S rDNA) und die bakterielle Gesamtbelastung
(16S rDNA) wurden mit 6,27x10° Zellaquivalenten/ 100 mL bzw. 2,94x108 Zellaquivalenten/
100 mL bestimmt (Abbildung 11). Bei den Antibiotika-Resistenzgenen reichten die
gemessenen Zellaquivalente/ 100 mL von 1,33x10° Zellaquivalenten/ 100 mL fur sull bis zu
1,50x10* Zellaquivalenten/ 100 mL fur blacxms2. Die Haufigkeiten von intll, blatem und ermB
zeigten Werte von 4,42x10%, 1,22x10° bzw. 5,37x10* Zellaquivalenten/ 100 mL. Die Abundanz
des Methicillin-Resistenzgens wurde mit 4,70x10* Zellaquivalenten/ 100 mL bestimmt. Diese
Ergebnisse dienen als Referenz fir die Bestimmung der Reduktionseffizienz der

verschiedenen Behandlungen.

Die UV-Behandlung (400 J/ m2) flhrte zu einer Reduktion der Abundanz aller taxonomischen
Markergene von 0,1 log-Stufen (24,1%) fiir P. aeruginosa, 0,2 log-Stufen (27,4%) fur E. coli,
0,2 log-Stufen (42,4%) fur Enterokokken und 0,5 log-Stufen (69,3%) fur das 16S rRNA-Gen
(Abbildung 11, Tabelle 24 (Anhang)). Ahnliche Reduktionseffizienzen waren fir sull (0,2 log-
Stufen, 29,9%), ermB (0,2 log-Stufen, 30,2%) und intl1 (0,3 log-Stufen, 44,9%) nachweisbar.
Die Zellaquivalente/ 100 mL wurden auf 9,33x10° 3,75x10% bzw. 2,43x10° reduziert. Die
Antibiotika-Resistenzgene blarem und blacw.m32 zeigten dagegen eine Zunahme ihrer Haufigkeit
nach der UV-Behandlung um 0,2 und 0,5 log-Stufen (Abbildung 11, Tabelle 24 (Anhang)).

Fazit: Die UV-Behandlung als Abwasserbehandlungstechnologien zeigte sich hier als
nicht ausreichend. Auch andere Studien berichten, dass die Reduktionseffizienzen der
Genkopien/ 100 mL zwischen 0,5 - 3,0 log-Stufen variieren kénnen, abhéngig von den
verwendeten Bestrahlungsintensitaten, sowie von den untersuchten Resistenzgenen.
Es wird berichtet, dass das Tetracyclinresistenz vermittelnde Gen tetA und das eine
Resistenz gegen Ampicillin vermittelnde Gen ampC im Vergleich zu mecA- oder vanA-
Resistenzgenen toleranter gegen eine UV-Behandlung sind (McKinney & Pruden, 2012).
Dariiber hinaus kénnte die komplexe Abwassermatrix aufgrund der hohen Tribung der
Abwasserproben die Reduktionseffizienz beeinflussen, so dass das UV-Licht nicht in

ausreichender Tiefe in das Abwasser eindringen konnte (Zhuang et al., 2015).

Die Ozonbehandlung (1,0 g Ozon/ g DOC) fihrte fur alle getesteten taxonomischen
Markergene zu Reduktionseffizienzen zwischen 1,8 log-Stufen (98,4%) im Falle des 16S
rDNA-Gens bis unter die Nachweisgrenze. E. coli und Enterokokken zeigten eine Reduktion
ihrer Haufigkeit um 2,2 log-Stufen (99,2%) auf 1,14x10? Zellaquivalente/ 100 mL und um 2,5
log-Stufen (99,7%) auf 1,91x10! Zellaquivalente/ 100 mL. Fir P. aeruginosa lagen die gPCR-
Messungen am Referenzpunkt unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 11, Tabelle 24

(Anhang)). Die Ozonbehandlung zeigte fiir alle getesteten Antibiotika-Resistenzgene
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Reduktionen zwischen 0,8 log-Stufen (85,5%) und 1,7 log-Stufen (98,1%). Das Methicillin-
Resistenzgen (mecA) war nach der Ozonbehandlung nicht nachweisbar. Die starkste
Reduktion wurde fiir das Erythromycin-Resistenzgen (ermB) mit 1,7 log-Stufen (98,1%) auf
1,01x102 Zellaquivalente/ 100 mL gemessen. Das Sulfonamid-Resistenzgen (sull) wurde um
1,3 log-Stufen (94,9%) auf 6,83x10* Zellaquivalente/ 100 mL reduziert. Das Integrase 1 Gen
(intll) wies eine Reduktion um 1,3 log-Stufen (94,7%) auf. Die Haufigkeit des [3-Laktam-
Resistenzgens (blarem) wurde auf 1,10x10* Zellaquivalente/ 100 mL reduziert (Reduktion um
1,0 log-Stufen (91%)). Die Abundanz des Cefotaxim-Resistenzgens (blacx-ms2) zeigte eine
Reduktion der Abundanz auf 2,17x10° Zellaguivalente/ 100 mL (Reduktion um 0,8 log-Stufen
(85,5%)) (Abbildung 11, Tabelle 24 (Anhang)).

Fazit: Durch die Ozonbehandlung konnten alle untersuchten Antibiotika-Resistenzgene
reduziert werden. Jedoch lagen die Reduktionseffizienzen nur im Fall der
taxonomischen Markergene bei ca. 99%. Im Fall der untersuchten Resistenzgene
konnten Reduktionseffizienzen zwischen 85,5% und 98,1% erreicht werden. Im
Gegensatz zu den chemischen Mikroverunreinigungen, von denen diskutiert wird, dass
diese bei der Ozonbehandlung um mindestens 80 % reduziert werden mussen, sollte
die mikrobiologische Belastung um einen Prozentsatz von mindestens 99 % reduziert
werden, um eine Wiederverkeimung zu vermeiden (Abegglen & Siegrist, 2012, National
Blue Ribbon Commission for Onsite Non-Potable Water Systems, 2017). Ein Vorteil der
Ozonbehandlung ist ihre Anwendbarkeit zur gleichzeitigen mikrobiologischen

Reduktion, als auch zur Reduktion von Mikroverunreinigungen.

Die Kombination von UV- und Ozonbehandlung ergab hohe Reduktionseffizienzen fir alle
getesteten Bakterien. Die Haufigkeit von E. coli konnte von 1,50x10* Zellaquivalenten/ 100 mL
auf 1,57x10% Zellaquivalente/ 100 mL reduziert werden (2,0 log-Stufen, 99,0%) und die
Enterokokken wurden von 6,27x10°% auf 9,92x10! Zellaquivalente/ 100 mL reduziert (1,8 log-
Stufen, 98,4%). Die allgemeine bakterielle Belastung (16S rRNA-Gen) wurde um 1,7 log-
Stufen (98,1%) reduziert und P. aeruginosa war nach der kombinierten Behandlung nicht
nachweisbar (Abbildung 11, Tabelle 24 (Anhang)). Die Kombination von UV- und
Ozonbehandlung fiihrte bei allen getesteten Antibiotika-Resistenzgenen zu einer Reduktion
von 0,8 log-Stufen (84,1%) bis zu 2,0 log-Stufen (99,0%). Die Haufigkeit des Integrase 1 Gens
(intl1) wurde nach Behandlung mit 4,61x10° Zellaquivalenten/ 100 mL nachgewiesen, was zu
einer Reduktion von 2,0 log-Stufen (99,0%) fuhrte. Das Erythromycin-Resistenzgen (ermB)
wurde auf 1,07x103% Zellaquivalenten/ 100 mL reduziert (1,7 log-Stufen, 98,0%), gefolgt vom
Sulfonamid-Resistenzgen (sull) mit einer Reduktion von 1,4 log-Stufen (95,6%), was in einer
Haufigkeit von 5,53x10* Zellaquivalenten/ 100 mL resultierte. Das B-Lactam-Resistenzgen

(blatem) zeigte eine Reduktion von 1,0 log-Stufen (90,8%) mit einer nachweisbaren Haufigkeit

59



von 1,12x10* Zellaquivalenten/ 100 mL. Die Abundanz des Cefotaxim-Resistenzgens (blaci-
m32) wurde mit 2,38x102 Zellaquivalenten/ 100 mL nachgewiesen, was einer Reduktion von 0,8
log-Stufen (84,1%) entspricht. Das Methicillin-Resistenzgen (mecA) war nach der

kombinierten Behandlung nicht nachweisbar.

Fazit: Bei der Betrachtung der Kombination von UV- und Ozonbehandlung zeigten die
Ergebnisse, dass im Vergleich zur alleinigen Ozonbehandlung keine zusétzlichen
signifikanten Reduktionen durch eine UV-Behandlung stattgefunden haben. Dies
kdnnte daran liegen, dass nach der Ozonbehandlung madglicherweise noch
Verunreinigungen oder Partikel vorhanden sind, so dass das UV-Licht das
ozonbehandelte  Abwasser nicht durchdringen konnte. Bei weiteren
Aufbereitungsschritten (z.B. Partikelentfernung durch Filtrationsschritte) kénnte die
UV-Behandlung dann eine geeignete Methode sein, um die verbleibenden mikrobiellen
Kontaminationen zu beseitigen. Folglich sollten Anpassungen der Ozonbehandlung,
die bereits eine erhdhte Reduktionsrate von fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs

erreichen, fir den Einsatz in Klaranlagen in Betracht gezogen werden.

Zusammengefasst erwies sich die Ozonbehandlung in dieser Untersuchungsreihe als
effektivste Verfahrenstechnik zur Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
ARGs. Eine Kombination aus UV- und Ozonbehandlung konnte hier keine
synergistischen Effekte aufzeigen und erzielte keine starkeren Reduktionseffizienzen
als die Ozonbehandlung selbst. Als ineffektiv fuir die Behandlung von Abwasser
hingegen hat sich die alleinige UV-Behandlung herausgestellt. Hier wurden die

niedrigsten Reduktionen gemessen.

3.5. Auswirkungen erweiterter Abwasserbehandlungstechnologien auf

die bakterielle DNA
Es ist bekannt, dass die Wirkung von Ozon in Abwassern von vielen biotischen und abiotischen

Faktoren wie Bakteriendichte, chemischer Belastung und auch der Schwebstoffkonzentration
abhangt. Dies impliziert, dass subletale Effekte auf Bakterien auftreten konnen, die
Stressreaktionen, DNA-Lé&sionen, Populationsverschiebungen und bakterielle
Selektionsprozesse fordern. Dwyer et al., (2009) beschrieb die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), die den Stoffwechsel von Bakterien beeinflussen. Die ausgeldste
SOS-Reaktion  trug  zur  Resistenzentwicklung  durch  die  Aktivierung  von
Reparaturmechanismen fir geschédigte DNA bei, was die erhdhte Robustheit der betroffenen
Bakterien gegentber ROS erklaren konnte. Jedoch kénnten auch weitere anti-oxidative
Mechanismen in den verschiedenen Spezies zu einer unterschiedlichen Dynamik in der
Reduktionseffizienz der oxidativen Behandlungen fihren (Dwyer et al., 2009, Alexander et al.,
2016). Um das  Auftreten  von DNA-Lasionen nach den erweiterten
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Abwasserbehandlungstechnologien  zu  untersuchen, wurden  Antikbrper-basierte
Nachweissysteme, die gegen CPDs (Cyclobutanpyrimidin Dimere) und 6-4 PPs (6-4-
Photoprodukte) gerichtet sind, verwendet (SuR et al., 2009, Kraft et al., 2011).

Cyclobutane Pyrimidine 6-4 Photoproducts
Dimers (CPDs) (6-4 PPs)

0 J/m? + 0 g ozone ’I I b | |

-—— —_— 400 J/m* + 0 g ozone

0J/im2+ 1 gozone

400 J/m2+ 1 g ozone

Abbildung 12: Detektion der Cyclobutan-Pyrimidin Dimere (links) und der 6-4 Photoprodukte (rechts) nach
innovativen Behandlungstechnologien (400 J m-2 UV und/oder 1.0 g Ozon/ g DOC) mittels eines
immunologischen Slot-blot Assays (Jager et al., 2018b).

Die Fahigkeit der biologischen Inaktivierung durch UV-Licht entsteht in erster Linie dadurch,
dass DNA-Molekile UV-Strahlen im Bereich von 200 nm und 280 nm absorbieren. Durch die
Absorption entstehen DNA-Verédnderungen wie Strangbriiche und es kann zur Bildung von
Dimeren, wie CPDs und 6-4-PPs kommen. Diese Photoprodukte inhibieren die Replikation
und bei letalen Dosen kommt es zum Verlust der Reproduzierbarkeit. Diese DNA-Schaden
mussen zunachst von Reparatursystemen behoben werden. Der Nachweis von CPDs und 6-
4-PPs wurde bisher gro3tenteils in eukaryotischen Zellen zur Krebsforschung angewendet
(Katiyar et al., 2000, Nishiwaki et al., 2004). Zum ersten Mal wurde es in der Studie von Kraft
et al. (2011) auf bakterielle Populationen in natirlichen aquatischen Systemen angewendet.
Die UV-Bestrahlung mit 400 J/ m2 wird als Standard fiir Desinfektionstechnologien angesehen,
da hier die Wirkung gegen Bakterien, Viren und Parasiten belegt ist und nur wenige
Desinfektionsprodukte gebildet werden (Hijnen et al., 2006). Es konnten sowohl CPDs, als
auch 6-4-PPs in Proben, die mit einer UV-Intensitdt von 400 J/ m2 behandelt wurden
nachgewiesen werden (Abbildung 12). Dabei ist die Signalintensitat der CPDs héher als die
der 6-4-PPs. Es konnte gezeigt werden, dass CPDs im immunologischen Assay stérkere
Signale produziert als die 6-4-PPs. Grinde hierfur kénnte u.a. darauf basieren, dass das
bakterielle Chromatin fur die CPD-Antikorper besser zuganglich ist, dass generell mehr CPDs

auftreten und weniger Interferenzen bei der Messung auftreten (Kraft et al., 2011).

Im Falle des Antikorper-basierten Ansatzes wurde das Vorkommen von Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimeren, sowie 6-4 Photoprodukten in den verschiedenen behandelten Abwasserproben
analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die hier verwendete Bestrahlungsintensitat von 400 J/

m2 ausreichend war, um typische, durch UV verursachte DNA-Schaden zu induzieren.
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In den mit Ozon behandelten Proben wurden bei den Chemilumineszenz-Messungen keine
der beiden Lasionsarten nachgewiesen. Dies legt nahe, dass durch Ozon keine CPDs und 6-
4-PPs gebildet werden. Dies kdnnte auf andere Schadigungen der DNA durch das Ozons
zurlckzufuhren sein, welche hier jedoch nicht erfasst wurden. Die Wirkungsweise von Ozon
kann sehr vielfaltig sein. Es wird davon ausgegangen, dass DNA nicht zu den primaren
Reaktionszielen von Ozon gehort. Sollte es bis zu dieser durchdringen, so fihrt Ozon dort im
Vergleich zur UV-Behandlung zu anderen Arten von DNA-Lasionen. Es wird berichtet, dass
die Kinetik der Ozonmolekile fur Thymin (Geschwindigkeitskonstante 3,4 x 10* L*mol-1s-1)
hoher ist als fir Guanin, Cytosin oder Adenin (Cataldo, 2006, Alexander et al., 2016) und dass
das Thymin mit dem Ozon an der Position der Methylgruppe an der C(5)-C(6)-Doppelbindung
reagiert, was einen spurbaren Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat (Flyunt, 2007).
Die Oxidation an den Positionen C(5) und C(6) kann die Dimerbildung hemmen, so dass keine
CPDs und 6-4 PPs Uber den immunologischen Assay nachweisbar sind. Eine Erh6hung der
Auftragungsmenge der Proben, die mit Ozon oder einer Kombination aus UV und Ozon

behandelt wurden, fiihrte nicht zu einem nachweisbaren Signal.

Fazit: Es konnten beide Arten der DNA-L&sionen in UV behandelten Proben
nachgewiesen werden. In den mit Ozon behandelten Proben waren bei den
Chemilumineszenz-Messungen keine der beiden Lé&sionsarten detektierbar. Eine
zusatzliche DNA-Schadigung der Bakterien durch Ozon, die eine CPD und 6-4 PP
Bildung tGberdecken kann nicht ausgeschlossen werden. Dazu zéhlt auch eine Lyse der
Bakterien und damit einhergehend ein reduziertes Detektionslimit fur die DNA-

Mutationen.

3.6. Metagenom-Untersuchungen zu den Auswirkungen von Ozon auf

die bakterielle Abwasserpopulation
Um weitere Einblicke in die komplexe Abwassermatrix zu erhalten und insbesondere auch die

Effekte der Ozonbehandlung auf mdgliche Veranderungen innerhalb der im Abwasser
vorhandenen Gesamtpopulation festzustellen, wurde das Metagenom von Abwasserproben
analysiert. Zum einen diente die Untersuchung dem tieferen Einblick in die taxonomische
Zusammensetzung vor und nach der Ozonung, um Populationsshifts sichtbar zu machen. Des
Weiteren soll der Effekt einer Lebend/ Tot-Differenzierung mittels PMA-Behandlung untersucht
werden, um die Notwendigkeit eines solchen Verfahrens bei desinfizierenden
Reinigungstechnologien zu zeigen. Die verwendete lllumina HiSeq Sequenzierung kann u.U.
in ihrer Effizienz durch den GC-Gehalt der Bakterien beeintrachtigt werden, die einen sehr
hohem oder niedrigem GC-Gehalt aufweisen und dadurch eine geringere Abdeckung dieser
Regionen des Genoms aufweisen und so u.U. unterschétzt werden (Chen et al., 2013). Die

Tiefe der Populationsanalysen wiederum ist abhangig von der Lédnge der Reads und der
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angewandten Paird-End-Sequenzierung. Es wurden 200 bp Fragmente fiir die taxonomische
Identifizierung der verschiedenen, in den Abwasserproben vorhandenen Gattungen

verwendet.

Die Sequenzierung ergab fiur jede Probe mindestens 25,9 Millionen Paare von 100 Nukleotid
langen Reads, mit einem mittleren Phred-Qualitatswert > 35. Die Rohsequenz wurde mit dem
Fastg-mcf-Tool des ea-utils Softwarepakets (Aronesty, 2011) getrimmt und gefiltert, um
Sequenzen mit geringer Qualitdét und Illlumina-Adapter-Sequenzen zu entfernen. Die
getrimmten Sequenzen wurden mit MetaPhlAn2 (Truong et al., 2015) analysiert, um die
taxonomische Zusammensetzung der Metagenome zu bestimmen. Die MetaPhlAn2-Software
verwendet eine Datenbank mit spezifischen genetischen Markersequenzen und bestimmt die
taxonomische Zusammensetzung auf der Basis des Anteils der Reads, die auf diese
Datenbank abgebildet werden. Der Anteil der Lesevorgange, die auf die Markerdatenbank
abgebildet werden, variiert fir die in dieser Studie analysierten Proben zwischen 0,46 % und
1,06 % und sorgt somit fur die Vergleichbarkeit der Proben untereinander. Dariiber hinaus
wurde ein Unéhnlichkeitskoeffizient nach Yue-Clayton (Yue & Clayton, 2005) berechnet, der
die Unterschiede zwischen der Gesamt- und der Lebendfraktion in der Zulauf-, sowie in der
Ablaufprobe darstellt. Ein Koeffizient von 0 impliziert eine vollstandige Ahnlichkeit zwischen
beiden Populationszusammensetzungen, wahrend ein Koeffizient von 1 eine vollstandige

Unéhnlichkeit zwischen den Populationen anzeigt.

Die taxonomische Analyse mit MetaPhlAn2 konnte prokaryotische, eukaryotische und virale
Taxa identifizieren. Die Mehrzahl der Sequenzen wurde den Bakterien (82 - 93 %) zugeordnet.
Die Population der Abwassergemeinschaft enthielt eine grof3e Vielfalt an Taxa mit 166
verschiedenen Gattungen. Diese Metagenomanalysen erfolgten in Kooperation mit Dr.
Andreas Détsch, der zum Zeitpunkt der Analyse am IFG mit einer eigenen Arbeitsgruppe

beschéftigt war.

Das am haufigsten vorkommende Taxon im Ablauf des Nachklarbecken, das mehr als 30 %
der Sequenzen abdeckt, konnte ,Candidatus Saccharimonas® zugeordnet werden, auch
bekannt als TM7 (Albertsen et al., 2013). Die taxonomische Position dieses Bakteriums ist
zurzeit provisorisch und birgt einige Unsicherheiten in der exakten Identifizierung bei
MetaPhlAn2-Analysen. Dies konnte auch die unerwartet hohe Haufigkeit dieses spezifischen
Mikroorganismus erklaren. Albertsen et al., (2013) analysierten dessen Abundanz mit ca. 1 %
in der Population eines Belebtschlamm-Bioreaktors mittels Metagenom-Analyse. Frihere 16S

Amplikon-Sequenzierungsdaten aus Abwassern identifizierten ebenfalls ,Candidatus

Saccharimonas®in geringeren Haufigkeiten (Alexander et al., 2016).
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Mit Hilfe der MetaPhlAn2-Analyse konnten die verbleibenden Bakterien unterschiedlichen
Klassen von Proteobakterien zugeordnet werden. Hier konnten die Gattungen Thiomonas (5,7
%), die zu den B-Proteobakterien gehort, Acinetobacter (5,0 %) und Pseudomonas (2,6 %),
die zu den y-Proteobakterien gehoren, sowie Arcobacter (7,1 %), welcher zu den e¢-
Proteobakterien gehort identifiziert werden. Haufig im Wasser vorkommende Cyanobakterien
der Gattungen Microcoleus und Oscillatoria wurden mit 1,2 % bzw. 2,9 % relativer Haufigkeit
gefunden (Abbildung 13).

100% -
90% - others
m Prevotella
- | ]
80% - — — = Oscillatoria
70% - - - - Microcoleus
m Dermatophilaceae
60% - - - — .
- Polaromonas
50% - - ® Bacteroides
40% - - - m Aeromonas
’ E— Limnohabitans
I
30% - - m Acinetobacter
20% - ® Pseudomonas
Nitrospira
10% - .
® Thiomonas
0% T T T 1 Arcobacter
Ablauf NKB Ablauf NKB + Ablauf Ablauf . .
PMA Ozonung Ozonung + ® Candidatus Saccharimonas
PMA

Abbildung 13: Populationsanalysen des Ablaufs des Nachklarbeckens und dem Ablauf der Ozonung mit
und ohne Lebend/Tot-Diskriminierung mittels Illumina HiSeq Sequenzierung. Es wurden nur Genera
beriicksichtigt, die einen Anteil von 2 1.0% der Sequenzen darstellten. Die Ubrigen wurden in der Gruppe
‘others’ aufgenommen. Verdnderungen des Originals aus Jager et al. 2018 wurden vorgenommen (Jéger et
al., 2018a).

Beim Vergleich des gesamten (nicht PMA-behandelte) und des lebenden Anteils (PMA-
behandelte) der Population im Ablauf des NKBs, ergaben sich nur geringe Unterschiede. Im
Falle von ,Candidatus Saccharimonas® wurde ein Rickgang von 2 % von der
Gesamtpopulation auf die lebende Fraktion beobachtet. Fur Nitrospira wurde ein Anstieg von
1,2 % festgestellt, welcher auch in anderen Studien beschrieben wird (Pang et al., 2016, Tian
et al., 2017). Pseudomonas spp. hingegen erfuhr nur eine Ver&nderung von 0,5 % durch die
PMA-Behandlung. Diese geringen Veranderungen spiegeln sich auch in einem niedrigen Wert
des Yue-Clayton-Indexes wider. Hier wurde ein Wert von 0,04 errechnet, was hohe
Ahnlichkeiten zwischen der Gesamtpopulation und dem lebenden Anteil der Population des

Ablaufs des NKBs darstellt.
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Ein Verhaltnis zwischen der lebenden und der gesamten Population unter Verwendung von
PMA-behandelten und nicht PMA-behandelten Abwasserproben wurde fir die zuvor
beschriebenen Bakteriengattungen berechnet. Das fur diese Arbeit gewéahlte Modell zur
Einteilung interpretiert ein Verhaltnis tGber 1,2 als eine héhere relative Haufigkeit einer Gattung
in der lebenden Subpopulation, wahrend ein Verhaltnis unter 0,8 eine geringere relative
Haufigkeit anzeigt. Ein Verhaltnis zwischen 0,8 und 1,2 wurde so definiert, dass es keine

signifikanten Veranderungen in der Haufigkeit der jeweiligen Gattung vorliegt.

Das Lebend/Gesamt-Verhéltnis fur 5 der 14 haufigsten Gattungen im Ablauf des NKBs (Uber
1,0 % der Gesamthaufigkeit) wurde zwischen 0,8 und 1,2 klassifiziert (Tabelle 22 (Anhang)).
Diese Gruppe (Gruppe A) bestand aus Microcoleus, Pseudomonas, Acinetobacter,
,Candidatus Saccharimonas*” und enthielt zwei hygienisch relevante Gattungen, zu denen P.
aeruginosa und A. baumannii gehdrten. Darlber hinaus zeigten 5 der 14 Gattungen ein
Verhdltnis gréRer als 1,2 mit einem Maximalwert von 1,42 fir Thiomonas. Diese Bakterien
wurden in Gruppe B, die Nitrospira, Aeromonas, Thiomonas, Arcobacter und Limnohabitans
enthalt, aufgefihrt. Gruppe C hatte ein Verhaltnis unter 0,8 mit einem Minimum fir Prevotella

mit 0,39 und einem Maximum fir Oscillatoria mit 0,79.

Der Vergleich der PMA behandelten Populationen vor und nach der Ozonung wies einen Yue-
Clayton-Index von 0,86 auf, im Fall der Gesamtpopulation der Zulauf- mit der Ablaufprobe
ergab sich ein Yue-Clayton-Koeffizienten von 0,25. Beide Indices deuteten auf den zu
erwarteten Einfluss der Ozonbehandlung auf die Abwasserpopulationen hin. Im Fall von
,Candidatus Saccharimonas" nahm die Haufigkeit innerhalb der Populationen von 30 % im
Zulauf auf 18,6 % im Ablauf ab. Die Abundanzen von Nitrospira und Pseudomonas blieben
mit Veranderungen von jeweils ca. 0,5 % nahezu gleich. Deutlich stérkere Unterschiede
wurden zwischen dem Gesamt- und dem lebenden Anteil (PMA-behandelt) des Ozonablaufs
festgestellt (Abbildung 13). Die Haufigkeit von ,Candidatus Saccharimonas*®nahm von 18,6 %
auf 0,4 % ab, wahrend fur Nitrospira ein Anstieg um 15,1 % (von 6,2 % in der Gesamtfraktion
auf 21,3 % in der lebenden Fraktion des Ablaufs) festzustellen war. Dieser Anstieg der
relativen Haufigkeiten konnte einerseits ein Effekt von Populationsverschiebungen, aufgrund
der Abnahme der relativen Haufigkeiten von ,Candidatus Saccharimonas” sein, andererseits
berichteten Pang et al., (2016) auch Uber einen Anstieg von Nitrospira nach chemischer
Desinfektion. Darlber hinaus wiesen die Autoren darauf hin, dass die komplexe
Abwassermatrix zu einer unzureichenden Differenzierung von lebenden und toten Bakterien
durch die PMA-Behandlung fiihren konnte. Im Fall von Pseudomonas spp. war eine Abnahme
von nur 0,2 % nachweisbar, was auf eine gewisse Toleranz dieses Organismus gegenuber
der Ozonbehandlung hinweist. Diese Veranderungen durch die Lebend/ Tot-Diskriminierung

spiegeln sich auch im Yue-Clayton-Index wider. Hier wurde ein Wert von 0,66 ermittelt.
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Die Lebend/Gesamt-Verhéltnisse der verschiedenen Gattungen veranderten sich nach der
Ozonung vollstandig (Tabelle 23 (Anhang)). Dabei wiesen nur die Pseudomonaden (Gruppe
A) ein Lebend/Gesamt-Verhdltnis zwischen 0,8 und 1,2 auf, was auf keine deutlichen

Veranderungen ihrer Haufigkeit innerhalb der Population durch die Ozonbehandlung hinwies.

In der PMA-behandelten Probe wurde bei 9 der 14 Gattungen ein Riickgang des Verhaltnisses
zwischen 0,59 (Aeromonas) und 0,02 (Candidatus Saccharimonas) beobachtet, was auf einen
Ruckgang zwischen 41 % -98 % der entsprechenden Haufigkeiten in der lebenden Fraktion
der Populationen nach der Ozonung im Vergleich zu den entsprechenden Abundanzen in der
Gesamtpopulation der ozonierten Probe (Gruppe C) hinwies. Gruppe C umfasste u.a. die
hygienisch relevanten Gattungen wie Acinetobacter und Bacteroides (Tabelle 23 (Anhang)).
Hier zeigte Aeromonas einen Anteil von 1,65 % ohne PMA bzw. 0,99 % mit PMA-Behandlung.
Im Gegensatz zu den Gattungen der Gruppe C zeigten 4 der 14 Gattungen ein
Lebend/Gesamt-Verhaltnis von 1,42 bis 3,46 (Gruppe B), was auf eine Zunahme der
Sequenzhaufigkeiten zwischen 22 % (Oscillatoria) und 210 % (Nitrospira) in der lebenden
Fraktion nach der Ozonbehandlung hinwies (Tabelle 23 (Anhang)). Eine solche mdbgliche
Zunahme bzw. Veranderungen innerhalb der Population konnten auch von Pang et al., (2016)

beschrieben werden (Pang et al., 2016).

Von allen untersuchten Gattungen mit mehr als 1,0 % relativer Haufigkeit im Zulauf des
Ozonsystems wurden Limnohabitans, Acinetobacter, Prevotella, Bacteroides und ,Candidatus

Saccharimonas” auf weniger als 0,5 % nach der Ozonbehandlung reduziert.

Bei Verwendung harterer Verhaltnisse (z.B. 0,5 und 2,0) zur Identifizierung der Unterschiede
zwischen den nicht-PMA- und den PMA-behandelten Proben im NKBs zeigte die Mehrzahl der
Bakteriengruppen keine Unterschiede. Lediglich fiir Prevotella wurde ein Verhaltnis von 0,39
ermittelt, was auf eine Verringerung der relativen Haufigkeit innerhalb der Population hinwies
(x<0,5).

Im Fall der Ozon behandelten Probe kam es zu Unterschieden in der Zuordnung der Bakterien
zu den einzelnen Gruppen. Es wurde fir 8 der 14 betrachteten Bakteriengruppen eine
Reduktion der relativen Haufigkeit, die durch ein Verhéaltnis < 0,5 angezeigt wurde, festgestellt,
darunter Polaromonas (0,48), Thiomonas (0,31), Arcobacter (0,18), Limnohabitans (0,16),
Acinetobacter (0,15), Prevotella (0,05), Bacteroides (0,04) und ,Candidatus Saccharimonas*
(0,02). Fur 5 der 14 Bakterien konnten keine Unterschiede (0,5 < x < 2,0) festgestellt werden.
In dieser Gruppe waren Aeromonas (0,60), Pseudomonas (0,92), Oscillatoria (1,42),
Dermatophilaceae (1,63) und Microcoleus (1,77) vertreten. Eine Zunahme (x > 2,0) konnte fur
Nitrospira (3,46) beobachtet werden. Damit zeigten diese Ergebnisse mit alternativ definierten

Verhaltnisgrenzwerten ebenfalls gattungsspezifische Auswirkungen der Ozonbehandlung auf
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die Abwasserpopulationen an. Zum einen gab es den fakultativ pathogenen Erreger P.
aeruginosa aus der Pseudomonadengruppe, bei dem keine oder eine geringe Sensitivitat
gegenuber der Ozonbehandlung festgestellt wurde, was auf den hohen GC-Gehalts (GC-
Gehalt > 60 %) zurtickgefuhrt werden kénnte (Lee et al., 2006, Hyatt et al., 2010). Zum anderen
gab es hygienisch relevante Bakterien, die durch die Behandlung stark beeinflusst wurden,

wie Acinetobacter (mit A. baumannii) und Bacteroides.

Fazit: Alle Bakterien, die im Ablauf des NKB in hoher Abundanz gefunden wurden, sind
Vertreter der Belebtschlammpopulation (Albertsen et al., 2013, Huber et al., 2014,
Liébana et al., 2016, Saunders et al., 2016). Dartiber hinaus wurden hier Cyanobakterien,
wie Microcoleus und Oscillatoria gefunden. Diese autotrophen Organismen sind daftr
bekannt an den Abwasserreinigungsprozessen beteiligt zu sein (Laliberte et al., 1994,
Espigares et al., 1996, Craggs et al., 1997). Das Lebend/Gesamt-Verhéaltnis der Bakterien
des NKB Ablaufs zeigte fir die Mehrzahl der Gattungen innerhalb der
Abwasserpopulation keine deutliche Verdnderung in der taxonomischen
Zusammensetzung durch die PMA Behandlung der Probe.

Nach der Ozonbehandlung zeigten die Illumina Sequenzierungsdaten zur
Populationsanalyse unter Verwendung der PMA-Behandlung einen deutlichen Effekt
einer Lebend/ Tot-Differenzierung, die sich bei der Bewertung von
Desinfektionstechnologien als ein nitzliches und wertvolles Instrument herausstellte.
Dies spiegelte sich auch im Yue-Clayton-Index wider, welcher die Verdnderung der
Population nach der PMA-Behandlung der Ozon behandelten Probe zeigte. Der
Vergleich zwischen den PMA behandelten Proben des Nachklarbeckenauslauf und der
Ozon behandelten Probe wies einen Yue-Clayton-Index von 0,86 auf, der einen

signifikanten Populationsshift durch den oxidativen Prozessschritt beschreibt.

3.7. Wiederverkeimungspotentials der Abwasserpopulation nach einer

Ozon-Behandlung
Um Auswirkungen der Ozonbehandlung auf die Bakterienpopulation auch nach langerer

nachfolgender Inkubationszeit sichtbar zu machen, wurden Versuche zum
Wiederverkeimungspotential durchgefuhrt. Hierfir wurden Proben nach Ozonbehandlung (1 g
Ozon/ g DOC) fir 72 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend quantitativ mittels
gPCR analysiert. Fir die Quantifizierung der Zellaquivalente/ 100 mL, zur Bestimmung des
Wiederverkeimungspotentials, wurden die Proben keiner Lebend/ Tot-Diskriminierung
unterzogen. Zur Untersuchung wurden die taxonomischen, als auch die entsprechenden

ausgewahlten Resistenzgene verwendet.
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Direkt nach der Ozonung lag der Ausgangswert des 16S rDNA Gens bei 2,26x10’
Zellaquivalenten/ 100 mL. Nach der Inkubation von 72 Stunden bei Raumtemperatur war ein
Anstieg um ca. 2 log-Stufen, auf einen Wert von 1,26x10° Zellaquivalente/ 100 mL, feststellbar.
Die mit Ozon behandelte Probe ergab eine Haufigkeit fir das E. coli spezifische Markergen
yccT von 9,94x10? Zellaquivalenten/ 100 mL und stieg minimal wahrend der 72 h auf 1,72x103
Zellaquivalente/ 100 mL an. Die Ozonung zeigte im Fall der untersuchten Enterokokken einen
Ausgangswert von 1,85x10% Zellaquivalenten/ 100 mL, der nach 72 h auf 4,05x10?
Zellaquivalente/ 100 mL sank. Der Ausgangswert von P. aeruginosa lag nach der Ozonung
bei 9,74x10! Zellaquivalenten/ 100 mL und stieg um ca. 2 log-Stufen auf einen Wert von
3,46x10° Zellaquivalente/ 100 mL wieder an und zeigte somit ein erhohtes

Wiederverkeimungspotential (Abbildung 14).

Im Fall des untersuchten Integrase 1 Gens (intll) zeigte sich innerhalb der 72 stiindigen
Inkubation ebenfalls eine Zunahme der Haufigkeit auf 6,04x10° Zellaquivalente/ 100 mL. Fur
das Quinolon-Resistenzgen gnrS wurde ein Messwert von 1,47x10* Zellaquivalente/ 100 mL
erfasst, wodurch dieses Gen keine Veranderung wahrend der Inkubationsdauer von 72 h
erfuhr. Die Sulfonamidresistenz wies nach 72 h einen Wert von 3,37x10’ Zellaquivalente/ 100
mL auf, was eine deutliche Zunahme nach der Inkubation darstellte. Alle weiteren
Resistenzgene wie ermB, blarem und blacx-ws2 bzw. deren Trégerorganismen zeigten keine
Wiederverkeimung nach 72 h Inkubation. Die als Risikogene bezeichneten Resistenzgene
vanA und mecA konnten in der mit Ozon behandelten Probe nicht detektiert werden, weder in

der Kontrolle, noch in der nach 72 h Inkubation analysierten Probe (Abbildung 14).

Fazit: Innerhalb der 72-stindigen Inkubation konnten, im Fall der absoluten
Haufigkeiten, eine Zunahme der Gesamtbelastung (16S rDNA) und von P. aeruginosa
(ecfX) gemessen werden. Ebenso konnte eine Zunahme der absoluten Haufigkeiten der
Gene intll und sull beobachtet werden. Die restlichen Resistenzgene und das E. coli
spezifische Gen (yccT) blieben wahrend der Inkubationsdauer auf einem konstanten
Level. Das Enterokokken spezifische Gen (23S rDNA) wies einen Rickgang auf. Dies
lasst vermuten, dass u.U. einige Gene einen selektiven Vorteil mitbringen, der das
Uberleben der Trager dieser Gene fordert. So kann es durch die Behandlung zur
Selektion von Resistenzgenen und auch Bakterienspezies kommen, die auf
verbleibende Néahrstoffe aus lysierten Bakterien in der behandelten Abwasserprobe
zugreifen kénnen. Diese Untersuchungen unterstreichen auch die Notwendigkeit einer
ausreichenden bakteriellen Reduktion durch erweiterte Verfahren, um die nachfolgende

Wiederverkeimung letztlich umfassend zu vermeiden.
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Abbildung 14: Wiederverkeimungspotential im Ablauf der Ozonbehandlung. Es sind die absoluten
Belastungen, dargestellt durch die gPCR Ergebnisse, die auf 100 mL Abwasservolumen normiert wurden,
gezeigt. In blau sind die Messungen direkt nach der Entnahme gezeigt. In orange sind die Ergebnisse nach
einer 72-stindigen Inkubation dargestellt.

3.7.1. Wiederverkeimungspotential und Populationsveranderungen nach der
Ozonbehandlung anhand von Metagenomanalysen
Durch die Metagenom-Analysen konnten weitere Einblicke der Auswirkungen der

Behandlungsmethode auf die Wiederverkeimungspotentiale der verschiedenen Bakterien
gewonnen werden. Auch im Fall der mit Ozon behandelten Probe zeigte sich eine
dominierende Gattung, die sich innerhalb der 72 h in der Probe hervortun konnte. Nach der
Ozonbehandlung handelte es sich hierbei um Pseudomonas spp. mit einem Anteil von 71%,
der auch schon in den vorangegangenen Untersuchungen ein hohes Potential zur Robustheit
gegen Ozon und damit zur Wiederverkeimung gezeigt hat (Abbildung 22 (Anhang)). Auch
Acinetobacter spp. erfuhr eine leichte Zunahme seiner relativen Haufigkeit auf 6,3%. Der Anteil
von Thiomonas sank auf 0,39%, der von Aeromonas auf 0,03%. Mit jeweils einem Anteil von
0,02% in der Population konnten Polaromonas, Nitrospira und Limnohabitans detektiert
werden. Die restlichen untersuchten Gattungen waren in der Probe nach 72 h Inkubation nicht
in ausreichender Menge vorhanden. In der PCoA-Analyse zeigte sich auch eine deutliche
Verschiebung der Probe (3R), d.h. 72 h nach Ozon-Behandlung in Richtung der
Pseudomonaden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: PCoA Darstellung der Metagenomanalysen. Dargestellt sind biologisch behandeltes
Abwasser, mit und ohne PMA Behandlung (2, 2P), sowie biologisch behandeltes Abwasser nach 72h
Inkubation (2R). Die mit 1g Ozon/ g DOC behandelten Proben mit und ohne PMA Behandlung (3, 3P), sowie
Ozon behandeltes Abwasser nach 72h Inkubation (3R) sind ebenfalls in der Darstellung aufgefihrt.

Fazit: In den Metagenomanalysen der Ozonbehandlung zeigten Pseudomonaden ein
sehr hohes Wiederverkeimungspotential 72 h nach Behandlung. Mit einem Anteil von
71% dominierten sie die Populationszusammensetzung. Die anderen Bakterien konnten
sich nach der innerhalb der Inkubationszeit nicht

Behandlung 72 stindigen

durchsetzen.

Ein sehr hohes Wiederverkeimungspotential nach der biologischen Reinigung zeigte
Limnohabitans, der mit einem Anteil von 61,3% die Populationszusammensetzung nach

72 h dominierte. Die anderen Bakterien konnten sich hier nicht durchsetzen.
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3.8. Regional unterschiedlich gepragte Siedlungsgebiete und das
Auftreten von fakultativ pathogenen Bakterien und ARGs in

abwasserbeeinflussten Systemen
Die Auswahl des urban und landlich geprégten Siedlungsgebiets erfolgt auf der Grundlage der

ersten Einschatzungen zur Rolle des Abwassers als Ausbreitungsweg von resistenten
Bakterien und Resistenzgenen im Untersuchungsgebiet. Es sollen Hinweise auf Quellen und
mdogliche Eintragungspfade von multiresistenten Bakterien und Resistenzgenen in die
Gewasser identifiziert werden. Dabei sollen u.a. ein Uberblick tiber die Belastungssituation im
Gewasser gegeben werden, sowie relevante Eintragspfade identifiziert werden, wie z.B. der
Eintragspfad Abwasser (Klaranlagen und indirekt Mischwasseritberlaufe). Dabei zeichnet sich

das urban gepragte Siedlungsgebiet durch Eintrdge aus Regenwasser, urbanen Einflusse,

sowie Mischwassereintrdge inkl. Krankenhausabwasser und einem generell hohen

Abwasseranteil aus. Das landliche Siedlungsgebiet besitzt landwirtschaftlich genutzte Flachen

und einen ebenfalls hohen Abwasseranteil. Des Weiteren wurden noch unterschiedliche

Oberflachengewasser an verschiedenen Standorten im Untersuchungsgebiet beprobt und auf

Mehrfach-Resistenzen untersucht. In diesen Untersuchungen sollte ein erster Uberblick tiber
die unterschiedlichen Einflisse von Siedlungsgebieten und den dortigen Klaranlagen auf
aquatische Systeme gezeigt werden. Hierzu wurden zwei Probenahmenkampagnen fir den
landlich und den urban gepréagten Raum im Juli 2018 und August 2018 durchgefiihrt, bei denen
gualifizierte Stichproben an den unterschiedlichen Probenahmestellen in den entsprechenden
Gebieten genommen wurden. Dabei wurden Klaranlagen, sowie abwasserbeeinflusste

System, aber auch Gewdasser mit Freizeitnutzung und unbeeinflusste Gewdasser untersucht.

3.8.1 Einfluss von Klaranlagen auf das aufnenmende Gewasser
Die molekularbiologischen Untersuchungen rund um die Klaranlage im urbanen Raum zeigten

oberhalb der Klaranlage i.d.R. eine geringere gemessene Belastung an. Die Klaranlage selbst
wies in den meisten Féllen eine deutlich héhere Belastung auf. Der Einfluss der Klaranlage
auf das nachfolgende Gewasser wurde hier sehr deutlich. Im Fall der untersuchten fakultativ
pathogenen Bakterien, mit Ausnahme von A. baumannii und E. faecalis, war eine Zunahme
der Belastung von oberhalb der Klaranlageneinleitung nach unterhalb der
Klaranlageneinleitung festzustellen. Hier kam es teilweise zu einer Zunahme von mehr als

einer Log-Stufe.

Im Fall von E. coli lagen die gemessenen Zellaquivalente/ 100 mL oberhalb der Klaranlage bei
4,50x10?3 Zellaquivalente/ 100 mL. Unterhalb der Klaranlage konnten 6,73x10* Zellaquivalente/
100 mL nachgewiesen werden. Die Belastung innerhalb der Klaranlage lag bei den
Messungen bei 1,72x10° Zellaquivalente/ 100 mL. Vergleichbare Tendenzen wurden fiir K.
pneumoniae und Enterokokken beobachtet. Im Fall von P. aeruginosa war ein leicht hoherer

Wert nach der Klaranlage messbar. Bei A. baumannii war die Belastung oberhalb der
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Klaranlage vergleichbar mit dem Vorkommen innerhalb der Klaranlage. Unterhalb der

Klaranlageneinleitung war ein leicht verringertes Vorkommen zu beobachten (Abbildung 16).

Auch bei den Resistenzgenen zeigte sich der direkte Einfluss der Klaranlage auf das
anschliellende Gewasser. Die gemessenen Werte lagen hier fur alle getesteten
Resistenzgene unterhalb der Klaranlage héher als oberhalb der Klaranlage. Wie zuvor auch
bei den fakultativ pathogenen Bakterien war die Belastung in der Klaranlage selbst am
hochsten fur die entsprechenden Resistenzgene. Besonderes Augenmerk galt den selten
vorkommenden und als kritisch zu bewertenden Resistenzgenen. Diese waren bisher noch
nicht haufig in der aquatischen Umwelt zu finden. Jedoch zeigte sich auch hier der potentielle
anthropogene Einfluss auf Klaranlagen-beeinflusste Gewasser. Gerade hier zeigte sich, dass
Resistenzgene, wie blavimz, blakecs und das Vancomycin-Resistenzgen vanA, oberhalb der
Einleitung nicht nachweisbar waren. Erst nach der Einleitung der Klaranlage konnten diese
Gene detektiert werden (Abbildung 16, Tabelle 25, siehe Anhang).
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Abbildung 16: Darstellung des Einflusses der Klaranlage auf das aufnehmende Gewé&sser anhand einzelner
ausgewahlter Parameter. Gezeigt sind ausgewahlte Parameter (fakultativ pathogene Bakterien und seltene,
besonders kritische Resistenzgene) der Messpunkte oberhalb der Klaranlage (hellblau), des Ablaufs der
Klaranlage (schwarz) und unterhalb der Klaranlage (dunkelblau). Mit ,,LOD“ gekennzeichnete Parameter
konnten nicht detektiert werden.

Fazit: Die molekularbiologischen Untersuchungen zum Einfluss der Klaranlage auf das
aufnehmende Gewasser zeigen deutlich, dass Klaranlagen einen starken Effekt auf die
aufnenmenden Gewasser austben. So konnte eine geringere Belastung oberhalb der
Einleitungsstelle der Klaranlage und eine Zunahme der Belastung unterhalb der

Einleitungsstelle der Klaranlage beobachtet werden.
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Auch im landlichen Siedlungsgebiet zeigten die molekularbiologischen Untersuchungen des

Auslaufs der Klaranlage den Einfluss der Klaranlage auf das aufnehmende Gewasser. Im
Ablauf der Klaranlage konnten die taxonomischen Parameter, wie E. coli mit 9,27x10°
Zellaguivalenten/ 100 mL, K. pneumoniae mit 6,54x10? Zellaquivalenten/ 100 mL und
Enterokokken mit 6,95x10? Zellaquivalenten/ 100 mL detektiert werden. Die weiteren
untersuchten taxonomischen Parameter konnten nicht im Ablauf der Klaranlage nachgewiesen
werden. Im Gegensatz hierzu konnten unterhalb der Klaranlage alle untersuchten
taxonomischen Markergene detektiert werden. Fir E. coli wurden hier fast identische Werte
von 8,80x10% Zellaquivalenten/ 100 mL gemessen. Im Fall von K. pneumoniae und den
Enterkokken lagen die gemessenen Werte bei 9,52x10? Zellaquivalenten/ 100 mL und bei
4,27x103 Zellaquivalenten/ 100 mL und somit héher als die Messwerte im Klaranlagenablauf.
Des Weiteren wurden unterhalb der Klaranlage auch P. aeruginosa und E. faecalis detektiert,
welche nicht in der Klaranlage gefunden wurden (Abbildung 17 und 18, Tabelle 26 (Anhang)).

Im Fall der haufig vorkommenden Resistenzgene zeigte sich kein wesentlicher Unterschied
zwischen dem Klaranlagenablauf und den Messergebnissen der Probe unterhalb der
Klaranlage. Die Sulfonamidresistenz war mit 4,36x10° Zellaquivalenten/ 100m unterhalb bzw.
5,09x10° Zellaquivalenten/ 100 mL im Ablauf Klaranlage am haufigsten vertreten. Auch bei
den weiteren haufig vorkommenden Resistenzgenen waren die gemessenen Abundanzen
unterhalb der Klaranlage nur geringfugig niedriger als im Ablauf der Klaranlage. Die Messwerte
lagen zwischen ca. 10* und 10° Zellaquivalente/ 100 mL. Ein ahnlicher Trend war auch bei den
intermediéar vorkommenden Resistenzgenen zu beobachten. Die Unterschiede zwischen der
Klaranlage und der Messstelle unterhalb der Klaranlage waren sehr gering. Die gemessenen
Werte lagen hier zwischen 1,67x10? Zellaquivalenten/ 100 mL fur die B-Laktam Resistenz
blacxw in der Klaranlage, bzw. bei 1,88x102 unterhalb der Klaranlage und 4,76x10°
Zellaquivalenten/ 100 mL fir die B-Laktam Resistenz blaoxa.s in der Klaranlage, bzw. 3,99x10°
Zellaquivalenten/ 100 mL unterhalb der Klaranlage. Die Werte fir die 3-Laktam Resistenzen
blac-vs2 und blacwy-2 lagen bei 1,11x10° Zellaquivalenten/ 100 mL im Auslauf der Klaranlage
und bei 1,13x10°® Zellaquivalenten/ 100 mL unterhalb der Klaranlage, bzw. bei 1,21x10°
Zellaquivalenten/ 100 mL in der Klaranlage und bei 9,46x10% Zellaquivalenten/ 100 mL
unterhalb der Klaranlage. Im Fall der seltenen und als besonders kritisch zu wertenden
Resistenzgene konnten in der Klaranlage im landlich gepragten Raum keine Werte gemessen
werden (Abbildung 17). Lediglich unterhalb der Klaranlage konnte zwei der untersuchten
Parameter nachgewiesen werden (Abbildung 18). Dies war zum einen das R-Laktam
Resistenzgen mecA, was eine Resistenz gegen Methicillin vermittelt und das R3-Laktam

Resistenzgen blakpc-s.
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Fakultativ pathogene Bakterien Besonders kritische Resistenzen
(Indikatoren)
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Abbildung 17: Darstellung ausgewahlter Parameter der unterschiedlichen Klaranlagenablaufen,
entsprechend der Art des Siedlungsgebiets. Gezeigt sind ausgewé&hlte Parameter (fakultativ pathogene
Bakterien und seltene, besonders kritische Resistenzgene) der Klaranlagenauslaufe im landlich gepréagten
Raum (rot) und im urban gepréagten Raum (blau). Mit ,,LOD“ gekennzeichnete Parameter konnten nicht
detektiert werden.

Fazit: Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten Klaranlagen im urbanen
oder landlich gepragten Raum konnten festgestellt werden. Die untersuchte Klaranlage
im urbanen Raum wies eine starkere Belastungssituation auf als die landliche gepragte
Klaranlage. So waren im Auslauf der Klaranlage im landlichen Raum 3 von 6 Parametern
der fakultativ pathogenen Bakterien und keiner der 6 als kritisch einzustufenden
Antibiotika-Resistenzgene nachweisbar. Im Ablauf der urban gepragten Klaranlage
konnten alle 6 Parameter der fakultativ pathogenen Bakterien, sowie alle 6 als kritisch

einzustufende Antibiotika-Resistenzgene detektiert werden.
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Abbildung 18: Darstellung ausgewahlter Parameter von klaranlagenbeeinflussten Gewéassern. Gezeigt sind
ausgewahlte Parameter (fakultativ pathogene Bakterien und seltene, besonders kritische Resistenzgene)
des aufnehmenden Gewassers, welches durch eine im landlichen Raum gelegenen Klaranlage beeinflusst
wurde (grun), bzw. einer im urbanen Raum gelegenen Klaranlage (rot). Mit ,,LOD“ gekennzeichnete
Parameter konnten nicht detektiert werden.

Nicht nur an den Klaranlagenauslaufen lieRen sich die unterschiedlichen
Belastungssituationen feststellen. Auch im Gewésser zeigte sich dieser Einfluss (Abbildung
18). Diese unterschiedlichen hohen Belastungssituationen in den Klaranlagenauslaufen
spiegelten sich in dem aufnehmenden Gewasser wider. So waren im Vorfluter der urban
gepragten Klaranlage 5 der 6 taxonomischen Parameter messbar. Ebenso waren 5 der 6
seltenen und als besonders kritisch zu wertenden Antibiotika-Resistenzgene nachweisbar. Im
Vorfluter der im landlichen Raum befindlichen Klaranlage zeigte sich auch fir die
taxonomischen Parameter eine deutliche Belastung. So waren hier alle der untersuchten
taxonomischen Parameter detektiert worden. Generell waren hier die gemessenen
Zellaquivalente/ 100 mL jedoch geringer als bei der Klaranlage im urbanen Raum. Im Fall der
seltenen und als besonders kritisch zu wertenden Resistenzgene konnten noch 2 der 6
untersuchten Parameter im Vorfluter der landlich gepragten Klaranlage gemessen werden. Im
Vorfluter der Klaranlage im urbanen Raum konnten nahezu alle kritischen Resistenzgene
nachgewiesen werden. Trotz der geringeren Belastung im landlichen Raum, welche auch
durch die Grol3e der Klaranlage beeinflusst sein kann, ist dennoch aufgrund der Anwesenheit
der mecA und blakeczs Resistenzgene Handlungsbedarf an der betreffenden Klaranlage

erforderlich.
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3.8.2 Auswirkungen der Abwassereinleitung in unterschiedlich gepragten
Siedlungsgebieten anhand Kultur-basierter Untersuchungen
Die auf Kultivierungsmethoden basierenden Untersuchungen zeigten den Effekt der

Klaranlage auf das aufnehmende Gewasser (Abbildung 23 und 24, siehe Anhang). Im Bereich
der urban gepragten Klaranlage liel3 sich ein deutlicher Effekt der Klaranlage auf das
anschlielende Gewasser beobachten (Abbildung 23). Im Auslauf des Nachklarbeckens
(NKBs) der Klaranlage war die Belastungssituation am héchsten. Hier konnten KBE/ 100 mL
von bis zu 1,29x10° KBE/ 100 mL fir E. coli gemessen werden. Oberhalb der Klaranlage fiel
die Belastung stets geringer aus. Auch unterhalb der Klaranlage fiel die Belastungssituation
geringer aus als an der Klaranlage selbst, was auf einen mdglichen Verdinnungseffekt im
Fluss zuriickzufuhren sein kdnnte. Jedoch war die Belastung unterhalb der Klaranlage hoher
als oberhalb der Klaranlage. Somit war hier eine Zunahme der Belastung feststellbar, die u.U.
durch die Einleitung der Klaranlage ausgeldst wurde. Auch die Belastung mit ESBL-resistenten
Bakterien, Bakterien die ein erweitertes Spektrum an R-Laktamresistenzen aufweisen, deutete
darauf hin, dass die Belastung im KLA Ablauf und unterhalb der Klaranlage am héchsten war.
Im Vergleich zum Klaranlagenablauf und unterhalb der Klaranlage konnten geringere
Konzentrationen oberhalb der Klaranlage gemessen werden. Es konnten allgemein auf dem
ESBL-Plattensystem jedoch nur geringe KBE/ 100 mL gezahlt werden.

Im Fall der landlich gepragten Klaranlage zeigte sich fur einige Bakterien eine hohere
Belastung unterhalb der Klaranlage (Abbildung 24). Dies konnte im Fall von E. coli,
Acinetobacter spp. und intestinalen Enterokokken gezeigt werden. Die gemessenen KBE/ 100
mL fir MRSA zeigten in der Klaranlage und unterhalb der Klaranlage fast identische Werte mit
1,35x10% bzw. 1,32x10? KBE/ 100 mL. Die Belastung mit P. aeruginosa und Vancomycin-
resistenten Enterokokken war in der Klaranlage hoéher als an der Untersuchungsstelle
unterhalb der Klaranlage. Eine Belastung mit Vancomycin-resistente Enterokokken in der
Klaranlage konnte mit 5,4x10! KBE/ 100 mL festgestellt werden, die Belastung unterhalb der
Klaranlage mit 1,4x10' KBE/ 100 mL. ESBL resistente Bakterien konnten in sehr geringen
Konzentrationen in der Klaranlage (Acinetobacter spp. mit 2 KBE/ 100 mL) und unterhalb der
Klaranlage (2 KBE/ 100 mL E. coli und KEC-Gruppe; 1,0x10? KBE/ 100 mL fir Acinetobacter
spp.) nachgewiesen werden. Die auszdhlbaren Kolonien lagen hier sehr nahe an der
Nachweisgrenze, was eine eindeutige Interpretation und Quantifizierung der ESBL-resistenten

Bakterien erschwert.

3.8.3 Auftreten von mehrfach resistenten Bakterien in den verschiedenen
Siedlungsgebieten
Zur Untersuchung der Mehrfach-Resistenzen wurden mit Hilfe von Selektivagarplatten fir

Gram-negative Bakterien mit einem erweiterten Spektrum an [3-Laktamresistenzen (ESBL)

Bakterien selektiert und anschliel3end isoliert. Aufgrund der Wachstumsunterdriickung der
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Begleitflora wurde die Inkubation, wie von Miiller et al., (2018), eine im Rahmen des HyReKa-
Projekts etablierte Methode, beschrieben, bei 42°C durchgefuhrt. Die so gewonnenen Isolate
wurden anschliel3end in Vollmedium angereichert und zur Kontrolle nhochmals auf ESBL-
Platten und Vollmediumplatten ausgebracht, um den Kolonietyp nochmals zu verifizieren und

um mdgliche Kontaminationen auszuschlieRen (siehe Kapitel 2.6).

Im Anschluss erfolgte die Ermittlung der Mehrfach-Resistenzen der Isolate mittels des
Agardiffusionstests. Hierbei wurde nach den Vorgaben der KRINKO gearbeitet (Wendt et al.,
2012). Dabei wurden die Antibiotikaklassen der Cephalosporine, Penicilline, Fluoroguinolone
und Carbapeneme berlicksichtigt. Die entsprechenden Antibiotika zur Resistenzbestimmung
sind in Kapitel 2.6 aufgeflihrt. Eine Resistenz lag vor, sollte gegen eine der Testsubstanzen
ein entsprechender Hemmhof vorliegen. Treten Resistenzen gegen 3 oder 4
Antibiotikaklassen auf so spricht man von einer 3- oder 4-fach Resistenz. Hierbei wurden die
Grenzwerte von EUCAST “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters, Version 9.0, 2019

http://www.eucast.orq” verwendet um eine Resistenz gegen das jeweilige Antibiotikum

festzustellen.

Im urban gelegenen, nicht von Klaranlagen beeinflussten Oberflachengewasser konnten 3
Isolate, welche auf den ESBL-Selektivagarplatten wuchsen, gepickt werden. Die Analysen zur
Mehrfachresistenz zeigten, dass hier ein mehrfach resistentes Bakterium auftrat. Dieses wies
Resistenzen gegen 3 der 4 Antibiotikaklassen auf. Hierbei handelte es sich laut Farbindikation
des Agarplattenherstellers um ein E. coli Isolat. Es wurden keine Isolate gefunden, die gegen
alle 4 Antibiotikaklassen Resistenzen zeigten. Die weiteren Isolate (Proteus spp. und
Acinetobacter spp.) zeigten keine 3- oder 4-fach Resistenzen. Sie waren i.d.R. gegen eine

oder zwei Antibiotikaklassen resistent.

Im Fall des im urbanen Siedlungsgebiet gelegenen Sees konnten 2 Isolate (Proteus spp. und
Pseudomonas spp.), welche auf den ESBL-Selektivagarplatten Kolonien bildeten, gepickt
werden. Die Analysen zur Mehrfachresistenz zeigen, dass hier keine mehrfach resistenten

Bakterien gefunden wurden.

Im Bereich der urbanen Klaranlage (oberhalb, unterhalb der Klaranlage und der
Klaranlagenablauf) konnten in Summe 16 Isolate auf Multiresistenz untersucht werden. Davon
waren 3 Isolate (2x E. coli, 1x Acinetobacter spp.) aus dem Bereich oberhalb der Klaranlage,
7 aus dem Bereich unterhalb der Klaranlage (2x E. coli, 2x KEC-Gruppe, 2x Acinetobacter
spp. und 1x Proteus spp.) und 6 Isolate aus der Klaranlage selbst (2x E. coli, 2x KEC-Gruppe,
1x Acinetobacter spp. und 1x Proteus spp.). In allen Bereichen konnten Isolate, die als 3

MRGN eingruppiert wurden, identifiziert werden. Ein Isolat aus der Klaranlage konnte als
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besonders kritischer 4 MRGN Keim eingestuft werden. In Summe konnten 7 der 16 Isolate als
3 MRGN und 1 der 16 Isolate als 4 MRGN eingestuft werden. Zu den 7 Isolaten zahlten beide
E. coli Isolate aus der Probenahmestelle oberhalb der Klaranlage, sowie zwei E. coli Isolate
und zwei Isolate die zur KEC-Gruppe gezahlt wurden aus der Probenahmestelle unterhalb der
Klaranlage und ein E. coli Isolat aus der Klaranlage selbst. Das 4 MRGN Isolat stammte aus

der Klaranlage und konnte der KEC-Gruppe zugeordnet werden.

Im landlich gelegenen, nicht von Klaranlagen beeinflussten Oberflachengewasser konnten 3
Isolate (3x Proteus spp.), welche auf den ESBL-Selektivagarplatten Kolonien bildeten, gepickt
werden. Die Analysen zur Mehrfachresistenz zeigten hier keine mehrfach resistenten

Bakterien.

Der im landlichen Siedlungsgebiet untersuchte See wies 2 Isolate (2x Acinetobacter spp.),
welche auf den ESBL-Selektivagarplatten gewachsen sind auf. Hier konnten mehrfach
resistenten Bakterien gefunden werden. Die Isolate wiesen Resistenzen gegen 3, als auch

gegen 4 der 4 Antibiotikaklassen auf.

Im Bereich der landlichen Klaranlage (unterhalb der Klaranlage und der Klaranlagenauslauf)
konnten in Summe 3 Isolate auf Multiresistenz untersucht werden. Davon waren 2 Isolate (E.
coli und Acinetobacter spp.) aus dem Bereich unterhalb der Klaranlage und 1 Isolat
(Acinetobacter spp.) aus der Klaranlage selbst. Es konnten das Acinetobacter spp. Isolat aus
der Klaranlage und das E. coli Isolat aus der Probenahmestelle unterhalb der Klaranlage als
3 MRGN eingestuft werden.

Tabelle 12: Multiresistenzanalysen im urban und landlich gepragten Raum. Hellgrau hinterlegt sind die
urban gepragten Messstellen. In dunkelgrau sind die landlich gepragten Messstellen hervorgehoben.

Messstellen 3 MRGN 4 MRGN

Oberflachengewasser (urban) + s

See (urban) - -

Oberhalb KLA (urban) + -
Unterhalb KLA (urban) + -
Ablauf KLA (urban) + +
Ablauf KLA (l&andlich) + -
Unterhalb KLA (l&andlich) + -

Oberflachengewasser (landlich) - -

See (landlich) + +
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Fazit: Antibiotika-Resistenzgene und fakultativ pathogene Bakterien konnten in
Oberflachengewdssern nachgewiesen werden. Je nach Art des anthropogenen
Einflusses sind die gemessenen Abundanzen unterschiedlich ausgefallen. Ebenso
konnten die seltenen und als besonders kritisch einzustufenden Resistenzgene bereits
in geringen Haufigkeiten nachgewiesen werden. Jedoch wurde immer der Einfluss der
Klaranlagen auf das anschlieBende Gewasser deutlich. So konnte eine geringere
Belastung oberhalb der Einleitungsstelle der Klaranlage und eine Zunahme der
Belastung unterhalb der Einleitungsstelle der Klaranlage beobachtet werden. Die vom
urbanen Raum gepragte Klaranlage wies eine starkere Belastungssituation auf als die
landlich gepragte Klaranlage. Diese unterschiedlichen hohen Belastungssituationen in
den Klaranlagenablaufen spiegeln sich in dem aufnehmenden Gewasser wieder. Daher
ist Handlungsbedarf an den betreffenden Klaranlagen erforderlich. Auch im Vergleich
der FlieRgewasser zeigte sich, dass die Grundbelastung im landlichen Raum im
Vergleich zum urban gepragten Siedlungsgebiet geringer ist. Die zusatzlichen
Multiresistenz-Untersuchungen vervollstandigten das Bild und wiesen auf eine schon
haufigere Verbreitung von 3 MRGN und vereinzelt auch 4 MRGN in den analysierten
Wassersystemen hin.

4. Europa-weite Untersuchungen zur Belastung von Aufbereitetem
Abwasser aus Klaranlagen mit Antibiotika-resistenten Bakterien

und Antibiotikarickstanden
Die europaischen Studien befassten sich u.a. mit der Resistenzlage in Klaranlagenablaufen,

bei denen die Standardisierung und Harmonisierung neuer und geeigneter Nachweissysteme
im Fokus lag. So beschrieb Rocha et al, (2018) die Harmonisierung eines
molekularbiologischen Nachweissystems fiir Antibiotika-Resistenzgene. Diese Studie wurde
unter Beteiligung des KIT im Rahmen des EU-Projekts NORMAN durchgefuhrt, bei der ein
Quantifizierung von ausgewahlten Parametern mittels gPCR durchgefiihrt wurde, da diese
Nachweismethode in einer Vielzahl an Studien zum Einsatz kommt. Der Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Institute kann hierbei schwerfallen, da bisher keine harmonisierten
Protokolle fir die Experimente vorlagen. Ziel der Studie war die Kalibrierung zwischen den
unterschiedlichen beteiligten Laboren. Als Ausgangsmaterial diente einheitlich extrahierte
DNA unterschiedlicher Klaranlagenablaufen unterschiedlicher européischer Partner.
AnschlieBende Messungen wurden mit einheitlichen Protokollen und Reagenzien
durchgefiuhrt. Einzige Unterschiede in den Versuchsdurchfiihrungen waren der Operator und
das entsprechende gPCR-Gerat. Die maximale Variation zwischen den beteiligten Laboren
lag bei 28%, was sich somit positiv auf die Vergleichbarkeit der generierten Daten aus

unterschiedlichen Laboren auswirkte. Folglich waren diese molekularbiologischen Ansétze
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neben den kulturbasierten Ansatzen fir die umfassende Uberwachung der
Resistenzentwicklung, aber auch fur die hygienische Kontrolle der Abwasserqualitat gut
geeignet. Aus diesem Grund sind harmonisierte Protokolle und laborubergreifende
Kalibrierungen fur die zuverlassige Quantifizierung von ARB und ARGs zur Kontrolle der
Abwasserqualitat, sowie fur das Uberwachen in der Umwelt von entscheidender Bedeutung
(Rocha et al., 2018). Die Autoren wiesen darauf hin, dass die Festlegung der folgenden
Kriterien fur die Interpretation der gPCR Ergebnisse wichtig sind: (A) Amplifikate einzelner
gPCR-Reaktionen unter Verwendung eines gegebenen Primer-Paares und eines Master-
Mixes sollten eine charakteristische Schmelztemperatur (x1 °C) aufweisen; (B) gqPCR-
Reaktionen, die keinen eindeutigen und/ oder mehrere Schmelztemperatur-Peaks bilden,
konnen eine Uberschatzung der Genamplifikation ergeben und miissen vermieden werden;
(C) die Konzentration der DNA in einem Reaktionsgefal} sollte zwischen 0,39 und 7,2 ng/pL
liegen. Bei weniger haufigen Genen sollten jedoch hohere DNA-Konzentrationen in Betracht
gezogen werden (Rocha et al., 2018). Des Weiteren ist die Qualitédt des DNA-Extrakts auch
ein kritischer Faktor, z.B. bei Proben mit geringer Biomassebelastung, wie sie bei der
Abwasserdesinfektion entstehen. In diesen Situationen konnen nicht nur niedrige DNA-
Konzentrationen, sondern auch die Effizienz der DNA-Extraktion, beeinflusst z.B. durch die
schlechte Lyse gestresster Bakterienzellen, Probleme bereiten. Dariber hinaus ist die
Quantifizierung von haufig vorkommenden Genen in verdiinnten und unverdiinnten Proben

ratsam, um die potentiell inhibitorischen Wirkungen zu beurteilen (Rocha et al., 2018).

Eine weitere Mdglichkeit zur umfangreichen Erfassung der Resistenzsituation zeigte der
gewahlte Ansatz der Studie von Parnanen et al., (2019) auf. Diese Studie wurde im Rahmen
von JPI StARE durchgefiihrt und ist Teil dieser Dissertationsarbeit. Die Publikation war die
erste internationale Uberwachungsstudie europaischer Abwasser, die bisher durchgefiihrt
wurde. Hier konnte eine Verteilung der ARGs in den untersuchten europaischen Klaranlagen
festgestellt werden, die zu einer Einteilung von Belastungssituationen der untersuchten Lander
in Norden und Suden fuhrte, was mit dem Ubereinstimmt, was insbesondere fir klinische
Isolate gezeigt wurde (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018). Mit Hilfe
eines Hochdurchsatz gPCR-Arrays wurden in dieser Studie insgesamt 229 Resistenzgene
inkl. 39 unspezifischer Resistenz vermittelnder Gene, sowie 25 mobilen genetischen
Elementen (MGE) wie Integrase-, Transposase-Gene und Insertionssequenzen, untersucht.
Alle untersuchten Proben des Zulaufs enthielten Resistenzgene gegen Aminoglykoside, 13-
Laktame, Makrolide-Lincosamide-Streptogramin B, Sulfonamide, Tetrazykline,
Mehrfachresistenzgene, aber auch mobile genetische Elemente (MGES). Resistenzgene von
hoher klinischer Relevanz wurden sporadisch in den Zulaufproben der unterschiedlichen
Nationen detektiert (Abbildung 19). Die Daten zeigten fir die vom KIT untersuchte Klaranlage

(DE2), dass sich die relativen Haufigkeiten im Zulauf mit den der anderen LAC-Lander (LAC,
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low antibiotic consumption, DE, Deutschland; Fl, Finnland; NO, Norwegen) vergleichen liel3en.
Im Vergleich zu den HAC-Landern (HAC, high antibiotic consumption; PT, Portugal; ES,
Spanien; CYP, Zypern; IL, Irland) dominieren bei den LAC-Landern die Resistenzgene, die flr
Tetracycline und Makrolid-Linkosamid-Streptogramin B (MSBL) Antibiotika codieren, wahrend
die weiteren Antibiotikaklassen in den HAC-Landern dominieren (Abbildung 19).
Insertionssequenzen dominieren in den LAC-Landern. Fir Transposase- und Integrasegene
konnte keine genaue Zuordnung getroffen werden. Jedoch lagen die relativen Haufigkeiten fur
DE2 in Summe niedriger als bei den HAC-Landern. Des Weiteren deuten die gewonnenen
Daten darauf hin, dass die untersuchten Klaranlagen, die ein Sekundarbehandlungsverfahren
mit unterschiedlichen Konfigurationen und in einigen wenigen Fallen mit einer tertidren
Behandlung oder einer Desinfektionsstufe arbeiten, in der Lage waren, die relative Haufigkeit
aller untersuchten ARG-Klassen deutlich zu reduzieren. Eine Ausnahme war dabei das Gen,
das die Resistenz gegen Vancomycin kodiert. In Abbildung 20 wurden beispielhaft einige der
Untersuchungsparameter zusammengefasst. So konnte fiir DE2 (KIT) sowohl im Fruhjahr, als
auch im Herbst ein signifikanter Riickgang durch die Abwasserbehandlung im Fall der
Tetracyclin und MSBL vermittelnden Resistenzgene festgestellt werden (Abbildung 20 B1 und
B2). Eine Zunahme konnte fir die Insertionssequuenzen sowohl im Frihjahr, als auch im
Herbst gemessen werden (Abbildung 20 B3). Keine signifikante Verénderung trat bei DE2
(KIT) im Fall der Transposase-Gene auf (Abbildung 20 B4).

Generell war die ARG-Belastung nach der Abwasserreinigung im Suden (HAC, high antibiotic
consumption) deutlich héher als in den nérdlichen Landern (LAC, low antibiotic consumption).
Folglich wurde angenommen, dass das finale Abwasser der HAC-L&nder die Umwelt starker
belastet als das der LAC-Lander.

81



1
1.75- 1 Higher
Hoc ¢ | mmp Lo (p <0.01)
H : A H H . relative
1.50- ] 1 H ] i : abundance
PT1 PT2 PT3 ;| ES1 cvp1  icyp2 DE1 DE2 Fii Fi2 i NO1 Other
@ : : H ]
: H E H
e P I VAN
E ! Bl AMP Hac
2 -
P E H M oul Hac
g : 1 5 i B vLSB Lac
g . : Il BL Hac
B suL Hac
I MDR Hac
ll Illll mave]| H
B
1.75-
1.50- i
PT1 : NO1
@® a H H
2 1.25- H H H Higher
2 i i F (p <0.01)
5 H H H relative
£ 1.00- H H abundance
2 g M Integrase
ks . i
< 0.75 ] g I Transposase
2 i Insertional L
f= H
3 I I I . sequence Ae
-c_z ca i c2 c3 : c2 c3 i c2 c3

Imj

c3 c3 ¢ - c2

o 62

Abbildung 19: Relative Genhaufigkeiten, der Zulaufproben von Landern mit hohem (HAC) und niedrigem (LAC) Antibiotikakonsum, die gemessen wurden. Unter (A)
sind die Resistenzgene und unter (B) genetische Rekombinationselemente dargestellt. Die Daten beziehen sich auf die Summe der relativen Haufigkeit der
Amplifikation fur ein gegebenes Primerpaar in Abhangigkeit vom Referenzgen 16S rDNA, organisiert als Klassen von "Resistenz" oder "Rekombination". In der
Legende sind fiir jede Genklasse die Lander, HAC oder LAC, mit einer signifikant hoheren relativen Haufigkeit angegeben (p < 0,01, Mann-Whitney U-Test). Die Proben
werden entsprechend der Probenahmekampagne (C2, Frihjahr 2016; und C3, Herbst 2016), geteilt durch HAC und LAC, organisiert. Resistenzkategorien: AMG
(Aminoglykoside), MDR (Multidrug-Resistenz), SUL (Sulfonamide), BL (Beta-Lactame), MLSB (Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B), TET (Tetracyclin), QUI
(Chinolone), AMP (Amphenicole), VAN (Vancomycin) und andere (others) (Parnénen et al., 2019).
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Abbildung 20: Vergleich der durchschnittlichen relativen Haufigkeit der ARGs im Zufluss und im Ablauf fur die Klassen mit signifikant unterschiedlichen Werten in den
HAC- und LAC-Proben: B1) MLSB, B2) Tetracycline, B3) Insertionssequenzen und B4) Transposase. Die Pfeile zeigen signifikante (p < 0,01; Welch t-Test) Zunahmen

(1) oder Abnahmen (|) nach der Behandlung an (C1, Herbst 2015; C2, Frihjahr 2016; und C3, Herbst 2016) (P&rnénen et al.,

2019).
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Neben der umfassenden Studie zur Antibiotika-Resistenzlage in den Abwassern europaischer
Klaranlagen konnte im Rahmen des StARE Projekts auch erste Studie auf internationaler
Ebene zur Ermittlung des Vorkommens von Antibiotikarlickstanden in entsprechenden
Abwassern im europaischen Raum generiert werden, um (i) einen Uberblick tber das
Vorhandensein und die Konzentration von Antibiotika in den Abwassern von Klaranlagen in
verschiedenen europdischen Landern zu geben; (ii) geografische und zeitliche Trends
bezlglich des Auftretens dieser Schadstoffe zu bewerten; (iii) Rickschlisse auf das
potenzielle Risiko fur die Umwelt und die menschliche Gesundheit zu ziehen, die von
Antibiotikariickstanden in  den geklarten Abwaéassern ausgeht; und (iv) robuste
Analyseinstrumente und Indikatorverbindungen vorzuschlagen, die in regelmaRigen
Wasserlberwachungsprogrammen verwendet werden kdnnen, wodurch der Vergleich von
landerbezogenen Studien mdglich wird. Diese Daten dienten auch in der Publikation von
Parnénen et al., (2019) um Korrelationen zwischen der in der Klaranlage vorherrschenden
Antibiotika-Resistenzlage und den im Abwasser prasenten Antibiotikartickstanden zu
ermitteln. Zu diesem Zweck wurde der Klaranlagenablauf der 13 Klaranlagen in 7
europaischen Landern (Portugal, Spanien, Irland, Zypern, Deutschland, Finnland und
Norwegen) in den Jahren 2015 und 2016 jeweils am Anfang des Frihjahrs und Herbsts
beprobt und auf 53 Antibiotikariickstande untersucht, die zu 10 verschiedenen therapeutischen
Klassen gehdrten. Gezielt wurden Antibiotika auf der Grundlage ihres weltweiten human- und

veterinarmedizinischen Einsatzes ausgewahlt (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

So konnte auch in dieser Studie ein Nord-Siid-Gefélle in Bezug auf Antibiotikamengen, die in
die Umwelt freigesetzt werden, festgestellt werden. Dabei konnten den Makroliden und
Fluorchinolonen die héchsten Belastungen in allen Landern zugeschrieben werden. So
konnten Antibiotikakonzentrationen bei Fluorchinolonen beobachtet werden, die bei bis zu
1435,5 ng/ L Ciprofloxacin in Portugal und 613,0 ng/ L Ofloxacin in Zypern lagen. Die Makrolide
Azithromycin und Clarithromycin konnten ebenfalls in allen Landern detektiert werden. lhre
maximalen Konzentrationen von 1577,3 ng/ L bzw. 346,8 ng/ L konnten Klaranlagenablaufen
aus Portugal zugewiesen werden. Im Allgemeinen konnten héhere Antibiotikaverbrauchsraten
mit héheren Gesamtantibiotikakonzentrationen, sowie niedrigere Antibiotikaverbrauchsraten
mit niedrigeren Gesamtantibiotikakonzentrationen in den Klaranlagen korreliert werden.
Ausnahmen  bildeten die Klaranlagen in  Zypern. Die dortigen  hohen
Antibiotikaverbrauchsraten gingen mit einer niedrigen Gesamtkonzentrationen im Ablauf der

Klaranlagen einher (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

Die Studie ermoglichte es in erster Linie, den aktuellen Wasserqualitatsstatus der kommunalen
Abwaésser in Europa zu definieren. Von den 53 untersuchten Antibiotika, wurden 17 in

behandelten = Abwassern  nachgewiesen. Eine  kontinuierliche  Einleitung  von

84



Antibiotikarickstdnden durch Klaranlagen in verschiedene aquatische Systeme kénne
Auswirkungen auf die Umwelt und mdglicherweise auch Einfluss auf die
Antibiotikaresistenzentwicklung nehmen. Der in dieser Studie berechnete Risikoquotient wies
fur 14 der 17 Antibiotika ein geringes Umweltrisiko auf. Es konnten jedoch drei Ausnahmen
ermittelt werden. Diese erreichten einen Quotienten tber 0,1, darunter das Cephalosporin
Cefalexin, das Fluorchinolon Ciprofloxacin und das Makrolid Azithromycin (0,14, 0,90 bzw.
0,58). Ciprofloxacin, Azithromycin und Cefalexin konnten so als potentielle Marker der
Antibiotikaverschmutzung identifiziert werden und koénnten fir eine zeitliche und
geographische Charakterisierung von aquatischen Systemen und Klaranlagen dienen. Durch
die reduzierte Anzahl von Substanzen ware ein "intelligentes Monitoring" moglich. Nicht zu
vernachlassigen ist jedoch die Tatsache, dass Antibiotika in der aquatische Umwelt als
Gemische, die entweder aus verschiedenen Verbindungen, die zu derselben Klasse von
Antibiotika gehoren und &hnlichen Wirkmechanismen haben, oder aus verschiedenen
therapeutischen Gruppen bestehen kénnen, die synergistische oder antagonistische
Wirkungen haben kénnten vorliegen (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).
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Tabelle 13: Konzentrationen (ng/L) der 17 Antibiotika, die in den Proben aus den 13 Klaranlagen nachgewiesen wurden: Portugal (PT), Spanien (ES), Zypern (CYP), Irland
(IL), Deutschland (DE), Finnland (FI) und Norwegen (NO). Die Konzentrationen (ng/L) werden als Mittelwert aus den 4 Probenahmekampagnen oder 3
Probenahmekampagnen im Falle von PT1 und 1 Probenahmekampagne im Falle von PT3 berechnet. < MDL zeigt Messwerte unterhalb des Detektionslimits an
(Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

Chemical group Antibiotic FT1 PT2 FT3 ES1 CYP1 CYP2 L1 .2 DE1 DE2 FIl FIZ MNO1

Cephalosporins Cefalexin 384 370 < MDL G652 66.3 65.0 664 B7.6 < MDL <= MDL 2033 308.0 60.7

Dihydrofolate reductase  Trimethoprim 9.1 146.3 190.6 102.8 742 44.0 141.3 121.0 15.2 105.0 1820 186.7 119.7

inhibitors

Fluoroguinolones Ciprotloxacin 457.3 5849 231.4 200.3 316.8 252.3 259.8 234.0 438 230.6 38.4 43.2 159.2
Enrofloxadn < MDL <=MDL = MDL &9.4 <MDL <MDL =MDL <MDL =MDL <MDL <MDL = MDL - MDL
Ofloxadn 8.7 1849 1328 142.3 305.1 196.7 65.4 399 = MDL 66.5 20.0 228 .l
Orbifloxadn < MDL <MDL <= MDL -=MDL 67 6.5 <MDL <=MDL < MDL =<MDL =MDL - MDL - MDL

Lincosamides Clindamycin B5 Bb.6 3L5 101.4 6.5 278 42.5 59.1 = MDL 110.7 B8.B 04,2 7.1

M acroli des Azithromycin 361.8 297.5 178.9 299.5 480 45.2 66,7 260.8 126.2 290.4 129.3 130.7 149.7
Clarithromycin 74.2 1187 313.2 1120 < MDL 11.9 4.4 189.4 T6.5 123.4 45 48 2.8

Nitroimidazole Me tronidazole < MDL <=MDL = MDL 76.1 196 < MDL B8.6 78.2 7.6 0.3 20.1 41.9 a3.2

antibiotics

Penidllins Ampicillin <MDL =<=MDL <= MDL =MDL =MDL <= MDL 934 68.1 = MDL =< MDL <= MDL <= MDL - MDL

Quinolones Nalidixic Acid <MDL <= MDL = MDL =MDL =MDL <= MDL 503 25.3 = MDL =< MDL <= MDL <= MDL - MDL
Oxolinic Acid <MDL <MDL < MDL =<MDL <MDL = MDL <=MDL 53 = MDL <MDL <=MDL = MDL < MDL
Pipemidic Add 15.0 108 20.1 30.1 101 15.2 18.2 4.4 11.8 < MDL 48 3.2 7.5

Sulfonamides Sulfamethoxazole 30,2 7.1 < MDL 123.4 133 68.5 53.0 44.0 229 Mo = MDL = MDL 48.6
Sulfapyridine B5 47 488 63.9 B.7 48.7 95.5 936 227 112.0 89.2 98.8 184.0

Tetracyclines Tetracycline 231.2 1657 147.5 = MDL 369 24.5 141.0 1942 = MDL 154 T0.6 16.8 179.2
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5. Diskussion

Da Klaranlagen als sogenannte ,Hotspot” flr die Verbreitung von ARB und ARGs gelten, gilt
diesen eine besondere Aufmerksamkeit, da diese, als zentrale Systeme, eine gute Mdglichkeit
der gerichteten Intervention und Kontrolle der Belastungssituation bieten. So kénnen hier
zZielgerichtet MaBhahmen ergriffen werden, um eine Reduktion der Eintragung in die Umwelt
zu erzielen (Michael et al., 2013, Rizzo et al., 2013, Alexander et al., 2015, Berendonk et al.,
2015, Alexander et al., 2016, Cytryn et al., 2017, Hembach et al., 2017, Jager et al., 2018a,
Jager et al., 2018b). Einige ARB kénnen durch konventionelle
Abwasserbehandlungsverfahren entfernt werden (Guardabassi et al., 2002, Da Costa et al.,
2006), aber es gibt immer noch eine grol3e Anzahl, die im Abwasser Uberleben kdnnen
(Pruden et al., 2006, Hembach et al., 2017, Jager et al., 2018b, Hembach et al., 2019,
Alexander et al., 2020). In der Folge werden ARB und ARGs freigesetzt und in der Umwelt
weiter verbreitet (Kim & Carlson, 2007, Czekalski et al., 2012, Alexander et al., 2015). Die
Wissenschaft beschéftigt sich mit einer Vielzahl unterschiedlicher technischer innovativer und
fur die Implementierung geeigneter Verfahren zur Reinigung des Abwassers und der
Entfernung von Spurenstoffen, als auch der Elimination von ARB und ARGs (Alexander et al.,
2016, Michael-Kordatou et al., 2018, Hembach et al., 2019, Jiménez et al., 2019, Michael et
al., 2019, Alexander et al., 2020). Hierbei kommen u.a. oxidative Verfahren zum Einsatz. Durch
das breite  Wirkungsspektrum des  Ozonverfahrens gegeniuber organischen
Mikroverunreinigungen findet es sowohl im kleinen, als auch in voll ausgebautem technischen
Mal3stab in der Abwassertechnik Anwendung (Von Gunten, 2003, Broséus et al., 2009). Dabei
hangt die Wirkung des Ozons von vielen biotischen und abiotischen Faktoren ab (Okafor,
2011, Czekalski et al., 2016). Dies kdnnte dazu fiihren, dass bei einer Ozonkonzentration von
1 g Ozon/ g DOC sub-letale Effekte auf die Bakterien einwirken kdnnten, bei denen
Stressreaktionen oder auch die Selektion einzelner Bakterienspezies, was zu
Populationsverschiebungen fihrt, induziert werden konnten (Alexander et al., 2016, Jager et
al., 2018a). Durch die Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/ g DOC konnten viele der untersuchten
Parameter reduziert werden. Die gemessenen Reduktionsleistungen der absoluten
Messungen lagen hier fur fakultativ pathogene Bakterien zwischen 0,28 und 2,39 log-Stufen,
die der ARGs zwischen 0,06 und 2,34 log-Stufen. Dies entspricht Reduktionsraten von
teilweise Uber 99%. Manche Parameter sanken sogar unter die Nachweisgrenze. Jedoch
konnte nicht fir alle Untersuchungsparameter eine ausreichend hohe Reduktion
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den chemischen Mikroverunreinigungen, von denen
diskutiert wird, dass sie bei der Ozonbehandlung um mindestens 80 % reduziert werden

mussen, sollte die mikrobiologische Belastung um einen Prozentsatz von mind. 99 % reduziert
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werden, um eine Wiederverkeimung zu vermeiden (Abegglen & Siegrist, 2012, National Blue
Ribbon Commission for Onsite Non-Potable Water Systems, 2017). Ein Vorteil der
Ozonbehandlung ist ihre Anwendbarkeit zur gleichzeitigen mikrobiologischen Reduktion, als
auch zur Reduktion von Mikroverunreinigungen. Hier ist zu beachten, dass die
Desinfektionswirkung von Ozon von der Ozonkonzentration, der Kontaktzeit und der
Wasserqualitat abhangt. Insbesondere geldster organischer Kohlenstoff (DOC), Schwebstoffe
und Partikel aus dem Belebtschlamm sollten bei der Ozonbehandlung berticksichtigt werden
(Lazarova et al., 2013, Czekalski et al., 2016, Pak et al., 2016). Die verwendete hydraulische
Verweilzeit des Abwassers wurde hier mit vier Minuten angesetzt. Sowohl die
Ozonkonzentration als auch die hydraulische Verweilzeit sind Parameter, die fiir eine
allgemeine Effizienzsteigerung angepasst werden kdnnen. In diesem Zusammenhang sollten
jedoch auf die Vermeidung der unerwiinschten chemischen Nebenprodukte wie Bromid, die
bei erhohten Ozonkonzentrationen gebildet werden konnen, hingewiesen werden (Von
Gunten & Hoigne, 1994, Von Gunten, 2003, Lee & von Gunten, 2010). Kombinatorische
Verfahren wie eine biologische Filtration mit Sand oder Aktivkohle zur Entfernung von neu
transformierten und unerwiinschten Verbindungen, um die Verbreitung in die nachfolgenden
Systeme nach der Ozonbehandlung zu verhindern, sind daher ratsam. Diese Filtersysteme
bergen jedoch das Risiko des mikrobiellen Wiederverkeimens durch fakultativ pathogene
Bakterien und so auch von ARGs (Alexander et al.,, 2016, Hembach et al., 2019). Bei
Versuchen zum Wiederverkeimungspotential nach der Ozonbehandlung konnte sich
Pseudomonas spp. in allen Experimenten als dominante Spezies durchsetzen (Jager et al.,
2018a). Daher sollte die Ozonbehandlung so eingestellt werden, dass die
Bakterienbelastungen in ausreichend hoher Effizienz reduziert wird. Sollte dies nicht der Fall
sein, konnen die Uberlebenden Bakterien, die ggf. Trager verschiedener Resistenzen sind,
Uber die Klaranlage in die Umwelt gelangen und dort zur Verbreitung dieser Resistenzen
beitragen. Weitere moégliche Ursachen lassen sich hierfir in den Klaranlagen selbst finden, da
diese Einfluss auf die im Abwasser vorhandenen Bakterien nehmen und die Population durch
die Menge an organischem Material, der Durchflussrate aber auch der Temperatur
beeinflussen (Novo et al., 2013). Dartber hinaus kénnen durch das Vorhandensein von
Antibiotika im Abwasser selektive Prozesse bei den Bakterien ausgelost werden. Die
Antibiotika-Ruckstande treten in unterschiedlichen Konzentrationen auf und kénne so u.a. den
horizontalen Gentransfer oder SOS-Antworten bei Bakterien ausldésen (Kohanski et al., 2010,
Tello et al., 2012, Novo et al., 2013, Rizzo et al., 2014, Alexander et al., 2016, Sharma et al.,
2016). Diese Effekte konnten auch in der Umwelt auftreten, sofern auch hier, je nach
Eintragungsgebiet, entsprechend hohe Antibiotika-Konzentrationen auftreten. Generell ist

davon auszugehen, dass Gebiete, die durch Klaranlagenauslaufe, landwirtschaftlich genutzte
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Flachen, Klinikeinflisse oder pharmazeutische Industrie beeinflusst werden hoher belastet
sein kénnen (Andersson & Hughes, 2012).

Im Fall der Kombination von UV- und Ozonbehandlung fiihrte diese, unter den gegebenen
Bedingungen, nicht zu einer effektiveren Reduktion im Vergleich zur alleinigen
Ozonbehandlung. Ursachen hierfir konnten sein, dass nach der Ozonbehandlung
moglicherweise noch Verunreinigungen oder Partikel vorhanden waren, so dass das UV-Licht
das mit Ozon behandelte Abwasser nicht ausreichend durchdringen konnte. Bei weiteren
kombinatorischen  Aufbereitungsschritten (z.B. nach der Partikelentfernung durch
vorgeschaltete Filtrationsschritte) kdnnte die UV-Behandlung eine geeignete Methode sein,
um die Restkontaminationen zu beseitigen. Folglich sollten Verfahrenskombinationen, sowie
Optimierungen der Ozonbehandlung, die eine erhdhte Eliminationsrate von fakultativ
pathogenen Bakterien und ARG erreichen kdnnen, fir den Einsatz in Klaranlagen in Betracht
gezogen werden. Wie bereits erwahnt, kénnten Ozonkontaktzeiten mit einer angepassten
hydraulischen Verweilzeit in der Ozonanlage ein moglicher Weg sein, um die Eliminationsraten
weiter zu erhthen. Jedoch ist zu berlcksichtigen, dass die Ozonbehandlung auf der
Produktion von Radikalen basiert. Daher konnte Ozon oxidative Stressreaktionen in den
Uberlebenden Abwasserpopulationen induzieren. Es ist bekannt, dass die Wirkung von Ozon
in Abwassern von vielen biotischen und abiotischen Faktoren wie Bakteriendichte, chemischer
Belastung und auch der Schwebstoffkonzentration abhangt. Dies impliziert, dass subletale
Effekte auf Bakterien auftreten konnten, die Stressreaktionen, Populationsverschiebungen
und bakterielle Selektionsprozesse fordern. Dwyer et al., (2009) beschrieb die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die den Stoffwechsel von Bakterien beeinflussen. Die
ausgeloste SOS-Reaktion trug zur Resistenzentwicklung bei, was die erhéhte Robustheit der
betroffenen Bakterien gegentiber ROS erklaren kdnnte. Jedoch kénnten auch weitere anti-
oxidative Mechanismen in den verschiedenen Spezies zu einer unterschiedlichen Dynamik in
der Reduktionseffizienz der oxidativen Behandlungen fihren (Dwyer et al., 2009, Alexander et
al., 2016). Die Effizienz der verschiedenen erweiterten Behandlungsverfahren kdonnte auch
von den Mikroorganismen abhangen, die die entsprechenden Antibiotika-Resistenzgene
tragen. Das Vorkommen der Gene ist nicht auf ein bestimmtes Bakterium beschrankt, sondern
kann auch auf andere, bisher nicht charakterisierte Bakterien aus der Abwasserpopulation
Ubertragen werden. Die meisten der analysierten ARGs befinden sich auf mobilen genetischen

Elementen, die fiir den horizontalen Gentransfer (HGT) beschrieben sind.

Darlber hinaus konnen die erweiterten Verfahrenstechniken das Auftreten von DNA-L&asionen
wie CPDs und 6-4 PPs, die z.B. wahrend der UV-Behandlung induziert wurden, sowie durch
Ozonierung induzierte DNA-Lasionen spezifische DNA-Reparaturmechanismen, wie recA-

Aktivitdten hochregulieren, die bekanntermaf3en den horizontalen Gentransfer, aber auch die
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Mutationsraten erhdhen (Jungfer et al., 2007, Rodriguez-Rojas et al., 2013, Jager et al.,
2018hb). Beide tragen so zur Weitergabe und Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen, und
somit zum Risikopotential in der aguatischen Umwelt bei (Fall et al., 2007, Aminov, 2011, Chao
et al.,, 2013). Weitere innovative Behandlungsmoglichkeiten stehen zur Verfigung, wie die
Ultrafiltration, die die bakterielle Belastung in Klaranlagen reduzieren kénnen, die jedoch auch
andere Risikopotentiale aufweisen, wie die Anreicherung von ARB und ARGs im Retentat
(Hembach et al., 2019). Weitere innovative Verfahrenstechniken, basierend auf der Solar-
Fenton-Reaktion oder auch UV in Kombination mit H.O- stehen auch im Fokus der Forschung
(Karaolia et al., 2018, Michael et al., 2019, Beretsou et al., 2020). Je nach Art der Technologie
bestent die Mdglichkeit, dass diese nicht in der Lage sind gleichzeitig andere
Mikroverunreinigungen zu reduzieren. Eine Kombination verschiedener Methoden kdnnte zu
einer angemessenen Reduktion aller Arten von Verschmutzung fihren. Daher ist es
notwendig, neben den bereits vorhandenen Richtlinien fir die Entfernung von chemischen
Schadstoffen in Klaranlagen entsprechende Strategien und Richtlinien zu entwickeln, die an
die Entfernung von mikrobiellen Schadstoffen im Abwasser angepasst sind, einschlief3lich
fakultativ pathogener Bakterien und ARGs.

Neben den beschriebenen Technologien existieren noch weitere innovative
Verfahrenstechniken, die ein hohes Potential zur Abwasserreinigung aufzeigen. In einer
Publikation von Michael et al., (2019) wurden am Nireas-International Water Research Center
der  Universitat  Zypern, in Kooperation mit  dem KIT-IFG (Abteilung
Mikrobiologie/Molekularbiologie), die Effekte der Solar-Fenton-Reaktion auf Abwasser mit
anschlielender Reinigung mittels granulierter Aktivkohle auf dessen toxikologischen
Wirkungen, sowie die Auswirkungen auf die Mikrobiologie in Abwasserproben untersucht. Als
Ausgangsprobenmaterial dienten Belebtschlamm- und Membranbioreaktorproben. Die
Analysen zeigten, dass eine vollstandige Degradation der Antibiotika durch die Solar-Fenton-
Reaktion in beiden Testsystemen herbeigefihrt werden konnte. Des Weiteren konnte eine
komplette Desinfektion nach einer 60-minitigen Behandlung erreicht werden. Dartber hinaus
zeigten Kultivierungsexperimente, dass die Bakterien nach 24 Stunden Inkubation nicht mehr
in der Lage waren, sich zu vermehren, was auf eine deutliche Schadigung der Zellen durch
die Solar-Fenton-Reaktion hindeutet. So konnte beispielsweise eine Reduktion der
gemessenen 16S rDNA im Membranbioreaktor (MBR) Ablauf um 6,55 log-Stufen, im Ablauf
des Belebtschlamms um 6,23 log-Stufen erzielt werden. Des Weiteren konnten auch die ARGs
unterhalb des Detektionslimits reduziert werden, mit Ausnahme des Gens blarem (Michael et
al., 2019). Jedoch fuhrte die Solar-Fenton-Reaktion zu einer gesteigerten Toxizitat, was auf
die Bildung von toxischen Reaktionsprodukten zurtickzufiihren ist. Durch die anschlielende
Behandlung mit granulierter Aktivkohle konnte zum einen eine vollstéandige Elimination von

Antibiotika und deren Riickstdnden erzielt werden, zum anderen war durch die Aktivkohle eine
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Reduktion der Toxizitdét nach der Solar-Fenton-Behandlung mdéglich. Vorteile der Solar-
Fenton-Reaktion sind u.a. die geringen Kosten durch die Nutzung der Solarenergie. Die
Kopplung der granulierten Aktivkohle nach der Solar-Fenton-Reaktion wurde von den Autoren
als sinnvoll erachtet, da nach der biologischen Reinigung Einflussfaktoren wie die Effizienz
und Lebensdauer der Aktivkohle vom Abwasser abhangt, sowie vom Aktivkohle Typ und der
Kontaktzeit und daher sei es wirtschaftlich sinnvoller eine zwischengeschaltete

Reinigungsstufe zu verwenden (Karaolia et al., 2018, Michael et al., 2019).

Eine weitere Alternative konnten Experimente zur chemischen, mikro- und
molekularbiologischen, als auch 6kotoxikologischen Untersuchung von UV-C in Kombination
mit H.O; flr die Abwasserbehandlung aufzeigen, die am Nireas-International Water Research
Center der Universitat Zypern, in Kooperation mit dem KIT-IFG (Abteilung
Mikrobiologie/Molekularbiologie) durchgefiihrt wurden. Bei einem inharenten pH-Wert, 40 mg/
L H2O2 und einer UV Bestrahlungsdauer von 120 Minuten (6,03 mW/cm?) konnte eine
komplette Degradation der untersuchten Antibiotika festgestellt werden. Mikrobiologische
Analysen zeigten nach 10-minutiger Behandlung eine Inaktivierung der Bakterien und auch
eine Wiederverkeimung konnte nach 24 Stunden nicht festgestellt werden. Auch
molekularbiologische Untersuchungen zeigten nach 15-mindtiger Behandlung einen
kompletten Rickgang der untersuchten Resistenzgene, mit Ausnahme des 16S rDNA Gens
und des Sulfonamid-Resistenzgens (sull), welche beide nach einer drei stindigen
Behandlung noch nachweisbar waren. Eine vollstandige Elimination kdnnte zum einen durch
eine Verlangerung der Behandlungszeit, oder aber tber eine Erhdhung der UV-Dosis erreicht
werden (Beretsou et al., 2020).

Neben der Eliminationsleistung, dargestellt durch die absoluten Abundanzen, ist jedoch auch
das Sichtbarmachen von selektiven Prozessen durch die erweiterten Technologien von grof3er
Wichtigkeit (Jager et al., 2018a, Jager et al., 2018b). Um Einblicke in die Veranderungen der
untersuchten Gene innerhalb der Population zu erhalten, kann eine Normierung auf eine
definierte DNA Menge vorgenommen werden. Da bei molekularbiologischen Untersuchungen
auch Fragemete von abgettteten Bakterien oder freier DNA detektiert werden kdnnten, sollte
zusétzlich eine Lebend/ Tot-Diskriminierung durchgefiihrt werden. Die Wirkung von PMA tritt
besonders nach desinfizierenden MalRnahmen, wie z.B. der Ozonbehandlung auf. Auch hier
wurde mittels einer PMA Behandlung eine Differenzierung zwischen der gesamten (lebend
und toten Bakterien) Population und ausschlieBlich des lebenden Anteils innerhalb der
Population vorgenommen. So wiesen die hier generierten Daten darauf hin, dass es zu einem
Selektionsprozess wahrend des oxidativen Reinigungsprozesses, der Ozonung, kam (Jager
et al.,, 2018a). Nach der Ozonung blieben die relativen Haufigkeiten oftmals auf einem

konstanten Niveau oder nahmen zu. Dies kénnte zum einen dadurch zu erklaren sein, dass
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ein Grol3teil der vorhandenen nicht resistenten Bakterien durch die Ozonbehandlung abgetotet
wurde und der Uberlebende Teil vermehrt Resistenzgene tragt, wodurch der Anteil der
Resistenzgene innerhalb der Bezugsgréf3e, den normierten 100 ng DNA, zunahm. Die
vergleichbaren Messwerte flr das P. aeruginosa spezifische Markergen ecfX nach der
Ozonbehandlung sprechen fiir eine Toleranz von P. aeruginosa gegeniber dieser Art von
Behandlungstechnik. Der Grund hierfur kdnnte der hohe GC-Gehalt im P. aeruginosa Genom
sein und die unterschiedlichen Schutzmechanismen, die das Bakterium u.a. auch gegen
oxidativen Stress schitzen (Alexander et al., 2016, Jager et al., 2018a). Des Weiteren geben
die Ergebnisse Hinweise auf eine mdgliche Selektion von Bakterienspezies und spezifischen
Resistenzgenen durch die Ozonung, indem diese u.U. einen Uberlebensvorteil bringen. Auch
die Populationsanalysen mittels lllumina Sequenzierung bestétigen diese Ergebnisse. Erst
nach der  Ozonung sind Populationsveranderungen im Vergleich zur
Populationszusammensetzung im Ablauf des Nachklarbeckens, durch den Yue-Clayton-
Index, festzustellen. Des Weiteren konnte kein Effekt durch eine PMA Behandlung im NKB
gemessen werden. Dies spricht zum einen fir eine konstante Populationszusammensetzung
im NKB, zum anderen handelt es sich bei der Verfahrenstechnik um keine Bakterien abt6tende
MalRnahme, wodurch eine PMA Behandlung hier kaum Effekte erzielen kann. Nach der
Ozonbehandlung tritt der Effekt einer PMA-Behandlung deutlicher hervor. Der Yue-Clayton-
Index zwischen der PMA behandelten und nicht PMA behandelten Probe weist auf eine
Verschiebung der Population hin. Dies liegt zum einen an der Entfernung der freien DNA toter
Bakterien, zum anderen an der Selektion einzelner Bakterienspezies oder Trégern von
Resistenzgenen durch die Ozonbehandlung. Wie zuvor schon beschrieben, konnte auch mit
dieser Untersuchungsmethode Pseudomonaden nach der Ozonbehandlung nachgewiesen
werden (Jager et al., 2018a). Dies legt nahe, dass ein Grof3teil der Pseudomonaden zur
lebenden Fraktion gehorte. Dies ist insbesondere im Fall des Wiederverkeimungspotential der

unterschiedlichen Bakterien von grof3er Bedeutung.

In den Experimenten zur Analyse des Wiederverkeimungspotentials zeigte sich im Ablauf des
NKB Limnohabitans nach 72 stiindiger Inkubation als dominante Spezies. Es wird berichtet,
dass Limnohabitans aufgrund seines groen Genoms und seines Zellvolumens, in
Kombination mit seiner hohen Substrataufnahme und Wachstumsrate, sehr gut auf veranderte
Bedingungen reagiert. Daher kann seine Dominanz in der Probe des Ablaufs des NKBs und
dessen Wiederverkeimungspotential hier auf seinen sogenannten metabolischen 1Q
zurickgefuhrt werden (Hollender et al., 2009). Nach der Ozonung konnte sich Pseudomonas
als dominante Spezies in der Abwasserprobe etablieren. Dies deutet erneut auf eine Toleranz
der Pseudomonaden gegeniiber der Ozonbehandlung hin. Durch die starke Reduktion der
anderen Bakterien nach der Ozonung und die kurze Regenerationszeit durch die

verschiedenen Reparaturmechanismen der Pseudomonaden, kdnnte es ihnen ermdglicht
92



haben, sich zu regenerieren und anschlieBend zu proliferieren, wodurch diese nach der 72-
stiindigen Inkubation in der Populationsanalyse einen Anteil von 71 % ausmachten. Auch in
den weiteren molekularbiologischen Untersuchungsmethoden (QPCR) zeigte sich eine solche
Tendenz fur die Dominanz der Pseudomonaden. Im Fall der gPCR-Experimente erwies sich
die Ozonung als sehr effektiv gegentiber Enterokokken. Diese wurden stark reduziert und
waren nicht mehr in der Lage, nach einer 72-stindigen Inkubation entstandene Zellschaden
zu reparieren und sich zu vermehren. Auch E. coli konnte eine deutliche nachhaltige Reduktion
erfahren. Dies konnte einhergehen mit der Zunahme des Anteils an resistenten Bakterien nach
der Ozonung, welche als Resistenztrager einen Uberlebensvorteil gegeniiber den sensitiven
Bakterien haben kdnnten, gerade wenn noch vorhandene Antibiotikarlickstande eine selektive

Wirkung zeigen (Jager et al., 2018a).

Generell missen weitere Daten fir die verschiedenen erweiterten Technologien gesammelt
und die Techniken weiter optimiert werden, um eine ausreichende Hygienisierung des
Abwassers zu erreichen und so das Risikopotential fir Mensch und Umwelt zu minimieren. Je
nach Art der erweiterten Verfahrenstechnik, sind diese mdglicherweise nicht in der Lage,
neben der bakteriellen Belastung auch andere Mikroverunreinigungen zu reduzieren. Daher
kénnte eine Kombination verschiedener Methoden zu einer angemessenen Reduzierung aller
Arten von Verschmutzung fihren. Daher ist es notwendig, neben den bereits verfiigbaren
Richtlinien fur die Entfernung chemischer Schadstoffe in Klaranlagen zusatzliche oder
angepasste Strategien und Richtlinien zu entwickeln, die an die Entfernung mikrobieller
Kontaminationen im Abwasser angepasst sind, einschlie3lich fakultativ pathogener Bakterien
und ARGs.

Ein umfassender molekularbiologischer Ansatz zur Uberwachung der Resistenzsituation in der
EU konnte in der Publikation von Parnénen et al., (2019) gezeigt werden. Hier wurde ein
gPCR-Array verwendet, der 229 Resistenzgene und 25 MGE umfasste. Diese erste EU-weite
Studie konnte anhand der relativen Haufigkeiten der Resistenzgene ein Nord-Sud-Gefalle bei
der Antibiotikaresistenzverteilung feststellen. Zusammengefasst lag die Belastungen des
geklarten Abwassers der sudeuropaischen Lander hoher als die der nordeuropaischen
Lander, wodurch davon auszugehen ist, dass in den suideuropéischen Landern der Einfluss
auf die Umwelt starker ist als in den Landern Nordeuropas (Parnanen et al., 2019). Diese
Beobachtung konnte u.U. mit der Dynamik der ARG-Trager wahrend der Behandlung
zusammenhangen (Yang et al., 2014, European Centre for Disease Prevention and Control,
2018, Narciso-da-Rocha et al., 2018), die von den Betriebsbedingungen (z.B. Temperatur) und
der Zusammensetzung des Mikrobioms beeinflusst wird. Alternativ kann dies auch eine Folge
der Unterschiede der Klaranlagengrof3e und des Ausbaus in Nord- und Sideuropa sein, die

im Schnitt in den nordlicheren Landern gré3er sind als in den stdeuropaischen Landern. Der
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potentielle Einfluss von Selektionsdriicken, insbesondere von Antibiotika-Rickstanden,
wahrend der Abwasserbehandlung wurde in verschiedenen Studien gezeigt, wodurch die
Antibiotika-Resistenzlage beeinflusst wird (Gao et al., 2012, Li et al., 2015, Rodriguez-Mozaz
et al., 2015, Bengtsson-Palme et al., 2016). Die Analysen von mehr als 50 Antibiotika-
Ruckstanden in den gleichen Abwasserproben, die in diesen Studien verwendet wurden,
zeigten jedoch keine Korrelation mit der relativen Haufigkeit der ARGs (Parnanen et al., 2019,

Rodriguez-Mozaz et al., 2020).

Neben der nicht vorhandenen Korrelation zwischen den Antibiotika-Rickstanden in den
Klaranlagen und den dort detektierten Resistenzen konnten keine statistisch signifikanten
Korrelationen zwischen der relativen Haufigkeit von ARGs im finalen Ablauf und Informationen
Uber den Antibiotika-Verbrauch im Priméarversorgungssektor der verschiedenen Lander
festgestellt werden (Parnanen et al., 2019). Eine weitere Studie, bei der der Schwerpunkt auf
die Antibiotika-Konzentration im aufnehmenden Gewasser gelegt wurde, zeigte, dass die
Konzentrationen von Antibiotika in Klaranlagen beeinflussten Systemen i.d.R. im niedrigen bis
mittleren ng/ L Bereich liegen, bei denen von keinem selektiven Effekt auszugehen ist,
weswegen die Aufmerksamkeit auf die absoluten Mengen von ARB und ARGs, die in die
Flusssysteme eingeleitet werden, gelegt werden sollte (Brown et al., 2019, Brown et al., 2020).
Denn laut den Autoren wirken sich Antibiotika in Konzentrationen, wie sie in der Umwelt
vorkommen, nicht auf die Haufigkeiten der Resistenzen aus und eine weitere Reduktion der
Antibiotika-Konzentrationen hat keinen Effekt auf die Ausbreitung der ARGs. Es scheint, dass
die partikulare Fracht von Klaranlagen eine entscheidendere Rolle bei der Verbreitung von
ARGs im Sediment spielt, da sich diese sofort absetzen und so zu einem messbaren Anstieg
im Sediment fuhren. Die Autoren empfehlen daher die Implementierung von
Membrantechnologien, um die partikulére Fracht aus Klaranlagen zu minimieren (Brown et al.,
2019, Brown et al., 2020). Die Entwicklung und Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen ist ein
komplexer Prozess, der aus dem Zusammenspiel verschiedener und oft ganz
unterschiedlicher Variablen resultiert. Die untersuchten europdischen La&nder unterscheiden
sich in der Menge des Antibiotika-Einsatzes beim Menschen, aber auch in anderen, nicht
vernachlassigbaren Faktoren wie Temperatur, Niederschlag oder Antibiotika-Einsatz bei
Haustieren und in der Tierhaltung. So kénnen die in der Viehzucht verwendeten Antibiotika
teilweise auch durch das Ausbringen von Gille zu einem Gesamtanstieg der Antibiotika- oder
Antibiotikaresistenzbelastung in dieser Region beitragen. Die relative Haufigkeit mehrerer
ARGs konnte jedoch signifikant mit der Préavalenz phanotypischer Resistenzen klinischer
Isolate von E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa oder S. aureus korreliert werden, welche ein
ubiquitares Vorkommen aufweisen. Ubiquitat und Umweltfitness kénnen Schlisselbegriffe
sein, wenn es um die Diskussion von Antibiotika-Resistenzen in der Umwelt geht (Parnanen

et al., 2019). Diese ubiquitaren Bakterien, die sowohl im menschlichen Koérper als auch im
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Abwasser wachsen konnen, haben optimale Wachstumstemperaturen tber 30°C (E. coli,
37°C; K. pneumoniae, 30° bis 35°C; P. aeruginosa, 37°C; und Acinetobacter spp., 33° bis
35°C) (Garrity, 2005). Daher ist es nicht Gberraschend, dass diese Bakterien in Regionen mit
warmeren Temperaturen in der Umwelt besser Uberleben. MacFadden et al., (2018) haben in
einer durchgefiihrten Studie gezeigt, dass ein Anstieg von 10°C Uber die Regionen hinweg mit
einem hoheren Prozentsatz an Antibiotika-Resistenz von 4,2% fir E. coli, 2,2% fir K.
pneumoniae und 2,7% fur S. aureus zusammenfiel (MacFadden et al., 2018). Zusammen mit
dem Einsatz von Antibiotika kann die Temperatur somit ein wichtiger Faktor fiir die Persistenz
und Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen in der Umwelt sein. Die Ergebnisse verstarken
nicht nur die starke Beziehung zwischen klinischer und 6kologischer Antibiotika-Resistenz,
sondern signalisieren auch die Bedeutung der Berucksichtigung gesellschaftlicher und
klimatischer Faktoren (z.B. Temperatur oder Niederschlag) bei der Entwicklung moglicher
Strategien zur Kontrolle der Antibiotika-Resistenz. Die Bedeutung der Uberwachung zur
Verbesserung der Antibiotika-Resistenzkontrolle wird immer wieder deutlich. Diese Form der
Antibiotika-Resistenz-Uberwachung wird auch u.a. von der WHO postuliert (World Health
Organization, 2014, World Health Organization, 2018). Dariiber hinaus sind die Autoren dieser
Studie zu dem Schluss gekommen, dass die Verwendung traditioneller fakaler Indikatoren
moglicherweise nur begrenzt in der Lage sind, zuverlassige Vergleiche des Antibiotika-
Resistenzstatus in Abwassern zu liefern. Obwohl kulturabhéngige Methoden nach wie vor
ihren Platz in der Uberwachung der Wasserqualitat haben, fehlt ihnen moglicherweise die
notige Sensibilitat fir Vergleichszwecke. So konnten in der Studie potentielle Indikatorgene fir
eine einfach Erfassung der Resistenzlage und deren Entwicklung identifiziert werden. In der
Publikation von Parnénen et al., (2019) konnten sich u.a. Gene, die Resistenzen gegen die
erste Generation von Antibiotika vermitteln oder mit MGEs assoziiert sind als potentielle
Indikatoren herausstellen, darunter auch Elemente, die mit Integrons der Klasse 1 assoziiert
sind, welche schon zuvor als anthropogene Marker der Antibiotika-Evolution beschrieben
wurden (Gillings, 2017). Diese, unter Verwendung harmonisierter Protokolle, untersttitzt durch
Hochdurchsatzdaten, kénnen routineméaRig fiir die weltweite Uberwachung von Antibiotika-

Resistenzen im Abwasser eingesetzt werden.

Neben dem internationalen Vergleich wurde ein weiterer Schwerpunkt auf den regionalen
Einfluss von Klaranlagen in unterschiedlichen Siedlungsgebieten und die dortigen
Oberflachengewéassern gelegt. Bei der Betrachtung der Untersuchungsergebnisse auf
regionaler Ebene konnte festgestellt werden, dass Antibiotika-Resistenzgene und fakultativ
pathogene Bakterien in Oberflichengewasser nachweisbar waren und, dass die Art des
Oberflachengewassers, Einfluss auf die gemessenen Abundanzen haben. Ebenso konnten
die seltenen und als besonders kritisch einzustufenden Resistenzgene, sowohl im urbanen,

als auch im landlichen Untersuchungsgebiet an den verschiedenen Probenahmestellen in
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unterschiedlichen Haufigkeiten bereits nachgewiesen werden. Im landlich gepragten Raum
fielen die gemessenen Abundanzen geringer aus und auch die Anzahl der detektierten Gene
war hier geringer. Jedoch wurde unabhéngig der Siedlungsgebiete der Einfluss der Klaranlage
auf das aufnehmende Gewasser deutlich. So konnte eine geringere Belastung oberhalb der
Einleitungsstelle der Klaranlage und eine Zunahme der Belastung unterhalb der
Einleitungsstelle der Klaranlage beobachtet werden. Diese unterschiedlichen hohen
Belastungssituationen in den Klaranlagenauslaufen spiegeln sich in dem aufnehmenden
Gewasser wieder. Diese Beobachtung konnte auch in anderen Studien gemacht werden. So
konnte in einer Studie durch die Zugabe von Abwasserpartikeln ein plotzlicher und starker
Anstieg der ARGs in der Wasserphase (3-5 log-Stufen) und im Sediment (1-4 log-Stufen)
festgestellt werden. Der Anstieg der Abundanzen der ARGs im Fluss ist das Ergebnis des
kontinuierlichen Eintrags von ARGs durch Klaranlagen und aus Regeniiberlaufbecken. Jedoch
scheinen die ARGs nicht persistent im Fluss zu sein, sobald der Eintrag gestoppt wird (Brown
et al.,, 2019). Neben ARGs kdnnen sich auch ARB innerhalb der partikularen Fraktion des
Klaranlagenablaufs befinden, welche im Flussbett durch Sedimentation verbleiben. Durch das
Wachstumspotential der Bakterien kann es in den betroffenen Systemen zur Kolonisierung der
Gewasser durch ARB kommen, weswegen desinfizierende Verfahrenstechniken in der
Abwasserbehandlung wichtig sind (Brown et al., 2019, Brown et al., 2020).

Des Weiteren konnten auch Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten
Klaranlagen festgestellt werden. Die untersuchte Klaranlage im urbanen Raum wies eine
starkere Belastungssituation auf als die Klaranlage, die in einer landlichen Gegend liegt. Diese
unterschiedlichen hohen Belastungssituationen in den Klaranlagenabldufen spiegeln sich
dann auch in dem aufnehmenden Gewasser wider. Auch im Vergleich der FlieRgewéasser
zeigte sich, dass die Grundbelastung im landlichen Raum im Vergleich zum urban gepragten
Siedlungsgebiet geringer ist. So ist die Erfassung und Bewertung von unterschiedlichen
Dynamiken der mikrobiologischen Belastungssituationen von Oberflachengewadssern mit den
verwendeten Methoden und den gewéhlten Parametern mdglich, ebenso wie die Erfassung
der unterschiedlichen, Klaranlagen-abhangigen Einfliisse auf das aufnehmende Gewasser.
Die zusatzlichen Multiresistenz-Untersuchungen vervollstadndigen das Bild und weisen auf eine
schon haufigere Verbreitung von 3 MRGN und vereinzelt auch 4 MRGN in den analysierten
Wassersystemen hin. Wie Miiller et al., (2019) in ihrer Studie zeigen konnten, stammen diese
mehrfach resistenten Keime mit hoher Wahrscheinlichkeit aus Krankenhausern und gelangen
Uber die Klaranlagen in die Umwelt. Dennoch ist der Einfluss der Landwirtschaft durch das
Ausbringen von Gulle nicht zu unterschéatzen, da durch Abschwemmungen auch so die Gefahr
des Eintrags von resistenten Bakterien in die aquatische Umwelt besteht. Daher ist
Handlungsbedarf an den betreffenden Klaranlagen erforderlich, sowie ein

verantwortungsbewusster Umgang mit Antibiotika in den unterschiedlichen Bereichen.
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7. Anhang

7.1. Absolute Haufigkeiten der ARB wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen einer GroRklaranlage

Tabelle 14: Molekularbiologische Untersuchungen der absoluten Haufigkeiten von fakultativ pathogener Bakterien nach verschiedenen
Abwasserbehandlungstechnologien und die Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von qPCR-Analysen, normiert auf 100 mL Abwasservolumen.

Zellaquivalente/ 100 mL Abwasservolumen Eubakterien (16S rDNA)  P. aeruginosa (ecfX)  Enterokokken (23S rDNA) E. coli (yccT)

Ablauf mechanische Reinigung 2,21E+10 1,59E+04 1,25E+07 1,28E+07
Ablauf mechanische Reinigung PMA 1,69E+10 2,06E+04 8,21E+06 1,09E+07
Ablauf NKB 7,68E+08 1,87E+02 7,4TE+04 1,07E+05
Ablauf NKB PMA 8,23E+08 7,43E+02 5,09E+04 9,62E+04
Ablauf NKB nach 72h Inkubation 1,27E+08 n.d. 6,64E+02 3,09E+03
Ablauf Ozonung 2,26E+07 9,74E+01 1,85E+03 9,94E+02
Ablauf Ozonung PMA 6,33E+06 3,62E+01 3,29E+02 3,97E+02
Ablauf Ozonung nach 72h Inkubation 1,26E+09 3,46E+03 4,05E+02 1,72E+03
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Tabelle 15: Maximale und minimale Abweichungen der absoluten Haufigkeiten der taxonomischen Parameter der unterschiedlichen
Abwasserbehandlungstechnologien der GroRR3klaranlage.

Minimal- und-Maximal-Werte Eubakterien (16S rDNA) P. aeruginosa (ecfX) Enterokokken (23S rDNA)  E. coli (yccT)

Zellaquivalente/ 100 mL Abwasservolumen

Ablauf mechanische Reinigung Max 3,27E+10 4,62E+04 1,34E+07 1,92E+07

Min 1,96E+10 1,47E+04 1,24E+07 1,23E+07

Ablauf mechanische Reinigung PMA Max 3,05E+10 5,48E+04 1,11E+07 1,35E+07

Min 1,57E+10 1,58E+04 7,68E+06 1,04E+07

Ablauf NKB Max 9,53E+08 3,36E+02 1,01E+05 1,23E+05

Min 7,04E+08 1,56E+02 6,84E+04 9,81E+04

Ablauf NKB PMA Max 1,01E+09 1,26E+03 7,59E+04 1,20E+05

Min 8,11E+08 6,95E+02 4,92E+04 9,55E+04

Ablauf NKB nach 72h Inkubation Max 1,84E+08 n.d. 1,36E+03 3,21E+03

Min 1,26E+08 n.d. 4,76E+02 2,64E+03

Ablauf Ozonung Max 3,32E+07 1,11E+02 1,02E+04 1,79E+03

Min 2,23E+07 8,59E+01 1,81E+03 8,94E+02

Ablauf Ozonung PMA Max 1,32E+07 2,02E+01 6,51E+02 7,19E+02

Min 6,17E+06 2,56E+01 3,29E+02 3,80E+02

Ablauf Ozonung nach 72h Inkubation Max 2,12E+09 1,10E+04 4,42E+02 3,98E+03

Min 1,26E+09 3,44E+03 3,24E+02 1,60E+03
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7.2. Absolute Haufigkeiten der ARGs wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen einer Grol3klaranlage
Tabelle 16: Molekularbiologische Untersuchungen der absoluten Haufigkeiten der Antibiotika-Resistenzgene nach verschiedenen

Abwasserbehandlungstechnologien und die Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von qPCR-Analysen, normiert auf 100 mL Abwasservolumen.

[Zellaguivalente/ 100 Integrase Quinolon- 3-Laktam- 3-Laktam- Erythromycin-  Sulfonamid-  Vancomycin-  Methicillin-
mL 1 Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz
Abwasservolumen]
(intl1) (qnrS) (ctx-M32) (TEM) (ermB) (sull) (vanA) (mecA)
Ablauf mechanische 5,39E+07 4,03E+06 2,86E+06 9,60E+07 2,95E+09 2,47E+08 9,90E+04 7,59E+03
Reinigung
Ablauf mechanische 5,24E+07 9,50E+06 2,75E+06 8,63E+07 2,11E+09 2,26E+08 6,15E+04 4,27E+03
Reinigung PMA
Ablauf NKB 2,14E+06 2,93E+05 1,28E+05 1,13E+06 7,68E+06 1,41E+07 n.d. n.d.
Ablauf NKB PMA 2,66E+06 3,12E+05 4,32E+04 5,91E+05 4,29E+06 1,72E+07 n.d. n.d.
Ablauf NKB nach 72h 4,47E+05 3,76E+04 1,71E+05 7,95E+05 1,02E+05 4,11E+06 n.d. n.d.
Inkubation
Ablauf Ozonung 7,53E+04 1,61E+04 6,60E+04 3,94E+05 6,52E+04 4,53E+05 n.d. n.d.
Ablauf Ozonung PMA 5,38E+04 2,22E+04 1,08E+05 6,79E+05 1,94E+04 2,53E+05 n.d. n.d.
Ablauf Ozonung nach 6,04E+06 1,47E+04 2,38E+04 1,25E+05 8,84E+04 3,37E+07 n.d. n.d.

72h Inkubation
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Tabelle 17: Maximale und minimale Abweichungen der absoluten Haufigkeiten der untersuchten Resistenzgene der unterschiedlichen Verfahrenstechniken der

GrofR3klaranlage.

Minimal- und- Integrase Quinolon- 3-Laktam- 3-Laktam- Erythromycin-  Sulfonamid-  Vancomycin- Methicillin-
Maximal-Werte 1 (intll) Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz
(qnrS) (ctx-M32) (TEM) (ermB) (sull) (vanA) (mecA)
Zellaquivalente/ 100
mL
Abwasservolumen
Ablauf Max 1,22E+08 2,80E+06 3,96E+06 1,70E+08 1,13E+10 2,59E+08 5,82E+05 9,70E+03
mechanische
Reinigung Min  4,70E+07 3,30E+06 2,65E+06 9,36E+07 2,95E+09 2,16E+08 9,82E+04 6,66E+03
Ablauf Max 1,42E+08 8,57E+06 3,06E+06 2,09E+08 8,18E+09 2,94E+08 4,85E+05 2,97E+03
mechanische
Reinigung Min  4,62E+07 8,57E+06 2,53E+06 8,40E+07 2,10E+09 1,83E+08 6,12E+04 3,90E+03
PMA
Ablauf NKB  Max 1,70E+06 7,32E+05 7,40E+05 5,53E+06 2,95E+07 1,86E+07 n.d. n.d.
Min  1,96E+06 2,83E+05 1,25E+05 1,09E+06 7,62E+06 1,31E+07 n.d. n.d.
Ablauf NKB Max 2,54E+06 8,01E+05 7,56E+04 1,74E+06 1,60E+07 1,91E+07 n.d. n.d.
PMA
Min  2,61E+06 3,10E+05 4,28E+04 5,84E+05 4,27E+06 1,65E+07 n.d. n.d.
Ablauf NKB  Max 1,03E+06 1,01E+05 3,41E+05 3,06E+06 3,48E+05 6,86E+06 n.d. n.d.
nach 72h
Inkubation Min  4,42E+05 3,67E+04 1,71E+05 7,90E+05 1,02E+05 3,92E+06 n.d. n.d.
Ablauf Max 2,08E+05 7,91E+04 2,82E+05 2,40E+06 1,38E+05 1,10E+06 n.d. n.d.
Ozonung
Min  7,47E+04 1,60E+04 6,58E+04 3,88E+05 6,50E+04 4,52E+05 n.d. n.d.
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Ablauf Max 2,22E+05 1,04E+05 4,10E+05 4,58E+06 7,11E+04 8,25E+05 n.d. n.d.
Ozonung
PMA Min  5,36E+04 2,18E+04 1,07E+05 6,78E+05 1,78E+04 2,52E+05 n.d. n.d.
Ablauf Max 1,89E+07 1,52E+04 6,99E+04 4,01E+05 1,24E+05 9,66E+07 n.d. n.d.
Ozonung
nach 72h Min  6,03E+06 1,39E+04 2,35E+04 1,19E+05 8,76E+04 3,36E+07 n.d. n.d.
Inkubation
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7.3. Relative Haufigkeiten der ARB wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen einer GrolRklaranlage

Tabelle 18: Molekularbiologische Untersuchungen der relativen Haufigkeiten der fakultativ pathogener Bakterien nach verschiedenen
Abwasserbehandlungstechnologien und die Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von qPCR-Analysen, normiert auf 100 ng DNA.

[zellaquivalente/ 100nf DNA] Eubakterien (16S rDNA) P. aeruginosa (ecfX) Enterokokken (23S rDNA) E. coli (yccT)
Ablauf mechanische Reinigung 2,37E+08 2,01E+02 1,71E+05 1,84E+05
Ablauf mechanische Reinigung PMA 2,32E+08 4,83E+02 1,57E+05 2,14E+05
Ablauf NKB 3,35E+07 1,28E+01 4,14E+03 5,34E+03
Ablauf NKB PMA 3,33E+07 3,27E+01 3,24E+03 4,98E+03
Ablauf NKB nach 72h Inkubation 1,13E+08 n.d. 6,41E+01 2,31E+02
Ablauf Ozonung 6,89E+07 3,12E+02 2,50E+03 3,33E+03
Ablauf Ozonung PMA 3,78E+07 3,19E+02 1,38E+03 1,82E+03
Ablauf Ozonung nach 72h Inkubation 7,58E+07 5,11E+02 2,05E+02 2,11E+02
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Tabelle 19: Maximale und minimale Abweichungen der relativen Haufigkeiten der taxonomischen Parameter der unterschiedlichen Reinigungsstufen der

GrofR3klaranlage.

Minimal- und Maximal-Werte Eubakterien (16S rDNA) P. aeruginosa (ecfX) Enterokokken (23S rDNA) E. coli (yccT)
[zellaquivalente/ 100nf DNA]
Ablauf mechanische Reinigung Max 1,58E+08 5,46E+02 1,53E+05 2,13E+05
Min 9,84E+07 1,37E+02 1,62E+05 1,29E+05
Ablauf mechanische Reinigung PMA  Max 2,64E+08 1,22E+03 1,71E+05 2,64E+05
Min 8,37E+07 3,60E+02 1,08E+05 1,70E+05
Ablauf NKB Max 3,05E+07 2,69E+01 3,02E+03 4,31E+03
Min 1,58E+07 1,10E+01 3,78E+03 4,05E+03
Ablauf NKB PMA Max 2,80E+07 5,50E+01 2,68E+03 3,19E+03
Min 1,57E+07 3,03E+01 3,09E+03 4,34E+03
Ablauf NKB nach 72h Inkubation Max 3,67E+08 n.d. 1,92E+01 5,95E+01
Min 1,08E+08 n.d. 3,77E+01 3,93E+01
Ablauf Ozonung Max 2,21E+08 2,13E+02 1,04E+04 8,62E+03
Min 6,69E+07 3,04E+02 2,30E+03 2,93E+03
Ablauf Ozonung PMA Max 2,12E+07 1,52E+02 1,41E+03 1,96E+03
Min 2,14E+07 2,78E+02 1,34E+03 1,61E+03
Ablauf Ozonung nach 72h Inkubation Max 7,93E+07 8,13E+02 3,08E+02 3,13E+02
Min 5,59E+07 4,42E+02 1,81E+02 1,59E+02
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7.4. Relative Haufigkeiten der ARGs wahrend der unterschiedlichen Reinigungsstufen einer GrolRklaranlage

Tabelle 20: Molekularbiologische Untersuchungen der relativen Haufigkeiten der Antibiotika-Resistenzgene nach verschiedenen

Abwasserbehandlungstechnologien und die Auswirkungen 72h nach der Behandlung anhand von qPCR-Analysen, normiert auf 100 ng DNA.

[Zellaguivalente/  Integrase Quinolon- 3-Laktam- 3-Laktam- Erythromycin-  Sulfonamid- Vancomycin- Methicillin-

100nf DNA] 1 (intll) Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz
(gnrS) (ctx-M32) (TEM) (ermB) (sull) (vanA) (mecA)

Ablauf 7,37E+05 6,86E+04 3,91E+04 1,21E+06 3,00E+07 3,41E+06 8,90E+02 8,93E+01

mechanische

Reinigung

Ablauf 9,30E+05 2,10E+05 5,12E+04 1,33E+06 2,60E+07 4,48E+06 9,56E+02 6,49E+01

mechanische

Reinigung PMA

Ablauf NKB 1,27E+05 1,61E+04 4,97E+03 5,10E+04 3,73E+05 7,89E+05 n.d. n.d.

Ablauf NKB PMA  1,56E+05 1,87E+04 2,10E+03 3,36E+04 2,21E+05 1,07E+06 n.d. n.d.

Ablauf NKB 8,34E+04 4,31E+03 1,97E+04 9,34E+04 1,15E+04 6,26E+05 n.d. n.d.

nach 72h

Inkubation

Ablauf Ozonung  1,44E+05 3,19E+04 1,43E+05 7,83E+05 1,88E+05 8,61E+05 n.d. n.d.

Ablauf Ozonung  3,88E+05 1,85E+05 9,04E+05 5,76E+06 1,57E+05 1,66E+06 n.d. n.d.

PMA

Ablauf Ozonung  9,17E+05 2,60E+03 2,43E+03 2,25E+04 2,06E+04 4,80E+06 n.d. n.d.

nach 72h
Inkubation
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Tabelle 21: Maximale und minimale Abweichungen der relativen Haufigkeiten der untersuchten Resistenzgene der unterschiedlichen Reinigungsstufen der

GrofR3klaranlage.

Minimal- und Integrase Quinolon- 3-Laktam- 3-Laktam- Erythromycin- Sulfonamid- Vancomycin- Methicillin-
Maximal-Werte 1 (intl1) Resistenz Resistenz (ctx- Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz
(qnrS) M32) (TEM) (ermB) (sull) (vanA) (mecA)
Zellaquivalente/ 100
ng DNA
Ablauf Max  5,32E+05 6,75E+04 4,55E+04 1,69E+06 7,26E+Q7 4,05E+06 5,20E+03 6,52E+01
mechanisch
eReINIgUNY “\iin 384E+05  4,78E+04 1,89E+04 9,70E+05 2,94E+07 1,98E+06 8,79E+02 5,43E+01
Ablauf Max  1,10E+06 3,65E+05 6,23E+04 1,76E+06 8,16E+0Q7 2,50E+06 7,47E+03 2,50E+01
mechanisch
e Reinigung Min 4,41E+05 1,36E+05 3,11E+04 1,11E+06 2,56E+07 2,37E+06 9,48E+02 5,09E+01
PMA
Ablauf NKB Max  2,01E+05 3,20E+04 2,39E+04 1,71E+05 8,65E+05 1,12E+06 n.d. n.d.
Min 9,17E+04 1,43E+04 4,58E+03 4,68E+04 3,67E+05 6,22E+05 n.d. n.d.
Ablauf NKB Max  1,07E+05 3,37E+04 2,16E+03 6,88E+04 6,68E+05 8,40E+05 n.d. n.d.
PMA
Min 1,04E+05 1,77E+04 1,94E+03 3,12E+04 2,19E+05 7,96E+05 n.d. n.d.
Ablauf NKB Max  8,67E+04 1,16E+04 3,92E+04 3,51E+05 4,02E+04 6,70E+05 n.d. n.d.
nach 72h
Inkubation \jin  6,43E+04  4,00E+03 1,96E+04 9,03E+04 1,08E+04 5,44E+05 n.d. n.d.
Ablauf Max  1,66E+05 1,12E+05 3,84E+05 3,46E+06 3,43E+05 1,39E+06 n.d. n.d.
Ozonung
Min 1,40E+05 2,73E+04 1,41E+05 7,54E+05 1,88E+05 8,58E+05 n.d. n.d.
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Ablauf Max  1,91E+06 8,64E+05 3,41E+06 3,81E+07 5,97E+05 7,32E+06 n.d. n.d.
Ozonung
PMA Min 3,56E+05 1,83E+05 9,03E+05 5,73E+06 1,51E+05 1,31E+06 n.d. n.d.
Ablauf Max  1,37E+06 2,25E+03 5,27E+03 2,78E+04 3,91E+04 7,15E+06 n.d. n.d.
Ozonung
nach 72h Min 8,56E+05 1,94E+03 2,35E+03 2,02E+04 2,04E+04 4,74E+06 n.d. n.d.
Inkubation
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7.5. Auswirkungen der biologischen Abwasseraufbereitung auf die

bakterielle Population

Tabelle 22: Lebend-/Gesamtverhaltnis der im Auslauf des Nachklarbeckens (NKB) vorhandenen Gattungen.
Es werden nur die Gattungen angezeigt, die 2 1,0 % der Sequenzen ausmachten. Gruppe A entspricht einem
Verhéltnis von 0,8 < Ratio < 1,2, Gruppe B einem Verhaltnis von > 1,2 und Gruppe C einem Verhéltnis von <
0,8 (Jager et al., 2018a).

relative Haufigkeit

im

Verhéltnis
Ablauf des NKBs [%]
PMA/non-PMA

Genera mit PMA  Ohne PMA

Pseudomonas 2,11 2,64 0,80

Acinetobacter 4,48 5,05 0,89
Gruppe A

Candidatus Saccharimonas 28,50 30,51 0,93
08<x<1.2

Polaromonas 1,72 1,71 1,01

Microcoleus 1,44 1,22 1,19

Nitrospira 6,87 5,68 1,21

Arcobacter 8,82 7,08 1,25
Gruppe B

Limnohabitans 3,96 2,81 1,41
x>1.2

Thiomonas 8,16 5,73 1,42

Aeromonas 3,33 2,33 1,43

Oscillatoria 1,68 2,93 0,79
Gruppe C Bacteroides 0,22 0,59 0,74
x<0.8 Dermatophilaceae 0,93 1,18 0,57

Prevotella 0,13 0,51 0,39
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7.6. Auswirkungen der Ozonbehandlung auf die bakterielle

Abwasserpopulation

Tabelle 23: Lebend-/Gesamtverhéltnis der im Auslauf der Ozonanlage vorhandenen Gattungen. Es werden
nur die Gattungen angezeigt, die 2 1,0 % der Sequenzen im Zulauf der Ozonung ausmachten. Gruppe A
entspricht einem Verhaltnis von 0,8 < Ratio < 1,2, Gruppe B einem Verhaltnis von > 1,2 und Gruppe C einem
Verhéltnis von < 0,8 (Jager et al., 2018a).

relative Haufigkeit im Auslauf

Verhaltnis
der Ozonung [%0]
PMA/non-PMA

Genera mit PMA ohne PMA
Gruppe A

Pseudomonas 1,94 2,11 0,92
0.8<x<1.2

Nitrospira 21,34 6,16 3,46
Gruppe B Microcoleus 12,30 6,96 1,77
x>1.2 Dermatophilaceae 3,03 1,86 1,63

Oscillatoria 8,87 6,23 1,42

Aeromonas 0,99 1,65 0,60

Polaromonas 0,54 1,13 0,48

Thiomonas 1,85 5,96 0,31

Arcobacter 1,13 6,30 0,18
Gruppe C Limnohabitans 0,29 1,88 0,16
x<08 Acinetobacter 0.42 279 0.15

Prevotella 0,06 1,13 0,05

Bacteroides 0,12 3,36 0,04

Candidatus

0,42 18,56 0,02

Saccharimonas
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7.7. Reduktionseffizienzen innovativer Abwasserbehandlungstechniken

Tabelle 24: Reduktionseffizienten der innovativen Abwasserbehandlungstechnologien auf taxonomische und Antibiotika-Resistenz Markergene. Als Kontrolle dient
das biologisch behandelte Abwasser. Des Weiteren sind eine UV Behandlung mit 400 J/m2 (UV Behandlung), eine Ozon Behandlung mit 1g Ozon/ g DOC (Ozon
Behandlung) und die Kombination von UV und Ozon Behandlung (Kombination) dargestellt (Jager et al., 2018b).

Zielgen Kontrolle UV Behandlung Ozon Behandlung Kombination
absolute absolute Reduktion absolute Reduktion absolute Reduktion
Haufigkeit Haufigkeit ) Haufigkeit O] Haufigkeit )
Zunahme Zunahme Zunahme
(+) (+) (+)
[zell [zell [%] [Zell [%0] [Zell [%]
aquivalente/ aquivalente / aquivalente / aquivalente /
100 mL] 100 mL] 100 mL] 100 mL]
Eubacteria (16S rDNA) 2.94E+08 9.04E+07 -69.3% 4.65E+06 -98.4% 5.47E+06 -98.1%
Enterokokken (23S rDNA) 6.27E+03 3.61E+03 -42.4% 1.91E+01 -99.7% 9.92E+01 -98.4%
P. aeruginosa (ecfX) 9.89E+01 7.50E+01 -24.1% 0.00E+00 <LOD 0.00E+00 <LOD
E. coli (yccT) 1.50E+04 1.09E+04 -27.4% 1.14E+02 -99.2% 1.57E+02 -99.0%
3-Laktam Resistenz (mecA) 4.70E+01 0.00E+00 <LOD 0.00E+00 <LOD 0.00E+00 <LOD
3-Laktam Resistenz (ctx-M32) 1.50E+04 5.05E+04 236.3% 2.17E+03 -85.5% 2.38E+03 -84.1%
Erythromycin Resistenz (ermB) 5.37E+04 3.75E+04 -30.2% 1.01E+03 -98.1% 1.07E+03 -98.0%
3-Laktam Resistenz (TEM) 1.22E+05 1.83E+05 50.1% 1.10E+04 -91.0% 1.12E+04 -90.8%
Sulfonamid Resistenz (sull) 1.33E+06 9.33E+05 -29.9% 6.83E+04 -94.9% 5.53E+04 -95.8%
Integrase 1 (intl1) 4.42E+05 2.43E+05 -44.9% 2.34E+04 -94.7% 4.61E+03 -99.0%
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7.8. Wiederverkeimungspotential nach der biologischen Aufbereitung
anhand absoluter und relativer Haufigkeiten
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Abbildung 21: Wiederverkeimungspotential im Ablauf des Nachklarbeckens. In A) sind die absoluten
Belastungen, dargestellt durch die gPCR Ergebnisse, die auf 100 mL Abwasservolumen normiert wurden,
gezeigt. In B) ist die relative Belastungssituation im Ablauf des Nachklarbeckens, dargestellt durch die gPCR
Ergebnisse der untersuchten Markergene gezeigt. Eine Normierung der Daten erfolgte auf 100 ng DNA. In blau
sind die Messungen direkt nach der Entnahme gezeigt. In orange sind die Ergebnisse nach einer 72-stiindigen
Inkubation dargestellt.
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7.9. Wiederverkeimungspotential nach der Ozonung anhand von
Populationsanalysen

Abbildung 22: Populationszusammensetzung und Auswirkungen des Wiederverkeimungspotentials 72h nach
einer Ozonbehandlung (1g Ozon/ g DOC) mittels einer Metagenomanalyse.
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7.10. Auftreten von ARB und ARGs in abwasserbeeinflussten aguatischen Systemen im urbanen

Siedlungsgebiet

Tabelle 25: Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen im urban gepréagten Siedlungsgebiet. Dargestellt sind alle untersuchten Parameter.

Oberflachengewasser See oberhalb KLA unterhalb KLA KLA
Eubacteria (16S rDNA) 1,58E+08 2,51E+08 5,16E+08 1,27E+09 1,76E+09
E. coli (yccT) 1,47E+04 2,68E+01 4 50E+03 6,76E+04 1,72E+05
P. aeruginosa (ecfX) 3,71E+02 n.d. 2,62E+02 3,03E+02 2,38E+03
K. pneumoniae (gltA) 7,74E+03 n.d. 1,93E+03 4,25E+04 9,23E+04
A. baumannii (secE) 4,37E+03 2,86E+02 3,50E+03 1,48E+03 3,51E+03
Enterokokken (23S rDNA) 1,94E+04 3,73E+03 3,32E+03 8,37E+03 2,39E+04
E. faecalis (ddl) 2,93E+02 n.d. 5,10E+01 n.d. 3,99E+01
Integrase 1 (intl1) 9,94E+05 8,04E+04 2,75E+06 7,61E+06 9,47E+06
Erythromycin Resistenz (ermB) 1,97E+04 2,55E+01 1,19E+04 7,06E+04 2,47TE+05
Tetracyclin Resistenz (tetM) 2,37E+04 1,03E+02 5,56E+04 2,31E+05 2,55E+05
Sulfonamid Resistenz (sull) 7,70E+05 1,43E+04 1,31E+06 1,24E+07 4,65E+07
3-Laktam Resistenz (TEM) 8,06E+04 5,73E+04 1,06E+05 5,81E+05 1,78E+06
B-Laktam Resistenz (CMY-2) 4, 74E+02 1,75E+02 6,43E+02 1,67E+03 4, 35E+03
3-Laktam Resistenz (ctx-M) 3,57E+02 3,40E+02 2,11E+02 1,47E+03 3,51E+03
B-Laktam Resistenz (ctx-M32) 3,09E+03 n.d. 1,98E+03 1,40E+04 4,45E+04
B-Laktam Resistenz (OXA-48) 5,64E+02 8,53E+02 2,07E+03 5,31E+03 5,75E+03
B-Laktam Resistenz (mecA) 1,90E+02 n.d. 2,49E+01 n.d. 4 04E+02
3-Laktam Resistenz (NDM-1) n.d. n.d. 1,86E+02 3,89E+02 3,54E+02
3-Laktam Resistenz (VIM2) 2,40E+01 n.d. n.d. 3,05E+02 1,98E+03
3-Laktam Resistenz (KPC-3) n.d. n.d. n.d. 1,13E+03 1,41E+03
Vancomycin Resistenz (vanA) n.d. 6,12E+00 n.d. 4 27E+01 2,57E+01
Colistin Resistenz (mcr-1) n.d. n.d. 1,22E+02 3,66E+02 1,23E+03
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7.11. Auftreten von ARB und ARGs in abwasserbeeinflussten aquatischen Systemen im landlichen

Siedlungsgebiet

Tabelle 26: Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen im landlich gepragten Siedlungsgebiet. Dargestellt sind alle untersuchten Parameter.

unterhalb KLA Oberflachengewasser See KLA
Eubacteria (16S rDNA) 6,23E+08 1,85E+08 1,59E+08 2,80E+08
E. coli (yccT) 8,80E+03 6,30E+02 2,39E+02 9,27E+03
P. aeruginosa (ecfX) 8,57E+01 1,93E+02 n.d. n.d.
K. pneumoniae (gltA) 9,52E+02 n.d. n.d. 6,54E+02
A. baumannii (secE) 4,15E+02 2,13E+02 n.d. n.d.
Enterokokken (23S rDNA) 4,27E+03 4,34E+02 n.d. 6,95E+02
E. faecalis (ddl) 2,10E+01 3,87E+01 n.d. n.d.
Integrase 1 (intll) 5,98E+05 2,71E+05 3,62E+04 4 53E+05
Erythromycin Resistenz (ermB) 9,11E+03 8,72E+01 n.d. 1,15E+04
Tetracyclin Resistenz (tetM) 2,25E+04 1,29E+03 6,15E+01 2,75E+04
Sulfonamid Resistenz (sull) 4,36E+06 3,51E+05 5,20E+04 5,09E+06
3-Laktam Resistenz (TEM) 1,78E+05 1,33E+05 1,21E+05 2,11E+05
B-Laktam Resistenz (CMY-2) 9,46E+02 2,70E+02 2,70E+02 1,21E+03
B-Laktam Resistenz (ctx-M) 1,88E+02 9,74E+01 1,84E+02 1,67E+02
B-Laktam Resistenz (ctx-M32) 1,13E+03 8,47E+02 5,89E+01 1,11E+03
B-Laktam Resistenz (OXA-48) 3,99E+03 6,96E+02 1,42E+03 4,76E+03
3-Laktam Resistenz (mecA) 5,96E+01 n.d. 7,43E+01 n.d.
R-Laktam Resistenz (NDM-1) n.d. 4,52E+01 n.d. n.d.
B-Laktam Resistenz (VIM2) n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Laktam Resistenz (KPC-3) 5,72E+01 n.d. n.d. n.d.
Vancomycin Resistenz (vanA) n.d. n.d. n.d. n.d.
Colistin Resistenz (mcr-1) n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabelle 27: Belastungssituation wahrend des Klarprozesses und Erfassung des Wiederverkeimungspotentials anhand Kultur-basierter Nachweismethoden. Die

KBE/ 100 mL Bereiche wurden in folgende Kategorien eingeteilt: + von 0-102 KBE/ 100 mL, ++ von 102-10* KBE/ 100 mL, +++ von 10%-106 KBE/ 100 mL und ++++von

105-108 KBE/ 100 mL.

Coliforme Enterokokken Pseudomonaden

Ablauf mechanische Reinigung ++++ St n.d.

Nachklarbecken +++ ++ +++

Ozonung + + +
Nachklarbecken

+++ + +++

nach 72h Inkubation

Ozonung nach

++ + +++

72h Inkubation
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7.12. Kultur-basierte Untersuchungen des Klaranlageneinflusses im
urbanen Siedlungsgebiet
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Abbildung 23: Mikrobiologischen Untersuchungen im Bereich der urban gepragten Klaranlage. Dargestellt
sind die unterschiedlichen identifizierbaren Bakterien auf den ESBL-Selektivplatten, gefolgt von
Vancomycin resistenten Enterokokken (VRE). AnschlieRend sind die weiteren untersuchten fakultativ
pathogenen Bakterien, welche mittels spezifischen Agarplattensystemen fir die entsprechenden Bakterien
detektiert wurden, dargestellt. Staphylokokken* wurden auf einem MRSA-Plattensystem kultiviert. Der
Einfluss der Kléranlage wird deutlich. In griin ist die Probenahmestelle oberhalb der Klaranlage dargestellt,
in blau der Ablauf der Kldranlage selbst und in lila die Messstelle unterhalb der Klaranlage. Mit ,*“
gekennzeichnete Gene konnten in an der Untersuchungsstelle nicht detektiert werden.

7.13. Kultur-basierte Untersuchungen des Klaranlageneinflusses im
landlich gepragten Siedlungsgebiet
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Abbildung 24: Mikrobiologischen Untersuchungen im Bereich der landlich gepréagten Klaranlage.
Dargestellt sind die unterschiedlichen identifizierbaren Bakterien auf den ESBL-Selektivplatten, gefolgt von
Vancomycin resistenten Enterokokken (VRE). AnschlieRend sind die weiteren untersuchten fakultativ
pathogenen Bakterien, welche mittels spezifischen Agarplattensystemen fir die entsprechenden Bakterien
detektiert wurden, dargestellt. Staphylokokken* wurden auf einem MRSA-Plattensystem kultiviert. In dieser
Abbildung ist der Einfluss der Klaranlage auf das aufnehmende Gewasser gezeigt. In blau ist der Ablauf
der Klaranlage selbst dargestellt und in lila die Messstelle unterhalb der Klaranlage. Mit ,*“
gekennzeichnete Gene konnten in an der Untersuchungsstelle nicht detektiert werden.
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