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ZUSAMMENFASSUNG

Die aquatische Umwelt kann zur Entwicklung und Verbreitung von klinisch bedeutsamen
Antibiotikaresistenzgenen (ARG) beitragen. Das Potenzial der aquatischen Umwelt als
Reservoir fir ARG in Gebieten, die anthropogen beeinflusst sind, wurde bereits in einigen
Studien beschrieben. Die Zusammenhange zwischen dem Erwerb von Resistenzen durch
Umweltbakterien und der rapiden Entwicklung multiresistenter Keime im klinischen Bereich
miissen jedoch noch detaillierter aufgeschliisselt werden, um konkrete Ubertragungswege
erkennen zu kénnen und so gezielt gegen die alarmierende Entwicklung vorzugehen. Dafur
wurde zum einen ein Monitoring verschiedener Bereiche in der Umwelt, wie
Oberflachenwéasser und Sedimente, durchgefuhrt. Proben chinesischer und deutscher
Trinkwasser-Reservoirs weisen @hnliche Muster von Resistenzgen-Vorkommen auf, was die
globale Relevanz der aquatischen Umwelt als Quelle fir Antibiotikaresistenzen unterstreicht.
Um Risiken durch die Verbreitung von Resistenzen durch Umweltbakterien, freie DNA oder
Phagen besser abwéagen zu kdnnen, wurde eine Methode entwickelt, um ARG speziell in
diesen Fraktionen nachzuweisen und diese als mdgliche Distributoren fir ARG zu
identifizieren. Fur erste Oberflachenwasser, die mit diesen Methoden untersucht wurden,
konnte gezeigt werden, dass Resistenzen gegen Sulfonamide (sull und sul2), sowie [3-
Laktame (blaTEM) eine Relevanz in Phagen und in frei vorliegender DNA aufweisen. Da sich
mikro- und molekularbiologische Methoden stets erganzen, wurde der Fokus sowohl auf
Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierte Methoden zum Nachweis von ARG, als auch auf
kulturbasierte Verfahren zum Nachweis von Umwelt-relevanten antibiotikaresistenten
Bakterien (ARB) aus Umweltproben gelegt. Durch diese auf R2A-Medien mit geringem
Néhrstoffgehalt basierenden Kulturverfahren konnte gezeigt werden, dass [(-Laktam-
Resistenzen (gegen Cephalosporine der 3. Generation und die Reserveantibiotika-Gruppe der
Carbapeneme) unter oligotrophen Umweltbakterien in deutschen Oberflachenwéassern bereits
weit verbreitet sind. Somit konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die Vermutung stitzen, dass
Umwelt-relevante Bakteriengattungen zur Verbreitung von Antibiotikaresistenzen beitragen.
Da fir die Entwicklung neuer Strategien zur Vermeidung der Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen meist die menschliche Gesundheit im Fokus liegt, ist auch die
Elimination von ARG und ARB aus Oberflachenwéssern ein entscheidender Schwerpunkt der
aktuellen Forschung, um eine Gefahrdung der Exposition durch Trinkwésser auszuschliel3en.
Deshalb wurden auch im Rahmen dieser Arbeit Trinkwasseraufbereitungsanlagen beprobt
und auf Antibiotikaresistenzen untersucht. Dabei standen Proben aus China und Deutschland
zur Verfigung, durch die die Effizienz verschiedener Behandlungsverfahren hinsichtlich der
Entfernung von Resistenzen evaluiert werden konnte. Hierbei konnten deutliche Unterschiede
zwischen der ARG-Eliminationseffizienz deutscher und chinesischer Wasserwerke beobachtet
werden, wobei ARG-Riickstdnde nach der Wasserbehandlung nur in den am Tai See (Nahe
Shanghai) lokalisierten Wasserwerken feststellbar waren, was auf vergleichsweise hdheren
Eintragen von Abwassern aus Industrie, Agrarwirtschaft und urbanen Ballungsraumen
zurickzufuhren ist. Die Entwicklung und Anwendung quantitativer Long-Amplikon PCR
Methoden zum Nachweis vollstéandiger Resistenzgene (darunter sull und blaTEM) konnten
die Reduktion der ARG durch reaktive Behandlungsverfahren wie Chlorung, UV-Bestrahlung
und Ozonung hierbei besser abbilden als die konventionellen g°PCR Methoden, mit denen eine
Uberschatzung der Genkopienzahl wahrscheinlich ist. Innovative Layer-by-Layer-
Membrantechnologien konnten zudem auf den Rickhalt von ARG untersucht werden. Ihr
Potential fur die Anwendung in der Trinkwasseraufbereitung konnte sowohl im Labor- als auch
im Pilotmalstab bestatigt werden.
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ABSTRACT

The aquatic environment may contribute to the development and spread of clinically important
antibiotic resistance genes (ARGs). The potential of the aquatic environment as a reservoir for
ARGs in areas that are anthropogenically influenced has been described in several studies.
However, the links between the acquisition of resistance by environmental bacteria and the
rapid development of multidrug-resistant germs in the clinical setting need to be identified in
more detail in order to detect specific transmission pathways and thus take targeted action
against the alarming development. To this end, monitoring of various areas in the environment,
such as surface waters and sediments, was carried out. Samples of Chinese and German
drinking water reservoirs show similar patterns of resistance genes, which underlines a certain
global relevance of the aquatic environment as a source of antibiotic resistance. To
idinvestigate the spread of resistance by environmental bacteria, free DNA, or phages, a
method was developed to detect ARGs specifically in these fractions and identify them as
potential distributors of ARGs. For initial surface waters analyzed using these methods,
resistance to sulfonamides (sull and sul2), and 3-lactams (blaTEM) was shown to be relevant
in phages and in free DNA. Since microbiological and molecular biological methods are
complementary, the focus was on both polymerase chain reaction (PCR)-based methods for
the detection of ARG, and culture-based methods for the detection of environmentally relevant
antibiotic-resistant bacteria (ARBs) from environmental samples. These culturing methods
based on R2A media with low nutrient content demonstrated that B-lactam resistance (to 3™
generation cephalosporins and the reserve antibiotic group of carbapenems) is already
widespread among oligotrophic environmental bacteria in German surface waters. Thus, the
results of this work could support the assumption that environmentally relevant bacterial
genera contribute to the spread of antibiotic resistance. Since human health is usually the
focus for the development of new strategies to prevent the spread of antibiotic resistance, the
elimination of ARGs and ARBs from surface waters is also a crucial focus of current research
in order to exclude exposure hazards from drinking waters. Therefore, drinking water treatment
plants were also sampled and analyzed for antibiotic resistance as part of this work. Samples
from China and Germany were available to evaluate the efficiency of different treatment
processes with regard to the removal of resistances. Significant differences between the ARG
elimination efficiency of German and Chinese waterworks were observed, with ARG residues
after water treatment only detectable in the waterworks located at Lake Tai (near Shanghai),
which can be attributed to comparatively higher inputs of wastewater from industry, agriculture
and urban agglomerations. The development and application of quantitative long-amplicon
PCR methods to detect complete resistance genes (including sull and blaTEM) improved the
mapping of the ARG-reduction by reactive treatment processes such as chlorination, UV
irradiation, and ozonation, compared to conventional gPCR methods, which are likely to
overestimate gene copy numbers. Innovative layer-by-layer membrane technologies could
also be investigated for ARG retention. Their potential for application in drinking water
treatment could be confirmed both in laboratory and pilot scale.
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) sieht die rasante Entwicklung von
antibiotikaresistenten Bakterien (ARB) als eine der grof3ten Herausforderungen unserer Zeit
(WHO 2019). Durch die Zunahme und Verbreitung von Resistenzen werden aktuell
angewendete Antibiotika wirkungslos (Barancheshme und Munir 2017). O'Neill et al. (2014)
vermuten, dass die Zahl der Todesfalle durch Infektionen mit resistenten Keimen anhand der
aktuellen Entwicklungsrate bis zum Jahr 2050 bei 10 Millionen pro Jahr betragen kodnnte.
Bisher wurde der Kampf gegen die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen (AR) hauptsachlich
in klinischen, kommunalen und in den letzten Jahren auch in landwirtschaftlichen
Einrichtungen, wo stetig ein hoher Antibiotika-Einsatz zu verzeichnen ist, gefuhrt - mit dem
Ziel, die Ubertragung zu reduzieren und die Selektion resistenter Bakterien wahrend der
Antibiotikabehandlung zu verhindern. In den letzten Jahren wurde die Rolle der Umwelt als
wichtiges Reservoir und zentraler Verbreitungsweg von Resistenzen zunehmend anerkannt
(Ashbolt et al. 2013; Bengtsson-Palme 2018; Finley et al. 2013; Pruden et al. 2006), aber unser
Verstandnis ihres Beitrags ist immer noch begrenzt. Das fehlende Wissen dariber, wie und
unter welchen Umstanden die Umwelt die Resistenzentwicklung foérdert, macht die
Eindammung der Entstehung und Verbreitung mobiler Resistenzfaktoren problematisch
(Berendonk et al. 2015). Das groRte Risiko fur die menschliche Gesundheit ist der Erwerb von
Multiresistenzen durch Krankheitserreger. Die ursprunglichen Quellen fir AR im klinischen
Bereich kénnten jedoch die aquatische Umwelt und Bdden sein, die durch Eintrage von
Antibiotika-Rickstanden direkt beeinflusst werden. Man geht davon aus, dass die Evolution
von Resistenzen in  Umweltbakterien durch subinhibitorische AB-Konzentrationen
beschleunigt wird und sich diese rasant in der Umwelt verbreiten. Die Beweise fir kausale
Zusammenhénge, die fir die Bewertung aktueller und neu entstehender Gesundheitsrisiken
aus Agrar-Okosystemen erforderlich sind, stellen nach wie vor eine Wissensliicke dar (Durso
und Cook 2018).

Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verstandnis hinsichtlich der Rolle der Umwelt fur die
Verbreitung von AR zu erlangen. Als ausschlaggebend dafir wurde die Erweiterung der
Datenbasis tiber ARG und ARB in der aquatischen Umwelt angesehen. In diesem Zuge wurde
die Arbeit in drei grol3e Teilbereiche gegliedert:

1) Untersuchungen von Umweltproben (PCR-basiertes ARG-Monitoring) sowohl in
Deutschland (Oberflachenwésser) als auch in China (Oberflachenwéasser und
Sedimente), um den Ist-Zustand in verschiedenen Oberflachenwéssern zu erfassen
und die globale Bedeutung von Antibiotikaresistenzen zu verdeutlichen.

2) Etablierung von molekularbiologischen und erweiterten mikrobiologischen Methoden,
um Resistenzen in spezifischen in der Umwelt vorkommenden und zum horizontalen
Gentransfer befahigten Fraktionen wie Umweltbakterien, Phagen und freier DNA
nachzuweisen, und damit ein detaillierteres Bild Gber mogliche Transferprozesse von
ARG zu erhalten.

3) Untersuchung der Elimination von Resistenzen in der Trinkwasseraufbereitung (in
Deutschland und China) und in kleinskaligen Versuchen, um die Effizienz von
Wasserwerken hinsichtlich der Entfernung von AR zu erfassen und die Anwendbarkeit
einer neuen Membran-Filtrations-Technologie im Labor- und PilotmafR3stab zu prifen.

Zusammenfassend sollte die Arbeit durch Untersuchungen der aquatischen Umwelt mit
bestehenden und neu etablierten Methoden zu einem besseren Verstandnis der Rolle der
Umwelt als Reservoir fir AR beitragen und aufzeigen wie diese fur die Nutzung von Wasser
ohne Gesundheitsrisiken eliminiert werden kénnen.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Antibiotikaresistenzen in der aquatischen Umwelt

2.1.1 Antibiotikaklassen und deren Wirkmechanismen

Der Einsatz von Antibiotika geht auf die zufallige Entdeckung der antibakteriellen Stoffe Anfang
des 20. Jahrhunderts zuriick. Im Laufe des sogenannten ,goldenen Zeitalters der Antibiotika“
wurden immer mehr Wirkstoffe aus unterschiedlichsten chemischen Stoffklassen entdeckt
(Silver 2011), die zur Bekampfung bakterieller Infektionen zum Einsatz kommen. Die
Einfuhrung der verschiedenen Antibiotikaklassen, sowie der zeitliche Zusammenhang
zwischen Einsatz der Antibiotika und Entwicklung von Antibiotikaresistenzen sind in Abbildung
2-1 gezeigt. Hierbei wird deutlich, dass tber die Jahre seit der Ersteinfihrung von Antibiotika
die Zeitraume zwischen Einfuhrung eines neues Wirkstoffes und Beschreibung resistenter
Bakterien immer kirzer wurden. Dies liegt natlrlich zum einen an den Analysemethoden, die
sich im Laufe der letzten Jahrzehnte stark weiterentwickelt haben und gerade auf
molekularbiologischer Ebene deutlich empfindlicher wurden. Durch die gezielte Suche nach
Resistenzen in bakteriellen Erregern kénnen immer mehr Positivbefunde ermittelt werden. Ein
weiterer wichtiger Grund, der vermutlich zu dieser gezeigten Entwicklung beitragt, ist der
steigende Einsatz von Antibiotika und deren Eintrag in die Umwelt. Durch daraus resultierende
subinhibitorische Antibiotika-Konzentrationen in vielen aquatischen Umwelt-Habitaten wird die
Entwicklung von Resistenzen beglinstigt. Neben der Ausbreitung in der Umwelt spielt nattrlich
die oft zu frih oder praventiv angeordete Verabreichung von Antibitioka in der Human- und
Veterinarmedizin eine essentielle Rolle bei der Entwicklung von Resistenzen. Vor allem bei
Nicht-Einhaltung von Einnahmeperioden koénnen verbleibende Bakterien im Korper
Resistenzen entwickeln und sich nach Abbruch der Einnahme wieder vermehrern.

/
i -
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I VOLLSTANDIGE WIRKSAMKEIT DES WIRKSTOFFS

BESCHREIBUNG RESISTENTER BAKTERIEN
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Abbildung 2-1 Einfihrung der Antibiotikaklassen/-wirkstoffe und Resistenzentwicklung (Lindgrin GmbH 2017;
Silver 2011).

Es gibt viele Stoffgruppen, die mit ihren bisher entdeckten Vertretern als antibakterielle
Wirkstoffe weltweit eingesetzt werden. Sie besitzen unterschiedliche Wirkungsweisen und
finden in verschiedenen Bereichen Anwendung. Die Einfihrung neuer Antibiotikaklassen und
-gruppen, sowie die Entdeckung neuer Substanzen aus den jeweiligen Klassen verdeutlichen
den hohen Bedarf an antibiotisch wirksamen Substanzen weltweit. Die Anwendung von
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Antibiotika, nicht nur therapeutisch im human- und veterinarmedizinischen Bereich, sondern
auch praventiv in der landwirtschaftlichen Tierhaltung und Aquakultur, fihrt zu einer rapiden
Entwicklung von Antibiotika-Resistenzmechanismen. Deshalb wird stetig weiter an neuen
antimikrobiellen Substanzen geforscht, um bereits etablierte Resistenzmechanismen zu
umgehen. China ist dabei einer der groRten Produzenten von Antibiotika weltweit. So werden
210.000 Tonnen jahrlich produziert und ca. 180.000 Tonnen im Human- und
veterindrmedizinischen Bereich, sowie in der Landwirtschaft eingesetzt (zitiert in Qin et al.
2018).

Studien wie die von O'Neill (2014) beschreiben eine Anzahl von 700.000 Toten pro Jahr, die
auf todliche Infektionen mit antibiotikaresistenten Erregern zurlickzufihren sind. Es wird
extrapoliert, dass diese Zahl mit der fortfUhrenden Verabreichung der aktuell eingesetzten
Antibiotika-Mengen bereits im Jahr 2050 auf etwa 10.000.000 Tote pro Jahr ansteigen konnte.
Demnach muss nicht nur an alternativen antibiotisch Wirksamen Substanzen geforscht
werden, die dann schnell wieder zur Entwicklung neuer Resistenzmechanismen fuhren
wirden, sondern die Art und das Ausmal3 der Applikation von Antibiotika in Krankenhausern,
privaten Haushalten sowie in der Landwirtschaft grundlegend verandert werden. Abbildung
2-1 veranschaulicht, dass selbst fir die ,neuesten® antimikrobiell wirksamen Stoffgruppen
bereits Resistenzgene nachgewiesen werden konnten. Ein Grund fur die stetig schneller
werdende Entwicklung von Resistenzen ist die wachsende Bevélkerungszahl auf der Erde, die
aufgrund der héheren Menschendichte zum einen direkt hohere Infektionszahlen und somit
eine erhohte Verabreichung von Antibiotika fordert, zum anderen jedoch auch den
Nahrungsmittelbedarf steigert, wodurch die oft préaventive Zugabe von Antibiotika zu
Futtermitteln in der wachsenden Massentierhaltung ansteigt (Durso und Cook 2018; Shao et
al. 2021). Einige Antibiotika werden bereits zuriickgehalten, um als Reserve in besonders
schwer behandelbaren Fallen zur Verfligung zu stehen. Diese ,kritischen oder ,Reserve“-
Antibiotika sollen, laut WHO, nur verabreicht werden wenn (1) nur eingeschréankt Alternativen
fur eine bestimmte Behandlung verfugbar sind und (2) wenn die Infektion von Bakterien
verursacht wird, die nicht aus humanen Quellen stammen (Bundesamt fur
Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen 2019). Bespiele fiir Reserveantibiotika sind
beispielsweise Cephalosporine der 3. und 4. Generation, Carbapeneme (aus der Klasse der
B-Laktame) und Colistin (aus der Klasse der Polymyxine) (Bundesamt fir
Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen 2019; GERMAP 2015). Dennoch werden diese
Antibiotika in vielen Landern in der Tierzucht als Futtermittelzusatz oder praventiv in der der
Veterinarmedizin verabreicht (He et al. 2020). Durch Eintrdge aus verschiedensten Quellen,
darunter Human- und Tiermedizinische Einrichtungen, kommunale Klaranlagen, Industrie und
Tierzucht gelangen kdénnen Rickstande von Antibiotika und ARG in die aquatische Umwelt.
ARG sind dort mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)-Techniken sehr sensitiv nachweisbar.
Anhand eines Ab-, Oberflachen- und Grundwasser-Monitorings in grofiem Umfang wurden
ARG anhand ihres prozentualen Positivbefundes in den untersuchten Proben in drei
Kategorien, ,haufig®, ,intermediar® und ,selten” eingestuft (Schwartz und Schmithausen 2020).
Diese Kategorisierung wurde zwar fur Gewasser in Deutschland erstellt, ist erfahrungsgeman
jedoch mit Abweichungen gut auf das globale Aufkommen von ARG in der aquatischen
Umwelt Gbertragbar. In Tabelle 2-1 sind die relevantesten ARG gelistet.
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Tabelle 2-1 Kategorisierung von Resistenzgenen in der aquatischen Umwelt nach Schwartz und Schmithausen
(2020).

Kategorie Gen Beschreibung
héaufig blaTEM Vorlaufer fur Enzyme mit ESBL-Wirkspektrum, Resistenz gegen Ampicillin

sull Resistenz gegen Sulfonamide

sul2 Resistenz gegen Sulfonamide

ermB Resistenz gegen Makrolide wie Erythromycin

tetM Resistenz gegen Tetracyclin (machen ¥4 aller verschriebenen Veterinarantibiotika aus)
intermediar blaCMY-2 Resistenz gegen Cephalosporine

blaCTX-M-32 Resistenz gegen Cephalosporine, haufigster Typ bei ESBL-produzierenden Bakterien

blaOXA-48 Resistenz gegen Cephalosporine und Carbapeneme (Reserveantibiotika)

selten mecA MRSA assoziierte Antibiotikaresistenz, Methicilin Resistenz
mcr-1 Resistenz gegen Colistin/Polymyxin (Resrveantibiotikum)
blaNDM-1 Resistenz gegen Cephalosporine und Carbapeneme (Reserveantibiotika), ESBL
blaVIM-2 Resistenz gegen Cephalosporine und Carbapeneme (Reserveantibiotika)
blakPC-3 Resistenz gegen Cephalosporine und Carbapeneme (Reserveantibiotika)
vanA Resistenz gegen Vancomycin (Reserveantibiotikum)

2.1.2 Resistenzmechanismen

Die Resistenz von Bakterien gegen antibiotische Wirkstoffe kann durch verschiedene
Eigenschaften der Zelle verursacht sein. Grundsatzlich kann zwischen einer primaren bzw.
natlrlichen Resistenz und einer erworbenen unterschieden werden. Man spricht zum Beispiel
von einer primaren oder natirlichen Resistenz, wenn Angriffspunkte fir das Antibiotikum
fehlen und die Lebensfahigkeit der bakteriellen Zelle somit schlicht nicht beeinflusst wird. Zum
Beispiel kdnnte die Zellwand einige Bakterien vor Antibiotika schiitzen, da die Lipidproduktion
zur Stabilisierung der Zellwand in Gegenwart von B-Laktamen hochreguliert werden kann (Do
et al. 2020). Zum anderen produzieren einige Bakterien, vor allem diese, die sich gegen
andere Umwelteinflisse schitzen muissen, extrazellulare Matrices. Auch diese kodnnen
unspezifische Resistenzen verleihen, indem sie das Antibiotikum von den Bakterien fernhalten
(Antdo et al. 2018; McLandsborough et al. 2006). Von einer erworbenen Resistenz spricht
man, wenn ein Bakterium zuvor sensitiv gegeniiber einem Wirkstoff war und erst durch den
Erwerb eines speziellen Gens oder eine chromosomale Mutation resistent wird. Dieser Erwerb
einer Resistenz fuhrt in der Regel zu einem deutlichen Fitnessvorteil fir das
Empféangerbakterium (Wright 2007). Wie in Abbildung 2-2 dargestellt, kbnnen Resistenzen
gegen verschiedene Wirkstoffe und Antibiotikaklassen durch unterschiedliche molekulare
Prozesse begriindet sein. Die Produktion von spezifischen Effluxpumpen kann bewirken, dass
in die Zelle eingedrungene Antibiotika wieder aktiv aus der Zelle geschleust werden.
Verschiedene Effluxpumpen mit unterschiedlichsten Zielmolekilen, darunter B-Laktame,
Fluoroquinoline oder Tetrazykline, konnten in S. aureus Stdmmen bereits identifiziert werden,
was dem klinisch relevanten Keime multiple Resistenzen verleihen kann (Pantosti et al. 2007).
Viele Bakterien mit erworbener Resistenz exprimieren bei Antibiotika-Exposition auch
Enzyme, die diese strukturell verandern und inaktivieren und somit unschéadlich machen.
Wichtige Vertreter sind (3-Laktamasen, die den B-Laktamring des Wirkstoffes spalten und
dabei haufig ein erweitertes Wirkspektrum aufweisen. Zudem existieren Mechanismen, die bei
Kontakt mit einem Antibiotikum mit der Aktivierung eines Alternativmetabolismus reagieren,
und das Bakterium die Stoffwechsel-inhibierende Wirkung der Substanz somit umgehen kann.
Ein weiterer Resistenzmechanismus ist die Modifikation einer zellularen Zielstruktur, an die
das Antibiotikum normalerweise binden wirde.
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Resistenzmechanismen Undurchldssigkeit der Zellmembran

Bakterien haben ganz unterschiedliche Mechanismen entwickelt, Antibiotika kdnnen die Zellmem-
bran nicht durchdringen und

um sich vor der Wirkung von Antibiotika zu schiitzen. Abbildung 1 T
gibt einen Uberblick iiber die bekannten Resistenzmechanismen. e‘s atbnichtzuihrem ..

2 7 B 5 i et Wirkungsort gelangen. o
Verschiedene Bakterien verfiigen iiber eine unterschiedliche ®
Anzahlvon Resistenzmechanismen.

Effluxpumpen

Antibiotika werden iiber Pumpen aus der
Bakterienzelle herausgeschleust.

Alternative Stoffwechselwege

Uber die Nutzung alternativer Stoffwechsel-
wege konnen fiir das Bakterium tiberlebens-
wichtige Substanzen gebildet werden, obwohl ®
durch das Antibiotikum der eigentliche ®
Versorgungsweg blockiert wird.

—A PILT

ANTIBIOTIKUM

Bildung inaktivierender Enzyme

Durch die Bildung von Enzymen kann die Bak- ZELLMEMBRAN
terienzelle Antibiotikamolekiile zum einen
strukturell verandern, sodass diese ihre anti-
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Abbildung 2-2 Resistenzmechanismen von Bakterien. Modifiziert nach Antao et al. (2018).

2.1.3 B-Laktam-resistente Bakterien

B-Laktam-resistente Bakterien besitzen die Fahigkeit B-Laktame (darunter Penicilline,
Cephalosporine und Carbapeneme) enzymatisch zu spalten, indem der fur diese Substanzen
charakteristische B-Laktam-Ring hydrolysiert wird. Seit der Entdeckung und medizinischen
Nutzung von Antibiotika wurden zunehmend neue Subtypen von sogenannten B-Laktamasen
identifiziert. Seit den 1990er Jahren wurde ein rapider Anstieg identifizierter Enzyme
verzeichnet (Davies und Davies 2010). Eine der zum derzeitigen Stand des Wissens
relevantesten Gruppe an resistenten Bakterien stellen Extendend-Spectrum-B-Laktamase
(ESBL) produzierende gram-negative Enterobakterien dar. Die WHO veroéffentlichte 2017 eine
Prioritatenliste, die die kritischsten Organismen im klinischen Bereich zusammenfasst (Tabelle
2-2). Aus der Kategorie ,kritisch“ mit hochster Prioritdt weisen alle der klinisch relevanten
Bakterien eine Carbapenem- und/oder Cephalosporin-Resistenz auf, sind also resistent gegen
bestimmte Gruppen der B-Laktam-Antibiotika.
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Tabelle 2-2 WHO-Liste fur prioritdre Pathogene, fur die neue Antibiotika benétig werden (WHO 2017).

Bakterien Antibiotikaresistenz

Prioritatsklasse 1: Kritisch

Acinetobacter baumanii Carbapenem (B-Laktam)
Pseudomonas aeruginosa Carbapenem (B-Laktam)
Enterobacteriaceae* Carbapenem, 3. Generation Cephalosporin (B-Laktam)

Prioritatsklasse 2: Hoch

Enterococcus faecium Vancomycin

Staphylococcus aureus Methicillin, Vancomycin-Intermediat
Heicobacter pylori Clarithromycin

Campylobacter spp. Fluoroquinolon

Salmonellae Fluoroquinolon

Neisseria gonorrhoeae Fluoroguinolon, Cephalosporin

Prioritatsklasse 3: Medium

Streptococcus pneumoniae Penicillin-Unempfindlichkeit
Haemophilus influenzae Ampicillin
Shigella spp. Fluoroquinolon

*Enterobacteriaceae beihnalten: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Serratia spp., Preoteus spp., Providencia spp. und Morganella spp.

Je nach Art der Hydrolyse von B-Laktam-Antibiotika, werden die Laktamasen in vier
verschiedene Klassen (Ambler-Klassifizierung) unterteilt. In Klasse A, C und D findet man bei
dieser Klassifizierung die Serin-p-Laktamasen. Diese besitzen in ihrem aktiven Zentrum einen
Serinrest und kdnnen somit durch Clavulan-Saure gehemmt werden. Alle Enzyme aus diesen
Klassen werden als ESBL eingestuft, da sie das flir ESBL typische erweiterte
Wirkungsspektrum gegen eine Vielzahl von [-Laktam-Antibiotika aufweisen. Wichtige
Vertreter der Serin-ESBL sind TEM, CTX-M, OXA-11 und AmpC. Carbapenemasen wie OXA-
48 und KPC findet man in den Ambler-Klassen A und D. Neben Serin B-Laktamasen gibt es
auch Metallo B-Laktamasen (Ambler-Klasse B), die durch Histidin komplexierte zweiwertige
Metallionen (Zn?*) im aktiven Zentrum charakterisiert sind. Diese Enzyme koénnen durch
Komplexierungs-Reagenzien wie EDTA inhibiert werden, da diese dem Enzym die
zweiwertigen lonen entziehen.

oraion L€ ][ A ][ o | [

Functional group 1 2 2¥ 3

Inhibitory Profile’ Clavulanic acid —

ESBLs

Carbapenemases

Classical examples ESBL: AmpC Penicillinase: TEM-1, SHV- ESBL: OXA-11 Carbapenemase: IMP,
1 Carbapenemase: OXA-  yjm, NDM

ESBLs: CTX-M, TEM-3 23,
Carbapenemase: KPC OXA-48

[] Serine B-lactamase
B Metallo B-lactamase

Abbildung 2-3 Ambler-Klassifizierung der -Laktamasen (Munita und Arias 2016).

Bis heute wurden mehr als 1000 verschiedene [(-Laktamasen beschrieben
(card.mcmaster.ca/ontology/36326 & card.mcmaster.ca/ontology/36342). Wahrscheinlich
werden im Rahmen des normalen Prozesses der bakteriellen Evolution noch viele weitere
entdeckt (Munita und Arias 2016). Auch der laut dem Bericht GERMAP (2015) zufolge hohe
Anteil von verabreichten B-Laktamen in Krankenh&usern und in der Tierhaltung tragt zur
Weiterentwicklung dieser Resistenzen bei. Neben den von der WHO definierten kritischen
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pathogenen Stammen werden B-Laktam-Resistenzen auch in der Umwelt bzw. unter
oligotrophen Bakterien zunehmend relevanter (Mills und Lee 2019).

2.2 Verbreitung und Ubertragung von Antibiotikaresistenzen

Antibiotika werden Uberall da in die Umwelt eingetragen, wo sie verabreicht werden.
Krankenh&user, tiermedizinische Einrichtungen sowie Tierzuchtbetriebe werden als hochst
relevante Eintragsquellen eingestuft. Vor allem in der Tierhaltung findet durch die
Verabreichung von Antibiotika eine Entwicklung von Antibiotikaresistenzen statt. Die
resistenten Bakterien und Antibiotikariickstande werden durch Ausbringung von Gille und
dem Abwasser der Betriebe in die Umwelt eingetragen (Li et al. 2020; Stange und Tiehm 2020;
Voigt et al. 2020b). Die freigesetzten Antibiotika kbnnen auf in der Umwelt vorkommende
Mikroorganismen aufgrund ihrer meist subinhibitorischen Konzentrationen einen
Selektionsdruck ausuben, der zur beschleunigten Entwicklung von Resistenzgenen fuhrt
(Jutkina et al. 2016; Wintersdorff et al. 2016). Die mdglichen Wege der Transmission von ARB
sind in Abbildung 2-4 dargestellt. Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass ARB oder ARG
an nahezu jedem Ort auf der Erde identifiziert werden kdnnen. Sogar in pristinen Habitaten
konnten Resistenzgene detektiert werden, die aufgrund der geringen Besiedlung des Landes
nicht auf einen direkten Eintrag zurtickzuftihren sind (Hooban et al. 2020; Perron et al. 2015).
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Abbildung 2-4 Potentielle Eintrags- und Verbreitungswege von Antibiotika und Antibiotikaresistenzen (eawag 2021).

Die weite Verbreitung von Resistenzen ist demnach nicht nur auf die Verbreitung durch
Menschen, Tiere und Grund- und Oberflachenwasser zuriickzuftihren, sondern auch auf
horizontalen Gentransfer (HGT) (Andersson und Hughes 2017; Bellanger et al. 2014; Cooper
et al. 2017; Ibafiez-de-Aldecoa et al. 2017). Dieser beschreibt die Ubertragung von Genen
zwischen Bakterien (Konjugation), zwischen Bakterien und Viren (Transduktion) und der
Aufnahme frei vorliegender DNA durch Bakterien (Transformation). Die drei Prozesse sind in
Abbildung 2-5 dargestellt.
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Abbildung 2-5 Relevante Prozesse des horizontalen Gentransfers (HGT).

Man geht davon aus, dass die vorherrschende Art der Ubertragung von Resistenzgenen
zwischen Bakterien ein Transfer von mobilen genetischen und mit ARG assoziierten
Elementen (z.B. Plasmiden) ist (Lerminiaux und Cameron 2019). Dieser Austausch von
Plasmiden kann tber die Artenbarriere hinweg zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies
erfolgen. Abiotische Stressoren, darunter subinhibitorisch konzentrierte AB-RUlckstande in der
aguatischen Umwelt, fungieren dabei vermutlich als Promotoren fiir die Konjugation (Zhang et
al. 2013). Anhand der ARG-Konzentrationen in Bodenproben aus verschiedenen zeitlichen
Epochen, konnten Knapp et al. (2010) den Anstieg von ARG aus verschiedenen AB-Klassen
seit der Entdeckung von Penicillin 1940 bis 2008 demonstrieren und somit lokal begrenzt einen
Hinweis auf die proportionale Korrelation zwischen Anstieg der AB-Konzentrationen und der
ARG in der Umwelt liefern. Auch Resistenzgene mit klinischer Relevanz lassen sich in der
Umwelt zunehmend nachweisen (Wintersdorff et al. 2016). Deshalb geht man davon aus, dass
Umweltbakterien ein bedeutendes Reservoir fir ARG darstellen. Diese oligotrophen und in der
Regel hygienisch nicht-relevanten Bakterien sind den AB-Rickstéanden in der aquatischen
Umwelt ausgesetzt und kdnnen somit zunehmend Resistenzen entwickeln und diese auf
potentiell pathogene Bakterien tbertragen (Andersson und Hughes 2017; Larsson et al. 2018).
Dass der Transfer von ARG zwischen Umweltbakterien und E. coli prinzipiell mdglich und von
verschiedenen Umweltfaktoren beeinflussbar ist, konnten Merlin et al. (2011), sowie Bellanger
et al. (2014) bereits experimentell zeigen. Ein weiterer wichtiger Prozess ist der Transfer von
ARG zwischen Bakteriophagen (Bakterien-infizierenden Viren) und Bakterien. Man schatzt,
dass etwa 20 % aller bakteriellen Genome durch phagenartige Elemente erworben wurden,
was ihre evolutionare Bedeutung unterstreicht (Brissow et al. 2004). Die Exposition
resistenter Bakterien gegeniiber umweltbedingten/ chemischen Stressfaktoren (z. B.
Antibiotika) oder die spontane Induktion kann einen Gentransfer zwischen Bakterien Uber
Phagen (Transduktion) oder Phagen-artige Partikel, die durch zuféllige Verpackung der Wirts-
DNA entstehen, auslosen (Calero-Caceres et al. 2019). Dass bereits einige Studien die
Relevanz von ARG in Bakteriophagen zeigen konnten (Brown-Jaque et al. 2018; Calero-
Céceres et al. 2014; Colomer-Lluch et al. 2011; Quirés et al. 2014; Yang et al. 2018), beweist
die Bedeutung dieses Ubertragungsweges. Auch frei vorliegende/ extrazellulare DNA (eDNA)
kann potentiell zur Ausbreitung der Resistenzen beitragen, da sie in der Umwelt zum Teil als
stabil eingestuft wird (vor allem im Boden) (Nielsen et al. 2007; Zarei-Baygi und Smith 2021)
und ARG in der extrazellularen DNA-Fraktion gefunden werden konnten (Hao et al. 2019;
Zhang et al. 2018b; Zhang et al. 2018c). Aufgrund der geringen Molekulgré3e ist es maglich,
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dass eDNA-Fragmente durch Aufbereitungsverfahren nicht zerstért oder zurtickgehalten
werden, wodurch sie potentiell am Ende einer Behandlungsstraf3e noch intakt sein (Alexander
et al. 2016; An et al. 2018; Liu et al. 2018; Manaia et al. 2018; Stange et al. 2019a; Zhang et
al. 2009; Zhang et al. 2015) und erneut von Bakterien aufgenommen werden kénnen (fur diese
Hypothese gibt es keine konkreten Belege in der Literatur, trotzdem sollte sie fur
Risikobewertungen nicht vernachlassigt werden).

Um die Prozesse bei der Verbreitung und der Persistenz in Sedimenten besser verstehen zu
konnen, muss ein Uberblick Gber mogliche Formen von ARG in der Umwelt gewahrleistet sein.
Intrazellulare DNA (chromosomal oder auf Plasmiden lokalisiert) in Bakterien oder inkapsuliert
in Phagen, stellen womdglich die stabilsten Formen dar und sind somit die fur die Verbreitung
von Resistenzen am bedeutsamsten. Die Verbreitung von ARG in der aquatischen Umwelt in
Form von resistenten Bakterien, ARG-tragenden Phagen und freien ARG kann auf3erdem
stark von ihrer Assoziation mit Partikeln abhangen. Aufgrund der zumeist negativ geladenen
Oberflache von DNA und dem mdglichen adsorptiven Verhalten von Bakterien und Phagen,
kommt es zur Anheftung der drei Fraktionen an Sediment-Partikel unterschiedlicher Grofzen.
Je nach Sedimentation oder Verteilung dieser Partikel bei unterschiedlichen
Wetterereignissen kann dies zur schnelleren Verbreitung oder verstarkten Persistenz der
Antibiotikaresistenzen fiihren. In Abbildung 2-6 sind die unterschiedlichen Méglichkeiten, wie
Resistenzen in der aquatischen Umwelt assoziiert sein kdnnen sowie die mdglichen
Verteilungsprozesse, dargestellt. Hier wird deutlich, dass es viele Mdglichkeiten gibt, wie ARG
vorliegen konnen und dass diese Fraktionen in standiger Wechselwirkung und im
gegenseitigen Austausch sind. So kdnnen ARG (negative geladene DNA-Fragmente)
assoziiert an Sedimentpartikeln vorkommen, was durch die haufig positive Oberflachenladung
anorganischer Partikel maoglich ist (Abbildung 2-6, (1)). Auch Phagen und andere
Mikroorganismen kénnen adsorbiert an Sedimentpartikeln vorkommen (Wang et al. 2016).
Vermutlich fir die Verbreitung der Resistenzen eine der relevantesten Formen ist das
Vorkommen in Bakterien, also intrazellular (2). Seltener beschrieben aber moglicherweise
dennoch von groRRer Relevanz fir die Verbreitung von ARG ist das Vorkommen in Phagen, die
die Gene von Bakterien bei Infektion aufnehmen und sie anschlieBend in ein anderes
Bakterium injizieren kdnnen (3). ARG kdénnen zudem als freie DNA vorliegen (4), zum Beispiel
wenn es zu einer Lyse von bakteriellen Zellen kommt oder diese wahrend dem aktiven
Wachstum DNA ausscheiden (Nielsen et al. 2007).
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Abbildung 2-6 Zusammenspiel von ARG mit unterschiedlichen Fraktionen im Wasser und Sediment und deren
Assoziationen mit Bakterien, Phagen und eDNA.

Zur Feststellungen in welchen der genannten Fraktionen (Sediment-Partikel-assoziiert,
intrazellular, in Phagen, als eDNA) gewisse Resistenzgene von Bedeutung sind, soll eine
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Methode zum ARG-Nachweis in separaten Fraktionen entwickelt werden. Dies beinhaltet
sowohl die Fraktionierung selbst (beispielsweise durch Filtration, Fallung oder Adsorption), als
auch eine Aufkonzentrierung der Fraktionen fir den anschlieRenden quantitativen Nachweis
mittels qPCR. Bedeutend und bisher in der verfigbaren und bekannten Literatur nicht
beschrieben ist die Trennung aller drei potentiell relevanten Fraktionen aus einer Wasser- oder
Sedimentprobe, da meist nur eine Separierung von zwei der drei Fraktionen stattfindet. Fur
die Fraktionierung der Bakterien aus Umweltproben wird die Membranfiltration mit gering-
Protein-bindenden Membranen der Porengro3en 0,2-0,45 um durchgefiihrt (Alexander 2017,
Calero-Caceres et al. 2014; Christou et al. 2017; Hao et al. 2019; Lekunberri et al. 2017; Liu
et al. 2018; Muniesa et al. 2005; Yang et al. 2018; Zhang et al. 2018b; Zhang et al. 2018c).
Dabei wird in einigen Quellen darauf hingewiesen, dass es durch Adhasion an Partikeln,
Biomasse oder der Membran durchaus zu einem Ruckhalt von freier DNA und Viren kommen
kann (Liang und Keeley 2013; Muniesa et al. 2005). Um den Ruckhalt von Viren auf der
Membran zu vermeiden, fihrten Muniesa et al. (2005) nach der Filtration Waschschritte mit
PBS-Puffer durch, wéhrend Nagler et al. (2018) durch alkalischen Waschpuffer die
Rucklésung von freier DNA erreichten. Fur die Aufkonzentrierung der resultierenden und im
Filtrat vorliegenden Phagen und der eDNA werden verschiedene Methoden vorgeschlagen.
Fiur die Konzentration von eDNA werden zum Teil sogenannte ,nucleic acid adsorption
particle“ (NAAP)-Saulen verwendet (Liu et al. 2018; Wang et al. 2016). Uber diese kann eine
100-fache Konzentrierung extrazellularer DNA erreicht werden. Deren Herstellung ist jedoch
mit groRem Aufwand verbunden und es werden grol3e Volumina der jeweiligen Wasserprobe
bendtigt. Corinaldesi et al. (2005) fraktionierten freie DNA durch eine Filtration des
Uberstandes nach zentrifugaler Abtrennung der Bakterien in einer Umweltprobe durch eine
Membran mit 0,02 um Porendurchmesser. Gangig ist auRerdem die Separierung von freier
DNA uber Silica-Membranen (beispielsweise in Zentrifugations-Saulen). Hier kénnen stérende
Proteine aus einer Losung zunachst durch eine Phenol-Zugabe denaturiert und mittels
Chloroform/lsopropanol in der organischen Phase abgetrennt werden. In Gegenwart
chaotroper Salze bindet die freie DNA dann kovalent an die negativ geladene Silica-Membran
und kann durch Entfernung der Salze wieder eluiert werden (Corinaldesi et al. 2005; Thatcher
2015). Eine Fallung der eDNA mittels Ethanol oder CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)
ist ebenfalls moglich (Calero-Caceres et al. 2014; Corinaldesi et al. 2005; Zhang et al. 2018b;
Zhang et al. 2018c). Phagen wiederum werden zur gezielten Quantifizierung der Viren-DNA
durch einen DNase-Verdau von frei vorliegender DNA gereinigt und das Capsid anschliel3end
mit Proteinase K aufgeschlossen (Calero-Céaceres et al. 2014; Yang et al. 2018). Des Weiteren
wird eine zusétzliche Fallung mit PEG 6000 zur Konzentration der Phagen aus dem Filtrat
vorgeschlagen (Lekunberri et al. 2017). Auch die immunomagnetische Separation von Viren
aus Umweltproben wurde bereits durchgefiihrt (Hamza et al. 2011), welche allerdings den
Nachteil der Antigen-spezifischen Viren-Selektion hat und somit nicht die Gesamtheit der in
einer Probe vorliegenden Viren erfasst.

Da das Thema Antibiotikaresistenzen in der Umwelt in jlingster Vergangenheit rapide an
Wichtigkeit gewonnen hat, wurden die genannten Methoden meist ohne vorherige Validierung
auf Umweltproben angewendet. Liu et al. (2018) flgten interne Standards zu den
Umweltproben hinzu, um die Wiederfindung der DNA-Fraktion zu bestétigen. Da es sich bei
Gewasser- und Sedimentproben jedoch um komplexe Gemische handelt, kann durch interne
Standards nicht vollstandig sichergestellt werden, dass die Ergebnisse der Untersuchung
separater Fraktionen auch die tatsachlich in der Probe vorliegenden Kompartimente
widerspiegeln. Auch um zukiinftig Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen, ist es nétig eine
einheitliche Fraktionierungsmethode zu etablieren und unter Laborstandards zu validieren.

2.3 Nachweis von Antibiotikaresistenzen in der Umwelt

Zum Nachweis von Resistenzen in der aquatischen Umwelt existieren zwei methodische
Ansatze, die unterschiedliche Vor- und Nachteile aufweisen. Auf molekularer Ebene lassen
sich die Resistenzgene in Wasser- sowie Sedimentproben mittels qualitativer oder
guantitativer PCR nachweisen. Auf mikrobiologischer Ebene kénnen die resistenten Bakterien
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durch kulturbasierte Verfahren direkt nachgewiesen werden. Beide Verfahren bendtigen fur
die Analyse von Wasserproben eine Aufkonzentrierung der Probe durch Membranfiltration und
die anschlieende Anwendung von entweder speziellen Selektiv-Medien oder spezifischen
PCR-Primern (gezeigt in Abbildung 2-7). Die unterschiedlichen Spezifititen der Verfahren
werden im Folgenden genauer erlautert.

Kulturverfahren PCR-Methoden
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Abbildung 2-7 Vergleich von kulturbasierten und PCR-basierten Verfahren zum Nachweis von Resistenzen aus
Umweltproben.

2.3.1 Molekularbiologische Nachweisverfahren

Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) basiert
auf dem spezifischen Nachweis von fur bestimmte Gene codierender DNA. Die DNA muss
zunachst aus den Bakterien extrahiert und kann anschlieBend mittels speziell designten
Primern in der PCR-Reaktion amplifiziert werden. Fur die Analyse von Antibiotikaresistenzen
aus Umweltproben eignet sich die quantitative PCR, da sie eine sehr sichere und spezifische
Methode ist. Anhand einer Schmelzkurven-Analyse und/oder eine auf die PCR folgende
Analyse der FragmentgroRe mittels Gelelektrophorese kann gewéhrleistet werden, dass das
Gen spezifisch erfasst wird. Auflerdem ist die Quantifizierung unabhangig von der
Kultivierbarkeit von Bakterien und es lasst sich auch DNA nachweisen, die als freie DNA oder
in Phagen vorliegt. Die Methode wird weltweit zum Nachweis von ARG angewandt, was den
Vorteil der Vergleichbarkeit von Ergebnissen mit vielen anderen Studien hat und somit zu einer
Erweiterung der allgemeinen Datenbasis und Kenntnis von Antibiotikaresistenzen in der
Umwelt beitragt. Limitierungen der Methode sind vor allem im Umweltbereich durch die hohen
Huminstoff-Konzentrationen in den Umweltproben gegeben. Aufgrund ihrer chemischen
Ahnlichkeit zu Nukleotiden, werden sie bei der DNA-Aufreinigung haufig nicht ausreichend
entfernt. In der PCR-Reaktion kénnen sie dann zur Inhibition der Polymerase fuhren, was in
falsch-negativen Ergebnissen resultieren kann. Durch eine Verdiinnung der Probe und somit
auch Verdinnung der Inhibitor-Konzentration kann dieses Problem nur bedingt reduziert
werden. Es kdnnen zudem falsch-positive Ergebnisse auftreten, vor allem bei der Analyse von
Wasserproben, die einer reaktiven Behandlungsmethode (z.B. Chlorung, Ozonung oder UV-
Bestrahlung) zur Wasseraufbereitung unterzogen wurden. Da oftmals nur kurze Abschnitte
eines Gens bei der gPCR amplifiziert werden (~100-300 bp, aufgrund einer besseren Effizienz
der Polymerase fur kurze Genfragmente), kann es vorkommen, dass auch eigentlich defekte
Gene nachgewiesen werden, da der Effekt aul3erhalb des PCR-Fragments liegt. Um solche
falsch-positiven Befunde zu minimieren, kann die Long-Amplikon gPCR Methode Anwendung
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finden. Diese ermdglicht einen Nachweis vollstandiger Gene, indem entsprechende Primer
designt werden, die das Gen am Anfang und am Ende flankieren. Bei Defekten innerhalb der
Gensequenz kommt es zum Amplifikationsstop wahrend der PCR-Reaktion, wodurch nur die
relevanten und funktionellen Gene erfasst werden. Das Prinzip der LA qPCR ist schematisch
in Abbildung 2-8 dargestellt.

bakterielle Zelle

UV Schaden

fe Antibiotikaresistenzgen % "

konventionelle qPCR m
(100-300 bp) I II - Nachweis: kurzer Genfragmente

Long Amplikon qPCR

LAgPCR Amplifikations-Stop ‘
(9anzes Gen) == ‘ S =
- Nachweis des ganzen Gens, NUR falls unbeschadigt

Abbildung 2-8 Vergleich des konventionellen, kurzen Zielbereichs der Short Amplikon (SA)-PCR mit dem langeren
Bereich der Long Amplikon (LA) PCR. In diesem Beispiel werden mittels SA-PCR kurze Fragmente nachgewiesen,
wahrend die LA-PCR fiir beschadigte Gene negativ bleibt.

Durch Behandlungsverfahren wie die Bestrahlung mit UV-Licht, die Ozonung oder eine
Chlorbehandlung kdnnen DNA-Schaden bei einer Wasserbehandlung induziert werden.
Typische UV-Schaden sind Thymidin-Dimere, bei denen kovalente Bindungen zwischen zwei
nebeneinanderliegenden Thymidinbasen entstehen, wodurch eine Polymerase die DNA-
Sequenz nicht mehr ablesen kann und vom Strang dissoziiert. In der PCR wuirde ein so
beschadigter DNA-Strang dann nicht mehr amplifiziert und erfasst werden. Ho et al. (2016),
sowie Beck et al. (2014) konnten diesen Effekt fir UV-behandelte Phagen anhand der
Amplifizierung ihres Genoms mit langen und kurzen Amplikons bereits zeigen. Chang et al.
(2017) untersuchten lange und kurze Amplifikate der extrazellularen und auf Plasmiden
lokalisierten Gene tetA und blaTEM nach UV-Behandlung im Zusammenhang mit ihrer
anschlielenden Transformierbarkeit. Neben der Nachweisbarkeit der ARG, nahm die
Transformierbarkeit durch die Bestrahlung sogar noch stéarker ab. Lange Amplifikate von
Resistenzgenen wurden ebenso in einer Studie von McKinney und Pruden (2012) verwendet,
um die Inaktivierung-Effizienz von UV-Bestrahlung auf die entsprechenden intrazellular in den
Krankenhauskeimen VRE und MRSA vorliegenden ARG mecA, ampC, vanA und tetA zu
ermitteln. Ein Vergleich zu kurzen bzw. ,konventionell“ angewendeten Amplifikaten wurde hier
jedoch nicht durchgefiihrt. Zudem handelte es sich nicht um vollstandige Gene, sondern um
vergleichbar lange Amplifikate von ca. 1000 bp.

Chlor oder Ozon hingegen, was reaktive/oxidative Substanzen sind, verursachen andere
Defekte der DNA. So kann Chlor beispielsweise Modifikationen von Purin- und Pyrimidin-
Basen verursachen und somit auch zur Unterbrechung der Polymerasen-Reaktion fliihren. Zur
Chlorbehandlung von Bakterien und der anschlieRenden Analyse der ARG mittels langen
Amplifikaten gibt es eine Studie von Yoon et al. (2017), wobei auch hier kein Vergleich mit den
konventionellen, kurzen Amplifikaten durchgefihrt wurde. Mit den eingesetzten LA Methoden
wurde hier gezeigt, dass intrazellulare ARG eine vergleichsweise geringere Schadigungsrate,
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asl die extrazellularen auswiesen. Fir intrazellular vorliegende ARG (tetA und vanA) wurde
der Vergleich von kurzen und langen Amplikons nach Chlor- und UV-Behandlung in einer
Modellprobe untersucht, wobei der Effekt der starkeren Reduktion der Genkopien mit der LA-
Methode lediglich nach UV-Bestrahlung, nicht aber nach der Chlorbehandlung gezeigt werden
konnte (Stange et al. 2019a). Zhang et al. (2019a) konnten mit kurzen und langen Amplikons
der ARG tetA und mecA zeigen, dass Chlor sowohl chromosomale, als auch plasmid-
lokalisierte ARG effektiv inaktivieren bzw. fragmentieren kann.

2.3.2 Kulturbasierte Nachweisverfahren

Klassische kulturbasierte Nachweisverfahren beruhen auf der Kultivierung von Bakterien auf
selektiven Medien. Je nach Art der Bakterien kbnnen die Medienzusammensetzung, sowie die
Inkubationstemperatur und —dauer angepasst werden, um moglichst eine Isolierung der
gewilnschten Bakteriengruppe zu erreichen. Bei der Kultivierung von hygienisch relevanten
Bakterien, die eine Infektion bei Menschen und Tieren hervorrufen kdnnen, ist demnach auf
korperéahnliche Inkubationsbedingungen zZu achten (z.B. Blut-ahnliche
Nahrstoffzusammensetzung, sowie Inkubation bei 36 °C). Fir eine Kultivierung
antibiotikaresistenter Bakterien, kdnnen bestimmte Antibiotika zu den Medien gegeben
werden, oder die Bakterien nach Isolation ohne Selektion in weiteren Tests auf ihre
Antibiotikaresistenzen untersucht werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass fir den
klinischen Bereich etablierte Verfahren auch fir den Nachweis von resistenten Pathogenen
oder Fakalindikator-Bakterien in Oberflachen- und Grundwasser angewendet werden kdénnen
(Schreiber et al. 2021). Die Isolation von resistenten Umweltbakterien gestaltet sich hingegen
schwieriger. Man geht davon aus, dass 99 % der Bakterien bisher nicht in vitro kultiviert
werden konnten, was beispielsweise auf eine geringe Pravalenz oder besonders langsames
Wachstum von oft oligotrophen Umweltorganismen zurlckzufihren sein kann, die in
kulturellen Analysen dann Ubersehen werden (Vartoukian et al. 2010). Strategien, um auch
un- oder schwer kultivierbare Bakterien zu isolieren, basieren auf einer Anpassung von
Inkubationsbedingungen auf in der aquatischen Umwelt vorherrschende niedrigere
Temperaturen und Nahrstoffkonzentrationen, sowie eine ausgedehnte Inkubationszeit
(Zengler et al. 2002). Hier findet haufig R2A Medium Anwendung, welches mit nur 2,8 Gramm
organischem Substrat pro Liter ca. 10-fach geringer als herkdmmliche Komplexmedien (z.B.
LB-Medium) dosiert ist und sich somit fir die Isolation von oligotrophen Stammen eignet. Es
ist davon auszugehen, dass durch Zugabe bestimmter Antibiotika zu den Kultur-Medien
auBerdem die Isolation von oligotrophen ARB erreicht werden kann. Bisher gibt es dazu
allerdings nur wenige Studien (Garcia-Armisen et al. 2013; Piotrowska et al. 2017).
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2.4  Trinkwasseraufbereitung

SiRwasser, in Form von Oberflachen- oder Grundwasser, ist eine der wichtigsten Ressourcen
weltweit. Es muss fur die Nutzung als Trinkwasser oder fur die Industrie und Landwirtschaft
meist aufbereitet werden, und wird nach entsprechend landerspezifischen Standards geprift.
Ca. 70 % des Trinkwassers wird aus Grund- und Quellwasser gewonnen (Umweltbundesamt
2019). Grundwasser wird durch die Versickerung von Regenwasser im Boden gebildet. Wenn
der Boden geeignet ist (z.B. feinkdrniger unbelasteter Sandboden) und die Méachtigkeit dieser
Filterschicht ausreichend grofR3 ist, bildet diese Sedimentpassage einen sehr wirksamen
Schutz der Trinkwasserressource, die Verunreinigung durch die physikalische Filterwirkung,
durch Adsorption und durch mikrobiellen Abbau wirksam zurtickhalten oder entfernen kann.
Somit hat das Grundwasser den Vorteil, dass es ohne aufwéndige BehandlungsmalRhahmen
als Trinkwasser genutzt werden kann (DVGW W 290). Auch Oberflachenwasser aus Seen,
Talsperren oder Flissen als Rohwasserressource werden als Quellen fur Trinkwasser genutzt.
Natdrlich sind Oberflachenwasser deutlich starkeren Umwelteinfllissen ausgesetzt und durch
Verschmutzungen belastet. Aufbereitetes Abwasser enthélt auch nach der Behandlung noch
Bakterien und Viren und wird in die Vorfluter (Oberflachengewéasser) eingeleitet. Aus diesem
Grund sind bei der Nutzung von Oberflachenwasser haufig aufwendigere
Trinkwasseraufbereitungsverfahren wie Partikel-Entfernung und Desinfektion notwendig.
AulRerdem ist darauf zu achten, dass der Nahrstoffgehalt des Wassers niedrig ist und ein
Eintrag von Verunreinigungen in das Trinkwasserverteilungsnetz ausgeschlossen werden
kann.

Aufbereitungsstrategien  sind  darauf ausgelegt, die  wichtigsten organischen
Verunreinigungen/ Partikel (DVGW W 217) und hygienerelevanten Mikroorganismen aus dem
Trinkwasser zu eliminieren, beziehungsweise diese zu inaktivieren (DVGW W 290). Abbildung
2-9 zeigt eine mogliche Aufbereitungsabfolge fir Trinkwésser, wie sie weltweit in auf die
Anforderungen angepasster Weise Anwendung findet. In jedem Fall sind ausreichend
Kenntnisse Uber die Wasserchemie und —hygiene erforderlich, um zu entscheiden, welche
Aufbereitungsstrategien sich fir unterschiedliche Rohwasser eignen (DVGW W 202). Eine
Vor-Oxidation/ Beltiftung kann notig sein, wenn z. B. fliichtige Stoffe eliminiert und organische
Substanzen bereits zum Teil umgesetzt werden sollen. Dieser Schritt ist vor allem wichtig, falls
im spateren Verlauf noch biologische Abbauprozesse stattfinden sollen, da die biologische
Aktivitat durch Teil-Oxidation von unpolaren Stoffen, sowie Einbringung von Sauerstoff in das
System stimuliert wird. Bei der Koagulation/Flockung werden ionische oder nichtionische
Substanzen zugegeben, die mit den zu entfernenden Substanzen im Wasser reagieren und
ausfallen (,flocken*) und anschlieRend sedimentieren. Das Ziel ist es, kolloidale und
partikulare sowie gel6éste organische und anorganische Wasserinhaltsstoffe zu entfernen
(DVGW W 217). Das uberstehende Wasser kann leicht vom Sediment getrennt und weiter
aufbereitet werden. Anwendung findet die Flockung vor allem in der Aufbereitung von
Oberflachenwasser aus Seen, Talsperren und Fliissen oder oberflachenwasserbeeinflussten
Grundwassern. Bei einer Passage Uber einen Sandfilter kdnnen partikulare organische und
anorganische Kontaminanten eliminiert werden (DVGW W 213). Statt oder nach der
Sandfiltration kénnen in modernen Trinkwasseraufbereitungsanlagen auch
Membranfiltrationen eingesetzt werden, um Partikel zu entfernen. Bei der Oxidation, wobei es
sich haufig um eine Ozonung handelt, werden verbliebene organische Komponenten in polare,
nicht adsorbierbare und leicht bioverfigbare Molekille oxidiert. Eine vollstandige
Mineralisierung der Stoffe findet nicht statt (DVGW W 225). Ist ein folgender biologischer
Abbau zur Reduzierung des DOC (engl. dissolved organic carbon, geloster organischer
Kohlenstoff) nétig, wird zum Beispiel biologisch aktivierte Aktivkohle (BAC) verwendet, die
unpolare Substanzen durch Adsorption zurtickhalt und ein aufwachsender Biofilm die vor-
metabolisierten/-oxidierten Stoffe weiter abbaut. Die biologische Aktivierung der Aktivkohle ist
nur sinnvoll, wenn bekanntermalien biodegradierbare Metaboliten entstanden sind.
Andernfalls nutzt man granulierte Aktivkohle (GAC), die ohne biologische Aktivierung
eingesetzt wird (DVGW W 239). Vor oder wahrend der Einspeisung in das
Trinkwasserverteilungsnetz findet meist noch eine finale Desinfektion des Wassers statt,
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welche mit mittels reaktiver Verfahren durchgefihrt wird. Diese werden im folgenden
Unterkapitel im Detail beschrieben.

Flockungsmittel Desinfektion

0 [

@ D [ goo
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Rohwassier Vor-Oxidation, Flockung, (Sand-)Filtration  Post-Oxidation, GAC/BAC Trinkwasser
Oberflachenwasser Beluftung Sedimentation Ozonierung,
Grundwasser AOPs

Abbildung 2-9 Mégliche Behandlungsverfahren in der Trinkwasseraufbereitung (nach lvanéev-Tumbas 2014).

Aufgrund der schnellen Ausbreitung und Ubertragung von Resistenzgenen in der Umwelt
(Brown 2019; Brown et al. 2020; Sidhu et al. 2020; Stange et al. 2019b; Stoll et al. 2012)
wurden ARG in mehreren Oberflichengewdssern und Trinkwasseraufbereitungsanlagen
weltweit nachgewiesen (Bergeron et al. 2015; Guo et al. 2014; Hu et al. 2018; Stange et al.
2016; Stange et al. 2019a; Stange et al. 2019b). Sie kénnen in Pathogenen, Umweltbakterien
und als extrazellular gebundene oder ungebundene DNA (Torti et al. 2015) vorkommen. So
kénnen sie das Ende einer Aufbereitungskette erreichen und in die Wassernetze gelangen.
Die unvollstandige Eliminierung von ARG wahrend der Wasseraufbereitung stellt ein gewisses
Risiko fir die menschliche Gesundheit dar, da horizontale Gentransferprozesse zur weiteren
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen unter verschiedenen Bakterienarten beitragen kénnen
(Wintersdorff et al. 2016). Es gibt kaum Nachweise fir ARG in deutschen Trinkwassern. Es
wurden jedoch einige Daten verdffentlicht, die das Vorhandensein von Antibiotikaresistenzen
in Trinkwasserreservoirs (Khan et al. 2016; Stange und Tiehm 2020; Voigt et al. 2020b) und
in abgefllliten Mineralwéssern (Gautam 2021; Rosenberg und Duquino 1989) belegen. Im
gechlorten Trinkwasser in China werden jedoch haufig noch ARG nachgewiesen (Guo et al.
2014; Zhang et al. 2016). Bei der Nutzung von belastetem Oberflachenwasser sind
konventionelle Trinkwasseraufbereitungsverfahren meist unzureichend, um ARG vollstandig
zu entfernen. AulRerdem existieren weltweit noch keine Standards oder Grenzwerte fir ARG
in Trinkwasser oder Rohwassern. Fir Rohwasser mit hoher Belastung kann es sinnvoll sein,
die Aufbereitung anzupassen um die Verbreitung von ARG einzudammen. In
Wasseraufbereitungslagen werden derzeit verschiedene Ansatze zur Entfernung von ARG
und ARB eingesetzt, wobei die Ozonung, UV- und Chlorbehandlung und vor allem die
Membranfiltration aufzufihren sind (Le et al. 2018; Li et al. 2017; Slipko et al. 2019; Sun et al.
2019).

2.4.1 Reaktive Verfahren

Die reaktiven Verfahren wahrend einer Ab- oder Trinkwasserbehandlung kdnnen individuell
und abhangig von der Wassermatrix gewahlt werden. Gangige Methoden fiur die effektive
Entfernung von Mikroorganismen sind die UV-Bestrahlung, die Chlorbehandlung und die
Ozonung.

Fur die Inaktivierung von Mikroorganismen durch UV-Licht wird eine Strahlung im
Wellenlangenbereich von 240 bis 290 nm (UV) angewendet. Nukleinsduren absorbieren in
diesem Wellenlangenbereich. In Folge einer photochemischen Reaktion kann es dabei zur
Bildung von Dimeren, bevorzugt an den Pyrimidinbasen kommen (Ellison und Childs 1981).
Diese Dimerbildung hemmt die Transkription und Replikation von Nukleinsduren (WHO 2004)
was zum Sterben der Mikroorganismen fuhrt. Bei der Trinkwasseraufbereitung wird die UV-
Dosis so gewahlt, dass die Nukleinsduren in einem irreparablen Mal3 geschadigt werden
(WHO 2004) und die Desinfektionswirkung somit garantiert und nicht durch
Reparaturmechanismen wieder aufgehoben wird.

Weltweit handelt es sich bei der finalen Desinfektion vor Einspeisung des aufbereiteten
Wassers in das Trinkwassernetz h&ufig um eine Chlorung (DVGW W 290 ). Der Chlorgehalt
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variiert stark, je nach Belastung des Wassers und Aufbereitungseffizienz des Wasserwerks.
In Deutschland betragt der Grenzwert fur freies Chlor im Trinkwasser 0,3 mg/L und dieser
Grenzwert wird nur in den seltenen Fallen von Kontamination im Netz Uberschritten (DVGW
W 290 ). In anderen L&andern kann dieser Wert deutlich h6her sein, da aufgrund einer hdheren
Grundbelastung des Rohwassers oder hdheren AulRentemperaturen ein Wachstum von
pathogenen Organismen wahrscheinlicher ist. Chlor wird seit vielen Jahren als
Desinfektionsmittel eingesetzt, wobei meist Chlor/Hypochlorit oder Chlordioxid eingesetzt
wird. Die biozide Wirksamkeit wird durch die Konzentration der unterchlorigen Séure bestimmt,
wahrend das Hypochlorit-lon darauf nur einen geringen Einfluss hat (WHO 2004). Die
undissoziierte Form (HOCI) kann die Zellmembran wesentlich besser durchdringen als das
Hypochlorit-lon (OCI-) und attackiert Enzyme im Zellinneren (Ghernaout 2017). Auch
Cytochrome, Proteine und Nukleotide sind als sehr anfallig fir einen oxidativen Abbau durch
HOCI beschrieben, da so Stoffwechselprozesse und die Proteinbiosynthese durch
Modifikationen von Purin- und Pyrimidin-Basen (Patton et al. 1972) gestdrt werden (Haas und
Engelbrecht 1980; Venkobachar et al. 1977).

Ozon ist das am haufigsten in der Trinkwasseraufbereitung eingesetzte Oxidationsmittel. Es
gilt als sehr effizientes Desinfektionsmittel fur Bakterien und Viren. Ozon ist grof3technisch
herstellbar, wobei hochenergetische Elektronen ein Sauerstoffmolekil in  zwei
Sauerstoffatome spalten und diese in einer nachfolgenden Reaktion mit einem weiteren
Sauerstoffatom zu einem Ozonmolekil reagieren. Ozon ist thermodynamisch instabil und
zerfallt wieder spontan zu molekularem Sauerstoff und einem Sauerstoffradikal. Somit fungiert
es als starkes Oxidationsmittel und reagiert mit anorganischen und organischen
Verbindungen. Als desinfizierende Wirkmechanismen von Ozon werden die direkte Reaktion
mit Bestandteilen der Zellen und die indirekte Reaktion von radikalen Spezies, die beim Zerfall
von Ozon entstehen, unterschieden. Es ist bekannt, dass Ozon ungeséttigte Bindungen
angreift und Aldehyd-, Keton- oder Carbonyl-Verbindungen bildet. Aminosauren, Proteine,
funktionelle Gruppen von Proteinen (z.B. Disulfidbriicken) und Nukleinsauren reagieren sehr
schnell mit Ozon (Langlais et al. 1991). So werden initial Zellwdnde und Membranen von
Mikroorganismen durch Ozon angegriffen (Binning und Hempel 1996). Durch Oxidation von
Lipiden der Zellmembran kann die gesamte Membranstruktur modifiziert und die Permeabilitat
somit erhoht werden. Dadurch gelangen Ozonmolekiile ins Cytoplasma, wo eine Reaktion mit
der DNA stattfinden kann. Gemalf der Liste der Aufbereitungsstoffe nach § 11 der TrinkWV
dirfen max. 10 mg/L Ozon angewandt werden. Nach Abschluss der Desinfektion darf der
Restozongehalt im Wasser 0,05 mg/L nicht Uberschreiten (DVGW W 225).

2.4.2 Membranfiltration

Die Membranfiltration ist eine weltweit aufkommende Methode zur Trinkwasseraufbereitung
(Hoslett et al. 2018; Lipp et al. 2012; Ming Chew et al. 2015; Xia et al. 2004). Die Membranen
fur Ultra- (UF) und Nanofiltrationen (NF) bestehen h&ufig aus Polymeren (z.B. Polyethersulfon,
PES). Die UF, die durch PorengréRen im Bereich von 2 bis 100 nm oder 5 bis 5000 kDa
MWCO definiert ist, bietet den Vorteil Bakterien, Algen und Makromolekile zurtickzuhalten.
Fur die Aufbereitung von Abwasser konnte auch der Rickhalt von ARG durch UF bereits
gezeigt werden (Breazeal et al. 2013). Je nach Zusammensetzung eines aufzubereitenden
Wassers ist die Eingliederung der UF in Behandlungsketten individuell anzupassen. Die UF
kann beispielsweise in Algen-reichen Gewassern direkt vor der Ozonung eingesetzt werden.
Dadurch bleibt die Zellwand der Algen intakt und es kommt nicht zur Freisetzung von
Algentoxinen oder anderen Stoffen, die einen schlechten Geschmack oder Geruch (sog. Taste
& Odor (T&O) Stoffe) verursachen (Kueppers 2019). Da Polymere wie Polyethersulfon (PES)
hydrophaob sind, neigen Polymermembranen zum Fouling (Ahmed et al. 2016). Dies fihrt zur
Verstopfung der Membranporen und zur Verringerung der Membranleistung und erhoht die
Betriebskosten, da ein zusétzlicher Reinigungsprozess erforderlich ist. Es gibt Faktoren, die
das Fouling von Membranen verursachen, wie z. B. die Ablagerung von anorganischen
Komponenten auf der Membranoberfliche/ die Verstopfung von Absorptionsporen,
Mikroorganismen und die chemische Zusammensetzung des Feeds. Dies fuhrt entweder zu
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reversiblem oder irreversiblem Membranfouling. Reversibles Fouling entsteht durch die
Anlagerung von Partikeln an der Membranoberflache, irreversibles Fouling tritt auf, wenn die
Partikel stark an der Membranoberflache haften und nicht durch physikalische Reinigung
entfernt werden kdnnen. Wenn sich wahrend des kontinuierlichen Filtrationsprozesses eine
starke Matrix der verschmutzten Schicht mit dem geldsten Stoff bildet, wird aus reversiblem
Fouling eine irreversible  Foulingschicht. Bei  Polymermembranen ist eine
Oberflachenmodifizierung des Polymers unerlasslich, um die chemisch-physikalischen
Eigenschaften der Membran auf die zuriickzuhaltenden Stoffe im Wasser anzupassen und
den Rickhalt somit zu optimieren und die Membran besténdiger gegen Reinigungen und
Desinfektionen zu machen (Ngombolo et al. 2018).

Fur den Rickhalt von kleinsten organischen Molekuilen, darunter zum Beispiel DNA-Molekiile,
Pharmazeutika oder per- und polyfluorierte Alkylverbindungen (PFAS) reicht die UF nicht aus.
Eine NF, mit einem PorengroRenbereich von 1 bis 2 nm oder einem MWCO von 100 bis
5000 Da, eignet ebenfalls fur den Rickhalt von Viren. Sollen kleinste organische Molekule und
Salze zuriickgehalten werden ist die Umkehrosmose meist Mittel der Wahl. Eine sogenannte
Layer-by-Layer (LbL)-Beschichtungs-Methode, die auf Ultrafiltrationsmembranen angewendet
werden kann, wird aktuell entwickelt und optimiert, um den Cut-Off der Membran deutlich zu
reduzieren (von ca. 100 kDa auf 300 Da) und dabei die Permeabilitdt im Vergleich zu einer
Nanofiltrations-Membran weniger stark zu verringern (Gregurec et al. 2015). Die Schichten
bestehen dabei aus Poly-(4-styrenesulfonsaure) (PSS) und Polydiallyldimethylammonium
Chlorid (PDADMAC), die durch ein spezifisches Verfahren alternierend auf die
Membranoberflache aufgebracht werden (Niestroj-Pahl et al. 2020). Eine Darstellung der
Basismembran und der Beschichtungsart ist in Abbildung 2-10 gezeigt.
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Abbildung 2-10 Multibore® UF-Membran aus Polyethersulfon (100 kDa MWCO, Inge GmbH) und Methode der
Layer-by-Layer-Beschichtung der Firma Surflay Nanotec GmbH.

Aufgrund der individuell anpassbaren Beschichtungsmdglichkeiten und daraus resultierenden
Membranpotentiale kdnnen chemisch-physikalische Eigenschaften der Membran auf die
zuriickzuhaltenden Stoffe im Wasser, wie z.B. DNA-Molekile, angepasst werden. Da
herkémmliche Methoden oft nicht ausreichen, um Restkonzentrationen von ARG zu beseitigen
(Hu et al. 2018), gewinnt die Forschung im Bereich der neuen Membranfiltrationstechnologien
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zunehmend an Bedeutung. ARG konnen in Umweltbakterien (Stange et al. 2019a) und als
extrazellular gebundene oder ungebundene DNA (Torti et al. 2015) vorkommen und durch
unvollstéandige Elimination an das Ende einer Aufbereitungskette bzw. in die Wassernetze
gelangen. Die unvollstidndige Beseitigung von ARG wéahrend der Wasseraufbereitung stellt ein
gewisses Risiko fiir die menschliche Gesundheit dar, da horizontale Gentransfer-Prozesse zur
weiteren Verbreitung von Antibiotikaresistenzen unter verschiedenen Bakterienarten (auch auf
pathogene Bakterien) beitragen konnten (Wintersdorff et al. 2016). In Klaranlagen werden
derzeit verschiedene Ansétze zur Entfernung von ARG aus dem Wasser gepruft (Le et al.
2018; Li et al. 2017; Slipko et al. 2019; Sun et al. 2019). LbL-beschichtete Membranen
gewinnen nicht nur fir die Wasserfiltration, sondern auch fur das Recycling von Abfalllésungen
(Paltrinieri et al. 2019; Remmen et al. 2019), die Umkehrosmose (Ishigami et al. 2012) und
Entsalzungsprozesse an Forschungsinteresse (Fadhillah et al. 2013). Forschungsbedarf
besteht bei dieser neuartigen Technologie in der Anpassung der Beschichtung (Reihenfolge
der Aufbringung von Polyanionen und Polykationen) fir die Anwendung auf bestimmte aus
dem Wasser zu eliminierende Stoffe, der Riickspiilstabilitdt und der Robustheit der Schichten
gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel. In dieser Arbeit wurden zwei Beschichtungstypen
im Hinblick auf den Ruickhalt von ARG untersucht und eine geeignete LbL-Membran in
Pilotversuchen zum Riickhalt von ARG aus Oberflachenwasser getestet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Materialien, Medien und Chemikalien

Listen der verwendeten Materialien (darunter Gerate), Medien und Chemikalien sind unter
Anhang 8.1 dargestellt.

3.2 Beprobung von Rohwasser und Sedimenten

Zur Erweiterung der Datenbasis bezlglich des Vorkommens von ARG und ARB in der
aguatischen Umwelt, wurden im Laufe der praktischen Arbeit mehrere Rohwasser-Proben
untersucht. Die Entnahme der Proben erfolgte hierbei zum Teil durch andere Institutionen,
wobei jedoch auf Einhaltung der gegeben Proben-Abfill-Vorschriften geachtet wurde. Die
Abfillung von Grundwasser- oder Oberflachenwasserproben erfolgte je nach Mdéglichkeit
durch die Abflllung an entsprechenden Hahnen (die dann zuvor mit 70 % Ethanol gereinigt
wurden) oder direkte Schopfung in das Probenahme-Gefal3. Dafir wurden stets sterile
Kunststofflaschen verwendet, die hach zweimaligem Austausch des Volumens mit der Probe
und bis zur weiteren Spullen der sterilen Flaschen spatestens 24 h nach Beflllung gekuihlt
transportiert oder gelagert wurden. Von den in Tabelle 3-1 aufgelisteten deutschen
Wasserversorgerunternehmen wurden im Rahmen des DVGW-Projektes ,EVA (Entwicklung
valider Verfahren zum Nachweis von Resistenzen, W201830)“ regelmaRig Wasserproben aus
unterschiedlichen Bereichen zur Verfiigung gestellt. Weitere Probenahmen zur Beschaffung
von Realwasser-Proben fir die Weiterentwicklung von Kulturverfahren fanden am Rhein in der
Nahe von Karlsruhe statt. Diese sind in der Tabelle 3-1 unter TZW aufgefihrt.

Ein Wasserversorger, der Proben zur Untersuchung auf Resistenzgene und
antibiotikaresistente  Bakterien zur Verfigung stellte, war der Zweckverband
Landeswasserversorgung Langenau (ZV LWYV). In der beprobten Wasseraufbereitungsanlage
wird das Trinkwasser aus 40 % aufbereitetem Oberflachenwasser aus der Donau und 40 %
beigemischtes Grundwasser aus dem Grundwasserspeicher Donauried gewonnen.

Nach der Rohwasserenthahme wird dem Wasser zunachst Eisen-(lll) als Flockungsmittel
(VorR) zugesetzt und der sedimentierte Schlamm anschlieBend abgefiihrt. Dem
vorgereinigten Wasser wird anschlieend Ozon beigemischt (O3), um durch Oxidation eine
erste Desinfektion und Eliminierung anderer organischer Substanzen zu bewirken. Die
anschlieRenden Mehrschicht- und Aktivkohlefiltrationen, sowie Desinfektion des Wassers mit
UV-Strahlung konnten fur die Untersuchungen auf ARG und ARB leider nicht zur Verfiigung
gestellt werden. Nach Beimischung des mineralischen und hygienisch hoch qualitativen
Grundwassers geht das Wasser ins Verteilungsnetz ein.
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Tabelle 3-1 Wasserproben von deutschen Wasserversorgern, die im Laufe der Arbeit zur Verfligung gestellt wurden
mit Probenahme (PN)-Daten und Einordnung in Wassertypen-Kategorie: OW (Oberflachenwasser), TWA
(Trinkwasseraufbereitung) mit Vorreinigung (VorR) und Ozonung (O3). Volumen der fir die DNA-Extraktion

verwendete Wasserprobe in mL.

Institut/ Datum Proben-ID Volumen [mL] Beschreibung
Wasserversorger
WwWuU 08.10.2019 ow1l 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
ow2 1000 Schopfprobe Stever (OW)
15.11.2019 Oow3 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
ow4 1000 Schopfprobe Stever (OW)
02.12.2019 Oow5 1000 Schépfprobe Ruhr (OW)
Oow6 1000 Schopfprobe Stever (OW)
08.01.2020 ow7 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
ows 1000 Schoépfprobe Stever (OW)
05.02.2020 ow9 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
Oow10 1000 Schopfprobe Stever (OW)
07.04.2020 Oow11 1000 Schépfprobe Ruhr (OW)
Oow12 1000 Schopfprobe Stever (OW)
05.05.2020 Oow13 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
ow14 640 Schoépfprobe Stever (OW)
09.06.2020 Oow15 1000 Schopfprobe Ruhr (OW)
OwW16 500 Schépfprobe Stever (OW)
04.02.2021 ow17 1000 Schépfprobe Ruhr (OW)
ow18 500 Schoépfprobe Stever (OW)
TZW 02.12.2019 OW19 1000 Schopfprobe Rhein (OW)
27.01.2020 Oow20 1000 Schopfprobe Rhein (OW)
10.08.2020 ow21 1000 Schépfprobe Rhein (OW)
18.01.2021 ow22 1000 Schépfprobe Rhein (OW)
25.05.2021 FRA1 1000 Schépfprobe Alz (OW)
17.08.2021 FRAL 1000 Schopfprobe Alz (OW)
ZV LWV 17.02.2020 ow23 700 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 1 1000 Vorreinigung (Fe**-Koagulation/Sedimentation)
031 1000 Ozonung
07.04.2020 ow24 750 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 2 1000 Vorreinigung (Fe**-Koagulation/Sedimentation)
032 1000 Ozonung
16.06.2020 Ow25 500 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 3 750 Vorreinigung (Fe**-Koagulation/Sedimentation)
033 1000 Ozonung
25.08.2020 OowW26 1000 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 4 750 Vorreinigung (Fe**-Koagulation/Sedimentation)
034 1000 Ozonung
20.10.2020 ow27 1000 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 5 750 Vorreinigung (Fe®**-Koagulation/Sedimentation)
035 1000 Ozonung
01.12.2020 ow28 1000 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 6 1000 Vorreinigung (Fe®**-Koagulation/Sedimentation)
036 1000 Ozonung
24.08.2021 OW29 1000 Rohwasser Donau (OW)/ Zulauf TWA
VorR 7 1000 Vorreinigung (Fe®**-Koagulation/Sedimentation)
037 1000 Ozonung

WWU: Westfahlische Wasser- und Umweltanalytik GmbH

TZW: Technologiezentrum Wasser

ZV LWV: Zweckverband Landeswasserversorgung Langenau



MATERIAL UND METHODEN | 21

Rohwasser- Flockungs- Ozonung Mehrschicht-  Aktivkohle-  Desin- Filtrat- Reinwasser- Forderung
entnahme sedimentation filtration filtration fektion behdlter behdlter

03
Flodares-
,,,,,,,, mittel (Fe'"')
B == == ‘1 + Hilfsmitel
k| L (B .
8 |28 85
&
Hydroanthrazt | &
ozon Quarzsand

= Richturg
Aktie { J ------------ nstetten
=i @® | ‘ | I I | | ' | | | |
Richtung

Grundwasser Oster-
Spalwasser- (Dorauried, Burgberg) buch

vormatshecken

Flodkres Flodures
mittel fFe")  hilfsmittel
Kalkmiich
Uberschuss-

uv-
Desin-  Chior-

fektion dioed

Spilwasseratretzbecken n;”
Kalkmilch

0

Eindidker Schlammpresse

Schlammbehandlung

Abbildung 3-1 Aufbereitung von Donauwasser in der Trinkwasseraufbereitung des Zweckverband
Landeswasserversorgung Langenau mit Kennzeichnung der zur Verfigung gestellten Proben und der
Entnahmestellen: Oberflachenwasser (OW), nach der ersten Vorreinigung (VorR, Flockung/Sedimentation) und
nach Ozonung (O3). Zur Verfigung gestellt von M. Hérmann, ZV LWV.

3.2.1 Feld-Probenahme-Kampagnen

Zusatzlich zu den Wasserproben, die von deutschen Wasserversorgungsunternehmen fur
Experimente und Methodenweiterentwicklungen zur Verfligung gestellt wurden, wurden flnf
Probenahme-Kampagnen im Rahmen des durch den BMBF geforderten Deutsch-
Chinesischen Projektes SIGN2 (02WCL1471A) durchgefihrt. Hierfir wurden direkt
Oberflachenwasser-und Sediment-Proben aus dem Tai See entnommen bzw. umliegende
Wasserwerke beprobt.

3.2.1.1 Beprobung von Rohwasser und Sediment-Kernen aus dem Tai See

Der Tai See (chin. x:# Tai HU) ist der funft gro3te StiRwassersee Chinas. Der Flachwasser-
See liegt in der Provinz Jiangsu und umfasst bei einer durchschnittlichen Tiefe von 1,9 m eine
Flache von 2340 km?. Das Einzugsgebiet des Tai Sees als SiRwasserquelle umfasst
36.895 km?, wozu auch die drei Millionen-Stadte Suzhou, Wuxi und Shanghai zahlen und der
See somit ein Trinkwasser-Reservoir fur tiber 10 Millionen Menschen darstellt (Qin et al. 2015).
Die Qualitat des Wassers wird nicht nur durch die seit den 1980er Jahren stark anthropogen
und industriell beeinflussten See-Zuflisse (King und Tong 1994) stark beeintrachtigt, sondern
auch durch regelméalig auftretende Algenbliten aus Cyanobakterien hervorgerufen, die mit zu
hohen Nahrstoffkonzentrationen und der daraus resultierenden Eutrophierung des Sees
einhergehen. In am See lokalisierten Trinkwasserwerken wird das Wasser des Tai Sees durch
mechanische, chemische und biologische konventionelle Behandlungsmethoden aufbereitet
und gelangt nach Aufbereitung tber Verteilungsnetze zu den Verbrauchern in den Stadten des
Einzugsgebiets. Da um den Tai See sehr viel Industrie und Landwirtschaft angesiedelt ist, wird
der Flachwasser-See durch Eintrdge aus kommunalen und industriellen Abwéassern stark
beeinflusst. Durch hohe Pharmazeutika-Konzentrationen (darunter Antibiotika), die in
verschiedenen Bereichen des Tai Sees nachweisbar sind (Hu et al. 2017), stellt die
Entwicklung und Verbreitung von Antibiotikaresistenzen ein Problem fur die Wasserqualitat
dar (Chen et al. 2019). Das zur Verfigung gestellte Trinkwasser ist haufig belastet mit
Schadstoffen, Pathogenen oder Stoffen die einen unangenehmen Geschmack und Geruch
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(T&O) verursachen. Demnach ist es nicht zum direkten Konsum geeignet. Um
mikrobiologische Parameter im See selbst und entlang der Behandlungskette zu untersuchen,
wurden Schdpfproben fir die spatere DNA-Extraktion und anschlieende Analyse mittels
gPCR an den in Tabelle 3-2 aufgefiihrten Probeentnahme-Stellen zu verschiedenen
Zeitpunkten entnommen. Die Karte in Abbildung 3-2 zeigt die Positionen der Probenahme-
Stellen fir Seewasser und Sedimente.

NIGLAS Jetty Station:
Wasser- & Sedimentproben (2018, 2019)

Yangcheng See
V Woujiang Crabfarm:

v Wasser- & Sedimentproben (2019)

V Woujiang TWA Water Intake:
Wasser- & Sedimentproben (2019)

° Suzhol V Woujiang TWA Behandlungsstral3e:
Wasserproben (2018, 2019)

v W Suzhou IP TWA BehandlungsstraRe:
P Wasserproben (2019)

' L 4
N g
4 V Suzhou IP TWA Water Intake:
vv ‘. * Wujiang Wasser- & Sedimentproben (2019)

W Suzhou City TWA BehandlungsstraRe:
Wasserproben (2019)

Abbildung 3-2 Lokalisationen der Entnahmestellen am Tai See von Wasserproben und Sedimentkernen wéhrend
insgesamt drei Kampagnen in 2018 (November) und 2019 (Méarz, August).

Zusatzlich wurden von Projektpartnern des KIT (Institut fir angewandte Hydrogeologie)
Sedimentkerne mit einem eigens entwickelten Beprobungs-Instrument entnommen und im
Tiefenprofil geschnitten. Dafiir wurde ein Uwitec-Kernbohrer (Uwitec, Mondsee, Osterreich)
verwendet. Die Tiefe der Kerne ist durch die Probenahmerohre und die Beschaffenheit des
Sedimentes begrenzt und betrdgt maximal 50 cm. Von allen in Tabelle 3-2 aufgefihrten
Sedimentkernen wurden entsprechend 0,5-1 g Feuchtmasse entnommen und bis zur DNA-
Extraktion bei -20 °C gelagert. Um die ARG in den Sedimenten mit den in der daruber
liegenden Wasserphase vergleichen zu kdnnen, wurden fir ausgewdahlte Proben die
Feststoffgehalte der im Wasser gelésten Schwebstoffe durch Projektpartner des KIT ermittelt.
Dazu wurde ein Polycarbonatfilter (PorengrofRe 0,45 um) trocken und leer gewogen, eine
definierte Menge der Wasserprobe filtriert und der Filter nach Trocknung erneut gewogen. Die
Differenz ist als Feststoffgehalt (FS) definiert. Wie viele Anteile der FS-Konzentration
organisch und anorganisch sind, konnte leider nicht differenziert werden.
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Tabelle 3-2 Wasser- und Sedimentproben der Probenahmekampagnen in China, in chronologischer Reihenfolge,
mit Bezug auf die in Abbildung 3-2 gekennzeichneten PN-Stellen. TWA=Proben der Wasserwerks-
Behandlungsstrale, S=Sedimentkernproben, W=Rohwasserproben, SP sind die durch Filtration und Einwaage
ermittelten suspendierten Partikel in der Wasserprobe, Volumen in mL der fur die DNA-Extraktion verwendete
Wasserprobe, Masse in g der fir die DNA-Extraktion verwendeten Sedimentprobe. n.e.=nicht ermittelt.

PN- SP  Volumen Masse
Kampagne Datum Stelle  Probenart Proben-ID [mg/L] [mL] [g] Beschreibung
Nov 18 23.11.2018 4 TWA Wu A n.e. 345 Zufluss
TWA WuC n.e. 500 Koagulation
TWA Wu D n.e. 500 Sedimentation
TWA Wu E n.e. 500 Sandfilter
TWA Wu F n.e. 500 Post-Ozonung/ GAC
TWA Wu G n.e. 500 Chlorung/Reinwasser
25.11.2018 1 w NJO A - 200 Oberflachenwasser
w NJO B - 250 Mittlere Tiefe (0,7 m)
w NJO C - 250 Seegrund-Wasser (1,6 m)
26.11.2018 1 w NJ1 A - 250 Oberflachenwasser
w NJ1B - 250 Mittlere Tiefe (0,7 m)
W NJ1 C - 250 Seegrund-Wasser (1,6 m)
Mrz 19 21.03.2019 3 w Wul A 44,2 500 Oberflachenwasser
W Wul C 95,8 400 Sedimentkern-Wasser
S Wul A - 0,837 0-6cm
S Wul B - 0,599 6-12cm
S Wul C - 0,629 12-18 cm
4 TWA Wu A n.e. 350 Zufluss
TWA Wu C n.e. 400 Koagulation
TWA Wu D n.e. 500 Sedimentation
TWA Wu E n.e. 500 Sandfilter
TWA Wu F n.e. 500 Post-Ozonung/ GAC
TWA Wu G n.e. 500 Chlorung/Reinwasser
21.03.2019 2 W CFI A 14,0 350 Oberflachenwasser
w CFIC 74,5 300 Sedimentkern-Wasser
21.03.2019 2 S CFA - 0,690 0-6cm
S CFB - 0,503 6-12cm
S CFC - 0,678 12-18 cm
S CFD - 0,780 18-24cm
S CFE - 0,532  24-30cm
S CFF - 0,588 ab30cm
25.03.2019 7 TWA SCA n.e. 430 Zufluss
TWA SCB n.e. 520 Vor-Ozonung
TWA SCC n.e. 450 Koagulation
TWA SCD n.e. 570 Sedimentation
TWA SCE n.e. 500 Sandfilter
TWA SCF n.e. 530 Post-Ozonung
TWA SCG n.e. 550 BAC
TWA SCH n.e. 550 Chlorung/Reinwasser
27.03.2019 1 w NJO A n.e. 330 Oberflachenwasser
\ NJO B n.e. 400 Mittlere Tiefe (0,7 m)
w NJO C n.e. 430 Seegrund-Wasser (1,6 m)
29.03.2019 5 TWA SIP A n.e. 500 Zufluss
TWA SIP B n.e. 450 Vor-Ozonung
TWA SIPC n.e. 500 Sedimentation
TWA SIP D n.e. 500 Post-Ozonung
TWA SIPE n.e. 500 BAC
TWA SIP F n.e. 500 Chlorung/Reinwasser
6 S SIPI A - 0,659 0-5cm
S SIPI B - 0,615 5-10cm
S SIPIC - 0,606 10-12,5cm
6 w SIPI A n.e. 500 Oberflachenwasser
W SIPIC n.e. 250 Sedimentkern-Wasser
Aug 19 20.08.2019 1 w NJO A n.e. 300 Oberflachenwasser
w NJO B n.e. 300 Mittlere Tiefe (1,2 m)
w NJO C n.e. 300 Seegrund-Wasser (2,4 m)
21.08.2019 1 S NJ A - 0,627 0-3cm
S NJ B - 0,575 3-6cm
S NJC - 0,566  6-10cm
1 w NJ1 A 26,9 300 Oberflachenwasser
w NJ1B n.e. 300 Mittlere Tiefe (1,2 m)
w NJ1 C 32,2 300 Seegrund-Wasser (2,4 m)
22.08.2019 1 w NJ2 A n.e. 300 Oberflachenwasser
w NJ2 B n.e. 300 Mittlere Tiefe (1,2 m)
w NJ2 C n.e. 300 Seegrund-Wasser (2,4 m)
23.08.2019 7 TWA SCA n.e. 450 Zufluss
TWA SCB n.e. 500 Vor-Ozonung

TWA SCC n.e. 500 Koagulation
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PN- SP  Volumen Masse
Kampagne Datum Stelle  Probenart Proben-ID [mg/L] [mL] [g] Beschreibung
TWA SCD n.e. 500 Sedimentation
TWA SCE n.e. 600 Sandfilter
TWA SCF n.e. 600 Post-Ozonung
TWA SCG n.e. 600 BAC
TWA SCH n.e. 500 Chlorung/Reinwasser
25.08.2019 1 W NJ5 A n.e. 300 Oberflachenwasser
W NJ5 B n.e. 300 Mittlere Tiefe (1,2 m)
w NJ5 C n.e. 300 Seegrund-Wasser (2,4 m)
26.08.2019 1 W NJ6 A n.e. 300 Oberflachenwasser
W NJ6 B n.e. 300 Mittlere Tiefe (1,2 m)
w NJ6 C n.e. 300 Seegrund-Wasser (2,4 m)
28.08.2019 1 w NJ8 A n.e. 160 Oberflachenwasser
W NJ8 B n.e. 170 Mittlere Tiefe (1,0 m)
w NJ8 C n.e. 280 Seegrund-Wasser (2,0 m)
29.08.2019 5 TWA SIP A n.e. 500 Zufluss
TWA SIP B n.e. 500 Vor-Ozonung
TWA SIPC n.e. 500 Koagulation
TWA SIPD n.e. 500 Sedimentation
TWA SIPE n.e. 500 Sandfilter
TWA SIP F n.e. 500 Post-Ozonung
TWA SIP G n.e. 500 BAC
TWA SIPH n.e. 600 Chlorung/Reinwasser
TWA SIP | n.e. 600 Zufluss Verteilung

n.e. = nicht ermittelt

3.2.1.2 Beprobung von Wasserwerken am Tai See und Pilot-Versuchen zur Membranfiltration

Insgesamt ergab sich wahrend der Jahre 2018 und 2019 dreimal die Mdoglichkeit,
Wasserwerke, die am Tai See oder dem weiter norddstlich gelegenen Yangcheng See
angesiedelt sind, zu beproben. Dabei handelte es sich um das Wujiang Wasserwerk (Nr. 4,
Wu), das Suzhou City Wasserwerk (Nr. 7, SC) mit Wasserzulauf vom Tai See und das Suzhou
Industrial Park Wasserwerk (Nr. 5, SIP) mit Wassereinspeisung vom Yangcheng See
(Lokalisations-Nr. It. Abbildung 3-2). Die Schritte der Behandlungsstra3en wurden unter
Bertcksichtigung der Wasser-Verweilzeiten beprobt. Die Behandlungsstral3en ahnelten sich
unter den drei Wasserwerken und beinhalteten im Wesentlichen (1) Rohwasserzulauf, (2) Pra-
Ozonung, (3) Koagulation, (4) Sedimentation, (5) Sandfiltration, (6) Post-Ozonung, (7) BAC
oder GAC, (8) Chlorung im Reinwasser. In Tabelle 3-2 sind die jeweiligen beprobten Schritte
aufgefihrt.

Um die Anwendbarkeit der Ultrafiltrations-Technologie am Tai See zu untersuchen, wurde am
Standort des Wujiang Wasserwerks (Abbildung 3-2, Nr.4) eine Pilotanlage der Firma Inge
GmbH installiert und Dbetrieben. Diese beinhaltete eine reduzierte konventionelle
Behandlungsstralie mit integrierter UF (Koag./UF/O3/BAC, Linie 1) und eine StraRe mit
hintereinandergeschalteter UF (100 kDa)- und NF (200 Da)-Filtration (Linie 2, 6 m?
Membranoberflache, in Kapillaren angeordnet, siehe Abbildung 3-3). Die am Standort Wujiang
installierte Pilotanlage sollte im Laufe des Projektes mit beschichteten Membranen aufgeristet
werden, um den Effekt on-site zu testen. Bei der Beschichtung handelt es sich um eine
spezielle Layer-by-Layer (LbL)-Beschichtung aus alternierend aufgebrachten Polyanionen-
und Polykationenschichten (Surflay Nanotec GmbH), die der UF-Membran (Multibore®, Inge
GmbH) eine hohere Filtrationsleistung (sog. Dichte-Ultrafiltration, DUF) von ca. 380 Da MWCO
verleint.  Aufgrund  der  weltweiten SARS-CoV2-Pandemie  wurden  weitere
Probenahmekampagnen mit 6 m?> Modulen, die eigentlich fur das am Tai See liegende
Wasserwerk geplant waren, fir die Beprobung einer mobilen Pilotanlage in Deutschland
verwendet. Hier wurde in der ersten Kampagne (September 2020) Wasser aus der Ruhr
(Pegel Bachum, Arnsberg, DE) entnommen und Wasser aus der Alz (Altétting, DE) in der
zweiten Kampagne (August 2021). Alle Proben, die wéahrend den Pilotkampagnen enthnommen
wurden sind in Tabelle 3-3 gezeigt.
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Tabelle 3-3 Pilotkampagnen zur Membranfiltration. Kampagnen in China (2018, 2019) im Wujiang Wasserwerk und
an zwei Standorten in Deutschland (2020, 2021).

PN- Proben- Volumen
Kampagne  Datum Stelle Probenart ID [mL] Beschreibung
Nov 18 23.11.2018 4 Pilot Wu PIA 325 Zulauf

Coagulant Biological
PACI 1 ppm Me3+ Activated
UF  Ozone Carbon

Pilot Wu PIB 500 Liniel
Pilot Wu PIC 500 Linie 2
Mrz19 21.03.2019 4 PilotWu  PIA 300 Zulauf
Pilot Wu  PIUF 500 Linie 2 - nach UF
PilotWu PIC 500 Linie 2 - nach UF/NF
Sep 20 30.09.2020 DE - Arnsberg Pilot Ru PIA 1000 Zulauf
Pilot Ru PIDUF 1000 beschichtete Membran
Pilot Ru  PIUF 1000 unbeschichtete Membran
Aug 21 31.08.2021 DE - Altétting  Pilot Alz PIA 600 Zulauf
Pilot Alz PIDUF 1000 beschichtete Membran
Pilot Alz  PIUF 1000 unbeschichtete Membran
* Abbildung modifiziert von inge GmbH, C. Staaks

o, %? Linie 1

}_, Linie 2

Surface Water

DUF (380 Da)

Surface Water

Abbildung 3-3 Membran-Kapillar-Modul (6 m?) mit beschichteten UF-Membranen (Multibore®, Inge GmbH).

3.3 Molekularbiologische Methoden

Die angewendeten molekularbiologischen Methoden basieren auf dem Nachweis oder dem
generellen Umgang mit DNA oder RNA. Bei der Durchfiihrung aller Methoden wurde stets auf
Nuklease-freie Arbeitsbedingungen und adéaquate Lagerung der Proben geachtet.

3.3.1 DNA-Extraktion

Je nach Anwendung wurden unterschiedliche DNA-Extraktions-Kits angewendet. Diese sind
im Folgenden aufgefuhrt und beschrieben.

3.3.1.1 Aufkonzentrierung einer wassrigen Probe

Um bestimmte Gene aus Umweltproben mit der qPCR messen zu konnen, wurden
Wasserproben vor der DNA-Extraktion durch Membranfiltration aufkonzentriert. Hierbei
wurden 200-1000 mL der Wasserprobe mittels Vakuumfiltration Uber einen Membranfilter
(Supor Polyethersulfon (PES) Filter, 0,2 um PorengroRe, PALL Corporation) gegeben Der
Filter wurde direkt in die DNA-Extraktion eingesetzt oder bis zur spéateren Extraktion bei -20°C
aufbewahrt.

Fur die Etablierung einer Kaskadenfiltration zur fraktionsbasierten Untersuchung von an
Sediment-Partikeln assoziierten ARG wurden weitere Filter mit gréReren Poren verwendet. Es
wurden Polycarbonatfilter mit den Porengréf3en 5 und 1,2 pm (Merck Millipore) sowie ein
weiterer Supor PES-Filter mit 0,45 pm (PALL Corporation) verwendet. Zur weiteren
Aufkonzentrierung der Fraktion < 0,2 um (freie DNA und virale Nukleinsduren) wurde zudem
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eine zusatzliche Aufkonzentrierungs-Einheit verwendet, die eine Verringerung des Volumens
unter Druck ermdglichte. Die Amicon Stir Cell 400 (Merck Millipore) wurde mit einer 5 kDa
MWCO PES Membran (Merck Millipore) eingesetzt.

3.3.1.2 Extraktion von genomischer DNA aus Umweltproben

Die Extraktion genomischer DNA (gDNA) erfolgte mit dem FastDNA™Spin Kit for Soil (MP
Biomedicals) laut Herstellerangaben. Ein mechanischer Zellaufschluss wurde initial mit Lysing
Matrix E Beads in einem Fast-Prep-24 Instrument (MP Biomedicals) flr 40 s bei 6,0 m/s
durchgefuhrt. Dafur wurde die in der Aufkonzentrierung mit Biomasse und Partikeln beladene
Filterhalfte mit dem Filterkuchen nach Innen in ein steriles Gefal3 gegeben, die Beads
hinzugefiigt und die beiden Puffer flr den Zellaufschluss laut Protokoll zugegeben. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20°C gelagert.

3.3.1.3 Extraktion DNA aus Phagen und Viren

Die Extraktion von DNA aus Phagen und Viren wurde mittels der automatisierten Extraktion
mit dem innuPREP Virus DNA/RNA Kit—FX (Analytik Jena) im innoPure C16 touch (Analytik
Jena) Extraktionsroboter durchgefiihrt. Durch dieses Kit wird ermdglicht, dass genomische
und andere DNA zunachst entfernt wird, und die Viren-DNA somit nach Aufschluss des
Capsids (Virushtille) separat extrahiert werden kann. Zuvor wurde die zu untersuchende Probe
Uber externe mechanische Lyse der Biomasse mit Lysing Matrix E Beads in einem Fast-Prep-
24 Instrument (MP Biomedicals) fir 40 s bei 6,0 m/s aufgeschlossen. Die Extraktionslésungen
wurden nach Herstellerangaben vorgelegt, das Extraktionsprogramm gestartet und die Viren
DNA in 100 pL eluiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20°C gelagert.

3.3.2 Fluorometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA Konzentration wurde das Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo
Fisher) laut Herstellerangaben verwendet und die Proben mit den Qubit Fluorometer (life
technologies) vermessen. Eine Kalibrierung mit den mitgelieferten dsDNA Standards wurde
vor jeder Messung durchgefuhrt.

3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur quali- oder quantitativen Bestimmung bestimmter Gene wurde die Methode der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) angewendet. Die unterschiedlichen Methoden sind im
Folgenden detailliert beschrieben.

3.3.3.1 Qualitative PCR

Fir den qualitativen Nachweis bestimmter ARG in Umweltisolaten oder die Herstellung von
Genfragmenten fir Laborversuche wurde die konventionelle PCR angewendet. Biomasse
einer Reinkultur wurde dafiir unter sterilen Bedingungen von einem festen Nahrmedium oder
direkt aus einer Kryokultur in 100 uL sterilfiltriertes PCR-Wasser (UltraPure™, Life
Technologies) uberfuhrt. Nach einer 10-mindtigen Inkubation bei 95°C zur Freisetzung der
DNA und anschlieRender Zentrifugation bei 14.000 x g fr 5 min oder der alternativen DNA-
Extraktion mit dem Bacterial Xpress-Kit (Merck Millipore) wurde die DNA-Suspension als
Template fur die PCR eingesetzt. Alternativ wurde ein Genstandard als Template genutzt. Die
Volumina der Komponenten fur den PCR-Ansatz sind in Tabelle 3-4 dargestellt.

Fur die PCR wurden die Zyklus-Zeiten und -Temperaturen laut Tabelle 3-5 verwendet.
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Tabelle 3-4 PCR-Reagenzien und Pipettier-Volumina.

Komponente Vol./Ansatz [uL]
Nuklease-freies Wasser 8
MyTaq™-Redmix 2x 12,5
Primer (forward) 10 pmol/pL 1,25
Primer (reverse) 10 pmol/uL 1,25
Template DNA 2
Gesamt 25

Tabelle 3-5 PCR-Bedingungen fir die Kolonie-PCR. Die Elongationszeit wurde hierbei abhéngig von der Genlénge
gewahlt, bei der Annahme einer Polymerase-Aktivitat von 1 kb/30s.

Temperatur
Schritt [°C] Zeit[s]  Zyklen
Polymerase-Aktivierung 95 180 1
Denaturierung 95 20
Annealing 55 20 35
Elongation 72 variabel
Finale Elongation 72 6000 1

3.3.3.2 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Die Kopienzahlen der 16S ribosomalen DNA, des Klasse 1-Integrase-Gens und verschiedener
in Tabelle 3-6 aufgelisteter Resistenzgene wurden mittels quantitativer Real-Time-PCR
(gPCR) unter Verwendung der entsprechend publizierten Primer-Kombinationen bestimmt.
Alle qPCRs wurden mit einem Rotor-Gene 6000 Cycler (Corbett) und dem SsoFast™
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) durchgefiihrt. Der Mix enthalt eine Polymerase, die sich vor
allem fur die Amplifizierung von langen Genfragmenten als stabiler und weniger anféllig gegen
Inhibitoren erwiesen hat (McKinney und Pruden 2012). Zum Zwecke der Methodenoptimierung
wurde die Polymerase im Laufe der Arbeit durch den SsoAdvanced™ Universal SYBR®Green
Supermix (Bio-Rad) ausgetauscht, hierbei jedoch die Reproduzierbarkeit durch mehrere
Vergleichsmessungen bestétigt. Das Temperaturprofil fir die Amplifikation war wie folgt: 2 min
98 °C (Initialphase zur Enzymaktivierung), 45 Zyklen von 20 s bei 98 °C (Denaturierung), 20 s
bei einer Primer-spezifischen Annealing-Temperatur (Ta) und einer Fragmentlangen-
abhangigen Elongationszeit (te) bei 72 °C, gefolgt von einer Schmelzkurvenanalyse. Die
verwendete Ta und te sind fur jedes Gen in Tabelle 3-6 aufgefinhrt.

Alle Proben und Standards wurden in Duplikaten analysiert. Die gPCR-Standards wurden aus
den seriellen Verdiinnungen bekannter Mengen von linearisierten Zielgen-haltigen Plasmiden
hergestellt. Zur Qualitatskontrolle wurden der Regressionskoeffizient (R?) der Standardkurve
sowie die Amplifikationseffizienz bestimmt und eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Es
wurden nur qPCR-Laufe mit R>-Werten > 0,990 und Effizienzen zwischen 90 und 105 %
bertcksichtigt. Die korrekten Langen der Amplifikationsprodukte wurden mit dem QIAxcel®
Advanced System (Qiagen) verifiziert.
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Tabelle 3-6 Primer und gPCR-Bedingungen der untersuchten Gene

Amplikon- Ta te

Gen Lange [bp] Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3) [°C] [s] Referenz

16S rDNA 160 CCTACGGGAGGCAGCAG ATTACCGCGGCTGCTGGC 68 20 Muyzer et al. 1993

intll 196 GCCTTGATGTTACCCGAGAG GATCGGTCGAATGCGTGT 63 20 Barraud et al.
2010

sull 163 CGCACCGGAAACATCGCTGC TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTC 68 20 Pei et al. 2006

AC G

sul2 722 CGGCATCGTCAACATAACC GTGTGCGGATGAAGTCAG 65 25 Maynard et al.
2003

blaCMY-2 172 CGTTAATCGCACCATCACC CGTCTTACTAACCGATCCTAGC 68 20 Kurpiel und
Hanson 2011

blaTEM 112 TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG 66 20 Bibbal et al. 2007

blaCTXM-32 155 CGTCACGCTGTTGTTAGGAA CGCTCATCAGCACGATAAAG 63 20 Stalder et al. 2014

blaSHV 857 TCGCCTGTGTATTATCTCCC CGCAGATAAATCACCACAATG 55 30 Maynard et al.
2003

blaNDM-1 154 ATT AGC CGC TGC ATT GAT CAT GTC GAG ATAGGAAGT G 60 20 Naas et al. 2011

blaOXA-48 177 TGTTTTTGGTGGCATCGAT GTAAMRATGCTTGGTTCGC 55 20 Monteiro et al.
2012

blakPC-3 196 CAGCTCATTCAAGGGCTTTC GGCGGCGTTATCACTGTATT 59 20 Findlay et al. 2012

blaVIM-2 382 GTTTGGTCGCATATCGCAAC AATGCGCAGCACCAG GATAG 63 20 Roche
Diagnostics, zitiert
inLi etal 2015

vanA 1030 CATGAATAGAATAAAAGTTGC CCCCTTTAACGCTAATACGATC 60 35 Clark et al. 1993

AATA AA

ermB 405 CATTTAACGACGAAACTGGC GGAACATCTGTGGTATGGCG 63 20 Gevers et al. 2003

mcr-1 183 GGGCCTGCGTATTTTAAGCG CATAGGCATTGCTGTGCGTC 68 20 Hembach et al.
2017

mecA 91 CGCAACGTTCAATTTAATTTT TGGTCTTTCTGCATTCCTGGA 63 20 Volkmann et al.

GTTAA 2004

Der Ansatz der qPCR-Reaktionen ist in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.

Tabelle 3-7 gPCR-Reagenzien und Pipettier-Volumina.

Komponente Vol./Ansatz [uL]
Nuklease-freies Wasser 3,2
SsoAdvanced™Universal SYBRGreen®Supermix 2x 5

Primer (forward) 10 pmol/pL 0,4
Primer (reverse) 10 pmol/uL 0,4
Template DNA 1
Gesamt 10

3.3.3.3 Gradienten PCR

Fur die Etablierung neuer Primer-Kombinationen wurde mittels der Gradienten-PCR die
optimale Annealing-Temperatur experimentell ermittelt. Durch das gPCR-System
Mastercycler ep realplex (Eppendorf) ermdglicht die simultane Testung von 12 Annealing-
Temperaturen gegeben. Der 25 puL-Ansatz der gPCR-Reaktionen wurde hierbei wie in

Tabelle 3-5 beschrieben pipettiert, nur dass auch hier der SsoFast™ EvaGreen® Supermix
(Bio-Rad) bzw. der SsoAdvanced™ Universal SYBR®Green Supermix (Bio-Rad) verwendet
wurde. Annealing-Temperaturen wurden im Bereich von 55 — 70 °C (Gradient) getestet,
wahrend sich die Elongationszeit bei 72 °C an der Lange des getesteten Gens orientierte,
wobei von einer Polymerase-Prozessivitdt von etwa 1 kb/30s ausgegangen wurde. Zur
Ermittlung der Ta mit der besten Effizienz (zwischen 90 und 105 %) und dem gleichzeitig
maximalsten R? wurden Standards mit Konzentrationen von 10! bis 10° Genkopien/mL
vermessen. Eine Positivkontrolle sowie eine Negativkontrolle wurden stets mitgefiihrt. Auch
hier wurde zur Sicherung der Qualitdt der gPCR-Reaktion eine abschliel3ende
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt und die PCR-Produkte in der Kapillargelelektrophorese
Uberpruft.
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3.3.4 Automatisierte Kapillargelelektrophorese

Um die spezifische Amplifikation in der PCR bzw. gPCR zu prifen, wurden die PCR-Produkte
hinsichtlich ihrer Lange mit dem QIAxcel Advanced System (Qiagen) qualitativ analysiert. Als
Referenz fur die Fragmentgrof3en wurde der QX Alignment Marker 15 bp/3000 bp (Qiagen)
verwendet und stets ein Standard aus der PCR-Reaktion als Vergleichsfragment mitgefuhrt.
Fur die Analyse von Fragmenten gro3er als 3000 bp wurde der QX Alignment Marker 15
bp/6000 bp (Qiagen) verwendet.

3.3.5 16S rDNA Sequenzierung

Zum Sequenzieren wurden 20 uL der mittels Kolonie-PCR vervielfaltigten 16S rDNA Probe
(EuB8 Forward-Primer AGAGTTTGATCCTGGCTCAG, EuB1509 Reverse-Primer
GGTTACCTTGTTACGACTT, Hendrickson et al. 2002) an die Firma StarSEQ® GmbH (Mainz)
geschickt. Pro Sequenzierungsreaktion wurde auRerdem 1 pL des Primers der Konzentration
10 pmol/uL mitgeschickt. Die Sequenzierungsmethode die hierbei zur Anwendung kommt ist
die Sanger-Sequenzierung. Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels ChromasPro (Version
2.6.4, Technelysium Pty Ltd) alignt. Fur die bioinformatische Auswertung wurden die
ermittelten Nukleotidsequenzen mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) des
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda MD, USA) analysiert.

3.4 Mikrobiologische Methoden

Mikrobiologische Methoden wurden zum Nachweis von Bakterien angewendet und
weiterentwickelt. Die kulturbasierten Verfahren, sowie weitere methodische Ansatze sind im
Folgenden beschrieben. Bei der Anwendung aller hier beschriebenen Arbeitsansatze wurde
stets auf die Einhaltung von sterilen Arbeitsbedingungen und den bewussten Umgang mit
potentiell gefahrlichen Keimen geachtet.

3.4.1 Membranfiltration

Um die Konzentration an Bakterien in einer Wasserprobe hinsichtlich einer auswertbaren
Menge zu erhdhen, wurde die Membranfiltration angewendet (Feuerpfeil et al. 2008). Die
Filtration erfolgt mittels Vakuum Uber einen Membranfilter (EZ-Pak, 0,45 um Porengréli3e,
Merck Millipore). Der Membranfilter wurde anschlieBend auf einem festen
Selektivnahrmedium unter bestimmten Bedingungen inkubiert, die in den folgenden
Abschnitten im Detail beschrieben sind.

3.4.2 Kulturverfahren

Parallel zu den molekularbiologischen Methoden, die auf dem reinen Nachweis von DNA bzw.
bestimmter Gene beruhen, ist es wichtig auch kulturbasierte Verfahren anzuwenden. Es
wurden vor allem Kulturverfahren zur Bestimmung von hygienisch relevanten Bakterien, ARB
und Phagen/Viren angewendet.

3.4.2.1 Nachweis von antibiotikaresistenten Bakterien auf chromogenem Vollmedium

Zum Nachweis von Extended-Spectrum (-Laktamasen-bildenden Enterobakterien wurde der
CHROMagar™ ESBL (MAST Group, weiterhin als ChromESBL abgekiirzt) verwendet. Dieser
enthalt eine Kombination aus verschiedenen Antibiotika (genaue Zusammensetzung
unbekannt), und erlaubt durch chromogene Reaktionen bestimmter Bakterien eine erste
Einordnung anhand der Koloniefarbung. Kolonien mit rosa bis burgunderroter Farbung kénnen
als B-Glucuronidase-bildende Escherichia coli eingeordnet werden. Griine/blaue bis braun-
griine Kolonien von B-Glucosidase-bildenden Stdmmen werden laut Hersteller zu den
Gattungen KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter) sowie Proteae (Proteus,
Providencia, Moraganella) zugeordnet, wéhrend hell- bis dunkelbraun geférbte Kolonien zu
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Deaminase-exprimierenden Stammen gehdren. Nach Membranfiltration laut Kapitel 3.4.1,
wurden die Platten fir 36 Stunden bei 41 °C inkubiert. Fir eine genaue Typisierung wurden
die Kolonien auf Blutagar-Platten (Columbia Agar mit 5 % Schafblut) vereinzelt und durch das
MALDI-TOF-MS (siehe Kapitel 3.5) Verfahren genauer identifiziert.

3.4.2.2 Mikrodilutionstest zum Nachweis einer enzymatisch vermittelten B-Laktam-Resistenz

Ausgewahlte Isolate, die auf antibiotikahaltigen R2A-basierten Medien wuchsen, wurden auf
die Expression von genetisch kodierten p-Laktamase-Gruppen, namlich ESBL, AmpC, KPC,
MBL, D-Carbapenemasen (einschlie3lich OXA-48-ahnlicher Enzyme), mit dem Micronaut-S
B-Laktamasen-Test (Merlin Diagnostika GmbH) gemall den Anweisungen des Herstellers
getestet. Um auswertbare Ergebnisse fur Umweltisolate zu erhalten, wurden die folgenden
Anpassungen vorgenommen: Die Kolonien wurden auf R2A-Medium (Merck) angeziichtet,
bevor sie in 0,9 % Natriumchlorid auf eine Dichte des Standards McFarland 0,5 resuspendiert
wurden. Nach der Resuspension wurden 50 pL jeder Kultur in die Mueller-Hinton-Broth (im
Lieferumfang des Tests enthalten) gegeben. Nach dem Mischen wurden 100 pyL der
Suspension in jede Vertiefung der Micronaut-S-Platte mit 96 Vertiefungen gegeben und die
Platte 24 Stunden lang bei 21 °C bebrutet. Nach Uberprufung der erhohten Tribung in der
Wachstumskontrolle (GC) wurden 30 pL Presto Blue Cell Viability agent (ThermoFisher
Scientific) in jede Vertiefung gegeben und weitere 12 bis 24 Stunden lang bebritet, bis ein
deutlicher Farbumschlag von blau nach rosa erfolgte. Die Ergebnisse wurden visuell und
photometrisch ausgewertet, indem entweder die rosafarbenen Vertiefungen als "positiv" fur
bakterielles Wachstum definiert oder die beiden Wellenlangen 570 nm und 595 nm gemessen
wurden. Bei Es7onm - Esesnm > 0 wurden die Kolonien ebenfalls als "positiv* flr bakterielles
Wachstum definiert. Aufgrund der Methodenanpassung wurden die Platten nur qualitativ
ausgewertet und keine MHK-Werte bestimmt. Ein Schema des Assays ist in Abbildung 3-4 zu
sehen.
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Abbildung 3-4 Micronaut-S Test zum Nachweis von B-Laktamasen.

3.4.3 Herstellung von kryogenen Lagerungskulturen

Um gewonnene Isolate tber einen langeren Zeitraum zu konservieren, wurden Kryokulturen
mit dem KRYOBANK System (Mast Diagnostica) erstellt. Dafur wurde eine kleine Menge der
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Einzelkultur steril in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Nach kurzem Invertieren wurde die Flissigkeit
entfernt und das Réhrchen bei -75 °C eingefroren.

3.4.4 Durchflusszytometrie

Zur Ermittlung der Gesamtzellzahl wurde ein Durchflusszytometer (Modell S3 Cell Sorter) der
Firma Bio-Rad verwendet. Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Vereinzelung
zuvor angefarbter Bakterien in einer Probe durch hydrodynamische Fokussierung und der
anschlielRenden separaten Anregung durch einen Laser. Das spezifische Fluoreszenzsignal
jedes Bakteriums wird detektiert und die Intensitat geplottet.

Zum Anfarben der Zellen wurde die Probe mit SybrGreen (Thermo Fisher) versetzt, gevortext
und fir 13 Minuten bei 37 °C im abgedunkelten Thermoblock bei 400 rpm inkubiert. Wahrend
der Inkubation kommt es zur Interkalation des SybrGreens in die DNA der Bakterien, wodurch
sie nach entsprechender Anregung durch Fluoreszenz nachweisbar werden. Nach der
Farbung wurden 100 pL in ein Inkubationsréhrchen gegeben und im Durchflusszytometer
gemessen. Die Anregung durch den Laser erfolgte bei 488 nm und die Emission bei 522 nm
wurde detektiert. Je nach Intensitat des detektierten Signals konnten die Zellen durch Gating
in LNA (low nucleic acid) und HNA (high nucleic acid) eingeteilt werden. Die Summe aus
beiden Gates ergibt die Gesamtzellzahl in der Probe.

3.5 Matrix-gestitzte Laser-Desorption lonisierung mit Time-of-Flight-
Massenspektrometrie

Die  Matrix-assistierte  Laser-Desorptions-lonisation ~ (MALDI-TOF-MS) ist  eine
lonisationstechnik, welche einen empfindlichen Nachweis von grof3en, nichtfliichtigen und
labilen Molekllen durch Massenspektrometrie zulasst (Hercules 2008). Bei der MALDI-TOF-
MS werden aus den Proteinen der bakteriellen Isolate durch Laserstrahlung lonen erzeugt und
deren Verhdltnis von Masse zu Ladung (m/z) uber die Flugzeit (time-of-flight) in einem
elektrischen Feld ermittelt. Die vom Detektor registrierten Massenspektren sind spezifisch fur
die jeweiligen Bakterienarten (&hnlich eines molekularen Fingerabdrucks) und werden durch
das BioTyper Software Packet (Version: 4.1.80, Bruker Daltonik) vollautomatisch mit der
Referenzdatenbank abgeglichen. Die Software erzeugt einen Zahlenwert, den Score Value,
der Auskunft Uber die Validitat des Differenzierungsergebnisses gibt (Abbildung 3-5), der
Aufschluss Uber die Validitat des Ergebnisses gibt (Schubert und Wieser 2011). Score Values
= 2 erlauben eine Zuordnung der Spezies, zwischen 1,7 und 2,0 kann das Bakterium auf der
Gattungs-Ebene relativ sicher identifiziert werden. Unterhalb eines Score Values von 1,69
kann keine ldentifikation erfolgen. Die Referenzdatenbank enthalt mehr als 7300 IVD-CE
zertifizierte Referenzspektren, die regelmalig aktualisiert werden (MALDI BioTyper IVD-CE
Broschire, 2018). Die Art identifizierter Isolate wurde nur erfasst, wenn der Score Value
zwischen 2,0 und 3,0 lag. Andernfalls, also bei einem Score Value von 1,7 bis 1,99 oder
verschiedenen Arten unter den 10 ersten Treffern, wurde die Identitat der Isolate nur auf
Gattungsebene festgehalten, da diese dann trotzdem mit hoher Wahrscheinlichkeit richtig
eingeordnet wurde.
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Wertebereich Beschreibung

2.00-3.00

1.70 - 1.99 Wahrscheinliche Identifikation

0.00-1.69

Abbildung 3-5 Einordnung der Massenspektren durch Score Value.

Die Isolate wurden mittels erweitertem Direkttransfer (eDT) prapariert. Hierbei wird Biomasse
einer zuvor vereinzelten Kolonie mit einem sterilen Holzstdbchen vom Agar auf einem Spot
des Targets aufgetragen. Zur Senkung des pH-Wertes zur optimalen Kristallisierung von
Matrix und Analyt (Hercules 2008), sowie zur Desintegration der Zellwédnde und Membranen
und Freisetzung der Proteine wird 1 yL einer 70 %-Ameisensaure hinzugegeben (Schubert
und Wieser 2011). Nach Trocknung wird 1 pL Matrix (Bruker Daltonik) auf den Spot gegeben.
Sie besteht aus kleinen organischen Molekulen, welche die Ablation und lonisierung der
Probenbestandteile erleichtert und damit leichter die Laserstrahlung absorbiert (Caprioli et al.
1997). Die Matrix wird direkt, oder bis zu maximal 7 Tage vor der Analyse in Matrix-Solvent
(50 % Acetonitril, 47,5 % Wasser und 2,5 % Trifluoressigsaure (TFA), Bruker Daltonik)
angesetzt. Eine schematische Darstellung der Methode ist in Abbildung 3-6 gezeigt.

Identifizierung durch
molekularen Fingerprint __

/

\g?‘;))\

Einzelkolonie Préparation auf
Probentrager

Massenspektrum als
charakteristisches Proteinmuster

Einbettung in Matrix und Messung im TOF-MS
lonisierung durch Laser

Abbildung 3-6 Prinzip der Isolat-ldentifizierung mit MALDI-TOF-MS.

3.6 Herstellung von Standards fur die Quantifizierung von Genen

Fur die Herstellung von neuen Standards fir die Quantifizierung von Genen in der gPCR (lt.
Kapitel  3.3.3.2) wurden klassische Klonierungsmethoden  angewendet.  Die
zusammenfassende Abfolge der einzelnen Schritte ist in Abbildung 3-7 gezeigt.
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photometrische DNA Enzymatische Plasmid- Plasmid Aufreinigung Kulti\(ierung
Quantifizierung Linearisierung transformierter Klone

Abbildung 3-7 Ablauf zur Herstellung neuer Standards fur die Anwendung in der gPCR.
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Kurz zusammengefasst wurde eine Test-PCR mit dem entsprechenden Primer-Paar
durchgefuhrt, woflr die extrahierte gDNA verschiedener erwartungsgemafl auf das Gen
positiv zu testenden Umweltproben als Template verwendet wurde. Nach positiver Detektion
des Gen-Fragments wurde es in das pGEM-T Vector System kloniert und in den E. coli K12
JM109 Stamm transformiert, wo die positiven Klone durch Blau/Weil3, sowie Antibiotika-
Selektion identifiziert werden konnten. Entsprechende Klone wurden fiir eine Plasmid-
Aufreinigung verwendet, das Plasmid durch enzymatischen Verdau linearisiert, die
Konzentration der Plasmid-DNA photometrisch bestimmt und somit die Genkopien-
Konzentration fur die gPCR berechnet und entsprechend eingestellt.

3.6.1 Klonierung mit dem pGEM-T Vector System

Die Fragmentgrofle des PCR-Produkts wurde laut Kapitel 3.3.4 mit der
Kapillargelelektrophorese Uberpriift. Ein korrektes PCR-Produkt wurde anschlieBend mit dem
High Pure PCR-Purification Kit (Roche) aufgereinigt und in das pGEM-T Vector System Il Kit
(Promega) nach Herstellerangaben ligiert. Die Transformation wurde mit kompetenten E. coli
K12 JM109 (Promega) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Positive Kolonien wurden durch
Blau Weil3-Selektion auf selektiven Platten (,LAXI, It. Tabelle 8-4, Anhang) ermittelt. Durch
das Wachstum von Kolonien auf den Antibiotika-haltigen Platten kann zum einen die
erfolgreiche Aufnahme des Plasmids bestatigt werden, da der E. coli-Stamm nur so die
entsprechende Antibiotika-Resistenz exprimieren und damit wachsen kann. Die weiRe Farbe
der positiven Klone bestétigt die erfolgreiche Ligation des Zielgenfragments in den Vektor, da
das in der Multiple-Cloning-Site befindliche Gen, dessen Expression fur die Blau-Farbung der
Kolonien verantwortlich ist, bei erfolgreicher Ligation zerstért wird und so seine Funktionalitat
verliert. Positive (weiRe) Kolonien wurden in 100-mL-Anséatzen mit LB-Medium (siehe Tabelle
8-4, Anhang) als Ubernachtkulturen bei 37 °C inkubiert und die Kulturen fiir die Plasmid-
Aufreinigung verwendet.

3.6.2 Plasmid-Aufreinigung und -Linearisierung

Fur die weitere Herstellung von gPCR Standards wurde das Plasmid mit dem Purification Midi
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aus der Zellkultur extrahiert und aufgereinigt. Die
folgende Linearisierung des Vektors wurde mit dem Enzym Apal (Sigma-Aldrich) mit
entsprechendem Puffer des Herstellers durchgefihrt. Hierflr wurden 5 ug Plasmid-DNA zu
10 pyL Puffer, 2,5 yL Enzym und 20 uL ultrareinem Wasser gegeben und der Ansatz fur 6
Stunden bei 30 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms fand anschlieRend fur 15 Minuten
bei 65 °C statt. Der geschnittene Vektor wurde in der Kapillargelelektrophorese tberprift und
danach mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Die resultierende DNA-Konzentration wurde laut Kapitel 3.3.2 mit dem Qubit-
Nanophotometer bestimmt. Aus der Konzentration wurde mit Formel (3-1) die Zahl der
Genkopien berechnet.

1
Genkopien mol 1 6,023 x 1023 —
SO _ %8 pNa x——x X mo
uL uL 660g n;+n, 106 18
g

(3-1)

Dabei ist 660 g/mol das durchschnittiche Molekulargewicht von Doppelstrang-DNA,
6,023x10% die Anzahl der Teilchen pro Mol und n; bzw. n, die Anzahl der Nukleotide des
Inserts bzw. Vektors (3000 bp). Die Losung mit dem linearisierten Plasmid wurde auf 10°
Genkopien/uL eingestellt, eine Verdinnungsreihe von 10%-10' Genkopien/pL angesetzt und
diese in einer gPCR auf ihre Verwendbarkeit getestet.
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3.7 Etablierung neuer Methoden zum Nachweis von Antibiotikaresistenzen

3.7.1 Fraktions-basierte Untersuchungen in Wasser und Sediment-Partikeln

ARG und ARB koénnen durch die landwirtschaftliche Nutzung von Schlamm aus
Tierhaltungsbetrieben  und  Fermentationsriickstanden oder den Eintrag von
Klaranlagenablaufen kommunaler Abwasser in die Umwelt gelangen. Heute weil3 man, dass
die Umwelt einen ausschlaggebenden Faktor fir die Verbreitung von Resistenzen darstellt (Li
et al. 2020; Smalla et al. 2018; Westphal-Settele et al. 2018; Wintersdorff et al. 2016). Fur die
Weiterverbreitung der Resistenzen werden sowohl vertikale, als auch horizontale Gentransfer-
Prozesse als sehr relevant eingestuft (Andersson und Hughes 2017; Bellanger et al. 2014,
2014; Cooper et al. 2017; Ibafiez-de-Aldecoa et al. 2017). Zum horizontalen Gentransfer
zahlen die Konjugation (arttibergreifender Transfer von Genen zwischen Bakterien), die
Transduktion (Ubertrag von Genen durch Bakteriophagen) und die Transformation (Aufnahme
freier DNA durch Bakterien). Das Vorkommen von ARG in der Bakterienfraktion, sowie in den
Fraktionen Viren und freie DNA (eDNA) sind somit von groRem Interesse fir eine Abschatzung
der Verbreitung und Persistenz von ARs in der Umwelt. Auch natirliche Ad- und
Desorptionsprozesse  von  biologischen  Molekillen oder  Mikroorganismen an
Sedimentpartikeln unterschiedlicher GréRen in Seen, Grund- oder FlieBgewassern, sowie
Sedimentation und Suspension von Sedimentpartikeln kdnnen zur Ausbreitung von ARG
beitragen und sind deshalb fir die Methodenetablierung zur Untersuchung von Wasserproben
auf Resistenzgene von groRem Interesse. Es sollten geeignete Methoden zur Fraktionierung
von Sedimentpartikeln, Bakterien, Viren und freier DNA mit Modellwasser und
Modellbakterien, -viren und freier DNA in bekannten Konzentrationen auf die Wiederfindung
und auf die unerwiinschte Co-Fraktionierung nach der Separierung geprift und die nétige
Anwendung weiterer Bearbeitungsschritte wie DNA-Extraktion und qPCR getestet werden.
Aufgrund des verbreiteten Einsatzes der Membranfiltration fir die Bakterienfraktionierung,
sollte diese auch hier verwendet werden. Jedoch sollte zusatzlich die Durchlassigkeit fur Viren
und eDNA bei dieser Filtration geprift werden. Eine Aufkonzentrierung der freien DNA und der
Viren im Filtrat soll zunachst durch Ultrafiltration (5 kDa MWCO) erfolgen und die Trennung
der Viren- und DNA-Fraktionen aufgrund geringer Kosten und einfacher experimenteller
Anwendung durch Adsorptionsmethoden getestet werden. Ziel war es, moglichst methodisch
anspruchslose Separierungsmethoden zu finden, die auch unter einfachen und limitierten
Standort- oder Laborbedingungen, wie zum Beispiel der in-situ Probenahme und der
anschliel3enden externen Probenverarbeitung, angewendet werden konnen.

3.7.1.1 Kaskadenfiltration zur Untersuchung von Sediment-Partikel-assoziierten
Antibiotikaresistenzen

Um Resistenzgene in Partikel-assoziierten Fraktionen verschiedener Grof3en, sowie
Fraktionen <0,2 pum (eDNA und Phagen) nachweisen zu koénnen, wurde eine
Kaskadenfiltration Gber Membranen mit unterschiedlicher Porengréf3en (von 5 um bis 0,2 um)
durchgefuihrt, um zunachst unterschiedlich groRe Sedimentpartikel zu separieren und diese
nach einer DNA-Aufreinigung mittels gPCR auf Resistenzgene zu untersuchen. Fur die
Kaskade wurden Polycarbonat-Membranen (PC) mit 5 und 1,2 pm Porengréf3e (Merck) und
Polyethersulfon (PES)-Membranen mit 0,45 und 0,2 um PorengrofRe (Supor, PALL)
verwendet, die bereits in anderen Studien erfolgreich zum spéateren Nachweis mittels gPCR
genutzt wurden (Calero-Caceres et al. 2014; Lekunberri et al. 2017; Liang und Keeley 2013).
Eine Modellprobe von insgesamt 10 mL mit den in Tabelle 3-8 aufgelisteten Komponenten
wurde auf Basis von Reinstwasser angesetzt. Eine Vakuumfiltrationseinheit aus Kunststoff
wurde fir die nacheinander geschalteten Filtrationen genutzt. Das Filtrat wurde jeweils in
einem unter der Membran platzierten sterilen 50 mL Gefafl3 aufgefangen und fur die weitere
Analyse verwendet.
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Tabelle 3-8 Modell-Komponenten und deren Konzentrationen fur Vorversuche zur Kaskadenfiltration.

Komponente Konzentration in Reinstwasser
Escherichia coli DSM 1103 108 Zellen/mL
eDNA-Fragment intl1 (196 bp) 1 mg/L
eDNA-Fragment sul2 (722 bp) 1 mg/L
Bakteriophage phiX174 DSM 4497 10° Phagen/mL
Silica-Partikel (sicastar ® plain, Micromod, 100 & 500 nm) Je 50 mg/mL

3.7.1.2 Fraktionierung von Phagen und freier DNA aus aquatischen Umweltproben

Nach der Kaskadenfiltration sollte das Filtrat zun&chst durch eine Rihrzellen-Ultrafiltration
(Amicon Stir Cell 400, Merck Millipore) aufkonzentriert werden, um anschlielend eine
Fraktionierung der freien DNA (eDNA) und Phagen durch Adsorption bzw. enzymatischen
DNA-Verdau durchzufiihren (Yang et al. 2018). Hierbei wurden verschiedene Bedingungen
getestet: Eine vorherige Benetzung des Filters mit 250 mM AICls-Lésung kann zum Riickhalt
von Phagen fuhren, die auch im Hinblick auf die Wiederfindung von freier DNA getestet werden
sollte (Haramoto et al. 2005). Fur die folgende weitere Fraktionierung von eDNA und Phagen
wurde eine adsorptive und eine enzymatische Methode getestet. Die Probe bestand hierbei
aus zuvor replizierten ARG-Fragmenten als eDNA mit je 10° GC/mL in der Arbeitsldsung
(ermB mit 405 bp und vanA mit 1030 bp), sowie 10° Phagen/mL Arbeitslosung des
Bakteriophagen phiX174. Fir die adsorptive Separierung wurde eine Silicasdule laut
Herstellerangaben equilibriert, mit der Modellprobe beladen, gewaschen und die eDNA
anschlie3end eluiert (Plasmid Purification Midi Kit, Qiagen). Fir die enzymatische Methode
wurde DNase | (Thermo Fisher) mit einer Endkonzentration von 100 U/mL zur Modellprobe
gegeben, 1 h bei 37°C inkubiert und die Phagen DNA anschlieBend mit dem Virus DNA/RNA
Extraktionskit (IPC16 innuPREP, Analytik Jena) It. Herstellerangaben extrahiert. Die
Inaktivierung der DNase wurde durch die im Kit enthaltene Zugabe von Proteinase K
gewabhrleitet.

3.7.2 Etablierung von kulturbasierten  Verfahren zum Nachweis  von
antibiotikaresistenten Umweltbakterien

3.7.2.1 Vorversuche zur Etablierung der Methode

Um resistente Bakterien im Kulturverfahren zu erfassen, werden bislang vor allem spezielle
und selektive feste Medien angewendet. Bei den von MAST Diagnostica erhaltlichen
chromogenen Standardmedien fir ESBL-bildende Enterobctaeriaceae kann eine grobe
Zuordnung der Kolonien zu bestimmten Bakteriengruppen anhand der Koloniefarbe erfolgen.
Eine weitergehende Bestimmung der Bakterienart (z.B. mittels MALDI-TOF-MS) ist jedoch
notig. Abbildung 3-8 zeigt schematisch die Vorgehensweise der Bakterienisolation auf dem
selektiven Medium.
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AQUATISCHE UMWELTPROBE
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Abbildung 3-8 Nachweis von antibiotikaresistenten Bakterien mit hygienischer Relevanz auf nahrstoffreichen
Selektivmedien mit Antibiotika.

Schreiber et al. (2021) konnten zeigen, dass die Anwendung der chromogenen
Selektivmedien auch fur die Untersuchung von Oberflachen-, Grund- und Trinkwassern auf
hygienisch relevante Kolonie angewendet werden kann. Im Rahmen eines grof3en
Verbundprojektes wurden Kulturverfahren fur die Untersuchung von aquatischen
Umweltproben vereinheitlicht und es wurde gezeigt, dass ARB mit klinischer Relevanz vor
allem in Oberflachenwassern, nicht jedoch in Grundwasser verbreitet sind (Schwartz und
Schmithausen 2020). Oligotrophe ARB in der aquatischen Umwelt sind gegeniiber den ARB
mit klinischer Relevanz (darunter Pathogene und Fékalindikatoren) fur eine Risikobewertung
nicht zu vernachlassigen (Berendonk et al. 2015). Weltweit werden auch in Grund- und
Trinkwéassern immer wieder ARG detektiert. Diese stehen meist nicht mit dem Auftreten
solcher klinisch relevanten Keime in Verbindung, was ein Indiz fur ein hohes Vorkommen der
ARG in Umweltbakterien ist. Hinsichtlich dieser Vermutungen sollte im Rahmen dieser Arbeit
ein Kulturverfahren etabliert werden, dass es erlaubt, auch die resistenten Umweltbakterien
zu isolieren. Aufgrund der hohen Relevanz von Resistenzen gegen Cephalosporinen der 3.
und 4. Generation und Carbapeneme (Gruppe der p-Laktam-Antibiotika), die in den von der
WHO als besonders ,kritisch® eingestuften Pathogenen vorkommen (WHO 2017), wurde der
Fokus fur die Entwicklung solcher Kulturverfahren auf B-Laktam resistente Umweltbakterien
gelegt. Vor allem die hohe klinische Relevanz von Carbapenem-resistenten Stammen ist
alarmierend, da diese Antibiotika in Deutschland und vielen anderen Landern als
Reservesubstanzen eingestuft sind. Sie werden als letztes Mittel eingesetzt, wenn andere
Antibiotika bei der Behandlung der bakteriellen Infektion unwirksam sind (GERMAP 2015).
Anhand von Literaturrecherchen wurden Antibiotika und deren Konzentrationen ausgewahit.
In Tabelle 3-9 sind Publikationen zusammengefasst, in denen die Zugabe verschiedener
Kombinationen von Cephalosporinen und Carbapenemen zu nahrstoffreichen Medien zwecks
der Isolation von B-Laktamase- oder ESBL-produzierenden Bakterien mit klinischer Relevanz
beschrieben ist. Auch Publikationen, die chromogene ESBL-Vollimedien verwendeten sind
aufgefihrt.
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Tabelle 3-10 fasst Quellen zusammen, die die Verwendung von mit Antibiotika versetzten R2A
Medien beschreiben. Zur Orientierung des Kohlenstoff-Gehaltes der publizierten Medien, ist
in Abbildung 3-9 die ungefahre Kohlenstoff (C)-Konzentration aufgelistet. Da Kohlenstoff bei
allen publizierten Medien in Form von Pepton, Hefe- oder Fleischextrakten zugegeben wurde,
ist die C-Konzentration lediglich als Richtwert einzustufen. Da der Konzentrationsbereich aller
eingesetzten Antibiotika im mg/L Bereich liegt, wurden die Zusammensetzungen von Rupp
und Fey (2003) (2 mg/L Cefotaxim, 2 mg/L Ceftazidim, 4 mg/L Cefpodoxim, im Folgenden als
BL1 abgekuirzt) und Diab et al. (2018) (2 mg/L Meropenem, 4 mg/L Ceftazidim, im Folgenden
als BL2 abgekirzt) exemplarisch als Grundlage fur erste Experimente ausgewahlt. Auch in
Berichten der WHO (2017) und RKI (2021) werden Resistenzen gegen Antibiotika aus den
entsprechenden Gruppen als hochst prioritar angesehen, was die Verwendung dieser
Substanzen bestétigt. Die Konzentrationen wurden im Vergleich zu den Empfehlungen z.B.
der HPA (UK Health Protection Agency, Uberarbeitet in Pitout und Laupland 2008) hoher
gewadhlt, um leicht reduzierte Zellzahlen zu erhalten, was eine detailliertere Datenauswertung
ermaoglicht.

Tabelle 3-9 Zusammensetzungen verschiedener in der Literatur beschriebener Kohlenstoff-reicher Medien fur die
Isolation von antibiotikaresistenten/ 3-Laktamase-produzierenden Bakterien.

Referenz Medien AB-Zusammensetzung Anwendung Inkubation
Rupp und Fey Miller-Hinton Agar 1 mg/L Cefotaxim* Isolation ESBL-produzierender n.a.,
2003 Enterobakterien mit klinischer Relevanz 24 h
1 ma/L Cefazidime*
4 mg/L Cefpodoxim*
Glupczynski et al. McConkey Agar 2 mg/L Ceftazidim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
2007 Enterobakterien aus klinischen Proben 18-48h
Réglier-Poupet et  ChromID Agar Cefpodoxim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
al. 2008 (bioMerieux) (Konz. unbekannt) Enterobakterien aus klinischen Proben 24 -48h
BLSE Agar 1,5 mg/L Cefotaxim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
(McConkey and Drigalski) Enterobakterien aus klinischen Proben 24 -48 h
2 ma/L Ceftazidim*
Girlich et al. 2019 CHROMAgar™ "Selektiver Mix" Isolation von ESBL- und Carbapenemase- 37 °C,
ESBL/mSuperCARBA (Konz. Unbekannt) produzierenden Enterobacteriaceae aus 24 h
(MAST Group) angereicherten Stuhlproben
Gekenidis et al. Brilliance ESBL plates "Selektiver Mix" Isolation antibiotikaresistenter 37 °C,
2018 (Oxoid) (Konz. Unbekannt) Indikatorbakterien aus Beregnungswasser 48 h
CHROMAgar 1 mg/L Ciprofloxin Isolation antibiotikaresistenter 37 °C,
(MAST Group) Indikatorbakterien aus Beregnungswasser und 24 h
8 ma/L Ceftazidim* Biotypisieruna mit MALDI-TOF
Haberecht etal. CHROMAgar ESBL "Selektiver Mix" Isolation antibiotikaresistenter Escherichia coli 37 °C,
2019 (DRG Diagnostics) (Konz. Unbekannt) aus der aquatischen Umwelt 24 h
Naiemi et al. 2009 BLSE Agar 1,5 mg/L Cefotaxim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
(McConkey and Drigalski) Enterobacteriaceae aus klinischen Proben 18-24h
2 ma/L cetazidime*
ESA (MacConkey Agar) 1 mg/L Cefotaxim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
Enterobacteriaceae aus klinischen Proben 18-24h
1 mg/L Ceftazidim*
Adelowo et al. 1) Mdller-Hinton Agar 6 mg/L Ceftazidim* Isolation ESBL-produzierender 35 °C,
2018 Enterobacteriaceae aus klinischen 18-24h
2) Eosin Methylen Blau 6 ma/L Cefpodoxim* Abwaéssern. Flilssen
Diab et al. 2018  McConkey Agar 4 mg/L Ceftazidim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
Enterobacteriaceae aus Schachtbrunnen, 24 h
2 ma/L Meropenem** Quellwasser and Flussmiindungen
Caltagirone et al. 1) McConkey Agar 8 mg/L Cefotaxim* Isolation ESBL-produzierender 37 °C,
2017 Enterobacteriaceae aus Brunnen, 24 h
2) Plate Count Agar Flusswasser und Kléranlagen
Schreiber et al. ESBL CHROMAgar "Selektiver Mix" Isolation und Differenzierung von ESBL- 37 °C,
2021 (Mast Diagnostica) (Konz. Unbekannt) produzierenden Bakterien und Carbapenem- 18-24h
resistenten Bakterien aus der aquatischen
Umwelt
Oh et al. 2019 Tryptic soy broth keine ABs, anschlieBende Isolation resistenter Janthinobacterium lividum 20 °C,
Empfindlichkeitsprifung  aus infizierten Fischen 48 h

*Cephalosporine der 3. und 4. Generation
**Carbapeneme
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Tabelle 3-10 Zusammensetzungen verschiedener in der Literatur beschriebener Kohlenstoff-armer Medien fir die
Isolation von zum Teil antibiotikaresistenten oligotropher Bakterien.

Referenz Medien AB-Zusammensetzung  Anwendung Inkubation

Schwartz et al. R2A 32 mg/L Ceftazidim* Isolation antibiotikaresistenter Bakterien aus 22 °C,

2003 Abwasser-, Oberflachenwasser- und 7d
32 mg/L Cefazolin Trinkwasser -Biofilmen

16 ma/L Penicillin G
16 ma/L Cefotaxim*
8 ma/L Imipenem**
2 ma/L Methicillin

Oh et al. 2009 1) 10%x verd. LB 100 mg/L Tetracyclin Isolation antibiotikaresistenter Bakterien aus 25 °C,
Umweltproben, 72 h
2) R2A 100 mg/L Vancomycin
Siedlecka et al. R2A 8 mg/L Ceftazidim* Isolation antibiotikaresistenter Bakterien aus 22 °C,
2020 Trinkwasser-Verteilungssystemen 7d
Chakraborty et al. 1) NPA keine ABs Isolation fakultativ oligotropher Bakterien aus 30 °C,
2013 Flusswasser 72h
2) R2A
Garcia-Armisen et 1) R2A 4 und 50 mg/L Amoxicillin Isolation und Identifikation 20 °C,
al. 2013 antibiotikaresistenter Bakterien aus 7d
2) DNB (100 x verd. 4 und 300 mg/L Tetracyclin Flusswasser
Nutrient Broth)
3)LB 16 to 300 mg/L
Sulfomethaxol
Piotrowska etal. R2A 10 mg/L Streptomycin Isolation antibiotikaresistenter Bakterien aus Raumtemp.,
2017 Sedimenten und Krabbenzucht-Wéssern 24 -48h
10 mg/L Tetracyclin und Identifikation durch 16S rRNA
10 ma/L Erythromycin
Yasir 2018 1) R2A keine ABs, anschlieRende Analyse bakterieller Gemeinschaften und 17 und 37 °C,
Empfindlichkeitsprifung  Charakterisierung antibiotikaresistenter 7d
2) R2A halb konzentriert Stamme in Héhlenmikrobiomen und
Zhang et al. 2018a R2A 16 mg/L Rifampin Isolation von Cupriavidus metallidurans von 28 °C,
Trinkwasser-Filtern 48 h

*Cephalosporine der 3. und 4. Generation

**Carbapeneme

Medium C- Konzentration [g/L]
Drigalski Agar 36
Midller-Hinton Agar 32
McConkey Agar 30
Tryptic soy broth 225
Chrom Agar 22
Eosin Methylen Blau 20
Plate Count Agar 8,5
R2A 2,8
R2A (1:2) 1,4
NPA 0,2
NB (1:100) 0,02
LB (1:1000) 0,0015

Verwendung von Trypton, Pepton, Hefe- oder

Fleischextrakten bei allen Medien!

Abbildung 3-9 Richtwert fiir Kohlenstoff (C)-Konzentration in den in Tabelle 3-9 und Tabelle 3-10 aufgefiihrten
Medien.

Da bisher der Fokus bei der Isolation von ESBL-produzierenden Bakterien meist auf klinisch
relevanten Enterobakterien lag, sind die in Tabelle 3-9 Studien héaufig auf Basis
nahrstoffreicher Medien durchgefuhrt worden. Fir die Isolation von Umweltbakterien sind
hingegen angepasste Inkubationsbedingungen und ein reduziertes Nahrstoffangebot
notwendig. Das R2A Medium nach Reasoner und Geldreich (1985) ist ein gangiges Medium,
um oligotrophe Organismen aus der aquatischen Umwelt zu isolieren (Zengler et al. 2002). Im
Zusammenhang mit der Detektion von Resistenzen in Umweltisolaten wurde es bereits in
vielen Studien angewendet (Chakraborty et al. 2013; Garcia-Armisen et al. 2013; Piotrowska
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et al. 2017; Yasir 2018; Zhang et al. 2018a). Es enthéalt nur eine geringe Menge organisches
Substrat (2,8 g/L) und ist somit optimal auf den Lebensraum oligotropher Organismen
angepasst. Die Inkubation findet dabei auch unter angepassten Bedingungen statt, um den
langsam wachsenden Umweltstammen bei 21 °C und 2 bis 10 Tagen das Wachstum zu
ermdglichen. Fur die durchgefiihrten Versuche wurden 2 Tage Inkubationszeit gewahlt, um
die Praktikabilitat zu gewadhrleisten. Yasir (2018) verwendete das R2A Medium
halbkonzentriert, sowie niedrigere Inkubationstemperaturen um eine optimierte Isolation der
gewunschten Umweltbakterien zu erzielen. Die Verwendung von halbkonzentriertem R2A
Medium wurde auch fir diese Arbeit getestet. Da Oberflachen- und Grundwasser
Temperaturen von 10 bis 20 °C aufweisen, wurde zusatzlich zu den von Reasoner und
Geldreich (1985) empfohlenen 21 °C eine Inkubationstemperatur von 12 °C getestet, wofur
die Inkubationszeit aufgrund langsameren Wachstum auf 4 Tage erhdht werden musste. In
Tabelle 3-11 sind die in den Vorversuchen zur Methodenetablierung getesteten
Inkubationsbedingungen zusammengefasst. Zusatzlich wurde im ersten Schritt getestet ob
sich die direkte Ausplattierung einer Wasserprobe, oder die Membranfiltration besser eignet.
Aufgrund von besserer Differenzierbarkeit der Isolate und Vergleichbarkeit mit anderen
etablierten Kulturverfahren, wurde die Membranfiltration (siehe Kapitel 3.4.1) und Inkubation
des Filters auf den Medien als Methode der Wahl eingesetzt (siehe Anhang 8.4.1.1 fur Bilder
der Agarplatten).

Tabelle 3-11 Inkubationsbedingungen fiir die Vorversuche zur Etablierung kulturbasierter Verfahren zum Nachweis
B-Laktam resistenter Umweltbakterien.

R2A 1/2 R2A
ohne AB BL1 BL2 ohne AB BL1 BL2
12°C, 4 Tage 1 mg/L Cefotaxim 4 mg/L Ceftazidim 1 mg/L Cefotaxim 4 mg/L Ceftazidim
1 mg/L Ceftazidim 2 mg/L Meropenem 1 mg/L Ceftazidim 2 mg/L Meropenem
4 mg/L Cefpodoxim 4 mg/L Cefpodoxim
ohne AB BL1 BL2 ohne AB BL1 BL2
21°C, 2 Tage 1 mg/L Cefotaxim 4 mg/L Ceftazidim 1 mg/L Cefotaxim 4 mg/L Ceftazidim
1 mg/L Ceftazidim 2 mg/L Meropenem 1 mg/L Ceftazidim 2 mg/L Meropenem
4 mg/L Cefpodoxim 4 mg/L Cefpodoxim

Fur die Vorversuche wurden drei Oberflachenwasser verwendet (Ruhr, Stever, Rhein vom
Dezember 2019, siehe Tabelle 3-1). Die Proben wurden entsprechend in mehreren
Verdunnungen (10%-10° mit 0,9 % NacCl) filtriert, um den Bereich einer auswertbaren
Kolonienzahl zwischen 1 und 200 koloniebildenden Einheiten (KBE) pro mL zu erreichen.

3.7.2.2 Untersuchung von Oberflachenwasser Proben auf B-Laktam resistente Umweltbakterien

Auf Basis der Vorversuche wurde R2A Medium mit (a) 2 mg/L Cefotaxim, 2 mg/L Ceftazidim,
4 mg/L Cefpodoxim nach Rupp et al. (2003) (BL1) und (b) 2 mg/L Meropenem, 4 mg/L
Ceftazidim nach Diab et al. (2018) (BL2) versetzt. Zusatzlich wurde das R2A-Medium auch
ohne Antibiotika verwendet, um oligotrophe Bakterien im Allgemeinen zu isolieren.
Verschiedene Volumina von 0,05 bis 0,5 sowie 1, 10 oder 100 mL, je nach Probentyp, wurden
durch einen Filter (0,45 pm Porengrofe, EZ-Pak, Merck Millipore) vakuumfiltriert, um
mindestens 1 und maximal 200 Kolonien zu erhalten. Der Filter wurde 48 Stunden lang bei
21 °C auf dem Agar bebritet. Die KBE pro mL wurden nach DIN EN ISO 8199 berechnet,
indem die Gesamtzahl der Kolonien auf mindestens zwei und héchstens drei Agarplatten mit
unterschiedlichem Filtervolumen dividiert durch das Gesamt-Filtrationsvolumen gezahit
wurde. Eine oder mehrere Kolonien, die sich phanotypisch von den anderen unterschieden,
wurden auf antibiotikafreien R2A-Agar tbertragen und erneut fur 48 h bei 21 °C bebritet, um
anschlieend eine MALDI-TOF-MS (Bruker) basierte Stammidentifizierung gemaR den
Herstelleranweisungen und weitere Mikrodilutionstests zur Bestimmung des von den Isolaten
exprimierten B-Laktamase-Typs durchzufiihren. Die meisten Kolonien wurden bei -75°C mit
dem KRYOBANK-System (MAST Diagnostica) kryokonserviert.
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3.7.3 Etablierung von Long-Amplikon (LA) gPCR Methoden zum Nachweis intakter
Antibiotikaresistenzgene

Fur die Etablierung von gPCR-Methoden, die einen quantitativen Nachweis ganzer
Resistenzgene aus Umweltproben ermdglichen, wurden Primer auf der Basis vollstandiger
ARG-Sequenzen aus der CARD-Datenbank designt, diese auf Umweltproben angewendet um
die entsprechenden LA-Fragmente zu generieren und anschliel3end Standards fur die gPCR
herzustellen. Nach erfolgreicher Etablierung der gPCR wurden die Methoden im Vergleich mit
den konventionellen ,short Amplikon gPCR auf Modell- und Rohwasser-Proben angewendet
und in Behandlungsexperimenten eingesetzt. Der gesamte Ablauf zur Etablierung von LA
gPCR Methoden fiir ARG ist als Ubersicht in Abbildung 3-10 gezeigt.

Validierung durch

UV/Ozon-
Primer Test mit Standardher-  Anpassung von gPCR !3EehanFilungts-
Design Umweltproben stellung Bedingungen Xperimente

=

—
>

Abbildung 3-10 Notige Schritte fur die Etablierung neuer LA gPCR Methoden fir die Detektion von
Antibiotikaresistenzgenen.

3.7.3.1 Primer-Design

Als Templates fur das Design von Primern im Zuge der Etablierung von Long-Amplikon gPCR
(LA gPCR) Methoden fir ARG wurden die Gensequenzen aus der CARD-Datenbank
verwendet (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, https://card.mcmaster.ca/).
Die verwendeten Gensequenzen sind im Anhang 8.5.1. aufgelistet. Die Oligonukleotide
wurden entsprechend ihres GC-Gehalts, ihrer Basenabfolge, ihrer 3 GC-Clamp und ihrer
Schmelztemperatur (Tm) teilweise durch den Austausch einzelner Basen angepasst. Dabei
wurde nach den Kriterien laut Kumar und Chordia (2015) vorgegangen: Die T soll 55-60 °C
betragen, bei einem GC-Gehalt von 30 bis maximal 80 %. AuRerdem wurde beachtet, dass
keine Basenrepetitionen auftreten (z.B. TTTT) und am 3‘-Ende des Oligonukleotids nur noch
G- und C-Basen vorkommen, was eine verbesserte Bindestabilitdét am DNA-Template-Strang
gewahrleisten soll.

Ein erster Test der Primer-Kombinationen wurde in-silico durch den Primer-BLAST Tool der
NCBI-Datenbank durchgefiihrt (Ye et al. 2012). Hierfir wurden die Primer-Sequenzen in die
Maske eingegeben. Von den gesetzten Einstellungen wurde lediglich der Eintrag in
,Organism“ entfernt und als ,Database” >nr< eingestellt. Nach anschlieRendem Starten des
BLASTs wurden nach einiger Berechnungszeit theoretische Fragmente angezeigt, die durch
Annealing dieser eingefugten Primer ermittelt werden konnten. Diese Sequenzen wurden auf
ihre Gen-Zugehorigkeit und Fragment-Lange dberprift. Somit konnte in einer ersten
theoretischen Analyse, basierend auf der NCBI-Gen-Datenbank, getestet werden, ob die
gewiinschten PCR Produkte auch experimentell erzielt werden kdnnten.

Nach erfolgreichem in-silico-Test wurden die Primer bei Thermo Fisher Scientific bestellt und
auf Umweltproben oder Isolate fiir einen ersten in-vitro Test angewendet. Fir die
anschlieende Amplifizierung der ARG-Fragmente mit den entsprechenden Primerpaaren,
wurden Standards fur die gqPCR Methode laut Kapitel 3.6 hergestellt. Nach erfolgreicher
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Herstellung der Standardfragmente fur die gPCR und Einstellung deren Konzentration mittels
photometrischer Vermessung auf 108 GC/Reaktion, wurden die optimalen Annealing-
Temperaturen und Schmelztemperaturen der LA-Fragmente experimentell in einer Gradienten
PCR It. Kapitel 3.3.3.3 ermittelt. Zum Vergleich wurden die Schmelztemperaturen der
erwarteten Fragmente vorab anhand von Gleichung (3-2) berechnet (Tsai 2007) mit % GC als
prozentualer GC-Gehalt des Fragmentes der mit dem online-Tool von biologicscorp.com
ermittelt wurde.

T, =693+ 0,41 (% GC) (3-2)
3.7.3.2 Behandlungsexperimente zum Vergleich der Short und Long-Amplikon gPCR

Reaktive Wasserbehandlungsverfahren, wie UV-Bestrahlung, Chlorung oder Ozonung,
entfalten ihre Wirkung zum einen durch Zerstérung der bakteriellen Zellen, zum anderen durch
Reaktion mit der bakteriellen DNA. Es kdnnen sich DNA Bruchstiicke oder Dimere zwischen
den einzelnen Basen bilden, was dazu fuhrt, dass die Erbinformation nicht mehr abgelesen
werden kann und somit die Proteinbiosynthese gestoppt wird. In einem Grof3teil der
verfligbaren Literatur Gber die Elimination von ARG in Wasserbehandlungsverfahren, erfolgt
der Nachweis der ARG Uber gPCR mit kurzen Fragmenten von 100 bis 300 bp. Da es sich
dabei nur um einen kleinen Teil der eigentlichen ARG-Sequenz handelt, kann es zu einem
positiven Nachweis nach einer solchen Behandlung kommen, obwohl das Gen nicht mehr
intakt ist. In UV-Bestrahlungs- und Chlorungs-Experimenten mit intra- und extrazellular
vorliegenden ARG sollte gezeigt werden, dass die Reduktion der ARG durch die
Behandlungen durch die Anwendung der LA gPCR deutlich besser abgebildet werden kann,
als durch die konventionell etablierten Methoden.

Fur die Versuche wurden Modellproben auf Basis von sterilem Reinstwasser angesetzt. Die
in Tabelle 4-2 aufgefihrten Primer fur blaTEM und sull wurden verwendet, um die
entsprechenden Genfragmente in einer PCR zu amplifizieren. Die Konzentration der sull-
PCR-Produkte, mit einer Genlange von 840 bp, wurde mit dem High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) aufgereinigt und mit dem Qubit Nanophotometer (life technologies)
nach Anfarbung der DNA mit dem Qubit® dsDNA BR Kit vermessen und laut Gleichung (3-1)
auf eine Konzentration von 10° GC/mL eingestellt. Die gleichermaRen aufgereinigten und
vermessenen Fragmente des blaTEM-Gens mit einer Lange von 861 bp wurden verwendet
um sie, wie bei der Standardherstellung, in das pGEM-T Vektorsystem zu ligieren und
anschlie3end in den kompetenten E. coli Stamm JM109 zu klonieren (siehe Kapitel 3.6.1 und
3.6.2). Nach der Klonierung wurden die Zellen in LB-Medium mit 50 pg/mL Ampicillin unter
Schutteln bei 37 °C kultiviert, durch Zentrifugation bei 2000 x g fir 10 min geerntet und in
sterilem Leitungswasser resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Durchflusszytometrie
vermessen und die Arbeitslosung auf 10° Zellen/mL eingestellt. Mit der am Tag der
Durchfiihrung frisch angesetzten Arbeitslosung (bestehend aus 10° GC/mL frei vorliegenden
sull-Fragmenten und 10° Zellen/mL mit blaTEM klonierten E. coli) wurden Chor- und UV-
Behandlungsexperimente durchgefihrt.

Fur das Chlorbehandlungs-Experiment wurden die Wasserproben, die mit exemplarischen
Bakterien und Resistenzgenfragmente versetzt wurden, in sterile 100-mL-Glasflaschen
transferiert. Natriumhypochlorit wurde aus einer standardisierten Stammlésung (ca. 120 mg/L)
zugegeben, um verschiedene Konzentrationen (0-1,5 mg/L, in Duplikaten) an freiem Chlor zu
erhalten. Die Proben wurden vorsichtig von Hand gemischt und 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentrationen von freiem Chlor und Gesamtchlor wurden
mit einem NANOCOLOR® Rohrchentest (Macherey-Nagel) gemessen. Nach einer
Kontaktzeit von 30 min wurde Natriumthiosulfatlésung (1,5%) zugegeben, um die Reaktion zu
beenden.
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Die UV-Behandlung wird nach einem standardisierten Protokoll von Bolton et al. (2015) eine
kollimierte Niederdruck-Strahlenbestrahlung bei 253,7 nm in Duplikaten durchgeftihrt. Das UV-
Geréat (siehe Abbildung 3-11) enthélt eine Niederdruck-Quecksilberlampe, die horizontal in
einem Gehause montiert ist. Die Unterseite des Gehauses hat eine kreisférmige Offnung oder
Blende, die es ermdglichte, UV-Licht zu der unter der Offnung befindlichen Probe
durchzulassen. Von der Probe werden 10 mL in sterile Petrischalen (94 mm) geflllt und auf
einem Magnetrihrer unter der Offnung des UV-Gerates platziert.

Abbildung 3-11 Kollimiertes Bestrahlungssystem zur Niederdruck-Bestrahlung von Proben bei 253,7 nm.

Die Bestrahlungsstarke wurde mit dem Referenzradiometer IL Metronic MUV 2.4
(Sensortechnik GmbH) bestimmt. Die an die Suspension abgegebene Dosis wurde mit Hilfe
der integrierten Software berechnet, die eine Reihe messbarer Faktoren beriicksichtigt,
darunter die einfallende Bestrahlungsstérke, die Gleichmafigkeit des Bestrahlungsfeldes, die
Ultraviolett-Transmission der Probe, die Reflexion an der Probenoberflache und die Divergenz
des Strahls beim Eintritt in die Probe. Verschiedene Bestrahlungsenergien (0-800 J/m?, in
Duplikaten) werden durch die Anwendung unterschiedlicher Belichtungszeiten eingestellt.
Nach der Bestrahlung wurden die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur
im Dunkeln gelagert.

Nach den Behandlungen und der Abstoppung der Versuche durch Natriumthiosulfat (Chlor-
Experimente) oder Dunkelheit (UV-Versuche) wurden jeweils Proben fir die direkte qPCR-
Analyse der freien ARG entnommen sowie Proben, die anschlieBend zur DNA-Extraktion der
intrazellularen ARG mit dem Bacterial XPress Kit (Merck Millipore) verwendet wurden.

3.8 Laborversuche zur Elimination von Resistenzgen-Fragmenten durch
Layer-by-Layer beschichtete und unbeschichtete Ultrafiltrations-Membranen

Fur die Versuche zum Ruckhalt von DNA-Fragmenten wurden PES Ultrafiltrations (UF)-
Membranen der Firma Inge GmbH verwendet (Multibore®, 100 kDa MWCO, DuPont). Dafir
wurden spezielle Einzelfasermodule mit einer Flache von 0,05 m? und einem Totvolumen von
ca. 12 mL verwendet (siehe Abbildung 3-12). Eine spezielle Layer-by-Layer-Beschichtung, bei
der alternierend Polykationen (Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC), 20%
Losung, MW 250-350 kDa, Sigma Aldrich) und Polyanionen (Poly-(4-styrenesulfonsaure)
(PSS), MW 1000 kDa, Sigma Aldrich) auf die Membranoberflache aufgebracht werden, wurde
von der Firma Surflay Nanotec GmbH entwickelt und in den beschriebenen Experimenten
vergleichend getestet. Durch die innovative Beschichtungstechnologie fir UF-Membranen
kann ein hoher Flux durch die UF-Membran-Basis mit einer erh6hten Filtrationsleistung durch
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die Beschichtung erreicht werden. Dabei wird der Rickhalt von lonen und geladener
organischer Molekile, wie DNA, durch die geladenen Oberflacheneigenschaften der
Beschichtung zusatzlich beeinflusst. Die Beschichtung kann je nach Anwendung somit speziell
auf den zuriickzuhaltenden Stoff angepasst werden. Fir das Experiment zum Rickhalt von
DNA-Fragmenten wurden zwei Beschichtungsarten verglichen. Bei 4DL wurden insgesamt
vier Doppelschichten der Polyan- bzw. Polykationen aufgebracht, mit PDADMAC (positives
Zeta-Potential) als primére Schicht direkt auf der Membranoberflache. Bei 4,5DL wurde eine
zusatzliche Schicht PSS (negatives Zeta-Potential) als primére Schicht vor den vier
Doppelschichten PDADMAC/PSS aufgetragen. Beide Module (4DL und 4,5DL) wurden mittels
PEG-Filtration charakterisiert und wiesen einen Cut-Off von ca. 384 Da auf, was dem Cut-Off
von Nanofiltrationsmembranen gleicht (Niestroj-Pahl et al. 2020).

Fur die Herstellung der ARG-Fragmente wurden Resistenzgene mit definierter Lange zu
autoklaviertem Reinstwasser dosiert. Die Fragmente wurden mit spezifischen Primern (siehe
Tabelle 3-12) mittels PCR amplifiziert und anschlie@end mit Nuklease-freiem Wasser
(UltraPureTM Distilled Water, Thermo Fisher) auf definierte Konzentrationen von ca. 108
Genkopien/uL in der Arbeitslésung nach fluorometrischer Messung der DNA-Konzentration
mit dem Qubit Nanophotometer verdinnt.

Tabelle 3-12 Verwendete Genfragmente fir Filtrationsexperimente. Die MolekiilgréRen wurden durch die Eingabe
der Gensequenz des Amplifikats mit dem Tool Nuc-MW von EnCor-Biotechnology Inc. berechnet.

Gen Amplikon-Lange [bp] Molekiilgré3e der dsDNA [kDa] Primer/ Referenz
16S rDNA 1500 941 Hendrickson et al. (2002)
vanA 1030 641 Clark et al. (1993)
sul2 722 446 Maynard et al. (2003)
ermB 405 263 Gevers et al. (2003)
intll 196 212 Barraud et al. (2010)
mecA 91 56 Volkmann et al. (2004)

Die aufgelisteten Gene wurden aufgrund ihrer Fragment-Langen fiir die etablierten gPCR-
Reaktionen und ihrer Relevanz in Umweltwasserproben ausgewdahlt. Vor und nach der
Membranfiltration (insgesamt 1 bis 5 Stunden Filtrationsprozess) wurden eine Feed-Probe und
eine Probe des vereinten und gemischten Permeats entnommen und als Vorlage fiir die gPCR
verwendet. Zusatzlich wurde eine Probe des Retentats nach Abschluss des

Filtrationsprozesses entnommen.

’ Einzelfaser-Kapillare ‘

Innen-nach-AuBen-Filtration

A4
"-.%, [}

1

Feed

Potting/Dichtung

Potting/Dichtung

Abbildung 3-12 Modul mit einer modifizierten Einzelfaserkapillare fur die ARG-Filtrationsexperimente.

Um die Wirkung der LbL-Beschichtung zu bewerten, wurden unbeschichtete und beschichtete
PES-Membrankapillaren fur die Filtrationen verwendet. Die Arbeitslosung wurde mit einer
Peristaltikpumpe durch die Module gepumpt. Vor dem Betrieb mit der ARG-L6sung wurden
alle Module mit sterilem Reinstwasser betrieben, um die mit Glycerin konservierten
Trockenmodule zu rehydrieren und die Durchflussrate zu bestimmen. Die Flussraten fur die
durchgefuhrten Dead-End-Filtrationen unterschieden sich geringfugig zwischen den
getesteten Kapillaren und lagen zwischen 0,9 und 2,2 mL/min. Alle Schlauche und Adapter
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wurden zuvor mit einer 500 ppm NaOCI-Lésung und destilliertem Wasser gespult. Der Aufbau
des Experimentes ist in Abbildung 3-13 dargestellt.

Abbildung 3-13 Aufbau der Filtrations-Versuche mit Einzelfaser-Membranen. 1) Reservoir mit ARG-Fragmenten,
2) Schlauchpumpe, 3) Zulauf zum Membranmodul, 4) Ablauf des Filtrats nach Innen-nach-Auf3en-Filtration, 5)
Ablauf fir Spulung (Durchfluss durch Kapillar-Innenraum), 6) Reservoir zur Sammlung der Filtrat-Fraktion mit
Aufzeichnung der Volumen-Zunahme.

Um die Effizienz der gro3enabhangigen Entfernung der Genfragmente von den Membranen
zu bestimmen, wurde der Siebkoeffizient So nach Gleichung (3-3) gemaf? der Arbeiten von
Latulippe et al. (2007) und Ager et al. (2009) ermittelt.

_ GC(Fil) [uL™"] - V(Fil)[mL]
07 GC (Feed)[uL=1] - V(Feed)[mL]

(3-3)

Dabei ist GC(Fil) die im Filtrat gemessene Genkopienkonzentration, V(Fil) das Volumen der
Filtrat-Fraktion (gepoolt), GC(Feed) die gemessene Genkopienkonzentration im Feed und
V(Feed) das absolute Volumen, das fir die Filtration verwendet wurde.

Zusatzlich wurde durch die Ermittlung der Retention nach Gleichung (3-4) auch der spezifische
Cut-Off fur Genfragmente (MWCObpna) der unbeschichteten Membran graphisch bestimmit.
Dieser ist definiert durch die Molekilgrofie, bei der eine 90 %-ige Retention erzielt wird.
Aufgrund der limitierten Anzahl von Genfragmenten fir die Bestimmung wurde zur
Vereinfachung eine lineare Regression angewendet und der Bereich der beiden Fragmente,
zwischen denen die 90 % erreicht wurden, als Cut-Off-Annéherung festgelegt.

Cr:
Retention [%] =1 — <ﬂ> -100 (3-4)

Feed

Dabei ist criy die Konzentration der Genkopien im Filtrat nach einer bestimmten Zeit und Creed
die Konzentration der Genkopien im Feed.

Um auch die an die Membran gebundenen ARG zu bestimmen, wurde ein 24-Stunden-
Inkubationsexperiment mit beschichteten und unbeschichteten Einzelfaserkapillaren
durchgefihrt. Im Einzelnen wurden 50 mL der ARG-Arbeitslosung (10® GC/uL in
autoklaviertem Reinstwasser) in ein steriles 50-mL-Reaktionsrohrchen Gberfihrt und mit
10 cm (in 5 Stiicke von 2 cm Léange geschnitten) der Membran bei Raumtemperatur fir 24 h
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inkubiert, entsprechend den von Latulippe et al. (2007) durchgefiihrten Experimenten. Vor der
Inkubation wurden die Membranen in funf gleich grof3e Stiicke von 2 cm geschnitten und
Langsschnitte erstellt. Nach 24 Stunden wurde die Gesamt-DNA direkt von den Membranen
mit dem Fast DNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) gemé&fR den Anweisungen des
Herstellers extrahiert. Dazu wurde die an die Membranen gebundene DNA mit Lysing Matrix
E Beads in einem FastPrep-24 Gerat (MP Biomedicals) mechanisch eluiert. Zuséatzlich wurde
die Arbeitsldsung nach 0 und 24 Stunden beprobt, um festzustellen, ob die Genfragmente in
der Lésung durch die Adsorption an die Membran reduziert werden. Eine Negativkontrolle
wurde parallel zu einem Réhrchen mit der ARG-Arbeitslésung ohne Membran und fir jede
getestete Membran bzw. ein R6hrchen mit der Membran ohne ARG-Fragmente durchgefuhrt.
Die Quantifizierung der Genfragmente erfolgte mittels gPCR.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen in aquatischen Umweltproben

4.1.1 Resistenzgen-Monitoring im Tai See, China
Saisonale Unterschiede

Um das Aufkommen von Resistenzgenen im Tai See saisonal zu erfassen, wurden im
November 2018 (Herbst), Méarz 2019 (Frihling) und August 2019 (Sommer) Schopfproben
mittels gPCR auf ein breites Spektrum von ARG untersucht. Die untersuchten ARG umfassen
Vertreter verschiedener Resistenzgenklassen, darunter Sulfonamid- (sull, sul2), B-Laktam-
(blaTEM, blaCTX-M-32, blaNDM-1), Methicillin- (mecA) und Colistin- Resistenzen (mcr-1).
Parallel dazu wurden die bakterielle DNA (16S rDNA) und das mit Gentransfer assoziierte
Integrase-Gen intll quantifiziert. An jeder Probenahme-Stelle wurde Wasser aus drei
Horizonten der Wassersaule (Oberflache, mittlere Tiefe, GUber Boden) entnommen und die
gemessenen Werte gemittelt.

In Abbildung 4-1 sind die gemittelten Werte fur die drei Jahreszeiten dargestellt. Die
Konzentration des 16S Gens variiert kaum zwischen Herbst, Frithling und Sommer und liegt
zwischen 6,3-6,9 log (+0,1-0,6) Genkopien pro mL (GC/mL), wobei der niedrigste Wert im
Herbst zu finden ist. Aufgrund der niedrigeren Temperatur kann es hier zu geringerem
Bakterienwachstum im See gekommen sein. Als einziges der untersuchten ARG weist sull im
Herbst mit 5,1 log (x0,5) GC/mL die im Vergleich zu Frihling und Sommer hochste
Genkopienzahl auf. Bei sogar leicht reduzierten 16S-Konzentrationen spricht das fur eine
deutlich erhdhte Abundanz von Sulfonamid-resistenten Bakterien. Dies kann mit hoherer
Verabreichung von Sulfonamid-Antibiotika in der kalten Jahreszeit und damit héheren
Ruckstanden im Abwasser mit folgendem Eintrag in das Oberflachenwasser
zusammenhangen. Jiang et al. (2011) konnten beispielsweise deutlich erhéhte
Konzentrationen von Sulfomethazin im Dezember im Fluss Huangpu (Shanghai) feststellen
und beschreiben auRerdem die verstarkte Persistenz des Antibiotikums in der aquatischen
Umwelt, aufgrund einer hohen Hydrophilie und damit Mobilitat im FlieBgewéasser. Dadurch
kann das Antibiotikum lange Strecken im Fluss zuriicklegen und dabei in subinhibitorischen
Konzentrationen auch die Resistenzentwicklung von Bakterien fordern. Auch Sulfioxazole
werden zur Behandlung von Krankheiten beim Menschen eingesetzt und konnen zur
Entwicklung von Sulfonamid-Resistenzen beitragen (Liu et al. 2017).

Im Gegensatz zu sull sind die meisten untersuchten ARG (darunter blaCTX-M-32, blaNDM-1,
mecA, mcr-1), sowie auch das Integrase-Gen intl1, im Sommer mit hdheren Genkopienzahlen
vertreten als im Herbst: Durch die héheren Temperaturen kann es zu starkerem Wachstum
von ARB (z.B. Pseudomonaden) kommen. Da die Konzentrationen der 16S rDNA hingegen
nicht signifikant steigen spricht das dafir, dass das verstarkte Wachstum der ARB im Sommer
zu einer Verdrangung/ Unterdriickung von oligotrophen Umweltorganismen fihrt, die sich in
den Wintermonaten bei kalteren Temperaturen wegen besserer Adaption vermutlich verstarkt
durchsetzen kdnnen. Moglicherweise handelt es sich auch um frei oder in Phagen vorliegende
DNA, was ebenso die Konstanz der 16S rDNA bei gleichzeitiger Erhéhung der ARG erklaren
koénnte. Calero-Caceres und Muniesa (2016) konnten beispielsweise die hdhere Persistenz
von blaTEM-tragenden Phagen bei niedrigeren Wassertemperaturen (4 °C) experimentell
belegen. Der enorme Anstieg von mecA von nicht nachweisbaren Genkopien (< BG) im
Winter, 2,0 log (x0,1) GC/mL im Frihling bis 4,0 log (x1,8) GC/mL im Sommer kénnte zum
einen mit erhdhter Produktion von Antibiotika fir den Herbst zusammenhangen, die
antizyklisch stattfinden muss. Auch mdglich ist ein erhdhter Eintrag von Giulle aus der
Fleischproduktion in den Wasserkreislauf, wegen der im Sommer erhéhten Bewirtschaftung
umliegender Felder. Trotz seit 2005 sinkendem Trend weil3 man, dass mecA tragende Multi-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA) immer noch sehr relevant in der Massentierhaltung



ERGEBNISSE UND DISKUSSION | 47

und vor allem der Schweinezucht sind (Gan et al. 2021). Der Tai See ist zudem fur eine starke
Bewirtschaftung mit Aquakulturen, darunter vor allem die Krabben- (Hairy Crab, White shrimp)
und Whitefish-Zucht, bekannt (Tai und Ellis 2008). Ergebnisse von Wang et al. (2018)
beschreiben die Detektion der hdchsten Antibiotika-Konzentrationen, resultierend aus
erhohter Krabbenzucht, ebenfalls im Sommer. Vor allem in Aquakulturen ist prophylaktischer
und wachstumsférdernder Einsatz von groBen Antibiotika-Mengen noétig, um hohe
Produktionsraten zu sichern (Shao et al. 2021). In Experimenten mit Zuchtfischen konnte
gezeigt werden, dass diese die verfutterten Antibiotika innerhalb von 24 Stunden ausscheiden
und die Konzentration im Wasser daraufhin ansteigt (Zhang et al. 2021). Hier werden
vermutlich auch ARB mit ausgeschieden oder Bakterien in der Umwelt entwickeln Resistenzen
aufgrund ihrer Exposition mit erhéhten Antibiotika-Konzentration.

Sogar mcr-1 ist im August in geringer Menge nachweisbar (0,3 log (x0,8) GC/mL), obwohl es
sich um eine Resistenz gegen ein humanes Reserve-Antibiotikum (Colistin) handelt. Colistin
wird in der Massentierhaltung haufig als Futterzusatz eingesetzt, was zur Entwicklung und
Verbreitung der mcr-1 Resistenzen fiihren kann. In China wurde dieser Einsatz als
Futterzusatz jedoch 2016 verboten (Walsh und Wu 2016), weswegen die mcr-1 Konzentration
so gering ist. Dennoch unterstreicht das Ergebnis fir mcr-1, dass Resistenzen gegen das
verbotene Antibiotikum immer noch im Tai See zu finden sind. Auch in anderen chinesischen
Oberflachenwéassern konnte das mcr-1 Gen, sowie das blaNDM-1 Gen, im Zusammenhang
mit einem hohen Aufkommen von Massentierhaltung in der Region in ahnlichen
Konzentrationen detektiert werden (Yang et al. 2017).

Die deutlich htheren Konzentrationen des B-Laktamase-Gens blaCTX-M-32 im August von
2,03 log (£1,4) GC/mL im Vergleich zu den kalteren Monaten November und Méarz, passen zu
den Ergebnissen aus einem friheren Monitoring des Tai Sees, wo das Gen im Juni und
September detektiert werden konnte, nicht aber im November und Februar (Stange et al.
2019b). B-Laktame werden in der Tierhaltung (z.B. Schweinezucht) eingesetzt, die am Tai See
vielerorts betrieben wird (Yang et al. 2019).

Die leicht erhdhten Konzentrationen von intll im Monat August von 4,0 log (x0,9) GC/mL
lassen vermuten, dass auch die Aktivitat des HGT bzw. des Austauschs von Plasmiden
zwischen Bakterien (Konjugation) erhdht sein konnte. Das parallele Vorkommen von
Resistenzgenen mehrerer AB-Klassen mit erhdhtem Aufkommen von intll unterstreicht
nochmal den Bedarf der Standardisierung des ARG-Monitorings. Wobei eine durch eine
regelmaRige Uberwachung vor allem in Ab- und Trinkwéssern die das Risiko einer potentiellen
Ubertragung der Resistenzen auf klinisch relevante Keime reduzieren konnte. Als einziges der
untersuchten ARG tritt blaTEM im Méarz deutlich erhéht auf mit im Mittel 2,5 log (£0,5) GC/mL.
Dennoch ist auch die gemessene Peak-Konzentration im Frihjahr vergleichsweise geringer
als in anderen anthropogen beeinflussten Oberflachengewassern in der Region rund um
Shanghai (Huang et al. 2019; Jiang et al. 2013).
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Abbildung 4-1 Antibiotikaresistenzgene in Tai See-Proben zu verschiedenen Jahreszeiten. Alle Proben wurden
Uber drei Horizonte der Wasserséaule entnommen. Die drei Werte wurden je gemittelt. Mit * markierte Proben sind
< BG (~ 1 GC/mL). Die dargestellten Proben (alle NJ A, B, C) sind in Tabelle 3-2 beschrieben. Rohdaten sind in
Anhang 8.2.1 zu finden.

Vergleich von Wasser- und Sedimentsaule

Zusatzlich zum saisonalen Vergleich der ARG in Wasserproben aus dem Tai See, wurden
Sedimentkerne unter entsprechend beprobten Wassersaulen entnommen, und diese in
mehrere 3-5 cm Schichten geteilt und nach DNA-Extraktion auf die Resistenzgene untersucht.
Die DNA des Sediments wurde direkt extrahiert, wahrend das DNA-Extrakt aus der
Wassersaule bei der Membranfiltration zurtickgehaltenen Fraktion gewonnen wurde. Um die
ARG beider Seekompartimente, Pelagial bzw. Wassersaule und Benthal bzw. Sedimentséaule,
besser miteinander vergleichen zu koénnen, wurde fur die Wasserproben der Gehalt der
Feststoffe pro Liter Wasser durch separate Filtration einer Wasserprobe tber einen 0,45 um
Polycarbonatfilter bestimmt und die ermittelten Genkopien darauf bezogen. In Abbildung 4-2
sind die Genkopien mehrerer Resistenzgene aus verschiedenen Klassen, diel6S rDNA und
intll Gber die gesamte beprobte See/Sediment-S&ule von den beiden nahe beieinander
gelegenen Standorten der ehemaligen Krabbenzucht (Crabfarm, CF) und der
Wasserentnahmestelle (Intake-Area, Wul) des Wujiang Wasserwerks im Sid-Osten des Tai
Sees dargestellt. Beide Sedimentkerne und Wasserproben wurden am selben Tag im Marz
2019 genommen. Die ehemalige Crabfarm wurde im Jahr 2018 stillgelegt und war somit fur
die Probenahme zuganglich. Der hier entnommene Sedimentkern hatte insgesamt 32,5 cm
Lange, was im Vergleich zu dem entnommenen Sedimentkernen in der Intake-Area des
Wujiang Wasserwerks (Wul) mit 18 cm deutlich tiefer ist. Aufgrund einer hohen
Bewirtschaftung dieser Stelle im Tai See kdnnte in den letzten Jahren mehr Sediment
angefallen sein. Mundlichen Uberlieferungen der Wasserwerksbetreiber zufolge wurde an der
Stelle Wul jedoch eine Abtragung von Sediment vorgenommen. Der Tai See ist seit dem
industriellen Aufschwung in den 1970er bis 90er Jahren (Huang et al. 2015; King und Tong
1994) mit Kontaminanten aller Art belastet. Um die Wasseraufbereitung im Wasserwerk
effizienter zu gestalten, ist eine Entfernung von 10-20 cm des Sediments an einer
entsprechend belasteten Stelle sinnvoll. Auch andere Quellen belegen die Abtragung von
Sediment im Tai See als allgemein durchgefuhrte Malinahme in Folge der Trinkwasser-Krise
im Jahr 2007 (Qin et al. 2019). Diese Entfernung von Sediment fuhrt dann zur Reduzierung
der Schichtdicke. Das kann auch der Grund fiir den weniger tiefen Wul-Sedimentkern sein.
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Abbildung 4-2 Genkopien in der Tai See CF und Wul-Wasser/Sediment-Saule pro Gramm des Feststoffs in der
Wasserphase/ bzw. pro Gramm Sediment. Links: Sedimentkern der Crabfarm (CF Marz 2019) und darlber
liegendes Oberflachenwasser bzw. Wasser direkt Gber dem Sedimentkern. Rechts: Sedimentkern im Bereich der
Water-Intake-Area des Wujiang Wasserwerks (Wul Mérz 2019) und dariiber liegendes Oberflachenwasser bzw.
Wasser direkt iber dem Sedimentkern (Probenbeschreibung in Tabelle 3-2). Auch blaCTX-M-32, mecA und mcr-1
wurden untersucht, blieben aber ohne Befund (< BG).

Die oberste Schicht des Sedimentkerns der ehemaligen Krabbenzucht weist mit 9,4 log GCl/g
insgesamt die hdochsten 16S Konzentrationen auf, was eine hohere Biomassen-Konzentration
bedeutet. Diese Werte passen zu in friheren Kampagnen ermittelten Werten in
Sedimentkernen in nordlicheren Regionen des Tai Sees (Stange et al. 2019b). Die oberste
Schicht des Sediments steht im stetigen Austausch mit dem Wasser des Tai Sees, das durch
Eintrag von industriellem und landwirtschaftlichen Abwéssern (Qin et al. 2007) und dem durch
weitere anthropogene Einfliisse stets hohen Eintrag von Nahrstoffen wie Stickstoff (Duan et
al. 2009) und neuer ARB das Wachstum von weiteren Mikroorganismen begunstigt. Die
hoheren Konzentrationen der meisten Gene, die an den Feststoffen in der Wasserphase des
Sees assoziiert sind, bestéatigen dies. Es ist zu beachten, dass es sich um eine punktuelle
Beprobung handelt. Der Zugang zu den beiden Probenahme-Stellen ist sehr begrenzt und
wurde nur einmalig unter strikten Auflagen von zustédndigen Behdrden genehmigt. Da es sich
um einen Flachwasser-See von im Mittel nur 2 m Tiefe handelt, kann der Austausch von
Schad- und Nahrstoffen zwischen Sedimentphase und der Wassersaule im Vergleich zu
anderen Seen mit tieferem Wasser deutlich starker sein. Je nach Wetterbedingungen (Wind,
Regen, Sonne) kann extrem viel oder extrem wenig aufgewirbeltes Sediment in einer
Wasserprobe vorkommen. Direkt Gber dem Kern befinden sich immer mehr Schwebstoffe in
einer Wasserprobe, als an der Oberflache des Sees, was durch die Nahe zum Boden, aber
auch durch die Aktion der Probe-Entnahme begriindet ist. Fir die Oberflachenwasser-Proben
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wurde ein FS-Gehalt von 44,2 (Wul A) bzw. 14,0 mg/L (CF A) ermittelt, wahrend fir die
Kernwasserproben ein Gehalt von 95,8 (Wul C) und 74,5 mg/L (CF C) ermittelt wurde. Deshalb
ist es fur den Vergleich beider Kompartimente umso wichtiger, die Bezugsgrof3e zu
vereinheitlichen. So wird deutlich, dass die Wasserphase des Tai Sees, durch kontinuierliche
Eintrage, stets starker mit Bakterien und ARG belastet ist, als das Sediment. Diese Annahme
bestétigt sich auch flr den Vergleich eines weiteren Sedimentkerns, der im August 2019
zusammen mit den dazugehorigen Wasserproben von Oberflache und direkt tber Seegrund
an der Position der NIGLAS Jetty Station im Nord-Osten des Tai Sees beprobt wurde (Daten
nicht gezeigt, siehe Abbildung 8-1, Anhang).

Das Muster der Gene 168S, intl1, sull und sul2 ist zwischen der dritten Sedimentschicht des
CF-Kerns (12-18 cm, CF C) und der obersten Wul-Kern-Schicht (0-6 cm, Wul A) sehr &hnlich,
wobei hier sull mit 5,7 bzw. 6,5 log GC/g in héherer Konzentration nachgewiesen wurde als
sul2 mit 5,5 bzw. 6,9 log GC/g. Dies kdnnte ein Beleg dafir sein, dass vor der Abtragung von
Sediment an der Stelle Wul die nun obenliegende Schicht eigentlich in 12-18 cm Tiefe lag. Die
beiden darunterliegenden Schichten von Wul (Wul B und C) passen gut zu den Mustern der
CF Schichten in 18-24 (CF D) und 24-30 cm Tiefe (CF E), wobei hier nun sul2 die
Konzentrationen von sull mit mindestens 0,6 und maximal 1,5 log GC/g Uberschreitet. Um die
mogliche Abtragung der oberen Wul-Sedimentschichten zu verbildlichen ist die Verschiebung
des Konzentrationsverlaufs beispielhaft anhand von sull in Abbildung 4-3 dargestellt. Zudem
wurden die Konzentrationsanderungen des Gens hier anhand von Isotopen-basierten
Datierungen des sud-¢stlichen Bereichs des Tai Sees mit einer angenommenen
Sedimentationsrate von 3 mm/Jahr (Yao et al. 2013) im zeitlichen Verlauf der letzten
Jahrzehnte bis 2019 dargestellt. Dabei ist zu beachten, dass es sich lediglich um eine mittlere
Annahme handelt und die Sedimentationsraten nicht konstant sind, da sie stets stark von
Temperatur- und Wetterdnderungen beeinflusst werden (Liu et al. 2016). Bei der Darstellung
im zeitlichen Verlauf fallt auf, dass der starke Anstieg von sull bei mittlerer Sedimentationsrate
von 3 mm/Jahr fir den CF-Kern um das Jahr 1970 beginnt. Hier beginnt die wirtschaftliche
Region um den Tai See zu prosperieren, was mit einem starken Bevolkerungswachstum und
der Zunahme der Bewirtschaftung des Tai Sees in Form von Aquakultur einhergeht (Li et al.
2018). Daten belegen, dass es bereits um 1978 Aquakultur gab und diese in den folgenden
30 Jahren enorm zunahm (zitiert in Mo et al. 2017). Verschiebt man die sull-Werte der
Schichten des Wul-Kerns um je im Mittel 10 cm nach unten, verbildlicht dies die Abtragung
der obersten Sedimentschicht. So passen die beiden unteren Wul-Schichten nahezu perfekt
zum Verlauf von sull CF. Die obere Schicht hingegen weist erneut hoher Konzentrationen fir
sull auf, da diese Schicht stets mit belastetem Wasser in Wechselwirkung steht.

—— sull WulA-C  — sullCFA-F .
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Abbildung 4-3 Zeitliche Darstellung des sull-Konzentrationsverlaufs in den Sedimentkernen von Wul und CF unter
Annahme einer Sedimentationsrate von 3 mm/Jahr (links) und zusatzlich 10 cm Sedimentabtragung von Wul
(rechts).

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Sedimentationsprozesse im Tai See dominieren,
da in den Wasserproben in der Regel eine gréf3ere Variation an ARG nachgewiesen werden
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konnte als in den darunterliegenden Sedimentschichten. Aufgrund der mittleren Tiefe des
Sees von nur 2m ist Resuspension in Folge von starkeren Winden jedoch nicht zu
vernachlassigen und kann zur Remobilisierung von Resistenzen beitragen. Da diese auch in
den tieferen Sedimentschichten noch nachweisbar sind, beweist dies die hohe Persistenz der
Antibiotikaresistenzen im Sediment. Da in Laborexperimenten bereits die Instabilitét von freien
ARG in Sedimenten belegt werden konnte (Brown et al. 2020), liegen die nachgewiesenen
Resistenzen vermutlich als bakterielle DNA oder gebunden an Partikeln vor, die sie vor einer
Degradierung schitzen konnen (Zarei-Baygi und Smith 2021).

4.1.2 Resistenzgen-Monitoring in Oberflachengewassern in Deutschland

Die bakterielle 16S rDNA, das Integrase-Gen intl1l sowie mehrere hochrelevante ESBL-Gene,
Cephalosporin-Resistenzgene und Carbapenem-Resistenzgene wurden in den DNA-
Extrakten der 28 Oberflachenwasserproben quantifiziert. Fur die Proben deutscher
Oberflachengewdasser, die von Wasserversorgern in regelméaRigen Abstanden zur Verfigung
gestellt wurden, wurde sich auf die Gruppe der B-Laktam-Resistenzen fokussiert, da die
selben Proben auch fir die Etablierung von Kulturverfahren zum Nachweis B-Laktam-
resistenter Umweltbakterien verwendet wurden. Die Ergebnisse fur die absoluten Genkopien
pro 1 mL Probe sowie die positiven Ergebnisse (in %) pro untersuchter Probenanzahl sind in
Abbildung 4-4 dargestellt. Da viele Umweltbakterien deutlich langsamer wachsen und
aufgrund der Konkurrenzsituation im Kulturverfahren nicht erfasst werden, liefert die
molekularbiologische Untersuchung von Gesamt-DNA-Extrakten wichtige Informationen.

Die Cephalosporin-Resistenzgene (CeR) blaTEM und blaCMY-2 wurden mit der héchsten
Haufigkeit in 10 bzw. 26 Proben der untersuchten Proben gefunden (36 und 93 %), wahrend
fur Carbapenemase-Gene (CaR) wie blaOXA-48 und blaKPC-3 nur 2 bis 6 der Proben (7-
21 %) positiv waren. Diese Ergebnisse stimmen mit einer anderen Studie Uberein, in der
festgestellt wurde, dass B-Laktam-Resistenzen und insbesondere Cephalosporin-Resistenzen
in Flusswasserproben sehr haufig (fast 100 %) sind, wahrend Carbapenem-Resistenzen eine
deutlich geringere Haufigkeit aufweisen (Chaturvedi et al. 2021). Das Gen blaCMY-2 weist
unter allen getesteten B-Laktamase-Genen die hdchsten Genkopien-Konzentrationen von
1,9 (20,75) log Genkopien/mL auf.
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Abbildung 4-4 Genkopien pro mL Probe fir untersuchte Oberflachenwasserproben aus Deutschland (links) und
Prozentanteil der positiven Ergebnisse (rechts) fur n=28 Proben (gelistet in Tabelle 3-1, OW1-28). Die Gene sind
nach ihrer Ausprdgung von Cephalosporin-Resistenz, Carbapenem-Resistenz gruppiert (Einordnung It. CARD-
Datenbank: https://card.mcmaster.ca/).

Das CeR-Gen blaCMY-2 wurde in den hdchsten Konzentrationen und mit der hochsten
relativen Haufigkeit im Vergleich zu allen anderen untersuchten ARG nachgewiesen, und lag
damit auf dem gleichen Niveau wie Integrons der Klasse 1. Die Gene blaCTXM-32 und
blaOXA-48 wurden mit geringerer Haufigkeit (7 und 4 %) erfasst. Dieses niedrige Vorkommen
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Schwartz und Schmithausen (2020) und
Hembach et al. (2019), die diese Gene zusammen mit blaCMY-2 als intermediar
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vorkommende Gene in der Umwelt eingeordnet haben. Ein Grund fur diese Verschiebung
koénnte die begrenzte Anzahl der verschiedenen Probenahme-Stellen sein, die in dieser Studie
verwendet wurden. In internationalen Studien konnten bereits eine Vielzahl von ARG in
Bakterienisolaten mit klinischer Relevanz aus Oberflachenwassern nachgewiesen werden
(Hooban et al. 2020; Lamba et al. 2020; Lekunberri et al. 2017; Stange und Tiehm 2016b;
Tacédo et al. 2012; Wambugu et al. 2018; Wu et al. 2019; Zarfel et al. 2017). Diese Gene
konnten auch im Rahmen von diesem Forschungsvorhaben in den untersuchten
Oberflachenwasserproben detektiert werden. Auch blaVIM-2 und blaNDM-1 wurden in 21 %
bzw. 36 % der untersuchten Oberflachenwasserproben mit mittlerer Haufigkeit nachgewiesen.
Muller et al. (2018) fanden die blaVIM-Resistenzgene in Oberflachenwassern, wahrend
blakKPC, blaOXA-48 und blaNDM nur in Isolaten aus klinischen/kommunalen Abwassern
gefunden werden konnten. blaNDM-1 und blaTEM wurden mit Haufigkeiten von jeweils 36 %
in allen untersuchten Proben gleichermaf3en nachgewiesen. Generell wurden die meisten -
Laktamase Gene, aul3er blaCMY-2, nur knapp Uber der Bestimmungsgrenze (BG, ca. 1
Genkopie pro mL) mit Werten zwischen 0,11 und 0,59 log Genkopien/mL nachgewiesen. Der
Nachweis Uber der BG war hier nur aufgrund von Aufkonzentrierung durch Membranfiltration
moglich. Die Anwendung von Kulturverfahren kann hier bereits eine koloniebildende Einheit
auf einem N&hrmedium nachweisen. Die Bestimmungsgrenze ist im Kulturverfahren im
Vergleich zur molekularbiologischen Analytik empfindlicher. Andererseits kdnnen durch Kultur-
unabhangige PCR Verfahren oft mehr Resistenztypen erfasst werden, da nicht nur die DNA
der kultivierbaren Organismen, sondern auch die der nicht kultivierbaren, sowie zum Teil freie
DNA, an Partikeln adsorbierte DNA und DNA in Phagen erfasst wird.

4.1.3 Fazit des Resistenzgen-Monitorings

Mit zur Verfugung stehenden gPCR Methoden konnten zahlreiche Oberflachenwésser und
Sedimente aus China und Deutschland untersucht werden. Dabei wurde deutlich, dass die
Vorkommen bestimmter ARG (vorwiegend aus der Gruppe der Sulfonamid- und B-Laktam-
Resistenzen) in beiden Landern &hnliche Muster aufweisen. Dies unterstreicht die globale
Relevanz der Thematik. Da ARG auch in tiefen Sedimentschichten gefunden wurden, lasst
dies eine hohe Persistenz oder eine schnelle Ausbreitung Uber horizontalen Gentransfer
vermuten. Eine Weiterentwicklung von kulturbasierten Methoden und gPCR-Verfahren kann
helfen die Prozesse, die zur Persistenz oder Mobilitat von Resistenzen beitragen, besser zu
verstehen.
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4.2  Etablierung neuer Verfahren zum Nachweis von Antibiotikaresistenzen in
der Umwelt

4.2.1 Fraktionierung von Umweltproben

4.2.1.1 Vorversuche zur Etablierung der Methode

Antibiotikaresistenzen kénnen mit molekularen PCR-Methoden in der Umwelt bereits ubiquitar
in nahezu allen Arten von Proben nachgewiesen werden. In zahlreichen Publikationen wird
die Hypothese geauRert, dass die Umwelt eines der wichtigsten Reservoirs flr
Antibiotikaresistenzen darstellt (Bilal et al. 2020; Li et al. 2020; Westphal-Settele et al. 2018;
Wintersdorff et al. 2016). Genaue Wege der Verbreitung sind jedoch noch nicht ausreichend
geklart. Wie in Kapitel 2.2 ausgefihrt, tragen einerseits Resuspensions- und
Sedimentationsprozesse zur Mobilitdt von Resistenzen im Meter-Mal3stab bei. Andererseits
sind auf der um-Ebene Prozesse wie der horizontale Gentransfer (HGT) Protomotoren fir die
Ausbreitung der Resistenz-vermittelnden Gene. Ein besseres Verstandnis der Verteilung von
Antibiotikaresistenzen kann durch die Fraktions-basierte Untersuchung von Resistenzgenen
erzielt werden. Durch die Anwendung einer Kaskadenfiltration sollten in Vorversuchen
Sedimentpartikel und Bakterien unterschiedlicher GréZen (> 5 um, > 1,2 um, > 0,45 um und
> 0,2 um) voneinander getrennt werden, woflir eine Modellprobe mit Bakterien, Phagen, freien
DNA-Fragmenten (eDNA) und Silica-Partikeln verwendet wurde (siehe Kapitel 3.7.1.1 und
3.7.1.2). In Abbildung 4-5 sind die Ergebnisse der Messungen von Silicium (gemessen durch
V. Nischwitz, Forschungszentrum Jilich, Methode der ICP-MS), sowie der reprasentativen
Gene in den Filtraten dargestellt.
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Abbildung 4-5 Vorversuch zur Kaskadenfiltration: Konzentrationen von Silicium (Si, bestimmt mittels ICP-MS (links)
und der mittels gPCR bestimmten DNA Fragmente (Summe ARG/eDNA: sull, intll, Phagen: phiX und Bakterien:
16S rDNA) in den Filtraten wahrend der Kaskadenfiltration. Angabe der Komponenten in Tabelle 3-8.

Anhand der Messungen von Silicium (Si) kann man deutlich sehen, dass die Membranen 5
und 1,2 um die Silica-Partikel von 100 und 500 nm Grd3e im Modellsystem noch nicht
zuriickhalten. Allerdings kann im Filtrat < 0,45 und 0,2 um wider Erwarten fast kein Si mehr
nachgewiesen werden, obwohl die Poren der Membran mit 200 nm grdl3er sein sollten, als die
Silica-Partikel mit 100 nm. Dies verdeutlicht, dass eine exakte Trennung von
Sedimentpartikeln unter Realbedingungen mit der Kaskadenfiltration nicht vollstandig
reproduzierbar durchzufiihren ist, da durch Membran-Fouling auch kleinere Partikel von
groRRer-porigen Filtern zuriickgehalten werden. Nichtsdestotrotz kann eine grobe Trennung
von verschieden groRen Sedimentpartikeln bereits dazu beitragen, die Verteilung von an
Partikeln assoziierten ARG in Suspension besser einschatzen zu konnen und somit
Ruckschlisse auf deren Verbreitungs-Potential zu ziehen. Die Ergebnisse der qPCR, mit
Quantifizierung der eDNA anhand zweier gespikter Genfragmente, der Phagen anhand des
spezifischen Phagen-Gens und der Bakterien anhand ihrer 16S rDNA, zeigen erwartete
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Ergebnisse. Die eDNA wird ohne Reduktion in allen vier Filtraten wie im Feed nachgewiesen.
Gleiches gilt fur die PhiX174-Phagen, welche ebenfalls in der Fraktionen < 0,2 um
nachweisbar sind und somit das Ende der Kaskade erreichen. Dies zeigt, dass der Rickhalt
mit anderen Partikeln (hier Silica-Partikel) auf den Filtern vermutlich fur eine finale
Quantifizierung von ARG innerhalb der Fraktionen vernachlassigbar ist. Die Bakterien
wiederum werden von der 0,45 um PES-Membran wie erwartet zuriickgehalten und in den
folgenden Filtraten kann die 16S rDNA somit nicht mehr nachgewiesen werden (< BG). Auch
dieses Ergebnis war hinsichtlich einer Anwendung fir die Prozessierung von
Rohwasserproben vielversprechend, da die Abtrennung der Bakterienfraktion sichergestellt
ist.

Im nachsten Schritt sollten die Komponenten der Fraktion < 0,2 um analysiert werden, die
Phagen und eDNA-Fragmente beinhalten kdnnten. Da die Konzentrationen in einer
Umweltprobe hierfir haufig zu gering sind, wurde eine Riuihrzelle mit einer
Ultrafiltrationsmembran von 5 kDa MWCO, die eine Aufkonzentrierung unter Druck ermdglicht,
verwendet und verschiedene Bedingungen It. Kapitel 3.7.1.2 verglichen. Die Ergebnisse in
Abbildung 4-6 zeigen deutlich, dass die Filtration mit der 0,2 um Membran sowohl die eDNA
als auch die Phagen kaum zurtickhalt.
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Abbildung 4-6 Aufkonzentrierung der Fraktion < 0,2 um (eDNA (Summe der freien ARG-Fragmente ermB und
vanA) und Phagen (phiX)) im Vergleich zur Standardfiltration mit der 0,2 um PES Membran. AlICls: Benetzung der
beiden Test-Membranen mit Aluminium-Chlorid zur Erh6hung des Ruckhalts.

Die Analyse der Filter ergab Konzentrationen knapp tber der Bestimmungsgrenze, wéhrend
im Filtrat Gber 97 % wiedergefunden werden konnen. Die DNA der Phagen kann in &hnlicher
Konzentration (~ 10° GC/uL) im Feed, auf dem Filter und im Filtrat nachgewiesen werden.
Dennoch betragt der Anteil der viralen DNA auf dem Filter lediglich 20 % der gespikten Menge,
wahrend die Konzentration im Filtrat mit 8,4 x 10° GC/uL deutlich héher ist. Fur den 0,2 pum
Filter mit AICI; ist hier ein deutlicher Effekt zu erkennen. Hier ist die Konzentration der Phagen-
DNA im Vergleich zum Feed um 2 Log-Stufen reduziert, was dafurspricht, dass die
Equilibrierung des Filters vor der Probenaufgabe tatsachlich einen verbesserten Riickhalt von
Phagen ermdglicht. Auch die Konzentration der eDNA ist auf dem Filter mit AICI; héher,
wahrend sie im Filtrat im Vergleich zur Filtration ohne AIClz sogar 3 Log-Stufen geringer
detektiert wird. Ob die negativ geladenen DNA-Molekile ebenso wie die Phagen direkt an der
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AlClz-benetzten Membran haften oder durch eine Interaktion mit den Phagen zurtickgehalten
werden, kann dabei nicht definitiv geklart werden. Bei Verwendung der Rihrzelle mit der 5 kDa
Membran kann das phiX Gen wider Erwarten im Filtrat detektiert werden, was gegebenenfalls
durch eine leichte Undichtigkeit der Aufkonzentrierungs-Einheit verursacht sein kénnte. Dass
gleichzeitig keine eDNA im Filtrat nachgewiesen werden konnte, ist eventuell durch die
verschiedene Aufbereitung der Proben vor der gPCR zurtickzufiihren, da bei der Extraktion
der Phagen-DNA noch ein Aufkonzentrierungs-Schritt stattfindet, wahrend die freie DNA direkt
aus der Probe analysiert wird. Trotzdem wird deutlich, dass die geringe Porengr6f3e von 5 kDa
MWCO zu einem deutlichen Rickhalt der Fraktionen < 0,2 um fuhrt. In Kombination mit dem
AIClI; scheinen sowohl Phagen als auch freie DNA besser auf dem Filter zu adsorbieren. Beide
auf dem Filter zurtickgehaltenen Fraktionen steigen signifikant an und im Filtrat sind nur noch
geringe Mengen der phiX DNA nachweisbar (< 10 GC/uL). Fiur eine Separierung von freier
DNA und Phagen eignet sich die Filtration somit nicht, da die Benetzung mit AICl;
bewiesenermalen auch einen Ruickhalt von eDNA begunstigt. Soll jedoch die Fraktion < 0,2
pum auf Resistenzgene untersucht werden, erhalt man die grof3tmogliche Wiederfindung durch
die Aufkonzentrierung mit der 5 kDa Membran, die zuvor mit AICI; benetzt wurde.

In einem weiteren Vorversuch sollte eine Methode gefunden werden, um die beiden Fraktionen
eDNA und Phagen weiter zu separieren. Hier wurden, wie in Kapitel 2.2 erlautert, bereits einige
Methoden in der Literatur angewendet. Diese wurden jedoch meist direkt auf aquatische
Umweltproben angewendet, ohne ihre Reproduzierbarkeit vorher in einem Modellsystem zu
testen. Aus diesem Grund wurde die Anwendung einer adsorptiven und einer enzymatischen
Trennung erneut mit ARG-Fragmenten (eDNA) und PhiX174-Phagen (phiX) bekannter
Konzentrationen in Reinstwasser getestet und die Wiederfindungen mittels gPCR untersucht.
Die Ergebnisse beider Tests sind in Abbildung 4-7 gezeigt.
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Abbildung 4-7 Fraktionierung von Phagen (phiX) und eDNA (Summe der freien ARG-Fragmente ermB und vanA)
durch adsorptives (Silicasaule, 3.1) und enzymatisches (DNAse | Verdau, 3.2) Verfahren nach Aufkonzentrierung
(2). FT ist der Saulendurchfluss nach Probenaufgabe.
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In der Theorie kénnen an der Silica-Membran, die zuvor laut Hersteller-Angaben fir die
Bindung von DNA equilibriert wurde, Molekile extrazellularer DNA binden, wahrend Proteine
mit dem Durchfluss (FT) entfernt werden. Somit war davon auszugehen, dass die Phagen
aufgrund ihres aus Proteinen bestehenden Capsids ebenso abgetrennt werden. Nach zwei
Waschritten mit Ethanol und einer anschlieenden Elution sollte final nur freie DNA im Eluat
vorzufinden sein. In Abbildung 4-7 (3.1) sieht man, dass die Phagen, die anhand eines
spezifischen Gens quantifiziert wurden, nahezu vollstandig (10° von 10% GC/uL) im Durchfluss
nach Probenaufgabe (FT) wiedergefunden werden kdnnen. Eine sehr geringe Menge von
lediglich 102 GC/uL wird noch im Eluat nachgewiesen. Die freie DNA hingegen kann zwar im
FT wie erwartet nicht nachgewiesen und bindet somit offenbar erfolgreich am Silica-Material
der Saule, jedoch ist auch die Wiederfindung im Eluat mit nur 10! von 10° GC/uL sehr gering.
Dies konnte bedeuten, dass die Waschschritte insgesamt einen negativen Effekt auf die
Wiederfindung der DNA haben. Daher ist die Methode fur die Untersuchung von ARG in der
eDNA-Fraktion nicht geeignet. Vor allem in einer aquatischen Umweltprobe sind
Waschschritte wahrend der Separierung essentiell, da sich Huminsauren und stérende
Proteine, die eine zu einer PCR-Inhibition fihren konnen, im Wasser befinden kdnnen. Da die
Wiederfindung der Phagen im FT allerdings nahezu vollstandig ist, kann die Methode
zumindest fir die Fraktionierung der Phagen und anschlielende ARG-Analyse nach
Entfernung der eDNA verwendet werden.

Eine weitere Mdglichkeit, die die Analyse von ARG in der Phagenfraktion erlauben sollte, ist
der enzymatische Verdau von frei vorliegender DNA mit DNase |. Die Ergebnisse der
entsprechenden Vorversuche sind in Abbildung 4-7 (3.2) dargestellt. Die Quantifizierung
mittels gPCR nach dem Verdau und Abstoppen des Enzyms mit Proteinase K zeigt, dass diese
Methode fir den Nachweis von ARG in der Phagen-Fraktion eingesetzt werden kann. Die
eDNA kann nach dem Verdau nicht mehr nachgewiesen werden, wahrend phiX vor und nach
dem Verdau mit einer Konzentration von 10° GC/uL nachgewiesen wird. Beide im Modell
getesteten Methoden lassen somit eine Fraktionierung von Phagen zu, nicht jedoch von eDNA.

Eine alternative Methode, die in der Literatur zur Separierung von freier DNA beschrieben
wurde, ist beispielsweise der Einsatz einer NAAP-Saule (Wang et al. 2016). Die Herstellung
dieser Saulen ist allerdings mit groBem Aufwand verbunden und die Grol3e, sowie das extrem
hohe nétige Probenvolumen machen sie fur die in dieser Arbeit erzielte Anwendung
ungeeignet. Es wurde nach einer Methode gesucht, die einfach transportabel ist und eine
Anwendung auch in Laboren mit minimaler Ausstattung ermdglicht, da sie hinsichtlich der
Untersuchung von Wasserproben aus dem Tai See etabliert werden sollte. Aus der
erfolgreichen Fraktionierung der Phagen ergab sich die Moglichkeit, eine der beiden Methoden
anzuwenden und aus den ARG, die in der gesamten Fraktion < 0,2 um quantifiziert wurden
und derer, die in der Phagen-Fraktion quantifiziert wurden, die fehlende eDNA-Fraktion von
ARG laut Gleichung (4-1) zu berechnen.

GC
ARGepna [E] = ARG<0,2um - ARGPhagen (4-1)

Diese Vorgehensweise wurde auf eine Realprobe angewendet und ist im folgenden Kapitel
beschrieben.

4.2.1.2 Fraktionierung von Rohwasserproben

Um zu testen, wie die Anwendbarkeit der im Modell-System getesteten Kaskadenfiltration,
Aufkonzentrierung, sowie Phagen-Fraktionierung fir eine aquatische Umweltprobe ist, wurde
ein zur Verfigung stehendes Oberflachenwasser (Flusswasser, Alz, Mai und August 2021,
FRA1 und FRA2, siehe Tabelle 3-1) nach den moglichen Fraktionen getrennt auf ARG
untersucht. In Abbildung 4-8 (links) sind die untersuchten Resistenzgene sull, sul2, blaCMY-2,
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blaTEM, blaOXA-48, blaVIM-2 und blaNDM-1 sowie das Integrase-Gen intll nach dem
Ruckhalt auf den eingesetzten Filtern wéhrend der Kaskadenfiltration und der detektierten
Konzentration im Filtrat nach der 0,2 um Membran flir beide Probenahmen im Mai und August
2021 (FRAL, FRA2) aufgeschlisselt. Zusatzlich wurde mit den tber die 5 kDa Membran in der
Ruhrzelle aufkonzentrierten Filtraten < 0,2 um ein DNase | Verdau durchgefihrt, um die
entsprechenden ARG in der Phagen-Fraktion zu bestimmen und die Konzentrationen in der
eDNA-Fraktion daraus zu berechnen (Abbildung 4-8, unten). Es wurden weitere
Resistenzgene verschiedener Antibiotikaklassen, darunter vanA, blaSHV, mecA und mcr-1
untersucht. Diese konnten jedoch in keiner Probe nachgewiesen werden, weshalb die
Ergebnisse nicht graphisch dargestellt sind.

Als chromosomales oder Plasmid-lokalisiertes Gen (Mazel 2006) wurde erwartet, dass sich
intll hauptsachlich auf den Membranen und weniger im Filtrat < 0,2 um nachweisen lasst.
Tatsachlich geht aus den Ergebnissen hervor, dass intll am deutlichsten, mit Konzentrationen
von 4,2 log (5 um), 3,5 log (FRA1) bzw. 4,2 log (FRA2) (1,2 um), 3,9 log (0,45 pm) GC/mL,
auf den drei Membranen nachweisen lasst, die auch im Vorversuch den Ruckhalt von
Bakterien und Partikeln zeigten. Aufgrund von Membran-Fouling durch gro3e Partikel und den
damit einhergehend verstarkten Ruckhalt von Bakterien, kann der hohe Nachweis auf den
groRer-porigen Membranen (5 und 1,2 um) nicht definitiv auf Adsorption von Mikroorganismen
an Sedimentpartikel zurtickgeftihrt werden. Die Konzentrationen von sull sind im Vergleich zu
intll ca. eine Log-Stufe reduziert. Dieses Gen ist jedoch als einziges Resistenzgen deutlich
erhoht auf den Membranen 5 bis 0,45 um nachweisbar. Dieses Ergebnis passt zu einer Studie,
die zeigte, dass Integrons haufig mit Sulfonamid-Resistenzen assoziiert sind (Chaturvedi et al.
2021): Hier wurde fur vier Flussproben gezeigt, dass sull offenbar starker mit Integrons
assoziiert sein konnte (85,18 %) als sul2 (76,54 %), was auch die Ergebnisse der
Kaskadenfiltration mit der Probe aus der Alz bestatigen.

Das B-Laktamase Gen blaTEM hingegen wird in den Fraktionen 5 um bis 0,2 um im Vergleich
zu den anderen ARG mit deutlich geringeren Konzentrationen detektiert. Dies spricht fir eine
erhohte Abundanz in den Fraktionen < 0,2 um, was durch die hohen Konzentrationen von
4,1 log GC/mL (FRAL) und 3,2 log GC/mL (FRA2) im Filtrat < 0,2 um auch bestatigt wird.
Trotzdem werden zusétzlich 2,0 (FRA1) und 1,9 (FRA2) log GC/mL bereits auf der 5 um
Membran nachgewiesen. Ein Grund daftr kann das Vorkommen des ARG als intrazellulare
DNA, oder als eDNA, bzw. Phagen-DNA, gebunden an Sedimentpartikeln, sein. Dass diese
Fraktionen stark an Sedimentpartikeln adsorbieren kénnen, kann durch die meist positiv
geladene Oberflache von Partikeln, sowie die negative Ladung von Biomolekilen erklart
werden und wird auch durch die Literatur bestétigt (Mao et al. 2014; Sivalingam et al. 2020;
Torti et al. 2015; Zarei-Baygi und Smith 2021). Eine vollstandige Aufschliisselung der
Fraktionen ist in dieser GroRenordnung (> 0,2 um) mit der angewandten Methode nicht
moglich.

Anhand von Vergleichsmessungen einer Probe, deren DNA nach Standard-Verfahren nach
Filtration Uber eine 0,2 um PES-Membran extrahiert wurde, konnte sichergestellt werden, dass
die Summe der auf allen Filtern der Kaskade detektierten ARG den nachweisbaren
Konzentrationen der Standardmethode entspricht (Abbildung 8-2, Anhang).

Im Gegensatz dazu konnte der Verdau der eDNA mit DNase | tiefere Einblicke in die Verteilung
der Gene innerhalb der Fraktion < 0,2 um gewahren. So wird anhand von Abbildung 4-8
(unten) deutlich, dass vor allem intl1, sull, sul2 und blaTEM am starksten in der eDNA-Fraktion
vertreten zu sein scheinen. Bakterien sind fahig DNA aktiv abzugeben und DNA wird zuséatzlich
durch das Absterben und die damit einhergehende Lyse von bakteriellen Zellen freigesetzt
(Torti et al. 2015). Demnach war zu erwarten, dass die ARG-Konzentration in der eDNA
Fraktion fur alle vier detektierbaren Gene vergleichsweise hoch ist. Ein deutlicher Unterschied
zwischen den Fraktionen lasst sich fur die intrazellulare/Partikel-assoziierte Fraktion und die
Phagen-Fraktion feststellen. Mit 2,6 (FRA1) und 2,2 (FRA2) log GC/mL wird blaTEM mit am
haufigsten in der Phagen-Fraktion detektiert. Auch sull und sul2 scheinen dort in ahnlich
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hohen Konzentrationen vorzukommen. Interessanterweise geht dieser Fund einher mit einigen
Quellen, die ebenfalls blaTEM und sull in hohen Abundanzen in Bakteriophagen aus Fazes-,
Klarschlamm- und Umweltproben nachweisen konnten (Brown-Jaque et al. 2018; Calero-
Céceres et al. 2014; Colomer-Lluch et al. 2011; Quiros et al. 2014). Quiros et al. (2014) haben
durch Sequenzierung der detektierten blaTEM Gene zudem herausgefunden, dass die
Sequenzen homolog zu blaTEM Genen verschiedener Bakterien (darunter die Stamme
Klebsiella, Escherichia, Vibrio) sind. Dadurch wird hervorgehoben, wie relevant HGT und
speziell die Transduktion bei der Verbreitung von ARG sein kann.

FRA2
FRA1 Log,4(GC/mL) Log,o(GC/mL)
0,0 2,0 4,0 6,0 0,0 2,0 4,0 6,0
B 420 intll T 5 05
. 1,98 Dsull g %6
M5 pm :;::I 1,99 Osul2 793~
e oblaCMY-2 ene “1e
| <8¢ oblaTEM <8¢
. 345 m blaOXA-48 4,22
I 258 oblavim-2 Fﬂmmmmrﬁ"‘gm
M12pm =8¢, OblaNDM-1 < |
<BG 4,26
1,14 1,14
<BG <BG
3,93 3,98
3,05 3,12
1,64 3,17
Mossum e 1 -
<BG 4,04
<BG <BG
<BG <BG
1,66
0,09 1,36
M 0.2 um :TB(()328 B8
<BG 117
<BG <BG
<BG <BG
[T 2.20 o e
3,68
3,32 2,78
F <0,2 um =BG ] 405 — ] 321
<BG <BG
<BG <BG
<BG <BG
4,0 4,0
~3,5 ~3,5
E’ 3,0 30
515 [IFraktion Phagen g ig
810 Bl rraktoneDNA | D10
0,5 10,5
0,0 0.0
N\ 3
& & N L S
9 &

Abbildung 4-8 Kaskadenfiltrationen der beiden Alz-Proben (FRA1. FRA2) und anschlieBender DNase Verdau zur
Bestimmung der ARG in der eDNA- und Phagen-Fraktion (Mitte).

Die im Modellsystem und zweifach an einer aquatischen Umweltprobe getestete
Fraktionierungsmethode von intrazellularen/Partikel-assoziierten Fraktionen > 0,2 pum bis zur
weiteren Aufschlisselung der Fraktionen eDNA und Phagen konnte fir den separierten
Nachweis von ARG verwendet werden. Weitere Proben, die im zeitlichen Rahmen der Arbeit
nach Methodenetablieren leider nicht mehr zur Verfiigung standen, miissen mit dieser
Methode getrennt und auf ARG analysiert werden, um auch die Reproduzierbarkeit zu
bestétigen. Die Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche ARG offenbar unterschiedlich stark
in den Fraktionen auftreten. Dies kann dazu fihren, dass sich bestimmte Resistenzen
gegebenenfalls schneller verbreiten als andere. Dazu kommt, dass einige Bakterien bei
externem Stress zur eDNA-Freisetzung oder auch zur Aufnahme von eDNA neigen. Zu
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solchen Stressoren z&hlen geringe Konzentrationen an Antibiotika oder anderen chemischen
Substanzen, die durch verschiedene Quellen standig in die Umwelt entlassen werden. Durch
das nachgewiesen hohe Vorkommen der Resistenzgene auch in der eDNA Fraktion kann auch
der Prozess der naturlichen Transformation ein starker Promotor fir die Transmission von
ARG in der Umwelt darstellen.

4.2.1.3 Fazit der Methodenetablierung

Die Kaskadenfiltration ermoglicht einen Uberblick tiber die Verteilung von ARG in den
Fraktionen > 5 um, 1,2 bis 5 um, 0,45 bis 1,2 um und 0,2 bis 0,45 um. Da Bakterien bereits
auf dem 0,45 um Filter zuriickgehalten werden, ist davon auszugehen, dass es sich bei
Befunden auf der 0,2 um Membran um an kleinen Partikeln assoziierte eARG handeln kénnte.
Die anschlieBende Aufkonzentrierung des Filtrats nach der Kaskadenfiltration scheint
essentiell zu sein, da hier erneut hohere Konzentrationen einzelner ARG detektiert werden
konnten. Diese Fraktion, die bei der Standardmethode verworfen wird, enthalt
hdchstwahrscheinlich eDNA und Phagen. Durch eine enzymatische Entfernung der eDNA
konnte aul3erdem der Anteil der ARG in der reinen Phagenfraktion bestimmt werden. Die
Ergebnisse der fraktionierten Untersuchung von ARG lassen vermuten, dass sowohl die freie
eDNA, als auch Phagen wichtige ARG-Trager sind und diese fir zukiinftige Untersuchungen
zur Verbreitung von Resistenzen in der aguatischen Umwelt starker fokussiert werden sollten.
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4.2.2 Kulturbasierte Verfahren zum Nachweis B-Laktam-resistenter Umweltbakterien

4.2.2.1 Vorversuche zur Etablierung der Methode

Um zunachst zu evaluieren, ob sich die Methode nach Reasoner und Geldreich (1985) fur die
Isolation von Umwelt-relevanten Bakterien in Kombination mit zum Medium zugegebenen
Cephalosporinen und Carbapenemen (B-Laktam-Antibiotika) eignet, oder ob eine
Erniedrigung der Néhrstoffkonzentration oder Temperatur zusatzlich forderlich ist, wurden drei
Oberflachenwéasser unter den in Tabelle 3-11 aufgelisteten Bedingungen nach
Membranfiltration inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-9 dargestellt.
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Abbildung 4-9 Vorversuche zur Etablierung der R2A-basierten Kulturverfahren fir den Nachweis von 3-Laktam-
resistenten Umweltbakterien. Die Punkte zeigen die Koloniezahlen von drei Oberflachenwéassern (OW5 (1), 6 (2)
und 19 (3), Tabelle 3-1).

Anhand der Vorversuche fallt auf, dass die Koloniezahlen der drei Oberflachenwasser sich
zwischen den eingesetzten Na&hrstoffkonzentrationen R2A und halbkonzentrierten R2A
(unabhangig vom Zusatz der Antibiotika) nicht signifikant unterscheiden. Die weitere
Reduktion der organischen Substrate scheint demnach keinen Vorteil zu bieten. Auf dem
halbkonzentrierten R2A Agar mit und ohne Antibiotika, sind zwischen den beiden
Inkubationstemperaturen 12 und 21°C keine groRen Schwankungen in der Koloniezahl
erkennbar. Auf dem Standard-R2A-Medium jedoch, konnte eine grol3e Streuung der KBE/mL
zwischen den Oberflachenwéassern bei 12°C beobachtet werden. Vor allem fir R2A ohne AB
liegt der Mittelwert der bei 12 °C inkubierten Wasserproben deutlich tiber dem der bei 21 °C
inkubierten Proben. Auf dieser Grundlage wurde entschieden, dass sich die von Reasoner und
Geldreich (1985) etablierten Bedingungen am besten eignen und auch unter Zusatz von
entsprechenden Antibiotika reproduzierbare Ergebnisse liefern. Im Umkehrverfahren wurde
zudem getestet, ob die auf R2A isolierten Stamme sich auf néhrstoffreicheres Medium (DEV-
Medium) Ubertragen lassen. Dabei wurde festgestellt, dass die meisten der Isolate (Isolate
unterschiedlicher Ph&notypen wurden stichprobenartig ausgewahlt) nicht fahig waren auf dem
Medium mit 20 g/L organischem Substrat erneut anzuwachsen. Ein exemplarisches Bild ist in
Anhang 8.4.1.2 gezeigt. Unabhangig von Inkubationstemperatur und N&hrstoffkonzentration
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lie3 sich fur alle Oberflachenwasser ein &hnlicher Trend beobachten: Die Koloniezahlen waren
auf den Medien mit AB stets geringer, im Vergleich zum R2A-Medium ohne AB, wobei BL2
verglichen mit BL1 zu einer weiteren Reduktion der Kolonien fihrte. Mittelt man die
Koloniezahlen aller hier getesteten Proben erhalt man 508 KBE/mL (£206) fur R2A, 451
KBE/mL (£189) fur BL1 und 215 KBE/mL (x173) flr BL2 (dargestellt in Abbildung 4-10).
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Abbildung 4-10 Mittelwerte der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro mL fir drei Oberflachenwéasser OWS5, 6 und
19 (Dez. 2019, Tabelle 3-1) unter n=12 in den Vorversuchen getesteten Bedingungen mit exemplarischen Bildern
der Kolonien auf den entsprechenden Medien. Vf = Verdinnung der Probe. R2A= Medium ohne Antibiotika (AB)
fur oligotrophe Bakterien, BL1= R2A Medium mit Cephalosporinen, BL2= R2A Medium mit Carbapenem.

Aufgrund der Tatsache, dass Carbapeneme (enthalten in BL2) als Reserveantibiotika fur die
Anwendung in der Human- und Veterinarmedizin zurlickgehalten werden (GERMAP 2015),
erscheint der Trend, der sich anhand der drei Oberflachenwasser ergibt, plausibel. Die
geringere Anwendung dieser Antibiotikagruppe fuhrt zu geringeren Eintragen in die aquatische
Umwelt, wodurch erwartet werden kann, dass Carbapenem-resistente Umweltorganismen den
Cephalosporin-resistenten in der Zahl unterlegen sein kénnten. Auf den Platten konnten
Kolonien mit verschiedenen Morphologien beobachtet werden. Um die Erfassung der
unterschiedlichen Kolonien fur eine weitere Identifizierung der Bakterienspezies zu
vereinfachen, wurden sie nach den in Abbildung 4-11 zusammengefassten Phanotypen/
farblichen Unterschieden kategorisiert. Dabei wurden die GrofRe und geringe farbliche
Abweichungen nicht beriicksichtigt. Selten wurden weitere Phanotypen beobachtet (z.B.
grinliche). In die aufgeflhrten Kategorien konnten jedoch stets die meisten Kolonien
eingegliedert werden.

Blau (B) . Weil3 (W)

Weil3 mit krauser

Gelb (G) Struktur (WK)
Orange (0) ¥ Creme (C)
Rot (R) % Transparent (T)

Abbildung 4-11 Kategorisierung der Umweltisolate nach ihrer Morphologie.

Entsprechend der Kolonien pro Phénotyp auf einer Agar-Platte, wurden sich voneinander
unterscheidende Vertreter der Kategorien untersucht indem die Gattungsebene mittels
MALDI-TOF-MS identifiziert wurde.
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Auf Basis der durchgefuhrten Vorversuche, konnte fir alle Proben und Inkubationsbedingen
beobachtet werden, dass die Reduktion der KBE/mL nicht proportional zur Verdiinnungsstufe
ist. Deshalb wurde ein weiterer Versuch mit nur einer exemplarischen Rohwasserprobe
gemacht, indem verschiedene Verdinnungsstufen einer Probe (Oberflachenwasser Rhein
Januar 2020) hergestellt und untersucht wurden (10° 10%, 10?). Die Gesamtzellzahl der
Probe wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und betrug fir die unverdiinnte Probe
rund 10° Zellen/mL. Die erhaltenen KBE wurden auf einen Milliliter bezogen dargestellt, um
die Abweichungen zwischen den dezimalen Verdinnungsstufen zu verdeutlichen. Abbildung
4-12 zeigt, dass die Zahl der KBE/mL deutlich unter der Gesamtzellzahl liegt. Unter dem
Aspekt, dass alle Kulturverfahren selektive Verfahren sind und bekannt ist, dass ca. 99 % der
Bakterien bisher nicht isoliert werden konnten (Vartoukian et al. 2010), ist diese Differenz nicht
verwunderlich. Vergleicht man jedoch die KBE/mL der untersuchten Verdinnungsstufen fallt
auf, dass diese trotz Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors nicht Ubereinstimmen. Bei der
Filtration von 1 mL konnten fur die Verdiinnungsstufe 102 noch Kolonien auf dem R2A Medium
detektiert werden und auf den Medien BL1 und BL2 wuchsen fir die Verdiinnungsstufe 10
entsprechende Kolonien, obwohl die Daten mit den niedrigeren Verdiinnungsstufen dies nicht
erwarten lieBen. Abhangig von der Herkunft einer Probe und der darin erhaltenen
Bakterienzahl kann die Filtration eines héheren Volumens demnach nétig sein, um tberhaupt
Umweltisolate zu erhalten. Bereits bei 10-facher Verdinnung oder Filtration von nur 0,1 mL
der Probe kénnen fir die beiden genannten Verdinnungsstufen keine KBE mehr detektiert
werden. Auf der anderen Seite scheint die Inkubation eines gro3eren Probevolumens (1 mL)
zu einer reduzierten KBE/mL zu fihren. Dies kann beispielsweise an Konkurrenzprozessen
liegen, wobei schneller wachsende Organismen das Wachstum langsamer wachsender
Organismen inhibieren kénnen (Kimmerer 2009).
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Abbildung 4-12 Untersuchungen zum Einfluss des Proben-Verdinnungsfaktors auf die Anzahl der koloniebildenden
Einheiten (KBE). R2A= Medium ohne Antibiotika (AB) fiir oligotrophe Bakterien, BL1= R2A Medium mit
Cephalosporinen, BL2= R2A Medium mit Carbapenem.

Vor allem im Umweltbereich handelt es sich hierbei um eine bekannte Problematik fir die im
Normverfahren DIN EN ISO 8199 die Filtration mehrerer Verdiinnungsstufen vorgeschlagen
wird. Die KBE/mL wird anschlieend nach Gleichung (4-2) berechnet, wobei KBEyi.; die
gezéahlten Kolonien der Verdiinnungsstufen sind und V das Filtrationsvolumen multipliziert mit
den entsprechend eingesetzten Verdiinnungsfaktoren (VF).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION | 63

1 KBEy, + KBEy, + KBEy;
- V[mL] - (VF1+VF2+VF3)

(4-2)

Zur besseren Einordnung der Ergebnisse aus dem Kultur-Nachweis von oligotrophen 3-
Laktam-resistenten Bakterien auf den néhrstoffarmen Medien wurden die Wasserproben
parallel auf dem chromogenen ESBL Medium inkubiert, die Koloniezahlen erfasst und die
Kolonien mittels MALDI-TOF-MS identifiziert. Hierbei wurde die Temperatur des
Standardverfahrens (41 °C) mit der Inkubation bei nur 21 °C verglichen. Die nach je 22 (¥2) h
erhaltenen Koloniezahlen sind pro Milliliter in Abbildung 4-13 gezeigt. Hierbei ist die
logarithmische Skalierung der y-Achse zu beachten, da auf dem ChromESBL Medium bei
21 °C ca. Faktor 1000 héhere KBE/mL isoliert werden konnten. Um die entsprechenden
Koloniezahlen bei 41 °C zu erhalten, mussten 100 mL der Oberflachenwasser filtriert werden,
jedoch nur 0,1 mL fur die Inkubation bei 21 °C.
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Abbildung 4-13 Mittelwerte der koloniebildende Einheiten pro mL fir drei Oberflachenwasser OW5, 6 und 19auf
ESBL Chrom Agar (Dez. 2019, Tabelle 3-1, n=3) mit exemplarischen Bildern der Kolonien auf den entsprechenden
Medien. FV = Filtrationsvolumen der Probe.

Gemittelt Gber die drei OW-Proben wurden nur 0,6 (£0,4) KBE/mL im Standardverfahren auf
ChromESBL isoliert. Dabei konnten einige Arten isoliert werden, die auch von der WHO (2017)
aufgrund der ESBL-Bildung als kritische Pathogene eingestuft werden. Darunter befanden
sich Acinetobacter baumanii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae und Pseudomonas
aeruginosa sowie die coliformen Bakterien Escherichia coli und Enterobacter cloacae
(zusammengefasst in Tabelle 4-1). Als Begleitflora wurden bei 41°C zudem Gattungen wie
Citrobacter, Ralstonia, Stenotrophomonas und diverse weitere Arten von Pseudomonas
isoliert werden. Auch von diesen Gattungen existieren pathogene Arten, die jedoch nicht in
der WHO-Prioritatenliste erwahnt sind und meist urspriinglich aus Boéden, Pflanzen,
Oberflachen- oder Grundwasser stammen (Berg et al. 1999; Hayes et al. 2017; Pschyrembel
et al. 2002). Die Reduktion der Inkubationstemperatur auf 21 °C (und Verlangerung der
Inkubationsdauer entsprechend auf 2 Tage) fuhrte zu einer deutlich groBeren Anzahl an
Isolaten von 357 (x256) KBE/mL, unter welchen sich weniger Arten mit hygienischer Relevanz
befanden. E. coli, und P. aeruginosa konnten hier noch nachgewiesen werden. Alle anderen
Stamme, darunter Acinetobacter, Aeromonas und erneut diverse Arten Pseudomonas wurden
durch MALDI-TOF-MS Gattungen und Arten mit Umweltrelevanz zugeordnet (Dworkin et al.
2006; Towner 2006). Laut der Identifizierung der Isolate aus den Vorversuchen kénnen auch
auf den R2A Medien ohne Antibiotika hygienisch relevante Arten, darunter Enterobacter kobei,
E. coli und Klebsiella pneumoniae gefunden werden. Diese kamen jedoch in deutlicher
Unterzahl vor. Umwelt-relevante Bakterien der Gattung Janthinobacterium konnten hingegen
in grol3er Zahl auf allen R2A-basierten Medien gefunden werden. Generell wurde auf dem R2A
Medium ohne Antibiotika die groR3te Vielfalt an Bakterien-Gattungen gefunden, wahrend diese
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auf den Medien BL1 und BL2 reduziert war. Auf den ChromESBL Medien konnten 4 % der
untersuchten Isolate nicht identifiziert werden. Fur die auf R2A ohne Antibiotika isolierten
Kulturen stieg dieser Anteil bereits auf 19 % an. Auch 17 % der mit MALDI-TOF-MS
untersuchten Isolate von BL1 konnten nicht identifiziert werden. Fir BL2 stieg der Anteil sogar
auf 35 % an. Da die Datenbank des MALDI-TOF-MS fur den klinischen Bereich angelegt
wurde und darauf aufbauend immer mehr Protein-Spektren eingespeist wurden, ist es nicht
Uberraschend, dass die Identifizierung einiger Umwelt-relevanter Gattungen nicht moglich war.
Einige wenige zuséatzliche Gattungen auf BL1 und BL2, darunter Duganella, Pedobacter und
Pseudoduganella, konnten durch eine 16S Sequenzierung (S) ergdnzend identifiziert werden.
Die Art identifizierter Isolate wurde nur erfasst, wenn der Score Value zwischen 2,0 und 3,0
lag. Andernfalls, also bei einem Score Value von 1,7 bis 1,99 oder verschiedenen Arten unter
den 10 ersten Treffern, wurde die Identitat der Isolate nur auf Gattungsebene festgehalten.

Tabelle 4-1 Uber MALDI-TOF-MS auf den verschiedenen Medien identifizierte Isolate (auf Gattungsebene).

Medium Gattungen Potentiell klinisch relevant*

ChromESBL Acinetobacter ja (A. baumanii)

21 und 41°C Aeromonas nein
Citrobacter nein
Escherichia ja (E. coli)
Enterobacter ja (E. cloacae)
Pseudomonas ja (P. aeruginosa)/ nein
Ralstonia nein
Serratia nein
Stenotrophomonas nein

R2A ohne Antibiotika  Acinetobacter nein

12 und 21°C Aeromonas nein
Athrobacter nein
Bacillus nein
Citrobacter nein
Comamonas nein
Enterobacter ja (E. kobei)
Erwinia nein
Escherichia ja (E. coli)
Ewingella nein
Exiguobacterium nein
Flavobacterium nein
Janthinobacterium nein
Klebsiella ja (K. pneumoniae)
Pseudomonas nein
Shewanella nein

BL1 Acinetobacter nein

12 und 21°C Comamonas nein
Duganella (S) nein
Flavobacterium nein
Janthinobacterium nein
Pedobacter (S) nein
Pseudomonas nein

BL2 Duganella (S) nein

12 und 21°C Janthinobacterium nein
Massilia (S) nein
Pseudoduganella (S) nein

*resistente Pathogene und Fakalindikatoren (It. WHO 2017)
(S) Identifizierung durch 16S rDNA Sequenzierung

Bei den in Tabelle 4-1 gezeigten Gattungen handelt es sich nur um einen kleinen Auszug der
isolierten Bakterien, da nicht alle Isolate untersucht wurden. Dennoch wurde die
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stichprobenartige ldentifizierung von phanotypisch differenzierbaren Kultur-Einheiten als eine
gute Methode angesehen, um das Konsortium B-Laktam bildender Umweltbakterien
zusammenfassend abzubilden und zumindest Veréanderungen in zeitlichen Verlaufen oder
Unterschiede zwischen Rohwassern detektieren zu kénnen.

Ein zusammenfassendes Schema der angepassten Kulturverfahren flr den Nachweis von

Cephalosporin- und Carbapenem-resistenten oligotrophen Bakterien ist in Abbildung 4-14
dargestellt.
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Abbildung 4-14 Entwickelte Methode fiir den Nachweis von oligotrophen B-Laktam-resistenten Bakterien.

4.2.2.2 Anwendung auf aquatischen Umweltproben

Aus vier verschiedenen Oberflachengewassern (Flussen) wurden an mehreren
Probenahmeterminen insgesamt 28 Proben gewonnen, um die entwickelten R2A-basierten
Kultivierungsmethoden fur die Untersuchung von -Laktamase-produzierenden oligotrophen
Bakterien, im Weiteren auch Umweltbakterien oder -stamme genannt, zu testen. In den
verschiedenen Flissen, aber auch in den gleichen Fllissen zu unterschiedlichen Probenahme-
Zeitpunkten, variierte die Anzahl der koloniebildenden Einheiten stark. Daher wurden fir alle
eingesetzten Medien hohe Standardabweichungen ermittelt. Saisonale Schwankungen im
Auftreten von B-Laktam- und Cephalosporin-resistenten Bakterien wurden auch von Siedlecka
et al. (2020) dokumentiert, mdglicherweise verursacht durch starke Regenfélle oder lange
Trockenperioden. Die Daten fur 28 untersuchte Oberflachenwasserproben sind als Boxplots
in Abbildung 4-15 dargestellt. Mit einem Medianwert von 6,1 x 10* KBE/100 mL (Minimum
4,0 x 10° KBE/100 mL, Maximum 7,6 x 10° KBE/100 mL) wurden die hochsten Koloniezahlen
auf dem antibiotikafreien R2A-Medium erzielt. Vergleichbare KBE wurden in anderen Studien
erzielt, die die Kultivierung oligotropher Bakterien aus Oberflachenwassern untersuchten. So
konnten Oh et al. (2009) zwischen 10* und 10° KBE/100 mL auf R2A Medium nachweisen.
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Viele andere Studien haben erfolgreich oligotrophe Bakterien durch Anwendung dieses
nahrstoffarmen Mediums zum Teil mit leichten Modifikationen isoliert (Chakraborty et al. 2013;
Garcia-Armisen et al. 2013; Geesink et al. 2018; Reasoner und Geldreich 1985; Zhang et al.
2018a). Garcia-Armisen et al. (2013) veroffentlichten Daten, die zeigen, dass oligotrophe (hier
definiert als langsam wachsende Bakterien) Organismen die Mehrheit unter den aquatischen
Bakterien in Fliissen darstellen. Mit 1,7 x 10* KBE/100 mL auf BL1 bzw. 4,0 x 10 KBE/100 mL
auf BL2 liegen die Medianwerte fir die Koloniezahlen von Medien mit Antibiotika deutlich
niedriger. Am deutlichsten war der Riickgang der Koloniezahlen bei BL2, welches Meropenem
enthalt. Die immer noch hohen Zahlen isolierbarer Bakterien auf BL1 und BL2 sind nicht
Uberraschend, da die Resistenzen einen Wettbewerbsvorteil in einem sehr variablen
Konsortium von Umweltbakterien bringen (Finley et al. 2013). Die Varianz der Koloniezahlen
unter den untersuchten Wasserproben war hoch. Trotzdem war ein signifikant
wiederkehrender Trend unter allen Proben erkennbar: Im Durchschnitt wurden fur die 28
untersuchten Wasserproben 48,3 % (£ 26,1 %) von BL1/R2A berechnet, wahrend das
durchschnittliche Verhaltnis von BL2/R2A mit 22,5 % (+ 23,0 %) geringer ausfiel, wie in
Abbildung 4-15 (C) dargestellt ist. Anhand dieser Verhéltnisse sind jedoch keine quantitativen
Aussagen Uber den Anteil resistenter Isolate an allen oligotrophen Isolaten mdéglich. Einige
Bakterienstamme wachsen moglicherweise nicht auf dem AB-freien R2A-Agar, da das
Wachstum durch schneller wachsende Bakterien gehemmt werden kdnnte, was das Verhaltnis
verfalschen kann. Dennoch konnten ahnliche Verhaltnisse visuell beobachtet werden, indem
die Stempelmethode angewandt wurde, um Kolonien von R2A ohne Antibiotika auf BL1 und
BL2 und erneut auf eine neue AB-freie R2A-Platte zur Kontrolle zu Ubertragen (Abbildung 8-5,
Anhang 8.4.2). Bei diesen Untersuchungen wurden ahnliche Verhaltnisse an Cephalosporin-
resistenten sowie Cephalosporin- und Carbapenem-resistenten Bakterien ermittelt.

Da Carbapenem-Antibiotika als Reserveantibiotika eingestuft werden, ist die Anwendung im
Vergleich zu Cephalosporinen der 3. und 4. Generation in deutschen Krankenhausern
eingeschrankt (Kern et al. 2015; Kern et al. 2019). Im Gegensatz dazu hat der Einsatz von
Oralcephalosporinen deutlich zugenommen (GERMAP 2015). In dieser Studie wurde auch
gezeigt, dass die Resistenz gegen Carbapeneme bei infektidsen E. coli, die im Krankenhaus
isoliert wurden, eine untergeordnete Rolle spielt (< 1 %). Daher haben Carbapeneme (wie
Meropenem) nach wie vor eine grofRe Bedeutung bei der Behandlung von Erregern, die gegen
gangigere Antibiotika resistent sind, ebenso wie E. coli mit einem ESBL-Phanotyp oder
Fluorochinolin-Resistenz, die in den letzten Jahren (1995 - 2010, GERMAP 2015) deutlich
zugenommen haben. Generell sind die Zellzahlen aus den Kulturanséatzen stark abhéngig von
Jahreszeiten, Wetter und anthropogenen Einflissen im Vorfeld der Probenahme-Stellen.
Dennoch unterstreichen die vorgestellten Ergebnisse fir vier unabhangige
Oberflachengewasser, dass die B-Laktam-Resistenz unter oligotrophen Bakterien bereits weit
verbreitet ist, was von vielen Autoren seit Jahren und bis heute vermutet wurde (Amarasiri et
al. 2020; Davies und Davies 2010; He et al. 2020; Hooban et al. 2020; Nielsen et al. 2007;
Smalla et al. 2018; Vikesland et al. 2017; Zhao et al. 2018).
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Abbildung 4-15 (A) Koloniebildende Einheiten (KBE) pro 100 mL Oberflachenwasser auf ChromESBL Medium, auf
R2A-Medium, BL1 und BL2 (R2A-basiert und mit Antibiotika dotiert. Daten von n=21 bis 28 Wasserproben. (B) Auf
den B-Laktam-haltigen Medien BL1 und BL2 gewachsene Kolonien im Verhaltnis zu den auf dem antibiotikafreien
R2A-Medium isolierten Kolonien (durchschnittlicher Prozentsatz [%] aus den Oberflachenwasserproben, wobei das
Verhéaltnis flr jede Probe separat berechnet wurde).

Ahnliche Ansatze mit R2A-Medium, aber anderen Antibiotika, wurden bereits zur Isolierung
von ARB aus Umweltproben angewandt (Garcia-Armisen et al. 2013; Piotrowska et al. 2017).
Piotrowska et al. (2017) isolierten 1,5 x 10* KBE/mL auf R2A-Agar ohne Zusétze aus einer
aguatischen Umweltprobe. Hier wurden exemplarische Isolate ausgewahlt und ihre Fahigkeit,
auf Antibiotika-haltigem R2A-Agar (Streptomycin, Tetracyclin, Erythromycin) zu wachsen,
untersucht. Es wurde jedoch keine direkte Inkubation einer Wasserprobe auf
antibiotikahaltigen Medien durchgefiihrt. Bakteriengattungen wie Stenotrophomons und
Pseudomonas wurden am h&ufigsten nachgewiesen. Garcia-Armisen et al. (2013) kultivierten
Flussproben der Seine auf drei Medien mit unterschiedlichem Na&hrstoffgehalt, die mit
Antibiotika (Tetracyclin, Amoxicillin, Sulfometoxazol) versetzt waren. Auch hier konnte die
enorme Varianz der KBE/L beim Vergleich der zahlbaren Isolate von zwei verschiedenen
Seine-Probenahmestellen flussauf- und flussabwarts von Paris festgestellt werden: Mit einer
Spanne von 4 Logstufen wurden 10° - 10’ KBE/L bei der Bebritung der Flusswasserproben
auf mit Antibiotika angereichertem R2A-Agar erzielt, was mit den Ergebnissen der mit
Cephalosporin/Carbapenem versetzten Medien Ubereinstimmt. Weitere bereits publizierte
Arbeiten von ARB auf ndhrstoffarmen Medien mit Antibiotika isolierten Bakterien sind in
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Tabelle 3-10 zusammengefasst. Die Tatsache, dass oligotrophe Bakterien, die gegen
Reserveantibiotika resistent sind, ahnliche KBE-Zahlen aufweisen wie solche, die gegen
gangige Antibiotika resistent sind, unterstreicht die Verbreitung dieser ARB in der aquatischen
Umwelt.

Parallel zur Prifung von R2A-basierten Kultivierungsmethoden fir die Isolierung von (-
Laktam-resistenten  oligotrophen  Bakterien  wurden auch  ESBL-produzierende
Enterobacteriaceae, die die "kritischen resistenten Erreger' gemafl der WHO (2017) in den
Wasserproben reprasentieren (Schreiber et al. 2021), auf ChromESBL isoliert. Die Bebritung
auf ChromESBL-Medium ergab ein Wachstum von 0 — 170 KBE/100 mL, wie in Abbildung
4-15 (A) dargestellt. Der Mittelwert von 41 KBE/ 100 mL deckt sich mit Erkenntnissen anderer
Studien, die bereits das Vorkommen von ARB- und insbesondere ESBL-produzierenden
Erregern in der aquatischen Umwelt weltweit nachweisen konnten (Adelowo et al. 2018;
Bergeron et al. 2015; Caltagirone et al. 2017; Hooban et al. 2020; Korzeniewska et al. 2013;
Schreiber et al. 2021; Schwartz und Schmithausen 2020).

Trotzdem sind die Werte, im Kontrast zu den adaptierten R2A-basierten und [B-Laktam-
versetzten Nahrbdden vergleichsweise niedrig (ca. Faktor 1000 niedriger). Die detektierten
ESBL-bildenden Erreger werden wahrscheinlich aus Kliniken in die Umwelt verbreitet, was
bereits zuvor von Miller et al. (2018) beschrieben wurde. Hier konnte gezeigt werden, dass
Uber 99 % aller aus klinischen und landlichen Abwassern gewonnenen Isolate resistent gegen
Cephalosporine waren. Der Verdiunnungseffekt fuhrt in der aquatischen Umwelt zu einem
geringeren Anteil resistenter Isolate an den Gesamtisolaten, aber dennoch sind die
nachgewiesenen KBE/100 mL-Werte alarmierend. Auch der Nachweis resistenter Biofilme in
klinischen Abwassernetzen (Sib 2019) deutet auf die Verbreitung von ARG und ARB in
anthropogenen Hotspots in die Umwelt hin. Ahnliche Vermutungen werden von Lamba et al.
(2020) geéaulert, die hohe ARB- und ARG-Konzentrationen in Oberflachenwéssern auf die
Einleitung von Abwasser zurickfihren.

Durch die Untersuchung von Isolaten auf spezielle ARG mittels PCR, war eine Gruppierung
der Resistenzgene (im Detail gezeigt in Abbildung 4-4), die fir die Cepahlosporin-Resistenz
verantwortlich sind, und derjenigen, die zuséatzlich fir Carbapenemasen kodieren, mdglich.
Dadurch lasst sich eine klare Wechselbeziehung zwischen dem Auftreten der
Resistenzgruppen und den gewachsenen oligotrophen Bakterien auf den antibiotikahaltigen
R2A-Medien BL1 und BL2 erkennen. Abbildung 4-16 zeigt, dass die Cephalosporin- und
Carbapenem-Resistenzgene in einem ahnlichen Verhéltnis wie die KBE von BL2 pro R2A
vertreten sind. Die Resistenzgene, die nur fir Cephalosporin-Resistenz kodieren, treten
teilweise in deutlich erhdhten Anteilen auf, was zu einer grof3eren Streuung fuhrt, aber der
Anteil der KBE von BL1 pro R2A ist immer noch vergleichbar mit dem Bereich der positiven
Cephalosporin-Resistenzgene in allen untersuchten Proben.
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Abbildung 4-16 Vergleich zwischen Kultur- und PCR-basierten Methoden zum Nachweis von Antibiotikaresistenzen
in der Umwelt. Dargestellt sind die Anteile der auf BL1 bzw. BL2 isolierten KBE/100 mL gegenuber den auf R2A
isolierten KBE aller untersuchten Oberflachenwasserproben sowie die prozentualen positiven Nachweise der ARG
(Cephalosporin-Resistenzgene und Carbapenem-Resistenzgene) unter 28 Oberflachenwasserproben.

Insgesamt zeigen die Daten dieser Arbeit, dass die aquatische Umwelt ein Reservoir fir ARG
und ARG darstellt. Eine standardisierte Anwendung der kulturbasierten Ansatze fir die
Uberwachung aller Arten von Umweltproben ware fir eine zukinftige Risikobewertung
lohnenswert, um die aktuelle Situation zu erfassen. Neben der vom Menschen verursachten
Kontamination unserer Umwelt mit organischen Schadstoffen oder
schwellenwerttiberschreitenden Nahrstoffkonzentrationen sind Antibiotikaresistenzen in der
Umwelt eine groRRe Herausforderung. Die Zirkulation von ARB, die durch Klinische,
landwirtschaftliche oder landliche Abwésser verbreitet werden, die Ubertragung von ARG auf
Umweltbakterien, ihre weitere Verbreitung und irgendwann die Rickibertragung von ARG auf
andere pathogene Stdmme ist unendlich und muss kritisch beobachtet werden. Nattrlich
missen politische MaRBnahmen ergriffen werden, die zu einem geringeren Einsatz von
Antibiotika und damit zu einer geringeren Entwicklung von ARB flhren. Bis solche
MaRnahmen in die Realitat umgesetzt werden, ware eine intensivere Uberwachung, die zu
einer starkeren Sensibilisierung der Offentlichkeit fahrt, ein wichtiger Schritt, um die
Herausforderung der Antibiotikaresistenzen zu bewadltigen.

4.2.2.3 Identifikation der antibiotikaresistenten Umwelt-Isolate

Die Anwendung von MALDI-TOF-MS ermdglichte eine schnelle Identifizierung vieler Isolate,
die auf den R2A-basierten Medien mit und ohne B-Laktam-Zusatz wuchsen. In Abbildung 4-17
sind die analysierten Isolate dargestellt, gruppiert in  "oligotroph (grin)",
"pathogen/Féakalindikatoren (rot)" und "nicht bestimmbar (n.b., grau)". Im Vergleich zu anderen
Publikationen konnten auf dem R2A-Agar auch heterotrophe Bakterien mit klinischer Relevanz
und daher als potentiell pathogen/Fékalindikatoren kategorisiert (nach WHO-Klassifikation).
Auf dem antibiotikafreien R2A-Agar wurden nur wenige Vertreter von potentiell
pathogenen/Fékalindikator Stammen identifiziert (0,3 bis 2,6 % von 314 Gesamtisolaten).
64 % wurden auf Gattungsebene als nicht klinisch relevant eingeordnet (O). Von diesen
oligotrophen Bakterien gehorten insgesamt 24 % zur Gattung Pseudomonas und 26 % zu den
Gattungen Aeromonas, Flavobacterium und Janthinobacterium. Alle anderen Stdmme wurden
mit einer H&aufigkeit von < 5 % identifiziert. Die MALDI-TOF-MS-Identifizierung von 364
Isolaten, die auf BL1 gewachsen waren, und 356 Isolaten, die auf BL2 gewachsen waren,
ergab keinen potentiell "pathogenen” Stamm, was zeigt, dass mit den R2A-basierten Medien
ein anderes Spektrum von Bakterien erfasst wird, als mit den chromogenen Vollmedien. Auch
auf BL1 wurden Pseudomonas, Flavobacterium und Janthinobacterium mit 35 %, 17 % bzw.
10 % am haufigsten identifiziert. Interessanterweise ahneln die isolierten Konsortien denen,
die aus polnischen Fischteichsedimenten mit Streptomycin-, Tetracyclin- oder Erythromycin-
versetzten R2A-Medien isoliert wurden (Piotrowska et al. 2017), namlich Bacillus,
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Chryseobacterium, Flavobacterium, Pseudomonas und Stenotrophomonas, sowie einzelne
Falle von Paenibacillus und Sphingobacterium. Es kann davon ausgegangen werden, dass
diese Bakterien Trager von ARG sein kénnen und in der Umwelt haufig vorkommen. Dies
stiitzt die Hypothese, dass diese Bakterienstdmme wichtige Reservoire flur verschiedene Arten
von Antibiotikaresistenzen sind. Auch die Expression von Metallo-B-Laktamasen wurde bereits
fur Bodenisolate aus Italien der Gattungen Aeromonas, Chryseobacterium, Janthinobacterium
und Stenotrophomonas berichtet (Rossolini et al. 2001). Ein anderer Stenotrophomonas-
Stamm erwies sich als hochgradig resistent gegen Meropenem (Li et al. 2019a), wobei die
Resistenz nachweislich auf der chromosomalen DNA lokalisiert war, da keine Plasmide
nachgewiesen werden konnten. Auch Narciso-da-Rocha und Manaia (2016) konnten
bestétigen, dass die genannten Stamme (neben anderen) in der Umwelt weit verbreitet sind
und gleichzeitig gegen mehrere Antibiotikaklassen, einschlieBlich B-Laktame, multiresistent
sind. Es wurde auch berichtet, dass Resistenzgene in pathogenen Stammen wie K.
pneumonia, E. coli oder Enterobacter sp. durch oligotrophe und nicht-pathogene Stamme wie
Sphingobacterium oder Shewanella Gbertragen wurden (zusammengefasst fir OXA-48 und
ein Tetracyclin-Gen in einer Literaturstudie von Andersson und Hughes 2017).

Die MALDI-TOF-MS-Methode ist fur die Identifizierung von Bakterienisolaten auf dem
Vormarsch (Singhal et al. 2015). Verglichen mit der Effizienz der Identifizierung mittels DNA-
Sequenzierungsmethoden, ist die Zeit von Wachstum der Isolate bis zur Identifikation enorm
verklrzt. Allerdings fehlen in der fir den klinischen Bereich etablierten Proteinspektren-
Datenbank noch viele Eintrage, um auch im Umweltbereich sichere MALDI-TOF
Identifizierungen durchfiihren zu kénnen. Aus diesem Grund steigt die Anzahl der nicht
identifizierbaren Stamme (n.d.) bei den von den R2A-basierten Medien isolierten Kolonien mit
34 % fir das BL1- bzw. 51 % fiur das BL2-Medium deutlich an.
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Abbildung 4-17 Mit MALDI-TOF-MS identifizierte Bakterienisolate prozentual aus n=314, 364 und 356 untersuchten
Isolaten und die daraus resultierende Einstufung in "potentiell Pathogene/ Fékalindikatoren" (Rot-T6ne, nach
Weltgesundheitsorganisation (2017) und RKI 2021), "oligotroph" (Griin-Téne) und "nicht bestimmbar” (n.d., grau,
ohne Ergebnis aus MALDI-TOF-MS) auf R2A-Medien mit und ohne Antibiotikazusatz. .

In anderen Studien wird das ChromESBL-Medium zur Analyse von pathogenen und fakalen
Indikatorstdmmen verwendet, und damit resistente Bakterien wie Acinetobacter baumanii,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Shigella spp. und Serratia spp. (Gekenidis et al. 2018; Réglier-Poupet et al. 2008; Schreiber
et al. 2021) erfasst. Wie aus Abbildung 4-18 hervorgeht, wuchsen neben pathogenen
Bakterien auch nicht-pathogene (NP) und nicht bestimmbare Stdmme auf dem Medium. Die
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Beziehungen zwischen den drei Gruppen unter den insgesamt 269 Isolaten, die fur die MALDI-
TOF-MS-ldentifizierung von ChromESBL-Medien verwendet wurden, unterscheiden sich
deutlich von denen, die auf den R2A-basierten Medien gefunden wurden. 45 % der
Gesamtisolate gehdrten nicht zu der klinisch relevanten Gruppe, wobei 13 % durch MALDI-
TOF-MS nicht bestimmbar waren. Bei den identifizierten nicht-pathogenen Stammen handelt
es sich um dhnliche Gattungen wie Acinetobacter oder Pseudomonas, aber um verschiedene
Arten, die von der WHO nicht als pathogen oder klinisch relevant eingestuft werden.

andere Pathogene und n=269
CHROMESBL Fakalindikatoren (< 5 %)

Klebsiella pneumonlae\. \ n.d.

Acinetobacter

0,
(Gl
Escherichiacoli
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andere:
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andere Pathogene und Fakalindikatoren:
Pseudomonas aeruginosa, Shigella spp.

Abbildung 4-18 Mit MALDI-TOF-MS identifizierte Bakterienisolate prozentual aus n=269 untersuchten Isolaten und
die daraus resultierende Einstufung in "potentiell Pathogene/ Fakalindikatoren" (Rot-Tone, gemal
Weltgesundheitsorganisation (2017)), "nicht pathogen" (Grin-Téne) und "nicht bestimmbar" (n.d., grau, ohne
Ergebnis aus MALDI-TOF-MS) auf ChromESBL-Medium.

Die in Abbildung 4-17 und Abbildung 4-18 gezeigte Kategorisierung schliel3t nicht aus, dass
auch die "oligotrophen" oder "nicht-pathogenen" Stamme pathogene Eigenschaften haben
oder entwickeln oder im klinischen Umfeld relevant werden kdnnen. Schreiber et al. (2021)
zeigten, dass die ChromESBL-Kultivierungsmethode wichtig ist, um potenziell pathogene ARB
nicht nur aus klinischen, sondern auch aus Umweltproben zu analysieren. Obwohl die in
klinischen E. coli-lsolaten nachgewiesene Cephalosporin-/ESBL-Resistenz  nicht
zugenommen hat (von 2010 bis 2013, GERMAP 2015), wurden in den hier untersuchten
Oberflachengewassern mit 28 % aller ChromESBL-Isolate Uberwiegend ESBL-E. coli
nachgewiesen. Auch A. baumanii ist eine Bakterienart, die héaufig isoliert werden konnte und
von der bekannt ist, dass sie im Bereich der Intensivmedizin eine erhdhte Carbapenem-
Resistenz entwickelt hat.

Vertreter der Gattung Bordetella, die hier als nicht-pathogen, aber dennoch heterotroph und
offensichtlich ESBL-produzierend eingestuft werden, wurden ebenfalls auf ChromESBL aus
den untersuchten deutschen Oberflachengewéssern isoliert (Abbildung 4-18). Andere
Bordetella-Stamme wurden von Schweinen, Hunden und Katzen isoliert, die sehr hohe MHK-
Werte fir mehrere (B-Laktame aufwiesen (GERMAP 2015). Die Ergebnisse dieser Studie,
zusammen mit der Literatur, die zunehmende B-Laktam-Resistenzen und Anwendungen in
Kliniken und der Veterinarmedizin beschreibt, unterstreichen die Notwendigkeit, sowohl
pathogene Stamme/Fakalindikatoren als auch oligotrophe Stdmme und ihre Resistenzmuster
in der aquatischen Umwelt zu erfassen. Insgesamt belegen die Daten, dass die R2A-basierten
Methoden zusatzliche Datenbasis liefern, die zukinftig eine verbesserte Risikobewertung
hinsichtlich Antibiotikaresistenzen in der Umwelt ermdglichen kdnnen.
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4.2.2.4 Nachweis von enzymatisch vermittelten B-Laktam-Resistenzen durch den Micronaut S-
Test

Das Wachstum von Bakterien auf den Antibiotika-haltigem Medien (BL1 und BL2) legt den
Schluss nahe, dass diese Bakterien spezifische Resistenzgene exprimieren, die ihnen die
Fahigkeit verleihen, in Gegenwart der antibiotischen Substanzen zu wachsen. Diese
Resistenz kann aber durch verschiedene Mechanismen verursacht werden. Einige Antibiotika
wirken aufgrund der Zellstruktur der Bakterien nicht. Beispielsweise konnte die Zellwand in der
Lage sein, einige Bakterien vor antibiotischen Wirkstoffen zu schiitzen, da die Lipidproduktion
zur Stabilisierung der Zellwand in Gegenwart von B-Laktamen hochreguliert werden kann (Do
et al. 2020).

Es wurde daher gepriift, ob die auf den Cephalosporin- und Carbapenem-enthaltenden
Nahrmedien gewachsenen Kolonien tatsachlich p-Laktamasen bilden und die Resistenzen
somit spezifisch und enzymbasiert sind und nicht zellstrukturbasiert. Hierzu wurde ein
spezieller Test zum Nachweis von B-Laktamasen in klinischen Isolaten (Micronaut-S-Assay,
Merlin Diagnostika GmbH) angepasst und genutzt. Ausgewahlte Bakterien, die von den
Antibiotika-haltigen R2A-Medien isoliert wurden, wurden auf die Expression von genetisch
kodierten B-Laktamase-Gruppen — darunter ESBL, Amp-C, KPC, MBL, D-Carbapenemasen
(einschliel3lich OXA-48-ahnlicher Enzyme) — getestet.

Es hat sich bereits gezeigt, dass die Validierung der Antibiotika-Empfindlichkeit von
Umweltisolaten effizienter und zuverlassiger ist, wenn zusatzliche kulturbasierte bzw. MPN-
Anséatze (Most Probable Number) angewendet werden, anstatt die Isolate auf ihre jeweiligen
Resistenzgene zu testen. So fuihrten Piotrowska et al. (2017) zuséatzliche ARG-PCRs mit einer
hohen Anzahl verschiedener ARG-Varianten (23 Tetrazyklin-Resistenzgene, 15 Erythromycin-
Resistenzgene, 7 Streptomycin-Resistenzgene) mit der DNA des untersuchten Isolats als
Template durch. Sie konnten nur eine geringe Anzahl von Resistenzgenen nachweisen,
obwohl die Resistenzen durch kulturbasierte Verfahren nachgewiesen wurden. Der Vorteil der
Micronaut-S-Methode ist die parallele Testung von Antibiotika und spezifischen Laktamase-
Inhibitoren. So kann bei Wachstum in Anwesenheit eines Antibiotikums, aber
Wachstumshemmung in Anwesenheit von Antibiotikum und Inhibitor, die genetisch kodierte
Resistenz sichergestellt werden. In neueren Studien wurde die Methode erfolgreich auf Isolate
wie Escherichia, Enterobacteriaceae, Pseudomonas oder Klebsiella angewandt, die aus
Fischteichen, Milchviehbetrieben oder Hahnchenmastbetrieben isoliert wurden (Benlikurt und
Ozpinar 2016; Odenthal et al. 2016; Reich et al. 2013). Es konnten keine Veroffentlichungen
gefunden werden, die die Anwendung dieser Methode auf aquatische Umweltisolate
demonstriert. Da alle Wachstumskontrollen (ohne Antibiotika-Zusatze) fir alle getesteten
Isolate positiv waren, konnte die Anwendbarkeit der Methode im Bereich aquatischer,
nahrstoffarmer Umgebungen, insbesondere fiir oligotrophe Bakterien, bestatigt werden.

Unter den getesteten Isolaten (insgesamt 46 Isolate ausgewahlt anhand unterschiedlicher
Kolonietypen) waren die Gattungen Duganella, Elizabethkingia, Herbaspirillum,
Janthinobacterium, Massilia, Pedobacter, Pseudomonas und Wautersiella vertreten. Von einer
Platte wurden zudem alle 13 gewachsenen Isolate im Micronaut-S Test untersucht. Diese
Isolate exprimierten nachweislich alle B-Laktamasen. Abbildung 4-19 zeigt die Mengen der
positiven B-Laktamase-Typen, die bei den 46 Isolaten nachgewiesen wurden. Dabei zeigten
viele Isolate die Expression mehrerer [(-Laktamase-Typen und keiner der getesteten
Bakterienstamme war vollstandig negativ fur die B-Laktamase-Expression. Unter allen
nachgewiesenen Kombinationen wurden ESBL und OXA-48-ahnliche D-Carbapenemasen bei
25 Isolaten am haufigsten zusammen nachgewiesen. Zum Vergleich wurden auch Isolate von
Gattungen, die nur auf AB-freiem R2A-Medium nachgewiesen wurden (Erwinia, Lelliottia,
Pantoea, Shewanella und Yersinia), mit dem Micronaut-S-Test getestet (n=6). Zwei von ihnen
waren vollstandig negativ fur alle getesteten 3-Laktamasen. Dass die anderen vier Isolate aus
dieser Stichprobe dennoch Resistenzen aufwiesen, bestatigt den Befund, dass bereits ein
Grofteil der auf R2A isolierbaren oligotrophen Bakterien resistent gegen B-Laktame ist.
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Abbildung 4-19 Positive B-Laktamase-Expression im Micronaut-S-Test, (n=46 ausgewahlten Isolaten von BL2-und
R2A-Platten der Oberflachenwasserproben OW1-28, Tabelle 3-1).

Ob die Resistenzen, die durch den Micronaut-S Test nachgewiesen werden, naturlich oder
erworben sind, lasst sich durch diese Methode nicht unterscheiden. In der Literatur konnten
fur die meisten auf den BL1 und BL2-Medien isolierten Gattungen Nachweise fur
entsprechende B-Laktam Resistenzen gefunden werden. Im Genom von Elizabethkingia
anopheles wurde eine Vielfalt intrinsischer Resistenzen gegen verschiedene
Antibiotikaklassen beschrieben (Kampfer et al. 2011). Darunter wurden durch Genom-
Analysen auch einige B-Laktamasen wie Metallo-B-Laktamasen (MBLs) und Penicillin-
Bindeproteine (PBPs) detektiert (Kukutla et al. 2014). Diese PBPs werden mit der Induktion
von AmpC-B-Laktamasen assoziiert (Sanders et al. 1997). Phylogenetische Analysen
ausgewahlter B-Laktamasen deuten darauf hin, dass bestimmte B-Laktamase-Gene nicht nur
vertikal vererbt, sondern auch durch lateralen Gentransfer erworben wurden (Kukutla et al.
2014). p-Laktamasen der Klassen C (beinhaltet ESBL, AmpC) und D (beinhaltet z.B. OXA-48)
wurden in einer Studie von Silveira et al. (2018) ebenso wie in den hier gezeigten
Untersuchungen in Umweltisolaten wie Duganella sp., Janthinobacterium lividum und Massilia
sp. identifiziert. Funktionelle MBLs (Klasse B) wurden bereits in Janthinobacterium lividum und
Massilia oculi beschrieben (Docquier et al. 2004; Gudeta et al. 2016). Diese Gene sind
phylogenetisch  verwandt mit erworbenen (-Laktamasen, die von klinischen
Krankheitserregern produziert werden. Diese konnten laut Gudeta et al. (2016) von Mitgliedern
der Oxalobacteraceae erworben worden sein. Oliveira et al. (2021) konnten durch Analysen
von Genomen von insgesamt 76 Herbaspirillium-Isolaten (aus klinischem Bereich und der
Umwelt) zeigen, dass auch in dieser Gattung 3-Laktamasen vom Typ A, B, C und D verbreitet
sind, wobei die Gene flr die Enzyme der Klassen C und D nur in solchen Isolaten zu finden
waren, die keine Codierung fur B-Laktamasen der Klassen A und B auswiesen. Isolate der
Gattung Pedobacter, die hier positiv auf ESBL und OXA-48 getestet wurden, wurden bereits
in einer anderen Studie, in der Genomanalysen von Pedobacter Isolaten aus einer
Trinkwasseraufbereitung durchgefiihrt wurden, als multiresistent beschrieben, wobei ebenso
Resistenzen gegen Carbapeneme und Cephalosporine gezeigt werden konnten. Aufgrund des
Selektionsdrucks in der Trinkwasseraufbereitung wurde hier vermutet, dass es sich um
erworbene Multiresistenzen handeln kénnte (Ullmann et al. 2020). Bereits 2011 wurde eine
hohe Rate an B-Laktam-Resistenzen unter Umwelt-relevanten Pseudomonas sp. Isolaten
identifiziert (> 82 % von 125 lIsolaten), darunter gegen Cephalosporine der 3. Generation
(Chikwendu 2011). Da in dieser Studie 50 % der untersuchten Isolate 2 bis 3 Plasmide
enthielten und der Erhalt von Resistenzen meist einen Fitnessvorteil gegenluber sensitiver
Organismen mit sich bringt, gehen die Autoren davon aus, das Pseudomonas sp. eine wichtige
Rolle in der Verbreitung von Plasmiden und damit auch Antibiotikaresistenzen in der
aquatischen Umwelt spielt. Auch eine Resistenz gegen (-Laktam/B-Laktamase-Inhibitoren
wurde in dieser Studie festgestellt (Chikwendu 2011), was zum Teil ebenso in den hier
durchgefuhrten Micronaut-S Tests beobachtet werden konnte. Diese Resistenzen gegen
AB/Inhibitor-Kombinationen wurden bereits in E. coli und Klebsiella oxytoca Isolaten
festgestellt und dort auf eine Ubermafige Produktion von Klasse-A-Laktamasen (wie TEM-1
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oder SHV-1, Chaibi et al. 1999; Oliver et al. 1999; Sirot et al. 1998), und/oder auf eine
veranderte Durchlassigkeit der aul3eren Membran zurtickgefuhrt (Reguera et al. 1991).

4.2.2.5 Fazit der Methodenetablierung

Zusammenfassend kann das etablierte Protokoll auf Basis von R2A-Medium empfohlen
werden, um Oberflachenwéasser umfangreich auf Antibiotikaresistenzen zu untersuchen. Die
angepassten Kulturverfahren ermdglichen die Isolation einer deutlich erhdhten Zahl von
resistenten oligotrophen Bakterien und es konnte fiur bis zu 28 Flusswasser-Proben gezeigt
werden, dass sowohl Cephalosporin-, als auch Carbapenem-Resistenzen bereits unter
Umweltbakterien verbreitet sind. Die Isolation der Umweltbakterien auf den R2A-basierten
Medien eignet sich aulRerdem gut fiir nachfolgende Untersuchungen der Bakteriengattungen
mittels MALDI-TOF-MS. Dabei ist zu betonen, dass zusatzlich zu den etablierten
Kulturverfahren ein paralleles gPCR-basiertes ARG-Monitoring der betrachteten
Wasserproben von Vorteil ist, um weitere Resistenzen zu erfassen, die gegebenenfalls in
nicht-kultivierbaren Bakterien, Bakteriophagen oder freier DNA vorliegen.

Der Micronaut-S Assay eignet sich (mit Modifikationen) fir die Bestatigung von enzymatisch
vermittelten B-Laktam-Resistenzen in Umweltisolaten. Isolate kénnen auch fir spéatere
Analysen bei -80°C eingefroren werden.
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4.2.3 Long-Amplikon gPCR

Das Ziel der Long-Amplikon (LA) gPCR ist es, anstelle kurzer Genfragmente, vollstandige
Gene nachzuweisen. Die kurzen Fragmente werden in der konventionellen PCR
nachgewiesen, um eine stabile Polymerase-Funktion zu gewahrleisten. Treten auf3erhalb des
zu amplifizierenden Fragments Schadigungen am DNA-Strang auf, die das Gen inaktivieren,
wird das PCR-Ergebnis unter Umstéanden trotzdem positiv ausfallen. Nur wenn Primer
eingesetzt werden, die das gesamte Gen flankieren, kommt es bei Schaden zum
Amplifikations-Stop. Besonders relevant ist die Vermeidung von Uberbefunden von ARG bei
der Ab- oder Trinkwasserbehandlung mit reaktiven Verfahren. Durch falsch-positive
Ergebnisse kann die Eliminationsleistung der Verfahren unterschatzt werden.

4.2.3.1 Primer-Design

Zunachst wurden entsprechende Primer designt, die die ARG jeweils am Anfang und Ende
flankieren. Die designten Primerpaare sind in Tabelle 4-2 zusammengefasst und die zur
Erflllung der Kriterien ausgetauschten Basen rot markiert. Die LA-Primer der Gene blaTEM
und tetA wurden hierbei zur Kontrolle der Methodik auf dieselbe Art designt, obwohl sie bereits
auf ahnliche Weise von Chang et al. (2017) etabliert wurden. So kann die Labor-unabhéngige
Reproduzierbarkeit der Methodenetablierung sichergestellt werden. Auch die sull Primer
wurden vergleichbar mit den hier designten bereits von Faldynova et al. (2003) hergestellt und
angewendet, jedoch nicht fir den Vergleich von kurzen und langen Amplifikaten in der qPCR.
AuBerdem wurde, um die korrekte Gensequenz sicherzustellen, die zum Zeitpunkt des
Primerdesigns aktuellste verfligbare Gensequenz aus der CARD-Datenbank (The
Comprehensive Antibiotic Resistance Database, https://card.mcmaster.ca/) bezogen und die
Primer-Langen zum Teil angepasst.

Tabelle 4-2 Von Gensequenzen und —ldngen mit den laut Anhang 8.5.1 abgeleiteten Primerpaaren zur Etablierung
von Long-Amplikon gPCR Methoden.
Genlangen [bp]

Gen Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3")

intl1 ATGAATACCGCCACTGCG CTACCTCTCACTAGTGAGGAGC 1014
blaTEM ATGAGTATTCAACATATTCG TTACCAATGCTTAATCAG 861
sull ATGGTGACGGTGTTCAGCAT CTAGGCATGATCTAACCCTCG 840
tetA ATGAATAGTTCGACAAAGATCGC  TAAGCACTTGTCTCCTGTTGAC 1206
blaNDM-1 TTGCCCAGTATTATGCACGC TCAGCGCAGCTTGTCGGC 813
blaCTX-M-32  ATGGTTAAAGAATCACTGC TTACAAACCGTTGGTGAC 876
blaOXA-48 ATGCGTGTATTAGCCTTATCGGC ~ GGAATAATTGTTTCCTGTTTGAGCAC 798
blaViM-2 ATGTTCAAACTTTTGAGTAAGTT CTACTCAACGACTGAGCGACTTG 801
blaCMY-2 ATGATGAAAGAATCGTTATGCTGCG ~ TTATTGCAGCTTCTCAAGAATG 1146
mecA ATGAACAAGATAAGAATTGTTCC TCTATATCGTATTTGTTATTACCG 2007

Nach erfolgreichem in-silico-Test wurden die Primer bei Thermo Fisher bestellt und auf
Umweltproben oder Isolate fiir einen ersten in-vitro Test angewendet.

4.2.3.2 Methodenetablierung fur ausgewéahlte ARG

Mit den zehn Primerpaaren wurden Test-PCRs mit aquatischen Proben durchgefiihrt. Hierbei
handelte es sich um DNA-Extrakte aus Oberflachengewéssern und Klaranlagenzu- und -
ablaufen. In den verwendeten Umweltproben wurden die entsprechenden Gene mit den
konventionell angewandten PCR Methoden (mit kurzen Amplifikaten) zum Teil bereits
detektiert. In Abbildung 4-20 sind die Banden gezeigt, die bei den Test-PCRs generiert werden
konnten. Dabei wurden die in-silico kalkulierten Annealing-Temperaturen verwendet. Fur
mecA und blaVIM-2 konnten mit den eingesetzten Umweltproben keine langen Amplifikate
generiert werden. Die genaue Ursache dafir ist unbekannt. Es ist mdglich, dass die
Gensequenzen, aufgrund von natirlich auftretenden Mutationen in der Gensequenz, leicht von
den Sequenzen aus der Datenbank abweichen und ein Annealing somit nicht moglich war.


https://card.mcmaster.ca/

ERGEBNISSE UND DISKUSSION | 77

Peak Size
@

5L
YET
115
[
9971
000€

<
b4

86¢C
[da]

- Gl

— 0ce
— €6
— €69
— 0gTL
— 8/1T

| H intll

blaTEM

I tetA

blaCTX-M-32

dq 198
40 GOZT s d0 £TOT

dq 9.8
[—

sull

da ov8
[

blaNDM-1

dq €08

blaOXA-48

dq g6

blaCMY-2

dq opTT

—— Laufrichtung der Kapillarelektrophorese

Abbildung 4-20 Kapillarelektrophorese der Test-PCRs mit den neu entwickelten Primerpaaren zur Long-Amplikon
gPCR Methodenentwicklung.

Mit funf Primerpaaren (ein Integron-Gen und vier ARG) konnte anschlie3end eine vollstandige
Etablierung der jeweiligen gPCR Methode durchgefiihrt werden. Fur weitere Resistenzgene
(blaCTX-M-32, blaCMY-2 und blaOXA-48) stehen durch die erfolgreiche Etablierung der
Primer und Herstellung der Standardfragmente bereits Ansatze fir die Entwicklung weiterer
LA gPCRs zur Verfigung.

Fur intll, blaTEM, sull, blaNDM-1 und tetA wurden mittels Gradienten-PCR optimale
Annealing-Temperaturen ermittelt. Diese sind in Tabelle 4-3 aufgelistet.

Tabelle 4-3 Experimentell ermittelte qPCR-Bedingungen: Annealing-Temperatur (Ta) und Elongationszeit (te) fur
die Long-Amplikon gPCR.

Gen Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3) Ta[°C] te [s]
intll ATGAATACCGCCACTGCG CTACCTCTCACTAGTGAGGAGC 67 35
blaTEM ATGAGTATTCAACATATTCG TTACCAATGCTTAATCAG 58 40
blaNDM-1  TTGCCCAGTATTATGCACGC TCAGCGCAGCTTGTCGGC 63 30
sull ATGGTGACGGTGTTCAGCAT CTAGGCATGATCTAACCCTCG 63 30
tetA ATGAATAGTTCGACAAAGATCGC TAAGCACTTGTCTCCTGTTGAC 65 50

Bei anschlieRend durchgefiihrten gPCR-Laufen mit den ermittelten Temperaturprogrammen
konnten reproduzierbare Standard- sowie Schmelzkurven fur die Standards ermittelt werden,
welche in Abbildung 4-21 dargestellt sind. Die experimentell ermittelte Schmelztemperatur
aller LA-Fragmente weicht jeweils nur leicht von der durch Gleichung (3-2) berechneten
Temperatur ab. Da der DNA-Schmelzpunkt von der lonen-Konzentration in der Lésung
beeinflusst werden kann (Vologodskii und Frank-Kamenetskii 2018), sind diese geringen
Abweichungen zu erwarten und bestétigen, zusatzlich zur Analyse der Genfragmentlange
mittels Elektrophorese, dass das korrekte Fragment amplifiziert wurde.
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Abbildung 4-21 Standard- und Schmelzkurven der Standardfragmente (blau) mit experimentell ermittelten qPCR
Bedingungen. Die NTC ist jeweils in rot dargestellt.LA= Long-Amplikon, E = Effizienz, R? = Bestimmtheitsmaf}, Tm
= Schmelztemperatur (berechnet, ,calc.” und experimentell bestimmt: Mittelwert aus allen Standardpeaks mit
Standardabweichung, STABW).

Es stellte sich heraus, dass die Anwendung der Methoden auf Umwelt- und
Wasserwerksproben fir sull und blaTEM mdglich war, fur tetA und intll jedoch Probleme
wahrend der Amplifikation auftraten. Eine Hemmung der Amplifikation konnte auf Storstoffe
(Inhibitoren) in den Umweltproben zuriickgefiihrt werden. Dies wurde belegt indem die
Standards zu unterschiedlichen Umweltproben-DNA-Extrakten dosiert wurden. In Abbildung
4-22 sind sowohl die in diesem Versuch generierten Genkopien, als auch die entsprechend
erhaltenen Banden aus der Kapillarelektrophorese gezeigt.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION | 79

Peak Size

51
FET
FEE
LIS
acok
QoL
aooe

[dal

86T

— Gl

— 0T
— ESF
— ESD
— OETH
— BLLT

NTC

STD 107 GC

STD 104 GC

STD 101 GC
*unverdinnt+ 108 GC |/

*1:10 + 10 GC ‘ I |

*1:100 + 108 GC | I

= = = [ = [ [ =

o o o o o o o

o (=] o o (=] o

o o o o o

o o o o

S 8 3

*DNA-Extrakt einer Oberflachenwasser-Probe Genkopien/Reaktion S

Abbildung 4-22 Kapillarelektrophorese und zugehérige Genkopien der qPCR mit den designten intll LA
Primerpaaren. Hierbei wurde der Standard 107 im Verhaltnis 1:10 zum DNA-Extrakt einer Oberflaichenwasser-
Probe zudosiert (entspricht 106 Genkopien).

Ist das quantitative Verhéaltnis zwischen DNA-Zielfragmenten und Stdrstoffen, die die DNA-
Polymerase hemmen, zu gering (also deutlich weniger Ziel-DNA als Inhibitor), kann es schnell
zu dem in Abbildung 4-22 demonstrierten Effekt kommen. Es ist davon auszugehen, dass es
sich um kompetitive Hemmung des Enzyms durch Huminséuren handelt, die zu einer
Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit nach Michaelis-Menten fihrt. Tebbe und Vahjen
(1993) konnten den Inhibitionseffekt von wahrend der DNA-Extraktion co-extrahierten
Humninsauren aus Umweltproben zeigen. Durch die 10-, bzw. 100-fache Verdinnung der
Oberflachenwasser-Probe kann die zudosierte Konzentration der Standard intll-Fragmente
von 108 GC/Reaktion wieder nachgewiesen werden. Somit ist bewiesen, dass die Anderung
des Verhaltnisses zwischen Inhibitor- und Substratkonzentration die Amplifikation der Ziel-
DNA wieder ermoglicht. Dies bestatigt, dass es sich um eine kompetitive Hemmung der
Polymerase handelt. Eine Verdiinnung der Probe ist fiir die konventionelle gPCR in der Regel
ausreichend. Der Faktor der erhéhten Amplifikationszeit der Polymerase wahrend der LA
gPCR scheint jedoch dazu beizutragen, dass eine Verdinnung nicht zu der gewiinschten
Reduzierung von Inhibitionseffekten fuhrt.

Fur weitere Versuche wurden LA gPCR-Assays fur sull und blaTEM genutzt. Die Anwendung
dieser beiden LA gqPCRs fiihrte auch in Umweltproben zu sicheren Ergebnissen. Da sull und
blaTEM ebenso Vertreter von haufig in der Umwelt nachweisbaren ARG sind, eigneten sich
diese beiden Gene zusatzlich optimal fir weitere Versuche.
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4.2.3.3 Anwendung der Long-Amplikon qPCR fur die Beurteilung der UV- und Chlorbehandlung
sowie Ozonung

Laboruntersuchung zur UV- und Chlorbehandlung

Ziel der LA qPCR Methodik ist es, eine Uberschatzung der ARG-Quantifizierung in einer
aguatischen Probe zu minimieren und bestenfalls ganzlich zu vermeiden. Vor allem nach
einem Abwasser- und/ oder Trinkwasser-Desinfektionsverfahren, wie der UV-Behandlung, der
Chlorbehandlung oder der Ozonung, kann es zur Schadigung der DNA kommen, die aufgrund
der kurzen, in der herkdmmlich angewendeten PCR amplifizierten Fragmente dennoch als
positive Probe bzw. intakte DNA gewertet wirde. Nur wenn ein vollstdndiges Gen in der gPCR
guantifiziert wird, kann man sichergehen, dass es sich auch um unbeschéadigte und funktionale
DNA handelt. Auch bei der immer haufiger im Bereich der Wasseraufbereitung angewendeten
Methode der Ultra- oder Nanofiltration, kann die Lange des Amplifikats ausschlaggebend fir
eine belastbare Quantifizierung sein. Kurze, bruchstiickhafte DNA-Fragmente kdnnten
kleinporige Membranen vermehrt passieren und somit nach der Filtration noch nachgewiesen
werden.

Um zu zeigen, ob die Reduktion der defekten Gene sowohl intra- als auch extrazellular mit der
LA gPCR besser abgebildet werden kann, wurden zunachst Versuche mit Modellproben
durchgefuhrt. Hierbei wurden blaTEM tragende E. coli (861 bp, auf Plasmid lokalisiert)
zusammen mit freien (extrazellularen) sull Genfragmenten (gesamte Lange des ARG, 840
bp) in steriles Trinkwasser gegeben und jeweils mit unterschiedlichen UV-Dosen bzw.
Chlorkonzentrationen behandelt. Diese beiden ARG wurden ausgewéhlt, da sowohl die SA
Fragmente, also auch die LA Fragmente &hnlich lange Sequenzen aufweisen, wobei blaTEM
SA 112 und sull SA 163 bp, und blaTEM LA 861 und sull LA 840 bp lang ist. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4-23 dargestellt.

Der Vergleich der LA- und der SA-gPCR hinsichtlich der Reduktion von intra- und
extrazellularen Antibiotikaresistenzgene zeigt, dass sich die Ergebnisse fiir die Chlor-
Behandlung und UV-Bestrahlung deutlich unterscheiden. Die extrazellulare DNA, die als
doppelstrangiges, lineares 840 bp langes freies Fragment in der Arbeitslésung vorlag, konnte
mit der hochsten eingesetzten Konzentration an freiem Chlor (1,38 mg/L) um rund 5 Log-
Stufen, von 9,3 (LA) und 9,0 (SA) auf 4,2 (LA) und 4,1 (SA) log GC/mL reduziert werden.
Jedoch unterscheidet sich der Verlauf der Abnahme der Genkopien mit steigender Chlor-
Konzentration zwischen der SA und der LA gPCR Methode. Mit jeder Erhéhung um 1 mg/L
sinkt die Genkopienzahl mit der SA Methode um je etwa 3,5 Log-Stufen (graphisch mittels
linearer Trendlinie ermittelt, y = -3,5x+9,03, R?=0,9919, Microsoft Excel). Mit der LA Methode
hingegen lasst sich bereits ab einer Konzentration von 0,2 mg/L freiem Chlor eine deutlichere
Abnahme um 2,8 Log-Stufen messen und ab einer Chlorkonzentration von 0,6 mg/L stagniert
die Kurve bei Werten zwischen 4,6 und 4,2 log GC/mL. Dass fiir die eDNA keine vollstandige
Elimination erreicht wird bzw. dass der Nachweis von rund 4 Log-Stufen sowohl des langen,
als auch des kurzen Amplifikats auch nach Inkubation mit der héchsten Chlorkonzentration
noch mdglich ist, kann mit der geringen Gréf3e der freien Genfragmente zusammenhangen.
Zhang et al. (2019a) konnten zeigen, dass bereits Plasmide und darauf lokalisierte ARG
deutlich weniger von Chlor beschadigt werden als genomische DNA, wobei sogar hohere
Chlorkonzentrationen getestet wurden. Die Wahrscheinlichkeit, dass Hypochlorit-Molekiile auf
die kleinen eDNA Fragmente treffen ist deutlich geringer, als die Reaktion mit auch in der
Arbeitslésung vorliegenden E. coli-Bakterien. Trotzdem kommen Zhang et al. (2019a) zu dem
Ergebnis, dass die Chlorung zur Degradierung von extrazellularer DNA und die Erfassung
mittels konventioneller gPCR Methoden eher zu einer Uberschatzung der Genkopien fiihrt.
Die gezeigten Untersuchungen stitzen diese Aussage.
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Abbildung 4-23 Konzentrationen der Long und Short Amplikon Genfragmente in E. coli und extrazellular nach Chlor-
und UV-Behandlung als Mittelwerte zwei paralleler Ansatze mit Standardabweichung. Die BG liegt bei 10
Genkopien pro mL. Unten: Logarithmische Koloniezahl (KBE/mL) von E. coli im Kulturverfahren. Die BG liegt bei

0,1 KBE pro mL. Dargestellt sind die gemessenen initialen Konzentrationen von freiem Chlor bzw. die angewendete
UV-Bestrahlungsstarke.

Die Analyse der intrazellularen DNA zeigte, dass mit der LA-qPCR-Methode ab einer
Konzentration von 0,6 mg/L freiem Chlor kein Nachweis von blaTEM mehr méglich war,
wahrend anhand der SA-gPCR keine deutliche Abnahme des ARG ermittelt werden konnte —
auch nicht bei hohen Chlorkonzentrationen. Die reaktiven Hypochlorit-lonen wirken zunachst
schadigend auf die bakterielle Zellwand, kdnnen nach dem Eindringen in die Zelle dann aber
auch die Nukleinsduren und Proteine angreifen (Ghernaout 2017). Dabei konnen

Strangbriiche entstehen, die die unterschiedlichen Ergebnisse fir SA und LA gPCR Methoden
erklaren.

Mit der SA gPCR lie3 sich nur eine sehr geringe Abnahme der GC iDNA/mL von 0,1 Log-
Stufen mit Zunahme der Chlorkonzentration bis 1,38 mg/L (laut linearer Trendlinie mit
Steigung von -0,1223, Microsoft Excel) feststellen. Dies zeigt, dass das Vorkommen von vor
allem in Bakterien vorliegenden ARG im gechlorten Trinkwasser, welches je nach
Gesundheitsrisiken zwischen 0,2 und 1 mg/L freies Chlor enthalten kann (Branz et al. 2017),
durch eine Analyse mit konventioneller gPCR potentiell Uberschatzt werden kann. Auch bei
einem niedrigeren Grenzwert von 0,3 mg/L finaler Chlorkonzentration im Trinkwasser und
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maximal bei Chlorung zulassiger Dosierung von 1,2 mg/L Chlor in Deutschland (DVGW W
290), sind anhand der gezeigten Experimente vor allem bei freien ARG-Fragmenten bereits
Uberschatzungen zu erwarten. Ghernaout (2017) beschreibt eine Inaktivierung von E. coli ab
bereits 0,1 mg/L freiem Chlor mit einer Inkubationszeit von nur 0,4 s. Diese Ergebnisse stiitzen
die im Kulturverfahren ermittelten Werte, die bereits ab der geringsten untersuchten
Chlorkonzentration von 0,05 mg/L (allerdings einer Kontaktzeit von 30 min) eine vollstandige
Inaktivierung der Mikroorganismen belegen.

Es ist bekannt, dass sich eine Bestrahlung mit UV-Licht nicht direkt schadigend auf bakterielle
Zellwande oder Proteine auswirkt, sondern durch die Induktion von kovalenten Bindung, z.B.
zwischen Nukleotiden oder DNA-Strangbrichen, Zellfunktionen beeintrachtigt. Diese
Schadigung der Erbinformation fiihrt zu einer Hemmung der Zellfunktionen und damit zu einem
Absterben der Zellen (Rastogi et al. 2010). Im Kulturverfahren sieht man aus vermutlich
diesem Grund auch keine vollstandige Elimination der Bakterien. In der Praxis werden zur
Desinfektion von Trinkwasser in Deutschland in der Regel UV-Dosen von mindestens 400 J/m?
angewendet (TrinkwV 2001). Dennoch hat bereits die niedrigste eingesetzte
Bestrahlungsdosis von 50 J/m? einen deutlich reduzierenden Effekt auf das Wachstum von
Bakterien, die bereits hier um 3,7 Log-Stufen reduziert werden. Ab einer Dosis von 300 J/m?
und mehr kdnnen zwischen 5,0 und 5,6 Log-Stufen Reduktion der KBE/mL erreicht werden.
Dass die vollstéandige Inaktivierung der Bakterien, wie sie bei den Chlorbehandlungen
beobachtet wurde, ausbleibt, kann mit Reparaturmechanismen zusammenhangen, die haufig
in Folge von UV-Schadigung der DNA aktiviert werden. Je nach Grad der Schaden kdnnen
kovalente Bindungen wieder getrennt und die DNA wieder erfolgreich abgelesen und
transkribiert werden. Gelingt die Reparatur einigen Bakterien, so ist die Bildung von Kolonien
auf dem CC-Agar weiterhin, wenn auch in deutlich reduzierter Zahl, moglich (Rastogi et al.
2010; Witkin 1976). Anhand der Analyse der intrazellular vorliegenden ARG lasst sich eher
vermuten, dass die DNA stark und womdglich irreversibel durch hochdosierte UV-Strahlung
(ab 350 J/m?) geschadigt wird, da hier kein Nachweis mit der LA gPCR Methode oberhalb der
Bestimmungsgrenze mehr mdglich ist. Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die DNA-
Extraktion und PCR-Analyse direkt nach der UV-Bestrahlung vorgenommen wurden, wodurch
die Zeitspanne fir mogliche DNA-Reparaturen sehr gering war, wahrend die Mechanismen
bei E. coli im Kulturverfahren innerhalb der 24-stiindigen Inkubation auf nadhrstoffreichem
Medium fur die DNA-Reparatur greifen kbnnen. Anhand der Analyse der sowohl intra-, als
auch extrazellular vorliegenden ARG mit der konventionellen gPCR (Nachweis von 112 bzw.
163 bp langen Fragmenten) ist keine signifikante Reduktion der Genkopien mit steigender UV-
Dosis zu erkennen. Mit aus der linearen Regression ermittelten Steigung von nur -0,0004 Log-
Stufen (eDNA, SA) und -0,00004 Log-Stufen (iDNA, LA) kénnen die Ergebnisse von Stange
et al. (2019a), Ho et al. (2016), McKinney und Pruden (2012) und Rudi et al. (2010) gestitzt
werden, die bereits zeigten, dass die Analyse kurzer Amplifikate nach UV-Behandlung die
Reduktionsleistung fiir ARG unterschatzt. Deutlich wird der Effekt der besseren Abbildung mit
der LA Methode bei der extrazellularen DNA. Hier ist die Log-Reduktion des langen Fragments
mit 840 bp, verglichen mit dem kurzen, um Faktor 5 erhdht (Steigung der linearen Trendlinie
von -0,002). Diese Ergebnisse passen zu von Ho et al. (2016) publizierten Ergebnissen zur
Reduktion von viraler DNA mit unterschiedlichen Amplifikatlangen durch UV-Bestrahlung. Hier
wurde eine Erh6hung der Log-Reduktion von SA (hier 250 bp) zu LA (hier 955 bp) um Faktor
4 ermittelt. Da durch UV-Bestrahlung eher die DNA selbst beschéadigt wird, nicht aber andere
Zellbestandteile, wiirde man erwarten, dass die Effekte der Erfassung von langen und kurzen
Fragmenten fur intra- und extrazellulare DNA &hnlich sind. Anhand der Ergebnisse bestatigt
sich dies jedoch nicht. Die Abnahme der intrazellularen Genkopien verlauft mit steigender UV-
Intensitat zunachst (bis 300 J/m?) ahnlich der extrazellularen, wobei fur die SA gPCR kaum
eine Abnahme festzustellen ist (Steigung von -0,00004 Log-Stufen), wahrend die Steigung fir
die LA Methode bei -0,002 Log-Stufen liegt (R? hierbei mit 0,43 jedoch geringer als bei eDNA
LA mit 0,98). Bei einer UV-Intensitat von mehr als 300 J/m? kénnen mit der LA qPCR keine
Fragmente mehr nachgewiesen werden. Uber den Grund hierfur kann nur spekuliert werden.
In einer Studie von Bonura und Smith wurde schon 1975 anhand von E. coli festgestellt, dass
Doppelstrangbriiche enzymatisch infolge der UV-induzierten DNA-Reparatur verursacht
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werden konnen. Auch in diesem Experiment kénnte die DNA-Exzisions-Reparatur von
Thymindimeren lediglich in den lebenden Zellen zu Strangbriichen und damit ausbleibender
Nachweisbarkeit mit der LA Methode geflihrt haben. Die Induktion von Strangbrichen durch
Reparaturenzyme konnte ebenso bereits proportional mit dem Zelltod korreliert werden
(Bonura und Smith 1975b), was auch zu den hier erzielten Ergebnissen im Kulturverfahren
passt. Da bei der extrazellularen DNA Reparaturmechanismen keine Rolle spielen, sinkt hier
die Log-Genkopien-Konzentration von 0 bis 800 J/m2 gleichmafig. Dies zeigt, dass die
Reduktion von ARG durch die LA-Methode besser als mit der konventionellen SA qPCR
abbildbar ist.

In Tabelle 4-4 ist das Ergebnis fir die Behandlungen von extra- und intrazellularen ARG mit
UV und Chlor zusammengefasst. Hier ist jeweils das Angezeigte Log-Stufen Reduktionen
(C/Cyo), bezogen auf die in der Praxis gangige Dosis der Desinfektionsmittel gegenlbergestellt.
In allen vier Fallen findet eine Uberschatzung der Zahl lbertragbarer Gene durch eine
Anwendung der SA qPCR statt. Bei der in der Praxis gangige UV-Dosis von 400 J/m? (DVGW
W 290), wird durch die konventionelle SA gPCR eine Log-Stufen Reduktion von 0,6
(intrazellular), bzw. 0,2 (extrazellular) angezeigt, wahrend diese sich durch Anwendung der LA
gqPCR auf 3,3 Logstufen (intrazellular), bzw. 0,9 Logstufen (extrazellular) erhéht. Ahnliche
Trends werden fur die zulassige Chlor-Zugabemenge in Trinkwasser von 1,2 mg/L freiem
Chlor (DVGW W 290) erzielt: Hier kann fur die intrazellularen Gene, relativ zur unbehandelten
Probe, eine Log-Stufen Reduktion von 0,3 mit der SA und 2,0 mit der LA qPCR erreicht
werden. Die Log-Reduktion von 4,2 fur die Untersuchung der extrazellularen Gene mit der
konventionellen SA gPCR zeigt, dass Chlor fir frei vorliegende DNA offenbar eine héhere
Wirksamkeit aufweist, als flr DNA, die in Bakterien vorliegt. Dennoch wird auch hier durch die
LA gPCR eine hohere Log-Stufen Reduktion von 5,1 angezeigt. Bei der Detektion von
Resistenzgenen wahrend der reaktiven Trinkwasseraufbereitung ist es demnach ratsam, die
LA gPCR Methode fiir ausgewahlte Gene anzuwenden, da die Wirkung von UV-Bestrahlung
oder Chlorung andernfalls geringer eingeschatzt werden kann, als sie tatsachlich ist.

Tabelle 4-4 Angezeigte Log-Stufen Reduktionen (C/Co) durch die in der Praxis gangigen Dosen der
Desinfektionsmittel UV und Chlor durch die konventionelle/ ,kurze® Amplifikatidange (SA) und die Analyse des
vollstéandigen/ ,Jlangen” Gens (LA).

Angezeigte Log-Stufen Reduktion bei Behandlung mit 400 Jim® UV durch SA und LA qPCR:

intrazellular extrazellular
SA -0,6 -0,2
LA -3,3 -0,9

Angezeigte Log-Stufen Reduktion bei Behandlung mit 1,2 mg/L Cl; durch SA und LA gPCR:

intrazellular extrazellular
SA -0,3 -4,2
LA -2,0 -5,1

Untersuchung von Proben aus Wasseraufbereitungen mit Ozon-Behandlung

Um den Effekt der LA-gPCR bei einem realen Wasseraufbereitungsprozess zu erfassen,
wurden exemplarisch Wasserwerksproben aus China und Deutschland mit den LA Primern
untersucht. Hier wurde sull zum Vergleich der konventionellen SA gPCR mit der LA qPCR
verwendet, da es in allen Proben von hoher Relevanz war. In Abbildung 4-24 sind die
Mittelwerte fur sull aus beiden in 2019 durchgefiihrten Probenahmen in den Wasserwerken
SC und SIP dargestellt. Zwar handelt es sich hierbei um zwei chinesische Wasserwerke, die
unterschiedliche Rohwasser-Ressourcen nutzen (Tai See und Yangcheng See), da jedoch
sull in beiden Wassern in hohen Konzentrationen auftritt und beide Wasserwerke dieselben
Schritte zur Aufbereitung anwenden, wurden die Werte der vier Probenahmen fiir den
Vergleich der SA gPCR und LA gPCR gemittelt. Der Verlauf der Konzentrationen nach den
Behandlungsschritten ist fir beide gPCR Methoden (SA und LA) ahnlich. Die Mittelwerte fur
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sull LA liegen fur nahezu alle Schritte 0,1 bis 0,5 Log-Stufen unter den Werten fiir die Standard
SA gPCR. Die grofite Differenz von 0,5 Log-Stufen tritt im Mittel nach der Sedimentation auf,
wobei hier die Standardabweichung fur sull LA gPCR mit £ 1,0 vergleichsweise hoch ist. In
drei von vier Proben liegen die LA-Werte nach der Sedimentation (Sed) deutlich unter den SA
gPCR-Werten (Vergleich Anhang 8.6.1). Eine Erklarung fur die erhdhte Differenz kbnnte der
Anteil an sull Genen sein, der in intakter Form in Bakterien vorliegt, nach der Koagulation
sedimentiert (Hu et al. 2019) und damit mit der LA Methode nicht mehr erfassbar ist. Im
Uberstand konnte dann ein geringerer Anteil an sull Genen zuriickbleiben, von denen
maoglicherweise einige bruchstiickhaft vorliegen.

Vor allem durch die Post-Ozonung werden die sull Gene insgesamt deutlich reduziert
(Verglichen mit den Konzentrationen im Zulauf). Es wurde erwartet, dass nach der Ozonung
ein signifikanter Unterschied zwischen SA und LA detektiert wird, da Ozon als reaktives
Oxidationsmittel bruchstiickhafte DNA verursachen kann und sull LA somit weniger intakte
Gene erfassen kann. Uberraschenderweise ist die Konzentration von sull LA in zwei von vier
Proben Post-O3 hoher als die von sull SA, wahrend in den anderen beiden Proben sull nur
mit der SA Methode detektiert werden konnte und die Werte der LA gPCR unter der BG lagen.
Diese unterschiedlichen Ergebnisse spiegeln sich in der hohen Standardabweichung von +1,6
Log-Stufen wieder. Die Wirkung von Ozon auf die Reduktion der ARG héngt vermutlich stark
von der Wassermatrix und der eingesetzten Dosis ab (Stange et al. 2019a), was die
Variationen der Ergebnisse erklaren kénnte. Da die Ozon-Dosen leider unbekannt sind, kann
dartiber nur spekuliert werden. Durch die beiden Nachweise <BG mit der LA Methode wird
jedoch deutlich, dass die LA gPCR in einigen Fallen wichtige Zusatzinformationen liefern kann.
Der Nachweis mit der konventionellen gPCR liefert deutlich hbhere Resultate, wobei es sich
aber um defekte ARG handeln kann. Diese sind fur eine Risikobewertung fiir das Trinkwasser
zu vernachlassigen. Der wohl deutlichste Effekt tritt nach der Chlorung in den Reinwasser-
Proben auf. In zwei von vier Proben kann mit sull SA noch eine Konzentration von 2,8 (SIP
Mérz 2019) und 2,1 (SIP Aug 2019) log GC/mL detektiert werden, wahrend sull LA in allen
vier Proben Ergebnisse < BG liefert. Somit wird das Aufkommen von sull fir aufbereitetes
Trinkwasser in 50 % der hier untersuchten Félle deutlich Uberschéatzt. Dass die Abnahme von
Resistenzgenen im Vergleich zu den Koloniezahlen wahrend der Chlorung langsamer
vonstattengeht, wurde bereits beschrieben (Stange und Tiehm 2016a). Die LA gPCR Methode
kénnte eine Moglichkeit sein, diese Unterschiede auf rein molekularer Ebene zu erfassen,
indem nur intakte Gene (vermutlich gré3tenteils in Bakterien vorliegend) dargestellt werden.
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Abbildung 4-24 Vergleich von sull Short Amplikon (SA, 163 bp) und Long Amplikon (LA, 840 bp) fur die am Tai
See beprobten Wasserwerke Suzhou City und Suzhou Industrial Park je im Marz und August 2019 (siehe Tabelle
3-2).

Um ein weiteres Gen hinsichtlich der Unterschiede zwischen SA gPCR und LA gPCR wahrend
der Trinkwasseraufbereitung zu untersuchen, wurde blaTEM ausgewahlt, da dieses
B-Laktamase-Gen eine hohe Relevanz in den Proben des Wasserwerks Langenau (ZV LWV,
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Aufbereitung von Donau-Wasser) aufwies. Da [p-Laktam-Antibiotika zu einer der
bedeutendsten AB-Gruppen gehéren und die Verbreitung der vermittelnden Resistenzgene
ein Risiko fur die menschliche Gesundheit darstellt, ist das Monitoring der Effizienz von
Aufbereitungsverfahren auch in Deutschland von enormer Wichtigkeit. Die ersten
Behandlungsschritte des Wasserwerks Langenau wurden im Jahr 2020 mehrmals beprobt,
sodass insgesamt sechs Proben mit SA und LA gPCR untersucht werden konnten. Die
Mittelwerte mit Standardabweichung sind in Abbildung 4-25 gezeigt. Bereits im Zulauf, aber
auch nach Flockungs-Sedimentation stets geringere Werte mit der LA qPCR detektiert
werden, als mit der SA gPCR. Dabei konnte fur SA (von 2,1 auf 2,2 log GC/mL) und LA (von
1,6 auf 1,8log GC/mL) gleichermaRen beobachtet werden, dass die Flockung mit
anschlieRender Sedimentation nicht zur Reduktion des ARG fihrt. Die Ozonung fihrt in
diesem Wasserwerk zu einer deutlichen Reduzierung von blaTEM um 1,4 Log-Stufen auf
0,8log GC/mL (SA). Anhand der konventionellen SA gPCR-Methode kann jedoch
angenommen werden, dass keine vollsténdige Elimination von blaTEM erreicht werden kann.
Dies wirde ein Risiko der weiteren Ausbreitung des ARG mit der Trinkwasserverteilung
bedeuten und eine Ubertragung des Gens auf potentiell humanpathogene Keime kénnte nicht
ausgeschlossen werden (Sanganyado und Gwenzi 2019). Auch hier bringt die LA gPCR
Methode zusatzliche Informationen: Intakte blaTEM Gene (LA) kénnen nach der Ozonung hier
nicht mehr nachgewiesen werden. Dodd (2012) beschreibt Studien in denen gezeigt werden
konnte, dass Ozon eher die Zellbestandteile resistenter Bakterien schadigt, darin enthaltene
ARG jedoch meist intakt bleiben, obwohl Ozon eigentlich eine hohe Reaktivitat gegeniber
dsDNA besitzt. Die in der Wasserbehandlung eingesetzten Konzentrationen von 0,1-1 mg/L
Ozon wirden hierbei jedoch ausreichen, um ARG direkt zu deaktivieren. Da auch im
Wasserwerk Langenau zwischen 1,3 mg/L (im Winter) und bis zu 2,5 mg/L (im Sommer) Ozon
eingesetzt werden und dies zur vollstandigen Elimination von blaTEM unter Anwendung der
LA gPCR Methode fiihrt, geht bereits ab dieser Behandlungsstufe kein Risiko der Ausbreitung
von blaTEM mehr aus. In nur zwei von sechs Post-O3 Proben wurden bereits fur die kurzen
Amplifikate Nachweise < BG ermittelt, was damit im Fall dieser Wasserwerksproben zu einer
Uberschatzungsquote fiir die blaTEM Detektion von rund 67 % fiihrt.
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Abbildung 4-25 Vergleich von blaTEM Short Amplikon (SA, 112 bp) und Long Amplikon (LA, 861 bp) fur die vom
Zweckverband Langenau zur Verfigung gestellten Wasserwerksproben von 6 Probenahme-Zeitpunkten (Proben
laut Tabelle 3-1, ZVLWV OW, VorR und O3 von Feb, Apr, Jun, Aug, Okt 2020 und Aug 2021).

Es konnten keine vergleichbaren Studien zur Untersuchung der Reduktion von ARG in
Wasseraufbereitungsanlagen gefunden werden. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse
liefern demnach eine wichtige Grundlage fir  zukinftige Analysen  von
Trinkwasseraufbereitungen. Die Daten verdeutlichen, dass die LA qPCR wichtige zusatzliche
Erkenntnisse zur Entfernung von ARG im Rahmen der Trinkwasseraufbereitung und
Uberschatzungen von ARG-Konzentrationen vermieden werden kénnen. Da lediglich durch
intakte ARG ein Risiko der Ubertragung auf Bakterien besteht und es damit zur Resistenz-
Ausbreitung und einer indirekten Gefahrdung der menschlichen Gesundheit kommen kann, ist
die Anwendung der LA gPCR zielfuhrend, um eine optimierte Risikobewertung von ARG in der
Trinkwasseraufbereitung zu gewéahrleisten.
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4.2.3.4 Fazit der Methodenetablierung

Grundsatzlich wird weiterhin die Anwendung der konventionellen gPCR-Methoden mit
vergleichsweise kurzen Amplifikaten (100-300 bp) fur die Untersuchung aquatischer Proben
empfohlen. Diese sind unempfindlicher gegenulber Inhibitoren in den Proben, als die langen
Fragmente von 800 bp und mehr. Die Analyse ganzer ARG mittels gPCR (LA gPCR) sollte
zusétzlich durchgefuhrt werden, wenn ein reaktives Verfahren zur Desinfektion angewendet
wurde (UV, Ozon, Chlor) und somit eine Uberschatzung der Genkopienzahl wahrscheinlich
ist. Da die ARG sull und blaTEM zuverlassige Ergebnisse, sowohl mit der konventionellen
gPCR, als auch der hier etablierten LA qPCR Methode lieferten und zudem weit verbreitete
ARG von hoher hygienischer Relevanz sind, eignen sich diese beiden Gene fur die
Abschatzung der Eliminationsleistung. Sowohl in Laborexperimenten mit UV und Chlor, als
auch anhand von Realproben aus der Trinkwasseraufbereitung mit Ozonung konnte gezeigt
werden, dass die Analyse mittels LA gPCR die Eliminationsleistung reaktiver Verfahren besser
abbildet als die konventionelle gPCR.
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4.3 Elimination von Resistenzgenen

4.3.1 Elimination von Antibiotikaresistenzgenen durch konventionelle
Behandlungsverfahren

Verschiedene Proben aus Trinkwasserwerken in Deutschland und China wurden mittels gPCR
auf ARG analysiert. Die gezeigten Untersuchungen wurden zwecks besserer Vergleichbarkeit
mit Werten aus der Literatur mit den konventionellen gPCR-Methoden durchgefuhrt und stellen
somit ein Monitoring von verschiedenen Trinkwasseraufbereitungen dar.

4.3.1.1 Trinkwasseraufbereitung am Tai See

Um die gesamte Reinigungseffizienz dreier Wasserwerke (Wujiang, Suzhou City und Suzhou
Industrial Park) untereinander und saisonal (Herbst, Frihjahr, Sommer) vergleichen zu
kénnen, wurde die Konzentration im Reinwasser der Konzentration im Zulauf
gegenlbergestellt. Im November (Herbst) konnte nur das Wujiang Wasserwerk beprobt
werden, weswegen es hier keine Vergleichsmdglichkeiten gibt. Anhand der in Abbildung 4-26
dargestellten Daten kann man sehen, dass alle im Zulauf detektierten Resistenzgene (sull,
sul2 und blaTEM) hier insgesamt erfolgreich eliminiert wurden. Lediglich 16S und intl1 sind im
Reinwasser noch nachweisbar, wurden aber um 4,1 (16S) bzw. 1,0 (intll) Log-Stufen
reduziert. Das Methicillin-Resistenzgen mecA, welches beispielsweise ein Indikator fir den
Eintrag von Krankenhausabwassern mit klinisch relevanten Keimen (MRSA) sein kann, tritt
lediglich im Marz im Wu Wasserwerk auf. Da dieses Gen im Rohwasser der anderen beiden
Wasserwerke im Marz nicht relevant zu sein scheint, handelt es sich hierbei vermutlich um
einen punktuellen Eintrag durch kommunale oder klinische Abwésser. In der Schweinehaltung,
die am Tai See besonders stark angesiedelt ist, wurden vermehrt assoziierte MRSA Stamme
Uber das mecA Gen nachgewiesen (Boost et al. 2012). Auch solche Abwasser kénnen fur den
vereinzelt positiven Nachweis von mecA verantwortlich sein. Generell liegen die
Konzentrationen der 16S Gene zwischen 6,1 und 7,1 log GC/mL. Man kann keinen
signifikanten Unterschied in den Konzentrationen von bakterieller DNA zwischen Friihjahr und
Sommer erkennen, wobei die Datenbasis gering ist. Die niedrigste 16S-Konzentration von
6,1 log GC/mL war im Herbst nachweisbar, was durch die niedrigeren Temperaturen
begriindet werden kann, die unglnstig fir das Wachstum von Bakterien sind. Auch die
Resistenzgene sul und sul2 sowie das Integrase-Gen intll weisen in allen Jahreszeiten
ahnlich hohe Genkopien-Konzentrationen zwischen 3,3 und 4,3 log GC/mL auf. Hier ist
demnach kein Einfluss von beispielsweise hoéherer Antibiotika-Produktion in der kalteren
Jahreszeit zu erkennen, was mit Beobachtungen von Huang et al. (2019) einhergeht. Das mcr-
1 Gen wurde nur im August 2019 im SIP Wasserwerk nachgewiesen, was dafurspricht, dass
es lediglich saisonal im Yangcheng See zu héheren Eintragen kommt. Die Reduktion des
Gens im Wasserwerk ist jedoch vollstéandig, im Gegensatz zu den meisten anderen
Resistenzgenen, sowie 16S und intll. Sowohl im Frihjahr, als auch im Sommer findet eine
Reduktion von nur 1,5 und 2,6 Log-Stufen des 16S-Gens statt, was im Vergleich zu den
anderen Wasserwerken, mit ahnlich hoher bakterieller Belastung im Zulauf, deutlich geringer
ist. Auch intl1, sull und sul2 werden bei initialen Konzentrationen von 3,6 bis 3,9 log GC/mL
im Marz nur um 0,9 bis 1,1 Log-Stufen reduziert. Offenbar ist die Reinigungsleistung des
Wasserwerks vergleichsweise schlechter als die von Wu und SC. Mogliche Griinde daftir
kénnen nicht optimale Verweilzeiten in den jeweiligen Behandlungsstufen sein, oder zu
geringe Konzentrationen von Chlor oder Ozon (Li und Gu 2019). Die unvollstandige Abtétung
von Bakterien kann bewirken, dass diese Unempfindlichkeiten entwickeln oder Chlor-
resistente Bakterienspezies wie beispielsweise Pseudomonaden relativ angereichert werden
(Jia et al. 2015). Die p-Laktamase-Gene blaTEM und blaCTX-M-32 werden im Marz, wo sie
im Rohwasser in geringeren Konzentrationen nachweisbar sind, vollstdndig eliminiert, was
einer Reduktionsleistung von mehr als 1,8 bzw. 0,8 Log-Stufen entspricht. Im August werden
von 2,1 und 2,4 log GC/mL lediglich 0,6 und 0,7 Log-Stufen eliminiert. Auch hier kann die
hohere AulRen- sowie Wassertemperatur fordernd auf das Wachstum von Bakterien und die
somit verschlechterte Gesamtelimination wirken.
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Abbildung 4-26 ARG-Konzentrationen im Zulauf und Ablauf (Reinwasser) der Behandlungsstrale aller
Wasserwerke im November, Méarz und August (siehe Tabelle 3-2). Fehlende Saulen entsprechen
Genkonzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze von ca. 1 GC pro mL.

In Abbildung 4-27 sind ARG-Abundanzen (Anteil ARG zur bakteriellen 16S rDNA) nach den
einzelnen konventionellen Aufbereitungsschritten der drei Wasserwerke am Tai und am
Yangcheng See dargestellt. Durch die Darstellung der Abundanzen kann man erkennen, nach
welchen  Schritten  sich  antibiotikaresistente ~ Bakterien im  Verhéltnis  zur
Gesamtbakterienkonzentration anreichern (steigende Abundanz, kleinere Balken) oder diese
reduziert werden (sinkende Abundanz, gré3ere Balken). Die Genkopien/mL der einzelnen
Gene sind in Anhang 8.6.1 tabellarisch gelistet. Aufgrund einer besseren Vergleichbarkeit der
Abundanzen sind nur die Werte der Marz-Beprobung gezeigt. Die Wasserwerke Wu und SC
bereiten Wasser aus dem Tai See auf, wahrend SIP Wasser aus dem Yangcheng See nord-
Ostlich des Tai Sees als Rohwasser-Ressource nutzt. Die Aufbereitungsschritte der drei
Wasserwerke ahneln sich stark, wobei ein signifikanter Unterschied die fehlende Vor-Ozonung
(Pre-03) im Wu-Wasserwerk ist. Diese ist dort zwar vorhanden, war zum Zeitpunkt der
Probenahme jedoch nicht aktiv. Bei allen drei Wasserwerken wird eine Flockung (Koagulation,
K) und eine Sedimentation (Sed) durchgefuhrt. AnschlieRend findet die Passage durch einen
Sandfilter (SF) statt. Nach der Filtration wird Ozon (Post-O3) zugegeben und das Wasser dann
Uber Aktivkohle (zum Teil biologisch aktiviert, GAC oder BAC) gefiltert. Im letzten Schritt vor
der Entlassung ins Wasserverteilungsnetz (RW) wird dem Wasser Chlor (Cl) zugesetzt.
Genaue Details zu Oxidations-/ Desinfektionsmittel-Konzentrationen wurden von den
Wasserwerken leider nicht Ubermittelt.

Die Analyse von ARG wahrend einer Trinkwasseraufbereitung wird selten durchgefthrt und
es existieren keine Standardverfahren oder Grenzwerte fur diese Parameter. Einige Quellen
belegen das Vorkommen von ARG in der Trinkwasseraufbereitung in China (Guo et al. 2014,
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2014; Hu et al. 2018, 2018; Hu et al. 2019; Stange et al. 2019b; Wang et al. 2019).
Konventionelle Behandlungsverfahren, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, wurden hinsichtlich der
Elimination anderer anorganischer und organischer Kontaminanten etabliert und eignen sich
meist nicht fur eine vollstandige Elimination von ARG und ARB. Gelangen Ruckstande von
Resistenzen in das Trinkwasser besteht die Gefahr der Ausbreitung von Resistenzen unter
verschiedenen Bakterienspezies (Sanganyado und Gwenzi 2019). Die Ubertragung von ARG
auf humanpathogene Bakterien ist dabei nicht ausgeschlossen. Es ist deshalb wichtig, aktuell
betriebene Trinkwasseraufbereitungen auf Rickstande von ARG zu untersuchen und bei nicht
hinreichender Eliminationseffizienz neue Verfahren zu entwickeln, die eine vollstandige
Elimination bewirken kdnnen.

Anhand der Abundanzen im Zufluss der drei Wasserwerke sieht man deutlich, wie
unterschiedlich die relative Verteilung der ARG Uber den Behandlungsprozess ist. Das
Methicillin-Resistenzgen mecA ist mit relativ geringer Abundanz von nur -4,7 log im Zufluss
des Wujiang Wasserwerks detektierbar, wahrend es im SC Wasserwerk mit ebenso geringer
Abundanz erst nach der Vor-Ozonung detektiert werden kann. Dies konnte dafursprechen,
dass die Eintrage nicht kontinuierlich stattfinden oder die Genkopien nahe der
Bestimmungsgrenze nicht immer nachweisbar sind.

Dass mecA erst im zweiten Schritt des SC Wasserwerks auftritt, kann auch mit dem hoéheren
Volumen begrindet sein, dass von der bereits etwas reineren Probe zum Zwecke der DNA-
Extraktion filtriert wurde. Im SIP Wasserwerk, wo Wasser aus dem Yangcheng See aufbereitet
wird, scheint dieses Gen nicht von Relevanz zu sein. Das héhere Filtrationsvolumen kdnnte
auch fur das Aufkommen von im Zufluss nicht nachweisbaren blaCTX-M-32 Gens nach Vor-
Ozonung im SIP Wasserwerk verantwortlich sein. Die Vor-Ozonung war zum Zeitpunkt der
Probenahme im Wu Wasserwerk nicht aktiv und die Flockung und Sedimentation fuhrt zur
Zunahme der Abundanzen intll, sull, sul2, blaTEM und mecA um insgesamt bis zu 1,0 Log-
Stufe. Im Vergleich dazu bleiben die Abundanzen nach der Vor-Ozonung in SC und SIP fir
intl1, sull, sul2 und blaCTX-M-32 relativ gleich, wahrend die Abundanzen von blaTEM um
mindestens 0,9 Log-Stufen sinken. Aufgrund der hohen Konzentration an Partikeln und
anderen organischen Substanzen im Wasser ist die Effizienz der Ozonung fiir die Entfernung
von ARG vermutlich gering, da die Ozon-Molekiile verstarkt andere Komponenten im Wasser
angreifen. Diese Ergebnisse der Erhthung von ARG durch Ozonung sind in Ubereinstimmung
mit Resultaten von Su et al. (2018) und Guo et al. (2014).
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Abbildung 4-27 Relative Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene pro Genkopien der 16S rDNA uber die
konventionelle Behandlungskette dreier Wasserwerke am Tai und Yangcheng See (Kampagne Marz 2019, siehe
Tabelle 3-2). Die Bestimmungsgrenze (BG) liegt bei 1 Genkopie pro mL Probe.
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Die bei SC und SIP auf die Ozonung folgende Flockung und Sedimentation zeigt anschlie3end
den gleichen Effekt wie bei Wu, eine Steigerung der Abundanzen aller detektierbaren Gene.
Der Ablauf des Sandfilters wurde bei SIP im Marz 2019 nicht beprobt werden.

Bei Wu und SC, die Tai See Wasser aufbereiten, sind unterschiedliche Trends zu beobachten:
Bei SC kann blaCTX-M-32 nach dem SF nicht mehr nachgewiesen werden wahrend auch die
Abundanz der anderen Gene um 0,2 (blaTEM) bis 0,7 (intl1, sull, sul2) Log-Stufen sinkt. Im
Gegensatz dazu steigen die Abundanzen fir intll und sull im Wu Wasserwerk nach SF
geringfugig um 0,1 Log-Stufen an, was bedeuten kdnnte, dass sich Bakterien, die diese Gene
tragen, auf dem Sandfilter anreichern. Da die Assoziation von intll mit sull schon in einigen
Studien belegt wurde, kann dies den simultanen Anstieg erklaren (Chaturvedi et al. 2021;
Mazel 2006). Die sul2-Abundanz sinkt hingegen kaum von -3,3 auf -3,4 log, wahrend die
Abundanz von blaTEM sehr deutlich von -2,2 auf -4,1 log sinkt. Dass die Reduktion der
Abundanz aller Gene bei SC starker ausgepragt ist, kdonnte mit der Vor-Ozonung
zusammenhangen. Reste des Ozons konnten nach Flockung und Sedimentation wahrend der
Passage des Sandfilters noch weiter reagieren, und somit ARB eliminieren. Die Sandfiltration
ist ein wichtiger Schritt fiir die Elimination von ARG und kann zu einem Anstieg vereinzelter
Gene fuhren. Dies konnte in anderen Studien ebenfalls beobachtet werden (Hu et al. 2019;
Zhang et al. 2016).

Die bei allen drei Wasserwerken auf die Sandfiltration folgende Ozonung, in Kombination mit
granulierter bzw. biologisch aktivierter Aktivkohle, flihrt bei SIP und SC zu einer Reduktion der
Abundanz fur die Gene intll, sull, blaTEM und blaCTX-M-32. Sowohl ARB, als auch ARG
konnen an der Aktivkohle adsorbieren und zusatzlich durch Ozon oxidiert werden. Im Wu
Wasserwerk hingegen wird die 16S rDNA zwar durch Post-O3/GAC reduziert, die Abundanzen
von intl1, sull und blaTEM steigen jedoch um 0,9 bis 1,7 Log-Stufen an. Dies lasst vermuten,
dass sich resistente Bakterien auf der Aktivkohle anreichern. Es ist nicht auszuschlie3en, dass
die Resistenz gegen bestimmte Gruppen von Antibiotika mit einer Unempfindlichkeit
gegeniber Ozon einhergeht. Alexander et al. (2016) und Su et al. (2018) fanden eine &hnliche
Erhdhung von Resistenzgenen bei der Anwendung von Ozon in der Abwasser-Behandlung,
die mit bestimmten Uberlebenden Bakterienarten einherging. Trotz der erhéhten Abundanz
dieser Gene im Wu Wasserwerk, scheint die gesamte Reinigungseffizienz dieser
Behandlungsstrale im Vergleich zu den anderen zwei Wasserwerken im Hinblick auf die
Elimination von ARG hoher zu sein. Im Reinwasser ist lediglich intll nachweisbar und eine
geringe Konzentration von nur 6,4 log GC/mL sull, jedoch mit einer steigenden Abundanz.
Das konnte ein Hinweis auf frei vorliegende ARG sein. Auch frei vorliegende DNA (oder eDNA)
kann durch Transformations-Prozesse ein hohes Risiko der Ausbreitung von Resistenzen mit
sich bringen und ist deshalb nicht zu vernachlassigen (Nielsen et al. 2007; Sivalingam et al.
2020; Zhang et al. 2018b). Dies verdeutlicht umso mehr, wie wichtig nicht nur die Kontrolle
mikrobiologischer Parameter im Trinkwasser, sondern auch die Analyse von Resistenzen auf
molekularer Ebene ist. Im Kontrast zu Wu, findet man im Reinwasser von SC Rickstande von
blaTEM und blaCTX-M-32 in sogar erhéhter Abundanz im Vergleich zur vorherigen Stufe, was
ebenso fur eine relative Anreicherung von resistenten Bakterien sprechen konnte. Lin et al.
(2016) konnten in Experimenten mit unterschiedlichen Chlorkonzentrationen zeigen, dass
einige ARG-Abundanzen durch die Behandlung mit gering konzentriertem Chlor (0,5-1 mg/L)
ansteigen konnen. Die eingesetzten Chlor-Konzentrationen in den Wasserwerken sind leider
nicht bekannt, weshalb nur vermutet werden kann, dass dieser Effekt eine Rolle bei der
Erhdhung der Abundanzen spielt.

Trotz der raumlichen Nahe der Wasserwerke und der damit in den selben Beprobungs-
Zeitraumen ahnlichen Wetterverhaltnissen sind die Konzentrationen der bestimmten Gene
sehr unterschiedlich. Auch die Reduktionen der einzelnen Gene und auch relativen
Abundanzen unterscheiden sich im Zulauf der Wasserwerke sowohl| saisonal, als auch unter
den verschiedenen Wasserwerken, trotz ahnlicher Behandlungsstrategie. Dies zeigt umso
deutlicher, wie komplex die Aufbereitung von Trinkwasser ist, wenn das Rohwasser unter
starken anthropogenen Einflissen steht. Ein kontinuierliches Monitoring mikro- und
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molekularbiologischer Parameter wére in solchen Fallen essentiell, um Quellen, die zu einer
Anreicherung von Mikroorganismen oder ARG flhren, schnell zu identifizieren und den
Prozess zu optimieren.

4.3.1.2 Trinkwasseraufbereitung in Deutschland

Far die Trinkwasseraufbereitung in Deutschland werden Grundwasser haufiger als
Oberflachenwéasser verwendet. Diese sind durch die Bodenpassage nach Versickerung von
Regenwasser weniger mit chemischen und mikrobiellen Kontaminationen belastet als
Oberflachenwasser und bieten damit meist hygienisch und chemisch bessere
Voraussetzungen fir die Trinkwassergewinnung. Dennoch kommen ca. 30 % des deutschen
Trinkwassers aus Oberflachenwassern oder Uferfiltrationen (Umweltbundesamt 2021). Haufig
werden beide Rohwassertypen fir die Gewinnung von Trinkwasser gemischt. In Deutschland
werden jahrlich ca. 700 bis 800 Tonnen Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin
eingesetzt (GERMAP 2015). Die Reinigung von Abwéassern, die entsprechende Riickstande
enthalten kénnen, wird gut kontrolliert und fihrt nur zu geringen regelmafigen Eintragen in die
Umwelt. Trotzdem kénnen ARG und ARB durch den Eintrag von unvollstandig gereinigten
Abwaéssern und Klarschlamm in die aquatische Umwelt gelangen (Hubbard et al. 2020;
Michael et al. 2013), was vor allem bei Starkregenereignissen der Fall sein kann. Ubertritte
von Abwasser aus Regentberlaufbecken von Klaranlagen kénnen punktuell zu hohen Werten
von ABs, ARB und ARG in der aquatischen Umwelt fihren (Stoll et al. 2012). Fir den
Nachweis von ARG und ARB in der Trinkwasseraufbereitung in Deutschland existieren bislang
kaum Daten. Voigt et al. (2020a) untersuchten ein deutsches Oberflachenwasser, das als
Trinkwasser-Reservoir dient, und fanden dabei nur sehr geringe Konzentrationen von
Antibiotika, sowie ARG und ARB. Weitere Untersuchungen verschiedener
Trinkwasseraufbereitungsanlagen in Deutschland sind nétig, um die Datenbasis zu erweitern
und das Vorkommen von Resistenzen firr eine Einschatzung des Ausbreitungsrisikos Uber das
Trinkwassernetz zu untersuchen.

Die Aufbereitung von Donauwasser im Wasserwerk des ZV LWV umfasst wesentliche Schritte
einer Trinkwasseraufbereitung (siehe Kapitel 2.4). Es wurden neben Proben des Rohwassers
zu mehreren Zeitpunkten auch Proben nach der ersten Vorreinigung durch
Flockungssedimentation (Floc./Sed) und nach Ozonung (O3) zur Verfligung gestellt und auf
ARG untersucht. Da erwartet wurde, dass im Vergleich zu China generell weniger Resistenzen
in der aquatischen Umwelt nachgewiesen werden kdnnen, wurden weitere Resistenzgene aus
der Klasse der B-Laktame in die Untersuchungen einbezogen. In

Abbildung 4-28 ist zunéchst die Konzentration der untersuchten ARG im Rohwasser (Zulauf),
sowie nach der Ozonung (nach O3) dargestellt. Die Reduktion der im Zulauf nachweisbaren
ARG ist zusammenfassend in Abbildung 4-29 gezeigt.
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Abbildung 4-28 Konzentrationen der Gene im Zulauf (Donauwasser) und nach Ozonung (nach O3) des
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Abbildung 4-29 Mittlere Log-Stufen-Reduktion (C/Co) der Gene nach Flockung/Sedimentation und Ozonung (O3)
der sieben Proben (ZV LWV, Tabelle 3-1). Die Bestimmungsgrenze liegt bei 1 Genkopie pro mL.

Die Konzentrationen der bakteriellen 16S rDNA variieren Uber das Jahr zwischen 6,1 und
7,2 log GC/mL. Ein Anstieg der Konzentration kann nur im Oktober und Dezember beobachtet
werden. Zum selben Zeitpunkt trat ebenso eine erhéhte Konzentration von blaCMY-2 auf. Die
anderen nachgewiesenen Resistenzgene (sull, sul2, mecA) kommen, verglichen mit den
anderen Monaten, nicht in auffalig hohen Konzentrationen vor. Die Sulfonamid-
Resistenzgene sull und sul2 wurden in jeder der untersuchten Rohwasserproben (auf3er Jun
20) mit Konzentrationen zwischen 2,0 und 3,4 log GC/mL detektiert. Das Integrase-Gen intll
ist mit héheren Konzentrationen zwischen 3,8 bis 4,7 log GC/mL vertreten. Auch in allen
Zulauf-Proben vertreten ist blaTEM mit 1,8 bis 2,3 log GC/mL (aul3er Dezember), sowie
blaCMY-2 mit 1,6 bis 2,5 log GC/mL. Das 3-Laktamase-Gen blaCMY-2 kodiert fir Resistenzen
gegen Cepheme, zu denen die Cephalosporine gehéren und wurde bereits 1996 plasmidar in
Klebsiella pneumoniae identifiziert (Bauernfeind et al. 1996).
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Es ist bekannt, dass Cephalosporine der 3. und 4. Generation in der Massentierhaltung in
Deutschland eingesetzt werden und K. pneumoniae ein haufig isolierter Keim aus
Veterinarkliniken ist. Auch Uber das Vorkommen Carbapenemase-bildender Bakterien in der
Veterinarmedizin wurden 2014 Berichte veroffentlicht (Hauck et al. 2014). Diese Bakterien
kénnten beispielsweise fur die positiven Nachweise des blaNDM-1 Gens im Februar und Juni
2020 verantwortlich sein (Dortet et al. 2014). Ebenso bekannt ist ein Anstieg des Anteils von
MRSA-Stammen in Deutschland, sowohl in der Veterinar- als auch Humanmedizin (Hauck et
al. 2014). Bei starken Niederschlagen konnen solche Keime aus Abwéssern Uber
Regentberlaufbecken in Oberflachenwasser gelangen, was auch das punktuelle Aufkommen
von mecA im April, Oktober und Dezember 2020 erklaren kdnnte, da es sich hierbei um sehr
niederschlagsreiche Monate handeln kann. Jedoch befanden sich die Konzentrationen des
mecA Gens stets im vergleichsweise niedrigen Bereich, zwischen 0,4 und 2,0 log GC/mL im
Oberflachenwasser. Bei der Gesamtreduktion fallt auf, dass das mecA Gen durch
Vorreinigung und Ozonung nur um 0,2 bis 1,3 Log-Stufen reduziert wird, wahrend blaCMY-2
(aufBer im August 2021) vollstandig durch diese Behandlungen eliminiert wird. Staphylococcus
aureus Stamme, zu denen auch die mecA tragenden MRSA Erreger gehoren, sind fur die
Biofilmbildung bekannt (Herrera et al. 2007). Die Bildung von Flocken oder Formierung von
Biofilmen fihrt durch eine extrazellulare Matrix zum Schutz der darin lebenden
Mikroorganismen vor externen Stressoren wie Desinfektions- und Oxidationsmittel
(McLandsborough et al. 2006). Dies kdnnte eine Erklarung fur die niedrige Eliminationsrate
sein. In der Abwasseraufbereitung wurde gezeigt, dass eine Ozonung zu einer Anreicherung
von bestimmten ARG fiihren kann, wahrend andere eliminiert werden. Basierend auf
weiterfihrenden Untersuchungen wurde dies auf die relative Anreicherung von
Bakterienarten, deren DNA reich an Purinbasen ist, zurtickgefiihrt (Alexander et al. 2016). Die
bakterielle 16S rDNA wird insgesamt (inkl. Ozonung) um 2,1 Log-Stufen reduziert. Auch die
ARG und die Integrons Klasse 1 nehmen durch die Behandlung deutlich ab. Die
Konzentrationen nach der Ozonung sind unterhalb der Bestimmungsgrenze oder in einem
sehr niedrigen Bereich (1,0-3,2 log GC/mL). Die fir den Klinischen Bereich wesentlich
relevanteren Gene blaCTX-M-32 und blaVIM-2 kdnnen hingegen durch die Ozonung
vollstandig eliminiert werden.

Da fur einige ARG die Reduktion weniger stark ausgepragt als fir die 16S rDNA kann man
zum Teil von einem Anstieg relativer Abundanzen (gezeigt in Abbildung 4-30) sprechen. Der
Anstieg der relativen ARG-Abundanzen wéahrend einer Wasserbehandlung mit unter anderem
Floc./Sed und O3 ist ein haufig beobachtetes Phdnomen. Man geht davon aus, dass
Organismen, die Antibiotikaresistenzen als Fitness-Vorteil besitzen, auch resistenter gegen
Desinfektion und generell &uRere Einfliisse sind (Guo et al. 2014; Hu et al. 2019; Sanganyado
und Gwenzi 2019; Wang et al. 2019; Xi et al. 2009). Auch sogenannte Desinfection by-
products (engl., DBPs) werden als Promotoren fir die Entwicklung von ARG vermutet (Li und
Gu 2019). Insgesamt liegen die absoluten Konzentrationen der nach O3 noch nachweisbaren
ARG jedoch bei niedrigen Werten zwischen 1,0 und 3,2 log GC/mL, wobei die hdchsten Werte
von 2,1 und 3,2 log GC/mL nur vereinzelt bei sull und sul2 nachgewiesen wurde (siehe
Anhang 8.6.2). Da die Behandlungsstrale nach der Ozonung weitere Schritte zur
Aufbereitung des Trinkwassers beinhaltet, ist davon auszugehen, dass die geringen
Ruckstande der ARG durch UV-Bestrahlung, Chlorung und Beimischung von Grundwasser
vollstandig reduziert werden kbénnen (Sharma et al. 2019; Zhang et al. 2019b). Einige Proben
des zugefihrten Grundwassers wurden ebenso auf die entsprechenden ARG untersucht und
ergaben kaum Positivbefunde, mit Ausnahme von blaCMY-2 mit 1,3 und 1,6 log GC/mL im
August und Dezember 2020 (Daten nicht gezeigt, Anhang 8.6.2). Solche vereinzelt
auftretenden Positivbefunde kénnen beispielsweise von unregelmafligen Eintrdgen aus der
Landwirtschaft, wie der Diinger-Nutzung von Schldammen aus der Tierhaltung, herriihren
(Hubbard et al. 2020). Die ARG blaCTX-M-32 und blaVIM-2 kénnen aber durch die Ozonung
vollstandig eliminiert werden.
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Abbildung 4-30 Mittlere relative Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene pro 16S der nach Flockung/
Sedimentation (Floc./Sed) und Ozonung (O3) der konventionellen Trinkwasseraufbereitung (ZV LWV, Tabelle 3-1).
Die Bestimmungsgrenze liegt bei 1 Genkopie pro mL.

Anhand von Proben aus Trinkwasseraufbereitungen in China und Deutschland konnte gezeigt
werden, dass ARG nachweisbar sind und zum Teil nicht vollstandig entfernt werden kénnen.
ARG, die Resistenzen gegen Antibiotika aus den Klassen der Sulfonamide, 3-Laktame, sowie
Methicillin und Colistin vermitteln, scheinen bereits ubiquitdr in der aquatischen Umwelt
vorzukommen und teilweise in das Trinkwassernetz (in China) zu gelangen. Das Risiko der
Ubertragung von Resistenzen aus dem Trinkwasser auf Pathogene im menschlichen Kérper
wird in Deutschland derzeit noch als vernachlassigbar gering eingestuft. In anderen Landern,
wie China, wo eine mikrobielle Belastung des Trinkwassers wahrscheinlicher ist, ist dieses
Risiko vergleichsweise hoher einzuschatzen. Mit steigender Weltbevdlkerung ist auch von
hoheren Belastungen der kommunalen, landwirtschaftlichen und industriellen Abwasser und
dadurch mit erhéhten Eintragen von Resistenzen in die aquatische Umwelt zu rechnen. Es
mussen Verfahren etabliert und/oder Methodenkombinationen evaluiert werden, die, auch bei
Verschlimmerung der Situation mit hoheren ARG-Belastungen, zu einer ausreichenden
Elimination von potentiell schadlichen Keimen und klinisch relevanten Resistenzen aus dem
Trinkwasser beitragen.

4.3.2 Elimination von Antibiotikaresistenzgenen durch Dichte-Ultrafiltration

Aufgrund der raschen Ausbreitung und Ubertragung von Resistenzgenen in der Umwelt
(Brown 2019; Brown et al. 2020; Sidhu et al. 2020; Stange et al. 2019b; Stoll et al. 2012)
wurden ARG in mehreren Oberflichengewdssern und Trinkwasseraufbereitungsanlagen
weltweit nachgewiesen (Bergeron et al. 2015; Guo et al. 2014; Stange et al. 2016).
Herkdmmliche Aufbereitungsstrategien sind darauf ausgelegt, die wichtigsten organischen
Verunreinigungen und hygienerelevanten Mikroorganismen aus dem Trinkwasser zu
entfernen (Stange et al. 2019a); sie reichen jedoch meist nicht aus, um ARG vollstandig zu
eliminieren (Hu et al. 2019). Die unvollstédndige Beseitigung von ARG waéhrend der
Wasseraufbereitung stellt ein gewisses Risiko fur die menschliche Gesundheit dar, da
horizontale Gentransferprozesse zur weiteren Verbreitung von Antibiotikaresistenzen unter
verschiedenen Bakterienarten beitragen konnten (Wintersdorff et al. 2016). Der Einsatz von
Ultra-, Mikro- und Nanofiltrationsmembranen kann dazu beitragen, den ARG-Gehalt im
Trinkwasser zu reduzieren (Breazeal et al. 2013). Polyethersulfon-Multibore®-
Ultrafiltrationsmembranen (Inge GmbH) wurden mit Polyelektrolyt-Multilayern durch die Layer-
by-Layer-Technik (LbL, Surflay Nanotec GmbH) modifiziert, um ihre Rickhaltefahigkeit
gegenuber Salzen und ARG zu erhéhen. Die modifizierten Kapillarmembranen wurden so
charakterisiert, dass sie einen Molekulargewichts-Cut-off (bei 90 % Rickweisung) von 384 Da
aufwiesen. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Versuche zum Ruickhalt von ARG durch die
beschichteten Membranen im Labor- und Pilotmal3stab gezeigt.
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4.3.2.1 Rickhalt und Cut-Off der unbeschichteten Membran

Die unbeschichtete Membran wird bereits in vielen Wasserwerken weltweit als Ultrafiltrations-
Membran zur Aufbereitung von Ab- oder Trinkwasser eingesetzt (Kerdi et al. 2018; Ming Chew
et al. 2015). Eine Charakterisierung der Membran beziglich des Rulckhalts von DNA-
Fragmenten unterschiedlicher GroRen wurde bislang noch nicht durchgefiihrt. Auch um den
Effekt der LbL-Beschichtungen zu verdeutlichen, wurden die Filtrations-Experimente mit der
UF-Membran mit einem MWCO von 100 kDa durchgefuhrt. Daflr wurde der Rickhalt von
ARG-Fragmenten unterschiedlicher Lange (doppelstrangige DNA-Fragmente von 91 bis
1500 bp) betrachtet. Die Genkopien-Konzentration des Feeds und des Permeats sind in
Abbildung 4-31 dargestellt.
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Abbildung 4-31 Reduktion der Genkopienzahl fir die unbeschichtete Membran wahrend einer Filtration von
insgesamt 650 mL. Werte unter der Bestimmungsgrenze (BG) von 10 Genkopien (GC)/pL sind mit * markiert.

Die Konzentration der ARG-Fragmente unterschiedlicher Lange in der Permeat-Fraktion nahm
mit abnehmender Zahl von Basenpaaren (bp) deutlich zu. Das gré3te untersuchte Fragment
(16S, 1500 bp) wurde im Permeat Uberhaupt nicht nachgewiesen. Fir das 1030 bp (vanA)
Fragment lag die Konzentration nach der Filtration von 400 mL unter die BG. Intakte
Resistenzgene haben haufig eine Lange von 800 bis 1200 bp (wie z.B. in Tabelle 4-2
zusammengefasst) und sind potenziell zwischen Bakterien durch horizontalen Gentransfer
Ubertragbar. Daher wurden reprasentative Gene mit ahnlichen Langen ausgewahlt, um zu
untersuchen, ob die Ultrafiltration in der Lage ist, intakte Resistenzgene zuriickzuhalten. Es
zeigte sich, dass ARG vergleichbarer Grof3e erfolgreich von der Membran zurtickgehalten
werden und nur kleinere Fragmente die Poren passieren kdnnen. Bei den herkdmmlichen
Methoden zum Nachweis von Resistenzgenen mittels gPCR werden nur kurze Fragmente von
100-400 bp flur die Quantifizierung verwendet (Kumar und Chordia 2015). Bei der On-site-
Anwendung der Multibore®-Ultrafiltrationsmembranen in der Wasseraufbereitung kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei einem Positiv-Nachweis von ARG im Permeat nur um
defekte und durch die Behandlungen bereits fragmentierte Gene handelt.

Der Siebkoeffizient wurde nach Gleichung (3-3) bestimmt, indem die absoluten Genkopien der
gepoolten Permeat-Fraktion durch die Kopien im Feed dividiert wurden. Abbildung 4-32 zeigt
den berechneten Siebkoeffizienten Sp in Abhangigkeit von den DNA-Fragmentgrof3en und die
Ruckhalt-Effizienz fiur die unbeschichtete Ultrafiltrationsmembran in Abhé&ngigkeit der
MolekulgréRen.
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Abbildung 4-32 (a) Der Siebkoeffizient So, bezogen auf die getesteten FragmentgrofRen. (b) Die relative Retention
in Abhangigkeit von der DNA-MolekiilgréRe zur Berechnung des Membran-Cut-Offs flir doppelstrangige DNA.

Der Siebkoeffizient nahm mit der FragmentgréRe deutlich ab, was zu einem S, von 0,008 und
niedriger fur Fragmente grolRer als 722 bp fuhrte. Fir die Berechnung der Retention in
Abhangigkeit von der MolekilgroRe wurde der zweite Permeat-Probenahmepunkt (nach der
Membran-Aquilibrierung und geringe Fouling-Prozesse) von zwei Filtrationsexperimenten
gewahlt (Daten des zweiten Filtrationsexperiments nicht gezeigt). Eine lineare Regression der
MolekilgroRen zeigte eine deutliche Retention in beiden unabhangigen Experimenten. Eine
Bestimmung des Cut-Offs auf der Grundlage der Regression konnte fiir die unbeschichtete
Membran fir dsDNA-Molekile unter den verwendeten Bedingungen nicht genau abgeleitet
werden (aufgrund einer statistisch nicht-signifikanten Anzahl von Datenpunkten zwischen 100
und 300 kDa). Ausgehend von der dsDNA kann eine 90 %-ige Retention zwischen den
dsDNA-Genfragmenten von 121 und 263 kDa begrenzt werden. Verglichen mit dem MWCO
von 100 kDa, das zuvor mit einer PEG/PEO-Mischung bestimmt wurde, ist dieser Wert hoher.
Es wird vermutet, dass die superhelikale Struktur der DNA-Molekile durch die Scherung in
den Poren gestreckt wird, was auch in einer frilheren Studie zur Untersuchung der UF-
Membranpenetration durch ein 9,5 kbp-Plasmid festgestellt wurde (Arkhangelsky et al. 2011).
In dieser Studie zeigten die Beobachtungen, dass sogar das getestete Plasmid von 5871 kDa
die Poren einer 20 kDa PES-Membran durchdringen konnte, offensichtlich unabhangig von
der elektrostatischen Abstol3ung zwischen der stark negativ geladenen DNA und der negativ
geladenen PES-Membran. In einer anderen Studie, die sich ebenfalls mit der Permeation von
DNA-Molekilen durch Ultra- und Nanofiltrationsporen befasst, konnten &hnliche Effekte
beobachtet werden (Borujeni und Zydney 2014). Eine neuere Arbeit kam ebenfalls zu dem
Ergebnis, dass linearisierte DNA eine hohere Dehnung und Flexibilitdt aufweist (Reif et al.
2019). Das bedeutet, dass sie bei der Porenfiltration leichter vom Stromungsfeld erfasst
werden kann und somit die Membran leichter passiert. Dies erklart, warum auch ARG-
Fragmente von 121 bis 263 kDa die unbeschichteten UF-Membranen wahrend der Dead-End-
Filtration durchdringen konnten. Im Vergleich zu den Studien von Arkhangelsky et al. (2011;
Reif et al.) und Reif et al. (2019), bei denen groRere DNA-Molekiile (als die in der vorliegenden
Arbeit getesteten) nur unzureichend von UF-Membranen zurlickgehalten wurden, konnte hier
gezeigt werden, dass ARG-Fragmente gréRer als 263 kDa von der unbeschichteten Membran
erfolgreich zuriickgehalten werden.

4.3.2.2 Riickhalt durch die beschichteten Membranen

Um den Effekt der Beschichtung auf den Rickhalt von ARG-Fragmenten zu evaluieren,
wurden weitere Filtrationsexperimente mit zwei LbL-Varianten durchgefuhrt. In allen
durchgefuhrten Experimenten konnte beobachtet werden, dass die Beschichtung mit 4 bzw.
4,5 Doppelschichten aus PDADMAC/PSS (4DL, 4,5DL) zu einer vollstandigen Retention aller
Genfragmente flhrte, selbst fur das kleinste Fragment (91 bp). In Abbildung 4-33 sind die
absoluten Genkopienzahlen pro Fraktion aufsummiert fur alle getesteten Fragmente
dargestellt. Die Gesamtretentionseffizienz von 2 Log-Stufen fir die unbeschichtete Membran,
die einer Entfernung von 98,3 % der gefilterten ARG-Fragmente entspricht, wurde durch die
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Beschichtungen optimiert und es wurde fir beide Beschichtungsarten ein 100 %-iger Rickhalt
aller Genfragmente erzielt. Die gemessene Genkopienzahl im Retentat der unbeschichteten
Membran entspricht ungeféahr der theoretischen Konzentration bei vollstandigem Ruckhalt. Im
Permeat der beschichteten Membranen konnten keine Genfragmente quantifiziert werden.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit dem zuvor bestimmten MWCO der LbL-Membranen
(~ 380 Da).
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Abbildung 4-33 Summe der absoluten Genkopien fiir alle getesteten Fragmente in der Feed-, Retentat- und
Permeatfraktion fir das unbeschichtete Modul im Vergleich zu den LbL-beschichteten Membranen (4DL und
4,5DL). BG = Bestimmungsgrenze.

Nicht nur der niedrigere Cut-Off der beschichteten Membranen zu fuhrt einer vollstandigen
ARG-Retention. Auch die Wechselwirkungen zwischen der DNA und der LbL-Beschichtung
tragt im Vergleich zur unbeschichteten Membran offenbar intensiver sind und zusétzlich zum
Ruckhalt der DNA bei. Daher wurden Inkubationstest ohne Filtration durchgefihrt, um
festzustellen, ob die LbL-Beschichtung mit Schichten aus Polyanionen und Polykationen
chemisch oder physikalisch mit den ARG-Fragmenten interagieren kann. In den in Abschnitt
3.8 beschriebenen Versuchen wurden die Membrantypen (4DL, 4,5DL und unbeschichtet)
gleichmaRig zerschnitten und 24 Stunden in sterilem Reinstwasser mit ARG-Fragmenten
inkubiert. Durch Beprobung der Arbeitslésung bei t=0 Stunden (Start) und t=24 Stunden
(Uberstand), sowie der DNA-Extraktion aus den Membranen nach 24 Stunden (Membran)
konnte die Wechselwirkung zwischen ARG und Membranen bestimmt werden. Abbildung 4-34
zeigt die Ergebnisse fir alle untersuchten Fraktionen. Als Negativkontrollen wurde ein Ansatz
ohne Membranen parallel analysiert.
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Abbildung 4-34 Summe der absoluten Genkopien, quantifiziert im Uberstand nach t=0 h (Start) und 24 h und auf
der Membran nach 24 h (Membran-assoziiert).

Die Anzahl der Genkopien im Uberstand ist fur die unbeschichtete und die beschichteten
Membranen ahnlich. Die absolute Anzahl der abgebauten Genfragmente konnte anhand der
nachgewiesenen Reduktion der Genfragmente Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in der
Negativkontrolle mit der ARG-L6sung, aber ohne Membran, berechnet werden (hier nicht
gezeigt, siehe Anhang 8.6.3). Die Anwesenheit der Membran fuhrte offenbar zu erheblichem
Abbau von frei vorliegender DNA, was durch die fehlende Sterilitdt nach Zugabe der
Membranstiicke zu begriinden sein kdnnte. Daran adsorbierte Mikroorganismen konnten die
freie DNA als C-Quelle nutzen und diese somit abbauen. Nichtsdestotrotz ist der Unterschied
der auf den Membranen adsorbierbare Anteil von ARG zwischen den getesteten
Membranvarianten deutlich erkennbar. Der Anteil der auf der 4DL-Membran ermittelten
Genkopienzahlen von 42,9 % deutet auf eine bessere Adsorption der ARG-Fragmente hin.
Der Prozentsatz der an die Membranen 4,5DL und unbeschichtet adsorbierten ARG-Menge
ist hingegen sehr gering (0,4 % bzw. 0,0001 %). Die Membranbeschichtung wurde so
konzipiert, dass nicht nur ein héherer Rickhalt aufgrund der kleineren Porengréi3e erreicht
wird, sondern auch die Oberflacheneigenschaften angepasst werden, um den Rickhalt von
organischen Molekilen zu optimieren. Die auf3ere Schicht ist bei beiden Beschichtungen
negativ geladen, aber es kann immer zu einer Vermischung der Polykation- und Polyanion-
Schichten kommen, was zu zusatzlichen positiven Ladungen auf der Membranoberflache
fihren kann und einige Bindungsstellen fir die DNA bietet. Bei der 4DL Membran kann dieser
Effekt verstarkt auftreten, da die negativen und positiven Polyelektrolytschichten
gleichermal3en vertreten sind. Bei der 4,5DL Membran Uberwiegen die negativ geladenen
Schichten, was zu erhéhten AbstoRBungseffekten von Membran und DNA flihren kénnte.

4.3.2.3 Pilot-Versuche

Am Standort des Wasserwerks in Wujiang wurde im November 2018 und Marz 2019 eine
Pilotanlage beprobt, die vom Hersteller der UF/NF Membrankapillaren dort zwecks der
Durchfihrung der Membranfiltration installiert wurde. In einer Aufbereitungs-Linie von
Trinkwasser wurde die UF Membran in einem Maf3stab von 6 m? Membranoberflache nach
einem Flockungsschritt verbaut und eine Ozonung sowie BAC nachgeschaltet (LINIE-1). In
einigen Trinkwasserwerken wird die Anwendung von UF Membranen bislang eher als einer
der letzten Schritte, und vor allem nach der Ozonung, in eine Behandlungskette integriert (Guo
et al. 2014). In anderen Studien zur Anwendung der UF in der Trinkwasseraufbereitung lag
der Fokus mehr auf dem Membranfouling (Zhou et al. 2014) und der Performance-
Verbesserung (Shao et al. 2018; Sheng et al. 2016; Xu et al. 2019). In diesen Studien konnte
gezeigt werden, dass eine der UF vorgeschaltete Flockung das Membranfouling verringert, da
so hydrophile Substanzen wie Proteine oder Huminsduren ausgeféllt werden, bevor es zu
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einer Verblockung der Membran kommen kann (Dixon et al. 2013; Li et al. 2019b). Die
nachgeschaltete Ozonung konnte verglichen mit der vorgeschalteten eine Verbesserung der
Trinkwasserqualitat im Hinblick auf T&O Stoffe und Algentoxine erzielen, da die Algen auf
diese Weise vor der UF nicht desintegriert und ihre Zellbestandteile nicht freigesetzt werden
(Kueppers 2019). Ob die Integration der UF zwischen Koagulation und Ozonung jedoch auch
zu einem Ruckhalt von ARG fuhrt, wurde bisher nicht evaluiert. Die Konzentrationen der
bakteriellen DNA (16S), des Integrase-Gens intll und verschiedener ARG fur diese
Prozesskette, sowie fur UF und UF/NF, sind in Abbildung 4-35 gezeigt.
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Abbildung 4-35 Pilot-Anlage am Standort des Wasserwerks in Wujiang mit UF und NF Membranen der Firma Inge
GmbH. Probenahmen im November 2018 und Mérz 2019, siehe Tabelle 3-3.

Bei der Probenahme 2018 wurden die Genkonzentrationen der Linien 1 und 2 verglichen. Da
die NF zu diesem Zeitpunkt noch nicht aktiv war, wurde die Linie 2 bereits nach der UF beprobt.
Im Zulauf der Pilotanlage konnten die in Oberflachenwasser Ublichen 16S Konzentrationen
von 6,1 log GC/mL detektiert werden. Intl1, sowie die ARG sull, sul2, blaTEM und blaCTX-M-
32 wurde mit intermediaren Konzentrationen von 2,1 bis 4,0 log GC/mL detektiert. Die
Beprobung des Ablaufs von Linie 1 zeigte, dass alle zuvor detektierbaren Gene vollsténdig
durch die Abfolge Koagulation/UF/O3/BAC eliminiert werden konnten. Die Reduktion der
bakteriellen 16S rDNA um ganze 6 Log-Stufen ist damit vergleichsweise hoch. Wie bei
Proteinen oder Humins&auren handelt es sich bei DNA-Molekilen um hydrophile organische
Molekle, die durch Flockung ausgefallt werden kénnen. Zudem konnte auch die Elimination
von resistenten Mikroorganismen durch die Flockung und anschlieende Sedimentation der
Koagulate bereits demonstriert werden (Hu et al. 2019). Auch die UF sollte aufgrund der
geringen Porengrdf3e von nur 100 kDa Mikroorganismen zurlickhalten. Die Ergebnisse von
Linie 2 zeigen jedoch, dass auch nach der UF, ohne nachgeschaltete Behandlungen,
Ruckstande der 16S rDNA, sowie der ARG blaTEM und blaNDM-1 detektiert werden konnten.
Hierbei kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um Bakterien handelt, die auf der
Permeat-Seite der Membran aufgewachsen sind und die erh6hten Werte im Ablauf der UF
somit durch eine Kontamination des Systems verursachen (Baker und Dudley 1998). Eine
Ozonung im Anschluss an die UF, wie sie in Linie 1 getestet wurde, kann vorteilhaft sein, da
durch die Zugabe von Ozon eine zusatzliche Desinfizierung des UF-Permeats stattfindet, was
die Ergebnisse der Beprobung von Linie 1 beweisen. Im Marz 2019 wurde hingegen nur Linie
2 bepraobt, da Linie 1 inaktiv war. Hier konnte nun jedoch auch die aktive NF beprobt werden.
Es zeigte sich, dass die Log-Stufenreduktion durch die UF im Vergleich zur Beprobung im
November 2018 sowohl fir 16S mit nur 2,6 Log-Stufen, als auch fur intl1 und sull mit 0,5 bis
1,5 Log-Stufen geringer war. Die NF Membran konnte alle drei Gene um weitere 1,4 (16S) 1,7
(intl1) und 0,9 (sull) Log-Stufen reduzieren, fuhrte jedoch nicht zur vollstandigen Elimination
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dieser Gene. Aufgrund der geringen PorengrofRe der NF, die in der Regel bei 1-2 nm liegt, ist
die Wiederfindung von bakterieller DNA und ARG im Permeat lediglich auf einen Bewuchs mit
Bakterien zurtickzuftihren, was ein bekanntes Problem ist (Flemming 2002).

Die in Kapitel 4.3.2.2 im Labor-Maf3stab getesteten Dichte-Ultrafiltrations- (DUF) Membranen,
sollten anstelle der NF in die Pilot-Anlage des Wujiang Wasserwerks integriert werden, um
den Rickhalt von unter anderem ARG unter reellen Bedingungen zu untersuchen. Aufgrund
der Covid-19-Pandemie konnten diese Arbeiten leider nicht umgesetzt werden und es wurde
eine mobile Pilotanlage entworfen, die die Beprobung von Oberflachenwassern in
Deutschland mit der UF und der DUF Membran erméglichte. So konnten zwei Kampagnen,
eine an der Ruhr und eine an der Alz, durchgefuhrt werden. Auch fir diese Proben wurde,
aufgrund der parallelen Anwendung der kulturbasierten Methoden zum Nachweis (-Laktam-
resistenter Umweltbakterien, das Spektrum der analysierten ARG auf weitere B-Laktamase
Gene erweitert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-36 dargestellt.

Die Filtration mit der DUF-Membran lief3 sich im Cross-Flow-Betrieb mit einem Flux von ~15
LMH fiir einen Zeitraum von mindestens 8 h stabil durchfiihren, wobei das Oberflachenwasser
aus dem Fluss vor dem Eintritt in die Membran durch einen 300 um Filter geleitet wurde. Somit
bestatigten die ersten beiden Pilot-Versuche, dass die DUF auch unter reellen Bedingungen
effizient filtriert. Eine Verblockung der Membran blieb tber den gesamten Zeitraum der
Beprobung aus.
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Abbildung 4-36 Beprobung der mobilen Pilot-Anlage zur Filtration von Oberflichenwasser (Ruhr im September
2020 und Alz im August 2021) mittels Ultrafiltration (UF) und Dichte-Ultrafiltration (DUF). Die Bestimmungsgrenze
(BG) liegt bei 1 Genkopie (GC) pro mL.

In beiden Oberflaichengewassern treten, trotz raumlicher und zeitlicher Unabhangigkeit,
ahnliche ARG in ahnlichen Konzentrationen auf. Dadurch bestétigt sich erneut die hohe
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Relevanz der Sulfonamid-Resistenzen sull und sul2 sowie blaTEM als wichtiger Vertreter der
B-Laktamase Gene. Die Konzentrationen sind fur die meisten Gene (auf3er blaTEM) in der
Ruhr etwas hoher. Da es eine Nacht vor der Probenahme an der Alz allerdings zu einem
starken Niederschlagsereignis kam, durch welches der Wasserstand von ca. 20 auf ca. 50 cm
anstieg, kann dieser Unterschied auch durch Verdinnungseffekte verursacht sein. Zu den
genannten Resistenzgenen und intll, wurden in der Alz zudem auch blaNDM-1 und blaOXA-
48 detektiert. Diese B-Laktamasen konnen Resistenzen gegen Carbapeneme vermitteln. Sie
werden durch die Filtration mit der DUF vollstandig zuriickgehalten. Die konventionelle UF
hingegen kann zwar blaOXA-48 erfolgreich zurlickhalten, im Filtrat zeigten sich, neben sul2,
weiterhin geringe Konzentrationen von 0,3 log GC/mL von blaNDM-1. Da die Unterbindung
der Verbreitung von Resistenzen gegen Reserve-Antibiotika wie Carbapeneme besonders
wichtig ist, scheint hier die DUF definitiv eine Verbesserung gegentber der UF zu sein. Zwar
werden bereits durch die UF die meisten ARG zurtickgehalten, sowie die bakterielle 16S rDNA
um 4,5 Log-Stufen reduziert, jedoch kdnnen auch geringe Konzentrationen bereits Risiken fur
die menschliche Gesundheit bergen. Diese Risiken sind besonders hoch, wenn es sich um
intakte, intrazellulare ARG handelt, die durch HGT potentiell Gbertragen und verbreitet werden
kénnen. Hier sind die etablierten kulturbasierten Verfahren fir den Nachweis [(-Laktam-
resistenter Umweltbakterien eine grof3e Bereicherung fur das Monitoring, da so evaluiert
werden kann, ob es sich um kritische ESBL-bildende Bakterien im Filtrat handelt (nachweisbar
auf ChromESBL), oder lediglich um oligotrophe Umweltbakterien, die natirliche Resistenzen
tragen konnen. Anhand des Bakterienkonsortiums im Rohwasser (Z, Abbildung 4-37), das auf
den Antibiotika-haltigen Medien isoliert wurde (ChromESBL, BL1, BL2), verglichen mit den
Stammen, die nach UF oder DUF identifiziert werden konnten, lasst sich folgende Annahme
treffen: Sowohl die UF, als auch die DUF entfernen pathogene Stamme und Fakalindikatoren
wie z.B. Acinetobacter baumanii, E. coli vollstandig.
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Abbildung 4-37 KBE pro mL der Rohwasserprobe (Z, Alz) und der Filtrate (UF, DUF) nach Inkubation auf
chromogenem ESBL Medium und den R2A basierten Medien It. Kapitel 3.7.2 (R2A, BL1 und BL2). Rechts sind die
stichprobenartig identifizierten Bakteriengattungen pro Medium gelistet.

Bei den auf ChromESBL gefundenen Isolaten handelte es sich um Pseudomonas sp. mit
geringer Sicherheit bei der Identifizierung (Score Value zwischen 1,7 und 1,99). Demnach
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass es sich um Umwelt-
relevante Pseudomonaden handelt, die sowohl unter oligotrophen, als auch nahrstoffreichen
Bedingungen wachsen konnen. Da auf dem BL2 Medium nach UF und DUF lediglich
Herbaspirillium gefunden wurde, diese Gattung im Zulauf jedoch nicht prasent ist, kann von
einer Kontamination des Systems ausgegangen werden. Herbaspirillium wurde urspriinglich
aus destilliertem Wasser isoliert, und erst 2004 als separate Gattung definiert (vorher
Pseudomoas, Ding und Yokota 2004), was zusétzlich dafir spricht, dass es sich hier um
Bakterien handeln konnte, die sich auch unter den enorm oligotrophen Bedingungen im
System ansiedeln und auf dem R2A-basierten Medium dann anwachsen, wenn keine
Konkurrenz durch andere Bakterien besteht. Gleiches gilt fir die Gattungen Acinetobacter und
Pseudomonas, die in den Filtraten auf BL1 isoliert wurden. Pseudomonaden wurden bereits
in anderen Studien mit dem Biofouling von Membranen (z.B. RO Membranen) assoziiert und
wiesen auch hier zum Teil Antibiotikaresistenzen auf (Sala-Comorera et al. 2016). Die trotz
Filtration weiterhin hohe Vielfalt an oligotrophen Bakteriengattungen auf dem Antibiotika-freien
R2A Medium sollte fur die Evaluation der Filtrationseffizienz nicht bertcksichtigt werden. Da
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es sich um eine Beprobung des Filtrats im Freien handelt, ist die Einbringung von Bakterien
Uber Luft wahrscheinlich. Da die Isolation von Umweltbakterien auf R2A Medium eine sehr
sensitive und nicht-selektive Methode ist, die grundsatzlich zu hohen Koloniezahlen fihrt, sind
fur die Risikobewertung die KBE auf den selektiven, Antibiotika-haltigen Medien zu
bertcksichtigen.

Die Kombination der Daten zu den ARG (PCR-Methoden) und ARB (Kulturverfahren) fuhrte
zu dem Schluss, dass die Filtrations-Effizienz der DUF-Membran gegentber der UF-Membran
zu einem verbesserten Rickhalt fiihrt. Durch Identifikation der Bakterien im Permeat konnte
sichergestellt werden, dass es sich nicht um Membrandurchbriiche, sondern um Bakterien-
Ansiedlungen aufgrund nicht-steriler System-Bedingungen handelte. Die Ergebnisse
verdeutlichen die hohe Relevanz von Resistenzen auch unter oligotrophen Bakterien, die sich
in Wasseraufbereitungssystemen ansiedeln kénnen. Eine Verbreitung der Resistenzen mit
dem Trinkwasser ist dann wahrscheinlich. Deshalb sollte das Vorkommen von ARG und ARB
in der Trinkwasseraufbereitung stets durch eine Uberprifung der Behandlungs-Stufen
ausgeschlossen werden.

4.3.3 Fazit der Untersuchungen zur Elimination von Resistenzgenen

Fir die Untersuchungen von ARG in der Trinkwasseraufbereitung standen Proben aus der
Oberflachenwasser-Aufbereitung in China und Aufbereitungen von Oberflachenwéssern nach
Bodenpassage und Grundwasseranreicherungen in Deutschland zur Verfligung. Anhand
dieser Proben konnte die gute Trinkwasserqualitat in Deutschland bestétigt werden. Durch
den Nachweis von vereinzelten ARG im Reinwasser nach der Trinkwasseraufbereitung in
chinesischen Trinkwasserwerken konnte gezeigt werden, dass die Aufbereitung dort
Verbesserungspotential hat. Untersuchungen zum Rickhalt von ARG-Fragmenten mit neuen
Membrantechnologien fuhrten zu dem Schluss, dass diese Membranen eine Verbesserung
der Reinwasserqualitdt beziglich der Elimination von ARG bewirken kodnnten. Die
Einsetzbarkeit dieser sogenannten dichten Ultrafiltrations-Membranen konnte in Pilotstudien
bestétigt werden.
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Das zunehmende Risiko einer Infektion mit antibiotikaresistenten Krankheitserregern ist im
medizinischen Bereich seit langem bekannt und wird in der Offentlichkeit in den letzten Jahren
verstarkt wahrgenommen. Laut Verbrauchermonitor des Bundesinstituts flr Risikobewertung
(BfR) waren 2021 70 % aller Deutschen beziglich des Themas Antibiotikaresistenzen
beunruhigt (BfR 2018). Offentlich rechtliche Medien, wie das ZDF, informieren tber die
Problematik des Eintrags von Antibiotika in Gewaéasser und die daraus resultierende
Entwicklung ,gefahrlicher Keime* (Beitrag von November 2019, ZDF 2019). Selbst Pharma-
Konzerne wie Pfizer berichten Gber die brisante Thematik der ,stillen Pandemie® und betonen,
dass durch resistente Erreger verursachte ,Infektionskrankheiten in den Mittelpunkt unseres
Handelns“ gestellt werden missen (Pfizer 2021).

Aufgrund der fortwahrenden Brisanz des Themas, haben sich die Mitgliedsstaaten der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) auf einen globalen Aktionsplan fur den Kampf gegen
Antibiotikaresistenzen verstandigt (One Health). Ziel ist es, eine wirksame Behandlung und
Vorbeugung bakterieller Infektionen durch effektive und sichere Medikamente auch weiter
gewahrleisten zu konnen. Der globale Aktionsplan benennt flnf strategische Ziele, wozu auch
das Erhdhen der Aufmerksamkeit und Wissen innerhalb der Bevoélkerung zahlt. Allerdings sind
die Zusammenhange der Entstehung und Verbreitung von Antibiotikaresistenzen sehr
komplex und werden von vielen Faktoren beeinflusst. Diese komplexen Zusammenhange
miissen der Offentlichkeit verstandlich kommuniziert werden. Die sachgerechte Kommuni-
kation stellt eine grofl3e Herausforderung dar.

Eins der Ziele dieser Arbeit war, die Datenbasis hinsichtlich Antibiotikaresistenzen in der
aquatischen Umwelt zu erweitern. Durch die Untersuchung von Oberflachenwassern auf ARG
in China und Deutschland mittels gPCR-basierten Methoden, konnte die hohe Relevanz von
Resistenzen in der aquatischen Umwelt aber auch in Sedimenten gezeigt werden.

Durch Fraktionierungen von Wasserproben in verschieden grof3e Partikel-assoziierte
Fraktionen, bakterielle DNA, Phagen-DNA und frei vorliegende eDNA, konnte gezeigt werden,
dass in all diesen Fraktionen ARG nachweisbar sind. Dies ist damit ein Indiz dafiir, dass der
horizontale Gentransfer zwischen Phagen und Bakterien, sowie die Aufnahme/Abgabe von
freien ARG durch Bakterien eine wichtige Rolle bei der Verbreitung von ARG spielen kénnte.

Die Etablierung kulturbasierter Verfahren zum Nachweis B-Laktam-resistenter oligotropher
Mikroorganismen aus der aquatischen Umwelt konnte weitere Erkenntnisse Uber die aktuelle
Situation in der Distribution von Resistenzen liefern. Oligotrophe Mikroorganismen mit
Resistenzen gegen Cephalosporine kommen in deutlich héherer Zahl vor, als entsprechende
Bakterien mit einer Unempfindlichkeit gegen die Reserve-AB-Gruppe der Carbapeneme. Dass
trotz des geringeren Einsatzes von Carbapenemen in Deutschland in allen untersuchten
Oberflachenwéassern resistente und insbesondere Carbapenemase-bildende Organismen
gefunden werden konnten, ist alarmierend und zeigt, dass Handlungsbedarf besteht.

Da Antibiotikaresistenzen in der Umwelt weit verbreitet sind, ist es naheliegend ARG und ARB
in der Trinkwasseraufbereitung zu untersuchen. Aufgrund des hohen Vorkommens der
Resistenzen in der Umwelt muss mdglichst sichergestellt werden, dass sie nicht ins
Trinkwasser-Verteilungsnetz gelangen, wo ein Transfer von Resistenzen auf Pathogene im
menschlichen Korper nicht ausgeschlossen werden kann. Es wurden konventionelle
Trinkwasseraufbereitungen in chinesischen und deutschen Wasserwerken untersucht und
dabei bestatigt, dass das Reinwasser nach einer Aufbereitung in Deutschland frei von ARG
ist, in China diese zum Teil jedoch durch konventionelle und reaktive Verfahren nicht ganz
eliminiert werden konnen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass vor allem dort, wo
erhohte Eintrage aus Industrie und urbanen Ballungsrdumen in ein Trinkwasser-Reservoir (wie
den Tai See in der Nahe Shanghais) zu erwarten sind, eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fir die
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Detektion resistenter Bakterien im Trinkwasser besteht. Ein standardisiertes Monitoring von
sowohl ARG als auch ARB in Trinkwasser-Reservoirs, aber auch in aufbereiteten Wassern
wird aus diesem Grund zuklnftig immer wahrscheinlicher werden. Die in dieser Arbeit
erlangten Erkenntnisse konnen hierbei wichtige Grundlagen fiir die Etablierung solcher
mdoglichen Standardverfahren liefern. Zum Bespiel konnten die Resistenzgene sull, sul2 und
blaTEM als besonders haufig in Oberflachenwassern (sowohl in Deutschland, als auch China)
nachweisbare ARG identifiziert werden, was sie fur ein standardisiertes Monitoring-Konzept
gualifizieren konnte.

Durch die Entwicklung einer Long-Amplikon gPCR Methode fiir u.a. sull und blaTEM, bei der
das ganze Gen in der gPCR erfasst wird, konnte gezeigt werden, dass reaktive Verfahren, wie
UV-Bestrahlung, Chlorung oder Ozonung in der Wasseraufbereitung zu geschadigten DNA-
Strangen filhren. Diese Schadigungen koénnen mit der konventionellen gPCR (kurze
Amplifikate) zum Teil nicht erkannt werden, was zu einer Unterschitzung der
Eliminationsleistung filhren kann. Da Uberschatzungen von ARG-Konzentrationen in
aufbereiteten Wassern fur eine realistische Risikobewertung zu vermeiden sind, konnte die
Anwendung der LA gPCR zu sicheren Ergebnissen fuhren.

Die Ultra- und Nanofiltration ist eine in der Trinkwasseraufbereitung immer haufiger
angewendete Methode, die nachweislich sowohl resistente Bakterien, als auch Resistenzgene
entfernen kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu sowohl Versuche im Labor- als auch
im Pilot-MaRRstab durchgefiihrt. Diese zeigten, dass bereits die Ultrafiltration
Resistenzgenfragmente von rund 1000 bp Lange erfolgreich zurtickhélt. Bei Filtration einer
Oberflachenwasser-Probe wurden ARB vollstandig zurtickgehalten. Erstmals wurde auch eine
spezielle Layer-by-Layer Beschichtung, die einen deutlich geringeren Cut-Off erméglicht, auf
den Ruckhalt von ARG getestet und dabei festgestellt, dass dadurch sogar kleinste
Genfragmente (< 100 bp) zuriickgehalten werden kdnnen. Diese Methode der Aufbereitung
ist demnach vielversprechend hinsichtlich der Minimierung von Antibiotikaresistenzen in der
Trinkwasseraufbereitung.

Die in dieser Studie vorgestellten Ergebnisse zeigen deutlich, wie weit ARB und ARG bereits
in der aquatischen Umwelt verbreitet sind. Eine standardisierte und regelmaRige
Uberwachung von Umweltproben ist angezeigt, um die weitere Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen kritisch zu beobachten.
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Der Vergleich von lokalen Resistenzgen-Aufkommen in Deutschland und China konnte das
globale Ausmalf? der Verbreitung von ARG zeigen. Aufgrund der Covid-19 Pandemie konnten
die kulturbasierten Verfahren, sowie die fraktionsbasierten Analysen von ARG im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr auf Proben aus dem Tai See angewendet werden. Da der Tai See als
Trinkwasser-Reservoir starker von industriellen und kommunalen Abwéssern beeinflusst ist
als die in Deutschland untersuchten Oberflachenwasser, wére eine Anwendung der etablierten
Methoden von grofdem Interesse, um Unterschiede und Parallelen in der Verbreitung
resistenter Bakterien (sowohl Pathogene und Fakalindikatoren als auch oligotrophe Bakterien)
Zu untersuchen.

Da sich die Analyse von ganzen ARG mit der LA gPCR nach einem reaktiven
Wasseraufbereitungsverfahren im Vergleich zur konventionellen PCR als aussagekraftiger
erwies und Uberschatzungen der Genkopienzahl vermieden werden konnen, sollte diese
PCR-Methode fir weitere ARG etabliert werden. Da vor allem bei der Analyse von
Umweltproben Probleme bei der Amplifikation von Genfragmenten > 1000 bp auftraten, muss
nach Moglichkeiten gesucht werden, um Inhibitionen wahrend der gPCR zu unterbinden.
Reagenzien, die zu einer stabileren Bindung zwischen Polymerase und DNA-Zielstrang
fuhren, oder DNA-Extraktionsmethoden, die Inhibitoren besser entfernen, konnten hierbei
vielversprechende Ansatze sein.

Auch die Anwendung der fraktionsbasierten ARG-Untersuchung, vor allem der ARG-Nachweis
in der Phagen- und eDNA-Fraktion sollte auf weitere Oberflachenwéasser angewendet werden,
um zu sehen, ob sich die hohe Relevanz von bestimmten ARG in diesen Fraktionen bestatigt.

Die zugrundeliegenden Daten aus etablierten PCR- und kulturbasierten Verfahren bieten eine
gute Grundlage fur ein ganzheitliches Monitoring von ARG und ARB in der aquatischen
Umwelt und in der Trinkwasseraufbereitung und damit womdglich auch eine verbesserte
Risikobewertung. Diese gestaltet sich dennoch weiterhin schwierig. Je nach Art und
Pathogenitét kann ein Resistenz-tragendes Bakterium zur direkten Gefahrdung werden. Auch
bei fehlender Virulenz (z.B. bei Umweltbakterien) kann es durch HGT-Prozesse zur
Verbreitung der Resistenzen kommen, was eine indirekte Gefahrdung darstellt. Insbesondere
in der Umwelt sind die ablaufenden Prozesse der ARG-Verbreitung kaum erfassbar.
Kombiniert man die Analyse von Resistenzgenen und den entsprechend resistenten Bakterien
inklusive deren Identifikation kénnten Risiken deutlich umfassender eingeschatzt werden. Die
kulturbasierten Verfahren zum Nachweis -Laktam-resistenter oligotropher Bakterien lassen
sich vermutlich gut auf den Nachweis von Umweltbakterien mit Resistenzen gegen andere
Antibiotika-Gruppen Ubertragen, indem dem R2A-Medium andere Antibiotika zugesetzt
werden. Auch im Hinblick auf die Einleitung von MalRnhahmen zur Reduzierung von ARG
kénnen die gewonnen Daten und etablierten Methoden hilfreich sein, sofern sie langfristig
Anwendung finden. Nur durch langjahrige Datenerfassung kann die Entwicklung von
Resistenzen in der Umwelt wirklich abgebildet werden. Aufgrund der Entwicklung ist
auBerdem davon auszugehen, dass das Wasser als Reservoir flr Antibiotikaresistenzen in
den nachsten Jahren weiter in den Fokus der Offentlichkeit riicken wird. Um Angsten
hinsichtlich der Trinkwasser-Qualitatssicherung vorzubeugen ist eine gute Datenbasis wichtig.
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