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Zusammenfassung

Antibiotikaresistente und fakultativ pathogene Bakterien stellen eine wachsende Gefahr fir die
Offentliche Gesundheit und Umwelt dar. Als letzte gemeinsame Barriere der unterschiedlichen
Emissionsquellen, wie Abwasser aus Krankenhdusern, Pflegeheimen, Schlachtbetrieben,
privaten Haushalten etc., ist die Klaranlage ein geeigneter Ort, um die Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen und fakultativ pathogenen Bakterien in die Umwelt zentral zu
minimieren. Da, trotz bestehender gesundheitlicher Risiken durch die bisherige Gesetzgebung
keine allgemeinen und Ubergreifenden Regelungen fir die Reduktion von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen durch die Klaranlagen existieren, sind
die einzelnen Prozesse sowie die Betriebsweise existierender Klaranlagen nicht auf deren
Rickhalt ausgelegt. Eine Grenzwerterhebung, wie sie flir Spurenstoffe als sinnvoll erachtet
wird, ist allerdings fur Bakterien aufgrund ihres Vermehrungspotentials nicht zielfuhrend. Die
amerikanische National Blue Ribbon Commission schlagt aus diesem Grunde eine minimal zu
erreichende Reduktion von 6 Log-Stufen durch den gesamten Klarprozess vor.

Vor diesem Hintergrund wird in dieser Arbeit, im Ablauf von sieben Kléaranlagen, die
Abundanz an 6 unterschiedlichen, an die Gruppe angelehnten, fakultativ pathogenen Bakterien
(Enterokokken, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii und Escherichia coli) sowie einer Auswahl von 14
Antibiotikaresistenzgenen mit unterschiedlicher gesundheitlicher Relevanz ermittelt. Es
werden Resistenzen gegen veterindr genutzte Antibiotika, Resistenzen gegen
Breitbandantibiotika, sowie aus hygienischer Sicht kritische Resistenzen gegen
Reserveantibiotika unterschiedlicher Wirkungsklassen untersucht. Hierflr wurden neben der
Methode der gPCR auch kulturbasierte Experimente sowie Metagenom-Analysen und
Isolate-Charakterisierungen durchgefunhrt.

Die untersuchten 7 Klaranlagen mit konventioneller Klarung bestehend aus mechanischer
sowie biologischer Behandlung, wie sie in Deutschland verbreitet ist, sind in der Lage,
fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene um ca. 1,8 + 0,6 Log-Stufen zu
reduzieren.

Weiterhin wurde untersucht inwiefern jeweils eine:
e Pulveraktivkohlebehandlung mit nachgeschalteter Sandfiltration
e Ozonbehandlung (1-2 g Ozon/g DOC)
e UV-Bestrahlung (400 J/m2 UV)
e sequentiellen Ozonbehandlung mit nachgeschalteter UV-Bestrahlung (1-2 g Ozon/g
DOC, 400-600 J/m?)
o Ultrafiltration (20 und 25nm)
am Standort einer Kl&ranlage dazu beitragen kénnen, die erforderliche Reduktion von 6 Log-

Stufen zu erreichen.

Als besonders effizient erwies sich die Ultrafiltration, welche eine Reduktion der mikrobiellen
Kontaminanten von bis zu 7 Log-Stufen erreichte. Der weitere Verbleib oder Méglichkeiten
einer zusatzlichen Behandlung des, bei der Ultrafiltration entstehenden, stark belasteten und
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biologisch weiterhin aktiven Retentats, ist allerdings noch nicht geklart. Die Verfahren der
Ozonbehandlung erzielten, abhéngig von den eingesetzten Ozonkonzentrationen und
hydraulischen Verweilzeiten im Ozonkontaktreaktor, Reduktionen zwischen 1,5 und 3,5 Log-
Stufen.  Allerdings konnten  einzelne  fakultativ  pathogene  Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene identifiziert werden, welche sich als besonders robust gegentber der
Ozonung erweisen (z.B. P. aeruginosa). Durch eine sequentielle Ozonbehandlung und UV-
Bestrahlung konnten synergistische Effekte beobachtet werden, welche die Reduktion von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen steigern und auch eine
verstarkte Reduktion dieser robusten Spezies ermdglichen.

Eine alleinstehende UV-Bestrahlung erzielte lediglich geringfiigige Reduktionen der
mikrobiellen Kontaminationen. Die ebenfalls auf ihre mikrobiologische Reduktionsleistung
untersuchte, aber fur die Spurenstoffelimination konzipierte, adsorptive Reinigung mittels
pulverisierter Aktivkohle erzielte ebenfalls eine geringe Reduktion der untersuchten
mikrobiellen Kontaminationen.

Weiterhin wird deutlich, dass eine Kombination mehrerer Verfahren synergetische Effekte fir
die Reduktion mikrobieller Kontaminationen mit sich bringen kann.

Eine Hygienisierung des Wassers, also eine vollstandige Elimination aller mikrobieller
Kontaminationen, ist mit den untersuchten Verfahren nur bedingt moglich. Mehrere Verfahren
und Verfahrenskombinationen waren jedoch in der Lage, die Reduktion von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Laufe des gesamten Klarprozesses
auf die erforderlichen 6 Log-Stufen anzuheben.
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Abstract

Antibiotic resistance genes and facultative pathogenic bacteria pose a growing threat to public
health and the environment. As the last common barrier of the different emission sources, such
as wastewater from hospitals, slaughterhouses, private households etc., the wastewater
treatment plant is a suitable place to centrally minimize the spread of antibiotic resistance genes
and facultative pathogenic bacteria into the environment. Despite existing health risks, there is
no general and comprehensive regulation for the reduction of facultative pathogenic bacteria
and antibiotic resistance genes by the wastewater treatment plants. Therefore, the individual
processes as well as the mode of operation of existing sewage treatment plants are not designed
for their retention. However, a threshold value, as it is considered useful for trace compounds,
is not appropriate for bacteria due to their proliferation potential. For this reason, the American
National Blue Ribbon Commission proposes a minimum reduction of 6 log levels to be
achieved throughout the entire treatment process.

Against this background, in this work, the abundance of 6 different facultative pathogenic
bacteria (Enterococci, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, A. baumannii and E. coli), which are similar to the ESKAPE group, as well as a
selection of 14 antibiotic resistance genes with different health care relevance are determined
in the effluent of seven wastewater treatment plants. Resistances to antibiotics used in
veterinary medicine, resistances to broad-spectrum antibiotics, as well as resistances to reserve
antibiotics, which are critical from a hygienic point of view, are investigated. For this purpose,
in addition to the gPCR method, culture-based experiments as well as metagenome analyses
and isolate characterisations were carried out.

Seven analysed wastewater treatment plants with conventional treatment consisting of
mechanical and biological treatment, as it is common in Germany, are able to reduce facultative
pathogenic bacteria and antibiotic resistance genes by about 1.8 + 0.6 log levels.

Furthermore, it was analysed to what extent each of the following advanced treatment
processes at the site of a wastewater treatment plant can contribute to achieve the required 6
log level reduction:

e Activated carbon treatment with downstream sand filtration

e Ozone treatment (1 2 g ozone/g DOC)

e UV irradiation (400 J/mz UV)

e sequential ozone treatment with subsequent UV irradiation (1 2 g ozone/g DOC, 400
600 J/m2)

o Ultrafiltration (20 and 25nm)

Ultrafiltration proved to be particularly efficient, achieving a reduction in microbial
contaminants of up to 7 log levels. However, the further fate or necessary of additional
treatment of the contaminated and biologically still active retentate resulting from the
ultrafiltration is not yet clear. Depending on the ozone concentrations used and the hydraulic
residence time in the ozone contact reactor, the ozone treatment process achieved reductions
of between 1.5 and 3.5 log stages. However, individual facultative pathogenic bacteria and
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antibiotic resistance genes could be identified, which prove to be particularly robust against
ozonation (e.g. P. aeruginosa). By sequential ozone treatment and UV-irradiation synergistic
effects could be observed, which increase the reduction of facultative pathogenic bacteria and
antibiotic resistance genes and also allow an increased reduction of these robust species.

A stand-alone UV-irradiation achieved only slight reductions of microbial contamination. An
adsorptive cleaning process using pulverized activated carbon, which was designed for the
elimination of trace compounds, was also tested for its microbiological reduction capacity and
achieved a small reduction of the microbial contaminations.

It becomes clear that when considering the overall process of wastewater treatment, which is
intended to continuously reduce nutrients, trace substances and hygienically relevant bacteria,
a combination of several processes is advantageous and can bring synergetic effects.

Hygienisation of the water, i.e. complete elimination of all microbial contamination, is not
possible with the processes investigated. However, several processes and process combinations
were able to increase the reduction of facultative pathogenic bacteria and antibiotic resistance
genes to the required 6 log levels during the entire clarification process.
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1 Einleitung

1.1 Wissenschaftliche Hintergriinde der Arbeit

Die Anzahl der Berichte tber Krankheitserreger, gegen welche die gebrauchlichen Antibiotika
nicht mehr wirken, haufen sich seit mehreren Jahren (Berendonk et al. 2015, Liineberg et al.
2018, Lupo et al. 2012, Rossolini et al. 2014). Diese Zunahme von antibiotikaresistenten
Bakterien stellt fir das Gesundheitswesen eine stetig wachsende Herausforderung dar. Auch
die World Health-Organisation (WHO) hat das Risiko der Antibiotikaresistenzen erkannt und
beschreibt das Auftreten und die Verbreitung dieser antibiotikaresistenten Bakterien als
globales Problem, mit dem die Menschheit in Zukunft in verstarktem Malle konfrontiert sein
wird (Organization 2014). Aktuelle Patientendaten des Robert Koch-Instituts aus Deutschland
belegen einen deutlichen Nachweis von Kklinisch relevanten Antibiotikaresistenzen in
Pathogenen und fakultativ pathogenen Bakterien, wobei die tatséchlichen Verbreitungswege
hierbei jedoch ausgeklammert bleiben (Noll et al. 2012).

Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogene Bakterien aus unterschiedlichen Quellen
(Krankenh&usern, Pflegeheimen, Privathaushalten, Schlachtereien, offentlichen
Einrichtungen, landwirtschaftlichem Ausbringen von Gille etc.), welche in die Umwelt
gelangen, konnen zu einer Kontamination dieser und insbesondere von Wasserressourcen
flhren. Im Falle eines direkten Kontakts mit dem kontaminierten Wasser und darauffolgender
Kolonisation kann dies wiederum bei einer Infektion zu einer Beeintrachtigung der Gesundheit
beim Menschen fihren (Feuerpfeil et al. 1999, Hembach et al. 2017, Jager et al. 2018b,
Volkmann et al. 2004). Die betroffenen Patienten werden im Krankenhaus unter erheblichem,
auch finanziellem Mehraufwand durch zusatzliche BehandlungsmalRnahmen therapiert
(Engler-Hisch et al. 2018, Slama 2008). So ist die Behandlung einer Infektion mit einem
Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus um ca. 2.000 € teurer und mit 13 % hoherer
Wahrscheinlichkeit nicht erfolgreich, als eine Infektion mit einem sensiblen S. aureus Stamm
(Engler-Husch et al. 2018, Rubin et al. 1999).

Bakterien, welche in die aquatische Umwelt gelangen und dort persistieren, kénnen sich unter
gunstigen Bedingungen wieder erneut zu kritischen Konzentrationen vermehren (Czekalski et
al. 2012). So ist eine nachhaltige Losung, um diese fakultativ pathogene Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene zurlickzuhalten, unumganglich. Kléranlagen stellen eine moégliche
gemeinsame Barriere mehrerer moglicher Quellen von Antibiotikaresistenzgenen und
fakultativ pathogenen Bakterien dar, bevor diese die aquatische Umwelt erreichen. Um die
Belastung in der aquatischen Umwelt signifikant zu reduzieren, wird eine Elimination oder
eine sehr effektive Reduktion benotigt. Neben der generellen Bakterienreduktion mussen vor
allem auch Antibiotikaresistenzgene berticksichtigt werden, da deren Verbreitung auch
unabhangig von der urspriinglichen Bakterienart erfolgen kann (Carattoli 2009). Durch den
Prozess des horizontalen Gentransfers kann die Weitergabe von Antibiotikaresistenzen an
Umweltbakterien erfolgen, die dadurch ihrerseits zur Antibiotikaresistenzsituation beitragen
koénnen (von Wintersdorff et al. 2016).

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass die konventionelle Abwasserbehandlung in
kommunalen Klaranlagen im Hinblick auf das Eliminationsvermdgen von hygienisch
relevanten Bakterien nicht ausreicht (Alexander et al. 2015, Hembach et al. 2017). Auch die
in grélReren Klaranlagen teilweise vorhandene 4. Reinigungsstufe mit oxidativen und
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adsorptiven Verfahren zur Reduktion chemischer Kontaminationen (organische Spurenstoffe)
erreicht aus mikrobiologischer Sicht nur eine unzureichende Reduktion (Alexander et al.
2016). Um eine effektive Reduktion zu gewdhrleisten, muss ein zusatzliches Verfahren
installiert werden, welches eine signifikante Reduktion der fakultativ pathogenen Bakterien
und Antibiotikaresistenzgenen auf ein akzeptables Niveau ermdglicht.

1.2 Aktuelle Situation

Neben Viren, Pilzen und Parasiten sind rund 200 Bakterienarten als fakultativ pathogene
Krankheitserreger des Menschen bekannt. Diese Krankheitserreger oder fakultativ pathogenen
Bakterien konnen Gber Abwasserwege oder landwirtschaftliche Abschwemmungen zu einer
Kontamination von Wasserressourcen und damit indirekt oder direkt zu einer Beeintrachtigung
der menschlichen Gesundheit fiihren (Feuerpfeil et al. 1999). Durch das Auftreten von
Antibiotikaresistenzen wird das Risiko der Gesundheitsbeeintrachtigung noch weiter verstarkt.

1.2.1 Verbrauch von Antibiotika in Deutschland

In der Humanmedizin werden in Deutschland jahrlich 700-800 Tonnen (t) Antibiotika
verschrieben. Hiervon entfallen ca. 300 t auf sogenannte Reserveantibiotika. Dies sind
Antibiotika, welche nur verschrieben werden durfen, falls die Ublichen Antibiotika nicht mehr
wirken. Etwa 80-90 % der Antibiotika werden in ambulanten Behandlungen, in privaten
Haushalten oder Pflegeeinrichtungen eingesetzt (Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit und e.V. 2016). Zu den in der Humanmedizin am haufigsten
eingesetzten Antibiotikaklassen zahlen Préparate aus einer Kombination von Penicilline mit
B-Lactamase-Hemmern (23,2 %), Cephalosporine der zweiten (12,9 %) und dritten (8,9 %)
Generation, Carbapeneme (6,2 %), Fluorchinolone (11,3 %) und Makrolide (3,8 %) (Aghdassi
et al. 2016). Im internationalen Vergleich des Verbrauchs von Antibiotika gehort Deutschland
mit Landern wie den Niederlanden, Slowenien oder Ungarn zu dem unteren Drittel.

In der Veterindrmedizin lag die Summe der eingesetzten Antibiotika im Jahr 2018 laut dem
Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit bei ca. 722 t. Hiervon entfielen
mit 271 t (38 %) ein Grofteil auf der Wirkstoffklasse der Penicilline, 178 t (25 %) auf
Tetracycline, 63 t (9 %) auf Sulfonamide und 59 t (8 %) auf Makrolide. Die in der
Humanmedizin eingesetzten Aminoglycoside und Cephalosporine werden in der
Veterindrmedizin nur in sehr geringen Mengen eingesetzt (Bundesamt fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit 2019).

1.2.2 Verbreitungswege von antibiotikaresistenten fakultativ pathogenen
Bakterien

Generell ~ zeichnen sich  Mikroorganismen durch eine auBerordentlich  hohe
Anpassungsféhigkeit an vielfaltigste Lebensbedingungen, auch in der aquatischen Umwelt,
aus (Blaut 2012). Diese Anpassungsfahigkeit beruht auf einer grof3en genetischen und
metabolischen  Flexibilitit und Vielfalt. Die genetischen Informationen  zur
Antibiotikaresistenz bleiben nicht nur in einer Bakterienspezies begrenzt, sondern kénnen tiber
mobile genetische Elemente (z.B. Integrons, Transposons, Plasmide) zwischen
unterschiedlichen Bakterienspezies ausgetauscht werden (horizontaler Gentransfer)
(Courvalin 2008, Volkmann et al. 2004).
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Bei Integrons handelt es sich um genetische Strukturen, welche bis zu sechs Genkassetten (z.B.
Antibiotikaresistenzgene) aufnehmen und austauschen kénnen (Gillings et al. 2008, Ploy et al.
2000). Sie setzen sich aus einer Rekombinationsstelle, einem Integrasegen sowie einem
Promotor zusammen, welche sich tGber zwei konservierte und eine variable Region erstrecken
(Gravel et al. 1998). Insgesamt sind funf unterschiedliche Klassen von Integrons bekannt,
welche sich durch ihr Integrasegen unterscheiden (White et al. 2001). Besonders das Integron
Klasse 1 ist in Oberflachenwasser und Abwasser weit verbreitet und tragt hdufig Genkassetten
mit Bezug auf klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen (Zhang et al. 2009). Es ist bereits in
40-70 % aller Gram-negativen, isolierten Krankenhauspathogenen zu finden (van Essen-
Zandbergen et al. 2007).

Eine weitere Art der mobilen genetischen Elemente sind Transposons. Hierbei handelt es sich
um genetische Elemente, bestehend aus einem Transpositions-Gen und zwei invertierten, sich
wiederholenden Sequenzen an den jeweiligen Enden des Elementes, welche féhig ist, seine
Position innerhalb einer Zelle selbststdndig zu verédndern (Alberts et al. 2007, Gillings et al.
2008). Transposons konnten bisher in allen untersuchten Bakterienspezies nachgewiesen
werden, tragen neben Substrat-spezifischen Enzymen auch Antibiotikaresistenzgene und sind
mittels Integrons in der Lage, diese auszutauschen (Liebert et al. 1999, Okitsu et al. 2005).

Plasmide als weiteres mobiles genetisches Element sind zirkuldre, doppelstrangige
extrachromosomale DNA, welche sich unabhéngig vervielfaltigen, speziestbergreifend
ubertragen werden, und eine Vielzahl unterschiedlicher Gene tragen kdnnen (Sgrensen et al.
2005). Mit Hilfe dieser drei mobilen genetischen Elemente (Integrons, Transposons, Plasmide)
sind Bakterien in der Lage sich effektiv und schnell an neue Bedingungen anzupassen.

Die Belebungsbecken der biologischen Stufe von Klé&ranlagen bieten passende Bedingungen
fr die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen mittels dieser mobilen genetischen Elemente
(Schluter et al. 2008, Szczepanowski et al. 2008). Jede Belebtschlammflocke besteht aus einer
Vielzahl verschiedenster Bakterien. Hier konnen aufgrund der vorherrschenden Bedingungen
(hohe Bakteriendichte, hohe Konzentrationen an Phosphat, ein breites Angebot an Nahrstoffen
und Selektionsdricke wie z.B. Antibiotika in subinhibitorischen Konzentrationen)
Resistenzgene von einer Bakterienzelle auf eine andere tbertragen werden (Carey et al. 2016,
Cheng et al. 2012, Rizzo et al. 2013). Diese Resistenzgene liegen h&ufig auf mobilen
genetischen Elementen, die zwischen Bakterien weitergegeben bzw. ausgetauscht werden.
Dies geschieht nicht nur innerhalb einer Spezies, sondern auch an ,,fremde* Bakterienspezies
der autochthonen Population (Cambray et al. 2010, Carattoli 2009, Grinsted et al. 1990). Uber
diesen horizontalen Gentransfer gelangen Resistenzgene in Bakterien, die selbst gar keinen
Kontakt zu einem Antibiotikum hatten. Ein solcher Gentransfer kann Gber drei Mechanismen
ablaufen (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der drei Mechanismen des horizontalen Gentransfers. A:
Transformation, B: Konjugation, C: Transduktion (Hartmann 2004/2005).

Bakterien konnen genetische Informationen durch Aufnahme von Fremd-DNA, z.B.
freigesetzter DNA aus toten Bakterien, aufnehmen und in ihr Erbgut integrieren. Ein VVorgang,
der als Transformation bezeichnet wird. Ist die freie DNA an Partikeln oder in Biofilmen
gebunden, so ist sie zudem in der Wasserphase wesentlich stabiler sowie vor Abbau geschitzt
und steht dadurch langer fur die Transformation zur Verfligung.

Der zweite Mechanismus, bei dem ein direkter Zell-Zell-Kontakt VVoraussetzung ist, wird als
Konjugation bezeichnet. Hier werden genetische mobile Elemente (ber Zellstrukturen direkt
zwischen den Bakterien weitergegeben. Auch hier ist eine hohe Zelldichte und -diversitat, wie
sie in Abwassersysteme oder Biofilmen vorzufinden ist, vorteilhaft.

Die Transduktion ist der dritte Mechanismus, tiber den ein horizontaler Gentransfer moglich
ist. Dabei spielen Phagen eine wesentliche Rolle. Teile des Erbguts einer mit Phagen
befallenen Bakterienzelle werden in das Erbgut des Phagen integriert und nachtraglich bei
einer erneuten, zweiten Infektion einer Bakterienzelle in deren Erbgut integriert. Letztlich
funktioniert der Phage als Transporter von Wirts-DNA.

Hohe Zelldichten und Zelldiversitaten und weitere bekannte abwasser- und umweltspezifische
Parameter wie z.B. relevante Magnesium/Calcium Konzentrationen oder Veranderungen in
der Nahrstoffversorgung und Phosphatmengen beglinstigen alle drei Arten von horizontalem
Gentransfer (Thomas und Nielsen 2005). Da Abwasser viele dieser Voraussetzungen erfullt,
kann aufbereitetes Abwasser somit zahlreiche Bakterien enthalten, die ein neu erworbenes
Resistenzgen tragen. Sie gelangen in die aquatische Umwelt, ohne dass bekannt ist, welches
Risikopotential sich in Hinblick auf Vermehrung, Selektion und weiteren Gentransfer daraus
ergeben kann. Die kommunale Klaranlage kann als Hotspot fur die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen gesehen werden (Rizzo et al. 2013).

Gleichzeitig ist sie aber auch eine der wenigen gemeinsamen Schnittstellen vieler potentieller
Eintragspfade von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen, bevor diese
in die Umwelt gelangen konnen. Kliniken, Haushalte, Pflegeeinrichtungen, o6ffentliche
Einrichtungen, Industrie und zum Teil auch Tier- und Mastbetriebe leiten ihr Abwasser in das
kommunale Abwassersystem. Bei diesen Gegebenheiten bietet sich eine zentrale erweiterte
Abwasseraufbereitungsanlage mit dem Ziel der Reduktion von fakultativ pathogenen
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Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen an, bevor diese in die Umwelt emittiert werden. In
diesem Zusammenhang ist auch die Relevanz fiir die Trinkwasserversorgung zu betrachten.
Der Schutz von Rohwaéssern der Trinkwasseraufbereitung vor Kontaminationen mit
Krankheitserregern und bakteriellen Trégern von klinisch relevanten Antibiotikaresistenzen
dient der allgemeinen Gesundheitsvorsorge, da zum jetzigen Zeitpunkt nicht abgeschatzt
werden kann, von wem und unter welchen Bedingungen Kklinisch relevante
Antibiotikaresistenzen auch auf Trinkwasserbakterien, z.B. im Verteilungssystem Ubertragen
werden kdnnen (Allen et al. 2004, Chan et al. 2019, Schwartz et al. 2003).

1.2.3 Infektionslage mit resistenten Bakterien

Die Folgen der bisherigen Ausbreitung von antibiotikaresistenten Erregern zeigen sich an den
aktuellen Fallzahlen von antibiotikaresistenten Infektionen im Gesundheitssystem. So wurden
nach einer Studie des Europdischen Zentrums fiur die Prévention und die Kontrolle von
Krankheiten (ECDC) EU-weit im Jahr 2015 ca. 670.000 antibiotikaresistente Infektionen
registriert, von denen 33.000 Falle todlich verliefen (Cassini et al. 2019). Die h&ufigsten
Infektionsfélle mit resistenten Krankheitserregern im Gesundheitswesen stammen aus der
sogenannten ESKAPE Gruppe der fakultativ pathogenen Bakterien (Tacconelli et al. 2017).
Diese zuerst von Rice et al. (2008) beschriebene Gruppe besteht aus Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa und Enterobacteriacae. Sie sind verantwortlich fiir ca. 66% aller
Infektionen im Gesundheitswesen und tragen mit einem signifikanten Anteil zu der
Sterblichkeitsrate in Intensivstationen bei (Lawrence und Jeyakumar 2013, Navidinia 2016,
Rice 2008, Vadivoo und Usha 2018). Insbesondere antibiotikaresistente Infektionen der
ESKAPE Erreger flihren zu langeren Krankenhausaufenthalten und hohen Behandlungskosten
(Vadivoo und Usha 2018).

Untersuchungen des Robert Koch-Instituts zeigen, dass auch in Deutschland mittlerweile bei
einer Vielzahl unterschiedlicher nosokomialer Infektionen Resistenzen gegen die
gebrauchlichen Antibiotika nachgewiesen werden. So sind nach dem Bericht Germap 2015 des
Bundesamts fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit ca. 30 % aller A. baumannii
Infektionen nicht mehr sensibel gegen Carbapeneme und 14,9 % der E. coli Infektionen bzw.
17,4 % der K. pneumoniae Infektionen verfligen tber Extended Spektrum [-Lactamasen
(ESBL). Resistenzgene gegen das Reserveantibiotikum Colistin treten bisweilen vereinzelt auf
(<1 %). Da es jedoch auf einem mobilen Plasmid vorliegt, rat das Bundesamt ihr Auftreten
und Verbreitung ,sorgfiltig zu beobachten” (Bundesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit und e.V. 2016).

Eine besondere Relevanz in der Sachlage der Resistenzen haben multiresistente Bakterien. Die
sogenannten 3- bzw. 4-MRGN (multiresistente Gram-negative Bakterien) sind gegen drei
(Acylureidopenicilline, 3. Generation Cephalosporine und Fluorchinlone) oder vier Klassen
(zusétzlich Carbapeneme) von Antibiotika gleichzeitig resistent (Bundesgesundheitsblatt
2012). Nach Untersuchungen des Robert Koch-Instituts waren im Jahr 2014 3,2 % aller
ambulant behandelten und 6,6 % aller stationdr behandelten P. aeruginosa Infektionen 3-
MRGN. Fir 4-MRGN Infektionen lag die Resistenzrate bei 1,5 % im ambulanten und 3,2 %
im stationdaren Bereich (Robert-Koch-Institut 2019).
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1.2.4 Problematik der Grenzwerterhebung

Trotz der Verbreitung von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene und
des daraus resultierenden gesundheitlichen Risikos fir die Gesellschaft, ist die Problematik im
Bereich der Abwasserbehandlung noch nicht umfassend in Gesellschaft und Politik
kommuniziert und integriert.

So sind in der Abwasserverordnung bisher keine Regelungen zur allgemeinen Uberwachung
oder Reduzierung von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
vorhanden, obwohl die WHO als auch die UN-Vollversammlung eine Unterbrechung der
Verbreitungswege fordern (Levy und Marshall 2004).

Es existieren zwar Richtlinien, welche eine Reduktion von Indikatororganismen von 3-4 Log-
Stufen vorschlagen (EN12255-14:2003). Jedoch gelten diese lediglich fur die direkte
Verwendung der Gewasser zu Freizeitzwecken oder zur Bewasserung landwirtschaftlich oder
gartnerisch genutzter Flachen (DWA-M 205, 2013). Speziell fur die Wasserwiederverwertung
fr die Bewasserung in der Landwirtschaft verfolgt die Europdische Union mit der aktuellen
Verordnung EU 2020/741 einen vergleichbaren Ansatz, bei dem in der Gesamten
behandlungskette bis zur landwirtschaftlichen Bewadsserung eine Reduktion von E. coli um 5
Log-Stufen erfolgen muss. In dieser Verordnung sind auch zum ersten Mal
Antibiotikaresistenzgene zur Uberwachung vorgesehen, allerdings nur falls inr Auftreten nicht
durch andere Quellen verursacht werden kann. Weiterhin wird sich vielfach an der
Badegewasserrichtlinie  (2006/7/EG) orientiert, welche zum Erreichen der besten
Qualitatsstufe fir Binnengewadsser maximal 200 Kolonie-bildende Einheiten/100 mL
intestinale Enterokokken sowie 500 Kolonie-bildende Einheiten/100 mL E. coli erlaubt und
weitere mikrobiologische Parameter nicht bericksichtigt.

In der strengeren Trinkwasserverordnung sind als mikrobiologische Parameter fur die
allgemeine Anforderung an Trinkwasser unter anderem E. coli sowie Enterokokken als
Indikatororgansimen mit einem Grenzwert von 0 Kolonie-bildende Einheiten/100 mL
aufgefiihrt. Krankheitserreger, darunter fallen auch Bakterien, welche eine (bertragbare
Krankheit verursachen kénnen (Infektionsschutzgesetz), dirfen laut Trinkwasserverordnung
nicht nachweisbar sein.

Antibiotikaresistenzgene werden in keiner der Regelung oder Richtlinie erwahnt, obwohl in
den nachfolgenden Gewaéssern und Systemen (inkl. des Verteilungssystems des Trinkwassers)
Bakterien und Biofilme existieren, welche eine Verbreitung der Antibiotikaresistenzgene
ermoglichen (Szewzyk et al. 2000). Auch ist der h&ufige Bezug auf die Dbeiden
Indikatorbakterien E. coli und Enterokokken aus hygienischer Sicht nicht ausreichend und
sollte um weitere Erreger (z.B. Biofilmbildner wie P. aeruginosa oder A. baumannii) erweitert
werden, da diese ein anderes Persistenzverhalten in der Umwelt zeigen, als die genannten
Indikatorbakterien. Zusatzlich zeigen diese Bakterien auch ein verstarktes Potential zur
Ausbildung einer Multiresistenz. Letztlich ist das bekannte Indikatorprinzip im Hinblick auf
die Bakteriendiversitat nicht ausreichend, um damit ein gesamtheitliches Bild der bakteriellen
Population mit Gesundheitsrelevanz abbilden zu konnen. Ein Klaranlagenauslauf kann der
Badegewasserverordnung und damit dem Indikatorprinzip entsprechen, wére jedoch aus
mikrobiologischer Sicht als Quelle hoher mikrobiologischer Risiken fir die Gesundheit
einzuordnen. Dieses Beispiel unterstreicht die Spezifitdt der Verordnungen fur vorher
definierte aquatische Bereiche und die limitierende Ubertragbarkeit auf erweiterte Bereiche.
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Fur eine allgemeingultige Regulierung der Emission von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen fur Klaranlagen ist eine Risikoanalyse von zentraler Bedeutung.
Fakultativ pathogene Bakterien konnen u.U. in der Umwelt persistieren und somit die
Gesamtpopulation im Gewasser beeinflussen. Ebenso kdnnen Antibiotikaresistenzgene in der
Lage sein, sobald sie in der Umwelt sind, von autochthonen Bakterien aufgenommen zu
werden (Brown et al. 2019). Somit tragen auch urspriinglich harmlose Bakterien zur
Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen bei und erschweren die Risikoanalyse (Davison
1999).

Auf nationaler Ebene gibt es in Deutschland bisher noch keine Richtlinie, welche die
bestehenden Regelungen erweitert, um der Forderung der WHO und UN-Vollversammlung
nachzukommen. International schlagt beispielsweise die National Blue Ribbon Commission
der Vereinigten Staaten von Amerika vor, eine minimal erforderliche Reduktion des
Gesamtprozesses einer Klaranlage von 6 Log-Stufen festzulegen (Kehoe et al. 2017). Diese
geforderte minimale Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien wurde bei einer
akzeptablen Infektionsrate von 1 Infektion je 10.000 Einwohnern gewéhlt. Ob eine solche
Reduktion in Zukunft tatséchlich ausreichend sein wird, um die Verbreitungswege von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen vollstandig zu unterbrechen,
kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht mit Sicherheit abgeschatzt werden. Es tragt jedoch
dazu bei, die Verbreitung und damit das gesundheitliche Risiko fiir die Gesellschaft zu
reduzieren.

1.3 Ubersicht untersuchter Verfahren zur Entfernung fakultativ pathogener
Bakterien und Antibiotikaresistenzgene aus Abwasser

Aufgrund der Vorgaben der WHO und der UN-Vollversammlung ist es auf lange Sicht
unumgéanglich, kommunale Klaranlagen mit einer erweiterten Abwasseraufbereitung
auszustatten, um die Verbreitung von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen zu minimieren. Aus diesem Grund wurden neben der
konventionellen Abwasseraufbereitung, die Verfahren der erweiterten Abwasserbehandlung:

e Pulveraktivkohlebehandlung mit nachfolgender Sandfiltration

e Ozonhandlung

e UV-Bestrahlung

e sequenzielle Ozonhandlung und UV-Bestrahlung

e nachgeschaltete Membranfiltration
hinsichtlich ihres Effekts auf die bakterielle Resistenzlage untersucht. Weitergehend wurde bei
ausgewahlten Verfahren der Einfluss vereinzelter Prozessparameter (z.B. Ozonkonzentration,
UV-Dosis oder Fluxraten) und unterschiedliche Anordnung der Verfahren analysiert.

Abbildung 2 zeigt eine schematische Ubersicht der Anordnung der unterschiedlichen
Verfahren nach dem Ablauf des Nachkl&rbeckens.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfilhrung zur Untersuchung der
weitergehenden Abwasserbehandlung. Rote Punkte: Probenahmestellen.

1.4 Intention der Untersuchungen

Ziel dieser Arbeit ist es, die mikrobielle Belastungssituation nach einer konventionellen
Abwasserbehandlung zu ermitteln sowie die Reduktion von fakultativ pathogene Bakterien
und Antibiotikaresistenzgene durch ausgewéhlten nachgeschaltete Verfahren der
weitergehenden Abwasserbehandlung zu ermitteln und zu vergleichen. Es wurde ein
methodischer Ansatz gewéhlt, der es erlaubt, Gber Mikrobiologie und Molekularbiologie
Resistenz- und Populationsveranderungen qualitativ und quantitativ zu erfassen. Hierzu wurde
in erster Linie die molekularbiologische Methode der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion
(QPCR) verwendet, um geeignete Leitparameter im Abwasserstrom zu quantifizieren. Erganzt
wurden die molekularbiologischen Untersuchungen durch kultivierungsbasierte Experimente.
Des Weiteren wurden bei den Proben des Retentats der Ultrafiltration Metagenomanalysen zur
Einschatzung des mikrobiellen Risikopotentials durchgefiihrt. Ein Uberblick (ber die
durchgefiihrten analytischen Verfahren ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Uberblick der verwendeten analytischen Verfahren.

Die Kombination unterschiedlicher Analysemethoden ermdglichen es, etwaige
Unzulanglichkeiten der einzelnen Verfahren hinsichtlich ihrer mikrobiellen Reduktion zu
identifizieren und weitere Handlungsoptionen aufzuzeigen. Dies erlaubt, als finales Ergebnis,
eine geeignete Verfahrenskombination zur erweiterten Abwasseraufarbeitung mit dem Ziel der
Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen vorzuschlagen.

1.5 Wirkungsweise der untersuchten Techniken der weitergehenden
Abwasserbehandlung zur Reduzierung von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen

Laut der Abwasserverordnung (Anhang 1 hausliches und kommunales Abwasser) ist es in
Deutschland gesetzlich vorgeschrieben, dass abhangig von der GroRe der Klaranlage Stickstoff
sowie Phosphor und die Summenparameter CSB (chemischer Sauerstoffbedarf) und BSBs
(biologischer Sauerstoffbedarf) aus dem Abwasser entfernt oder reduziert werden mdissen,
bevor es in den Vorfluter gelangt (I 2004). Infolgedessen verfugen eine Mehrheit der
kommunalen Klaranlagen (ber erprobte und validierte Reinigungsstufen, welche auf
vergleichbaren Prinzipien beruhen. Die Prozesskette dieser etablierten Reinigungsstufen wird
konventionelle Klarung genannt. Obwohl die konventionelle Klarung nicht auf die
Reduzierung von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen ausgelegt ist,
erreichen solche Anlagen trotzdem Reduktionen von durchschnittlich 2-3 Log-Stufen,
abhéngig vom beobachteten Bakterium (Hembach et al. 2017, Jager et al. 2018Db).

In Bezug auf die weitergehende Abwasserbehandlung fir die gezielte Eliminierung fakultativ
pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzen hat sich unter den Klaranlagenbetreibern
noch kein Verfahren durchgesetzt. Dies ist auch auf den Mangel an gesetzlichen Regelungen
zuriickzufiihren. Grundsétzlich steht eine Vielzahl unterschiedlicher Techniken zur
Diskussion. Die meisten sind bereits aus der Trink- sowie der Abwasserdesinfektion bekannt
und erprobt (Din EN 12255-14). Allerdings ist die Ubertragung von der Trink- zur
Abwasseraufarbeitung nicht ohne weiteres moglich, da Abwasser eine diverse Matrix ist,
welche flr einzelne Verfahren storende Stoffe in hohen Konzentrationen beinhalten kann (z.B.
partikuldre und geldste organische Stoffe fiir Ozonbehandlung oder Schwebstoffe bei der UV-
Bestrahlung) (Janex et al. 1998, Tchobanoglous et al. 2003, Zucker et al. 2015). Aus diesem
Grund ist es zwingend notwendig, Untersuchungen der Reduktion der fakultativ pathogenen
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Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen  durch  Verfahren zur weitergehenden
Abwasserbehandlung mit realem Abwasser durchzufthren.

1.5.1 Pulverisierte Aktivkohle mit nachgeschalteter Sandfiltration

Eine Behandlung des Abwassers mit Aktivkohle und einer nachgeschalteten Sandfiltration
wird als Teil der 4. Reinigungsstufe in vereinzelten kommunalen Kléaranlagen zur
Spurenstoffreduktion bereits eingesetzt. Ein direkter Bezug zur Reduktion von mikrobiellen
Kontaminanten wurde ursprunglich nicht beabsichtig. Der Gesamtprozess an der untersuchten
Kléranlage besteht aus einem Kontaktreaktor zum Einbringen und Verteilen der pulverisierten
Aktivkohle, einem Sedimentationsbecken zur anschlieRenden Entfernung der beladenen
Aktivkohle und einer Sandfiltrationseinheit. Die nachgeschaltete Sandfiltration dient
zusammen mit dem Sedimentationsbecken der Entfernung von Aktivkohleriickstdnden. Das
Verfahren wird zur Reduzierung von Spurenstoffen  (Arzneimittel, Hormone,
Desinfektionsmittel usw.) bereits in groRtechnischem Mafstab angewendet (Boehler et al.
2012).

Uber die Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
wurden fir die pulverisierte Aktivkohle noch keine ausfiihrlichen Studien durchgefunhrt.
Jedoch wird diskutiert, ob es Bakterien mdoglich ist, sich an pulverisierter Aktivkohle
anzulagern (Mason et al. 2000, Morinaga et al. 2003). Dass sich biofilmbildende Bakterien
innerhalb der Sandfiltration ansiedeln, ist ebenfalls bekannt und z.T. zur Biotransformation
organischer Stoffe gewollt (Dalahmeh et al. 2014).

Bisherige Untersuchungen zeigen bakterielle Reduktionen zwischen O und 2 Log-Stufen
(Hiller et al. 2019). Aber auch Zunahmen von Bakterien wahrend einer Sandfiltration konnten
z.B. fur E. coli bereits beobachtet werden (Lu et al. 2015).

Aufgrund der bisherigen Informationsgrundlage zu der Reduktion von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen utber Pulveraktivkohle, sowie des nicht eindeutigen
bisherigen Wissensstands bezuglich der Sandfiltration, wurden diese beiden Verfahren
hinsichtlich ihrer Reduktion gegentber bakterieller Kontaminationen untersucht.

1.5.2 Oxidative Abwasserbehandlung durch Ozon

Ozon (Og) ist ein sehr reaktives Gas, welches aufgrund seiner stark oxidierenden Wirkung
bereits seit l&ngerer Zeit in der Trinkwasseraufarbeitung zur Desinfektion verwendet wird
(Facile et al. 2000, Langlais et al. 1991). Im Vergleich zu anderen Oxidationsmitteln wie Chlor
erweist sich Ozon aufgrund seines héheren elektrochemischen Potentials und daraus folgend
niedrigen CT-Werten als besonders effektiv. Das CT-Konzept wird zur Beschreibung der
Effizienz von Desinfektionsprozessen eingesetzt. Das Produkt der Restkonzentration mit der
Kontaktzeit (c * t) ergibt den CT-Wert in mg pro min/L. Dieser l&sst sich mit einer Log-Stufen
Reduktion korrelieren und erlaubt einen direkten Vergleich der Reduktionen unterschiedlicher
Oxidationsverfahren (Zhang et al. 2013). So ist, nach vereinfachten Abschatzungen, Ozon
(CToe-Wert: 0.02) viermal effektiver bei der Reduzierung von Bakterien als Chlor (CTgo-Wert:
0.04-0.08). Die exakten CT-Werte sind hierbei von den Eigenschaften der untersuchten
Bakterien abhangig (WHO 2008).

In einigen Kldranlagen sind bereits groRtechnische Anlagen zur Ozonbehandlung verbaut.
Diese dienen jedoch vorrangig der Spurenstoffreduktion und sind dementsprechend
hinsichtlich der Elimination von Spurenstoffen optimiert. So wird z.B. in der Schweiz an einer
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Kléaranlage mit 105.000 Einwohneréquivalenten eine groRtechnische Ozonanlage mit 0,55 g
Ozon pro g geléstem organischen Kohlenstoff (Disolved Organic Carbon/DOC) betrieben
(Bourgin et al. 2018). In der Trinkwasseraufbereitung wird Ozon zur Desinfektion dagegen in
Konzentrationen zwischen 0,2 und 2 g Ozon/g DOC verwendet (Auckenthaler und von Gunten
2010). Zur Reduktion von Bakterien im wurden Abwasser bisher hauptséchlich
Ozonkonzentrationen zwischen 0,125 und 1 g Ozon/g DOC untersucht (Czekalski et al. 2016,
lakovides et al. 2019, Jager et al. 2018a).

Die desinfizierende Wirkung von Ozon basiert auf zwei unterschiedliche Prozessen:
1: Der direkten Reaktion von Ozon mit organischen Bestandteilen der Mikroorganismen.
2: Der indirekten Reaktion iber OH- Radikale.

Der Mechanismus, welcher fur die desinfizierende Wirkung als hauptverantwortlich
angesehen wird, ist der Criegee-Mechanismus, durch welchen C=C Doppelbindungen
aufgespalten werden (Criegee 1975, Geletneky und Berger 1998). Er ermdglicht Ozon durch
das Aufspalten ungeséttigter Fettsauren in der Zellwand und Zellmembran eine direkte Zelllyse
(Scott und Lesher 1963). Neben der direkten Reaktion von Ozon geht bei der indirekten
Reaktion Uber OH- Radikale der Zerfall von Ozon-Molekulen in Wasser voraus. Dieser
Verfallsprozess (Peroxon-Prozess) ist sehr komplex und in der Fachliteratur noch nicht
vollstandig beschrieben. Allgemein wird der vorgeschlagene Reaktionsweg als Hauptweg
unter pH-neutralen Bedingungen angesehen (Staehelin und Hoigne 1982). Die entstehenden
OH- Radikale sind wesentlich reaktiver (CT:0,8x10°) und weniger selektiv als eine direkte
Reaktion von Ozon mit der Zielsubstanz und sind verantwortlich fir die Mehrheit der
Oxidationsprozesse (Cho et al. 2003). Aufgrund der stark diversen Matrix mit multiplen
Kontaminationen ist eine genaue Charakterisierung der zugrundliegenden Reaktionen bei der
Hygienisierung des Abwassers jedoch nicht méglich. Hohe Ozonkonzentrationen haben eine
vermehrte Bildung des karzinogenen Stoffes Bromat und weiterer unerwiinschter Neben- und
Abbauprodukten zur Folge, sodass es in der Spurenstoffreduktion vermieden wird, solch hohe
Konzentrationen einzusetzen (Czekalski et al. 2012, Hubner et al. 2015, Luddeke et al. 2015,
Somensi et al. 2010).

In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass eine Ozonbehandlung mit biszu 1 g
Ozon/g DOC Reduktionen von 2 Log-Stufen von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen erreichen kann (Alexander et al. 2016, Czekalski et al. 2016).
Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Reduktion abhangig von der
Ozonkonzentration und der Kontaktzeit, den physikalisch/chemischen Eigenschaften
(Temperatur, Wasserhérte etc.), der genauen Zusammensetzung der Matrix (DOC,
anorganische Spurenstoffe) und Biozonose sind. So ist eine leicht saure Umgebung fir eine
Ozonbehandlung mit dem Ziel der Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien besser
geeignet, als eine neutrale oder basische Umgebung (Zuma et al. 2009). Eine steigende
Temperatur hat einen sowohl positiven Effekt auf den Phasentibergang von der Gasphase in
die Flussigphase von Ozon als auch einen forderlichen Aspekt bei der Selbstzersetzung von
Ozon in OH- Radikale (Farooq et al. 1977, Savoye et al. 2001). Ebenfalls hat sich erwiesen,
dass bei gleicher Ozondosis ein hoher TOC zu einer schlechteren Reduktion von Bakterien
fuhrt (Farooq et al. 1977). Hierbei ist besonders die Prasenz von Biofilmen ein wesentlicher
Punkt, welcher die Eliminationsleistung durch Zehrung der Ozonmolekiile mindert (Ford
1999). Als Folge dessen, sind biofilmbildende Bakterien wie Pseudomonas spp. und
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Acinetobacter spp. aufgrund ihrer EPS besonders widerstandsfahig gegen die Ozonbehandlung
und bergen somit auch ein groRes Risiko fiir eine Wiederverkeimung in nachfolgenden
Systemen (Alexander et al. 2015). Analog zum TOC fiihrt ebenfalls ein erhéhter DOC bei
gleichbleibender Ozondosis zu einer Verringerung der Reduktion von Bakterien durch die
vermehrte Reaktion von Ozon mit anderen organischen Bestandteilen des Abwassers (Hijnen
et al. 2004a).

Ein weiterer Faktor fir die Robustheit von Bakterien gegen Ozon ist der Anteil der Basen
Guanin und Cytosin in der bakteriellen DNA, welche aufgrund der verringerten
Geschwindigkeitskonstanten von Ozon zu diesen Basen eine erhohte Widerstandsfahigkeit
aufweisen (Alexander et al. 2016). So ist P. aeruginosa mit einem GC-Gehalt > 60% robuster
gegen eine Ozonbehandlung als Enterokokken, welche einen GC-Gehalt < 40% aufweisen
(Brede et al. 2011, Chen et al. 2013, Hyatt et al. 2010, Kristich et al. 2007, Lam et al. 2012,
Lee et al. 2006).

Das Zusammenspiel der oben erwdhnten Faktoren hat zur Folge, dass in der
Abwasserbehandlung verlangerte Kontaktzeiten, und damit einhergehend erhéhte CT-Werte
mit erhohten hydraulischen Verweilzeit und Konzentrationen nétig sind, um dieselbe
Reduktion von Bakterien zu erzielen, (Auckenthaler und von Gunten 2010, Burleson et al.
1975).

1.5.3 Bestrahlung mit UV

Wie die Ozonbehandlung ist auch die UV-Bestrahlung eine bekannte und bereits seit 1980 in
der Trinkwasseraufarbeitung grof3technisch eingesetzte Methode zur Desinfektion (Kruithof et
al. 1992). Das zu behandelnde Wasser wird hierbei mit UV-C (100-280 nm Wellenlénge)
bestrahlt. In der Regel werden Niederdruckstrahler als ,collimated beam device*
(Parallelstrahler) mit einer Emissionswellenldnge von 254 nm eingesetzt. Die desinfizierende
Wirkung tritt aufgrund der absorbierenden Eigenschaft von DNA, RNA und Proteinen bei
dieser Wellenlange auf (Jungfer et al. 2007, Suss et al. 2009). Durch die Absorption kommt es
bei der DNA zur Bildung von Thymin-Dimeren, welche eine Auftrennung der
DNA-Doppelhelix zur Replikation oder Transkription und damit die Proliferation verhindert
(Von Sonntag et al. 2003). Neben DNA werden auch RNA, Proteine und im speziellen Enzyme
angegriffen, sodass neben der Vermehrung auch der Metabolismus der Zellen gestort wird.

Die Desinfektionsleistung ist neben der Dosis (Joule/m?) und Dauer der UV-Bestrahlung (CT-
Konzept) auch durch die Zusammensetzung der Wassermatrix maRgeblich beeinflusst. Neben
abfiltrierbaren Stoffen und der damit einhergehenden sinkenden Transmission, wird die
Reduktion von Bakterien auch durch die Physiologie und Diversitat der Biozonose beeinflusst
(Janex et al. 1998, Jolis et al. 2001, Whitby und Palmateer 1993).

Maogliche Schattierungseffekte durch partikuldre Substanzen im Abwasser oder durch
Aggregatbildung von Bakterien sind weiterhin Faktoren, die eine effektive Inaktivierung von
Bakterien durch UV-Bestrahlung einschranken. Da Untersuchungen bereits gezeigt haben,
dass antibiotikaresistente Bakterien oftmals an partikuldre Bestandteile eines Abwassers
gebunden sind, kann dies als relevanter Faktor fur die Abwasserbehandlung bericksichtigt
werden (Brown et al. 2019, Madge und Jensen 2006, Qualls und Johnson 1983, Whitby und
Palmateer 1993). Hierbei spielen grofiere Partikel eine ausgeprégtere Rolle als kleinere Partikel
(Darby et al. 1993). Allerdings korrelieren abfiltrierbare Stoffe nicht direkt mit der
desinfizierenden Wirkung von UV (Brahmi et al. 2009, Madge und Jensen 2006).
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Auch hat die UV-Bestrahlung bei Mikroorganismen in der Wachstumsphase eine grofiere
Effizienz als bei Mikroorgansimen in der stationdren Phase oder bei Dauerformen (Hijnen et
al. 2004b, Malley 2004, Mofidi et al. 2002, Sommer et al. 1996). Bereits innerhalb einer
Bakterienspezies kann sich die Effizienz der abtotenden Wirkung einer UV-Bestrahlung
unterscheiden wie an P. aeruginosa bereits gezeigt wurde (Brahmi et al. 2009). Physikalische
und chemische Eigenschaften des Wassers wie Temperatur oder der pH-Wert haben hingegen
keinen Einfluss (Epa 2003, Severin et al. 1983).

Die Anwendung einer UV-Behandlung in der Abwasserbehandlung zur Elimination von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen ist aufgrund der Matrix (z.T.
hohe Zellzahl, abfiltrierbare Stoffe, Bakterien in Dauerformen) schwieriger als in der
Trinkwasseraufarbeitung bei der h&ufig UV-Dosen von ca. 400 J/m2 verwendet werden
(Roeske und Ritter 2007, von Gunten 2005). So wurde bereits beobachtet, dass Bakterien in
der Abwassermatrix UV-resistenter sind, als dieselben Organismen in Reinkultur (Hijnen et
al. 2006, Maya et al. 2003). Auch einzelne Bakterienspezies werden durch die UV-Bestrahlung
unterschiedlich beeinflusst. So ist fir eine Reduktion von 3 Log-Stufen E. coli und
Streptokokken aus Abwasser (im Ablauf des Nachklarbeckens) eine UV-Intensitat von
100 J/m2 Uber 10 Sekunden (Sek.) nétig, wahrend P. aeruginosa bei gleicher Behandlung
lediglich um eine Log-Stufe reduziert wird (Hassen et al. 2000). Weitere Untersuchungen
haben gezeigt, dass bei einer Verlangerung der Bestrahlung auf 10 Minuten (Min.) bereits 35
Jim? fir 3 Log-Stufen Reduktion von Coliformen und Streptokokken ausreichen kénnen
(Lazarova et al. 1998).

Ein besonderer Fokus bei der UV-Behandlung ist der Blick auf einzelne
Antibiotikaresistenzgene. So wird zwar DNA durch UV dimerisiert, jedoch besitzen Zellen
mehrere Reparaturmechanismen, welche UV-bedingte Schaden beheben kodnnen (Von
Sonntag et al. 2003). Diese Reparaturmechanismen sind maligeblich am Effekt der
Wiederverkeimung beteiligt. Fakultativ pathogene Bakterien sind direkt nach der
UV-Behandlung beschéadigt und nicht mehr vermehrungsféhig (sog. viable but not culturable
state, VBNC) und kdnnen somit durch géngige kulturbasierte Nachweisverfahren nicht direkt
nachgewiesen werden. Nach einiger Inkubationszeit konnen sich die VBNC-Bakterien wieder
regenerieren und in ihren vermehrungsfahigen Zustand ibergehen. In der Umwelt sind sie dann
wieder aktiv und tragen zur allgemeinen Kontaminationslage bei, ohne vorher bei
mikrobiologischen Kontrollen z.B. an der Klaranlage entdeckt zu werden (Hijnen et al. 2006,
Jungfer 2006). Es wurde bereits verdffentlicht, dass UV-Bestrahlung auch das Auftreten von
horizontalem  Gentransfer verstdrken und damit zu einer Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen beitragen kann (Aminov 2011).

1.5.4 Sequentielle Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung

Ein sequentieller Ansatz einer Ozonbehandlung gefolgt von UV-Bestrahlung kann sich
hinsichtlich der Komplexitat der Abwassermatrix unter unterschiedlichen Einflissen als
zielfuhrend erweisen, um fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene aus
Abwasser zu entfernen. So basieren die Reduktionen von Ozonbehandlung und
UV-Bestrahlung auf zwei unterschiedlichen Mechanismen, welche sich von der
Wirkungsweise her sinnvoll ergdnzen konnen (vgl. Kapitel 1.5.2 und 1.5.3). Bei einer
Prozessabfolge beider Verfahren bricht Ozon die Zellwand bzw. Membran der Bakterien auf,
sodass eine nachfolgende UV-Bestrahlung die DNA besser erreichen kann. Dies hat den
Vorteil, dass durch die Ozonbehandlung freigesetzte DNA durch die UV-Bestrahlung
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inaktiviert wird und nicht weiterhin flr den horizontalen Gentransfer zur Verfiigung steht. Von
diesem sequentiellen Verfahren wird eine hdhere und nachhaltigere Reduktion erwartet, als fir
beide Verfahren im Einzelnen. Bakterien, die ozonresistenter sind, werden durch die
UV-Behandlung reduziert und umgekehrt (Chen et al. 2005). Obwohl aufgrund der
sequentiellen Anordnung die Reduktion von fakultativ pathogene Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen im gleichen Umfang durch die selben Faktoren beeinflusst ist, wie
die alleinstehenden Verfahren (Kapitel 1.5.2 und 1.5.3), verbessert die Ozonbehandlung die
Transmission vom Abwasser um 20-40 %, wodurch wiederum die Reduktion von Bakterien
durch die UV-Bestrahlung verbessert wird (Sheldon und Brown 1986, Xu et al. 2002).
Bisherige Studien haben gezeigt, dass die sequenzielle Anwendung von Ozon (1-2 g Ozon/L)
gefolgt von UV-Bestrahlung (bis 20 JJm?) bereits Reduktionen von E. coli bis zu 3 Log-Stufen
erreichen kann (Blatchley 11 et al. 2012).

1.5.5 Nachgeschaltete Ultrafiltration

Die Membranfiltration ist eine vielversprechende Technik, um biologische Kontaminationen
aus dem Abwasserstrom zu entfernen, bevor dieser in die Umwelt geleitet wird. Die
Ultrafiltration verwendet Membranen mit einem Porendurchmesser zwischen 0,01 und 0,1 pum
(20-100 kDA), welche aufgrund ihrer PorengroRe Bakterien (durchschnittlicher Durchmesser
1 um) zurlckhalten. Treibende Kraft fir die Filtration ist der Druckunterschied zwischen
beiden Seiten der Membran (Transmembrandruck). Dieser Transmembrandruck liegt bei
Ultrafiltrationen zwischen 0,5 und 10 bar (Pinnekamp und Friedrich 2006). Das
Wasservolumen, welches die Membran passieren kann, wird als Flux (I/m2h) angegeben und
ist, neben der Viskositdt des Mediums und dem Widerstand der Membran bzw. der
Deckschicht, maligeblich vom Transmembrandruck abhéngig (Van Den Berg 1990).
Membranen werden Ublicherweise in zwei unterschiedlichen Membranformen eingeteilt. Es
existieren Schlauch- sowie Flachmembranen, welche wiederum in einer Vielzahl
unterschiedlicher Modulformen (Rohr-, Kapillar-, Hohlfaser-, Wickel-, Kissen-, Platten und
Scheiben-Rohr-Modul) verbaut werden konnen. Bisher werden in der Abwasserbehandlung
als nachgeschaltete Filtration zur Entfernung von Bakterien h&ufig Kapillar- und
Kissenmodule untersucht und eingesetzt (Pinnekamp und Friedrich 2006).

Wahrend die Ozon- sowie UV-Behandlung DNA und andere Zellstrukturen angreifen, hélt die
Ultrafiltration Bakterien und andere partikuldare Kontaminationen aufgrund ihrer
physikalischen Eigenschaft zurick. Auch freie DNA und damit Antibiotikaresistenzgene
konnen durch eine Ultrafiltration zurtickgehalten werden, da diese in Abwasser nicht als
einzelner DNA Strang vorliegt, sondern zu einem grof3en Teil an weiteren Partikeln assoziiert
sind (Breazeal et al. 2013, Romanowski et al. 1991, Saeki et al. 2010). Einen direkten Einfluss
auf die Effizienz von Ultrafiltrationsmembranen haben suspendierte Partikel, wie abfiltrierbare
Stoffe oder Bakterien, welche eine Deckschicht (sog. Fouling) auf der Membran ausbilden
(vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Blockungsmethoden einer Ultrafiltrationsmembran a: Porenverblockung; b: Adsorption;
¢: Deckschicht; d: Biofilm (Qu et al. 2014).

Bei einer ausgepragten Deckschicht muss entweder der Transmembrandruck und damit der
Energieverbrauch erhoht werden, um einen stabilen Flux zu gewdhrleisten, oder bei
gleichbleibendem Transmembrandruck ein verringerter Flux in Kauf genommen werden
(Goosen et al. 2005). Die Ausbildung der Deckschicht ist durch eine Vielzahl von Parametern
bestimmt, von denen bisher keine als hauptverantwortlicher Prozess identifiziert werden kann.
Unter anderem sind das Material, die Beschaffenheit der Membranoberflache sowie die
unterschiedlichen hydrodynamischen Kréfte, hauptsachlich die Zugkraft der Permeation (Drag
force), Scherkrafte und DLVO-Krafte der Querstromfiltration relevante Parameter (Eshed et
al. 2008, Kang et al. 2004). Um diese Deckschicht zu entfernen, muss in regelmaRigen
Absténden eine Reinigung der Membran durch Rickspilung durchgefiinrt werden. Da die
Bildung der Deckschicht im Wesentlichen von der Qualitat des Zulaufes der Membranfiltration
abhangt, ist es sinnvoll, ein weiteres, weniger anfélliges System wie ein zusatzliches
Sedimentationsbecken mit langsamen FlieRgeschwindigkeiten oder eine Sandfiltration
vorzuschalten, um somit eine maximale Betriebsdauer und Kosteneffizienz zu erreichen
(Crozes et al. 1997). Weitere potenzielle Einflussfaktoren auf die Reduktion von Bakterien
durch eine Ultrafiltration wurden bisher noch nicht systematisch untersucht (Hiller et al. 2019).

Trotz des Prinzips des GroRenausschlusses und ein um den Faktor 10 Kleinerer
Porendurchmesser als die durchschnittliche Bakteriengrof3e, kann bei diesem Verfahren nicht
von einer vollstdndigen Hygienisierung des Abwassers ausgegangen werden (Bourgeous et al.
2001). Trotzdem erreichen Ultrafiltrationseinheiten in der Abwasseraufbereitung mit einer
bakterielle Reduktion von ca. 6 Log-Stufen hohe Reduktionen (Futselaar et al. 2003, Hembach
et al. 2019, Mannapperuma und Santos 2004).

Ein gemeinsames Problem aller Membranfiltrationen ist, dass bedingt durch ihre
Wirkungsweise, die zuriickgehaltenen Kontaminanten in einem Kkleineren Volumen
konzentriert werden. Dieses Retentat kann je nach Feststoffanteil des Abwassers zwischen 5
und 15 % des filtrierten Volumens ausmachen (Auckenthaler und von Gunten 2010).

Fur den finalen Verbleib und die konkreten Behandlungsmaglichkeiten des Retentats gibt es
mehrere Ansétze. Einige Kl&ranlagen, welche eine Membranfiltration als hygienisierende
Stufe verwenden, fuhren das Retentat direkt in die Belebungsbecken zuriick. Weiterhin kann
eine zusatzliche Ozonbehandlung des Retentats vor der Ruckfihrung in die biol. Klarung
erfolgen (Ferella et al. 2013). Auch eine alternative Verwendung des Retentats z.B. in der
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Biogasherstellung ist moglich (Luo et al. 2011). Die derzeit gangige Methode der direkten
Ruckfihrung des Retentats in die Belebungsbecken ist aus mikrobiologischer Sicht mit Blick
auf die Resistenzlage nicht uneingeschrankt zu empfehlen, da neben Bakterien auch
Antibiotikaresistenzgene zurtickgefuihrt werden. Dies kann durch das verstarkte Auftreten von
horizontalem Gentransfer im Belebtschlamm zu einer verstarkten Verbreitung dieser
Resistenzgene fiihren (Calero-Céceres et al. 2014). Die genauen mikrobiologischen
Auswirkungen einer direkten Riickflihrung des Retentates sind bisher noch nicht tiefergreifend
untersucht. Da das verbleibende Volumen jedoch ein sehr hohes mikrobiologisches Risiko
beinhaltet, ist die Fragestellung der langfristigen mikrobiologischen Auswirkung auf den
Klarschlamm jedoch zwingend zu kl&ren, bevor eine groRtechnische Membrananlage in
Betrieb genommen wird (Hembach et al. 2019).

1.5.6 Weitere Verfahren der weitergehenden Abwasserbehandlung zur
gezielten Bakterienreduktion

Neben den beschriebenen Verfahren zur weitergehenden Abwasserbehandlung existieren noch
weitere Verfahren, welche zur bakteriellen Reduktion in der Abwasseraufbereitung getestet
werden. Deren zugrundeliegender Mechanismus ist in vielen Fallen mit den beschriebenen
Verfahren identisch, wird jedoch mithilfe unterschiedlicher Prozesse erreicht.

So kommt die Oxidation auch bei der Abwasserbehandlung mit Chlor und Wasserstoffperoxid
zur Anwendung. Bei der weltweit eingesetzten Chlorung wird die oxidierende Wirkung durch
Chlor selber ausgelost. Aufgrund der geringeren oxidierenden Wirkung ist im Vergleich zu
Ozon mehr Chlor nétig, um ein vergleichbares Ergebnis zu erzielen (Hoff 1986). Bei der
Verwendung von Wasserstoffperoxid wirken ebenfalls OH- Radikale als Oxidationsmittel,
jedoch ist hier ein zusétzlicher Aktivierungsschritt zur Bildung der Radikale notig. Diese
Aktivierung kann z.B. durch die Bestrahlung mit UV-A und der Zugabe von Fe?" oder einer
Kombination von beidem ausgel6st werden (Fenton/Photo-Fenton/UV basierende Photolyse)
(Andreozzi et al. 1999, Chong et al. 2012). Da Fe?* und H20, die gleichen
Wellenlangenbereiche (200-400 nm) absorbieren, wie Hydroxyl-Derivate und Aromate, kann
es bei erhohten Kontaminationen von Aromaten und Hydroxyl- Derivaten zu einer
Reduzierung der Effizienz durch die geminderte Bildung von OH- Radikalen kommen.
Obwonhl bei der Verwendung von Ozon dieser zusatzliche Aktivierungsschritt wegfallt, hat
Wasserstoffperoxid den Vorteil, dass es lagerfahig ist und als Flussigkeit leichter dosierbar ist
als das gasformige Ozon.

Einen ganzlich anderen Mechanismus nutzt das Verfahren der Ultraschallbehandlung. Mittels
Piezoelementen werden bei niedrigen Ultraschallfrequenzen (20-50 kHz) Kavitationsblasen
im Wasser generiert (Gelate et al. 2000, Suslick 1994). Die desinfizierende Wirkung wurde
bereits an Coliformen nachgewiesen und wird durch die Implosion der Kavitationsblasen und
der damit einhergehenden Scherkrafte sowie Temperaturspriinge erreicht (Mahvi et al. 2005a,
Mahvi 2009, Mahvi et al. 2005b). Das Verfahren hat den groflen Vorteil, dass das weder
Triibstoffe noch geldste Substanzen die Eliminationsleistung beeintrachtigen. Jedoch geht
diese Methode mit einem hohen Energieverbrauch einher (Mahvi 2009, Mason und Lorimer
2002).
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1.6 Nachweis von Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen

Um fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Abwasser nachzuweisen,
werden eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden eingesetzt. Diese lassen sich grundsatzlich
in zwei grundlegende Gruppen einteilen:

1. Mikrobiologischer Ansatz

2. Molekularbiologischer Ansatz

Mit dem mikrobiologischen Ansatz erfolgt der Nachweis von fakultativ pathogenen Bakterien
und Antibiotikaresistenzen anhand ihrer phénotypischen Ausprdgung. So kann zwar eine
Antibiotikaresistenz nachgewiesen werden, jedoch ist es nicht mdglich, den genauen
Resistenzmechanismus (z.B. Effluxpumpen oder Veranderung des Antibiotikatargets) zu
ermitteln. Weiterhin ist es moglich in einer Untersuchung nach zwei Merkmalen zu selektieren
(z.B. Antibiotikaresistenz und Taxonomie). Der molekularbiologische Nachweis von
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen unterscheidet sich von dem mikrobiologischen
Ansatz darin, dass nicht phanotypische, sondern genotypische Merkmale nachgewiesen
werden. Hierfur wird die DNA von Bakterienisolaten oder von der Gesamtpopulation einer
Probe extrahiert und anschliefend einzelne Resistenzgene nachgewiesen, die fir den
Resistenzmechanismus kodieren. Zuséatzlich ist es auch moglich eine spezielle
Bakteriengruppe anhand spezieller konservierter taxonomischer Markergene nachzuweisen.
Dazu ist keine vorherige selektive Anreicherung durch Kulturndhrmedien notwendig. Eine
Aussage Uber Funktionalitat (aktiv oder nicht aktiv) des nachgewiesenen Gens ist mittels
molekularbiologischer DNA-basierter Methoden allerdings nicht maéglich.

1.6.1 Kulturabhangiger Nachweis mittels Agarosesystemen

Eine mikrobiologische, phéanotypische Nachweismethode ist die Kultivierung mittels
Agaroseplatten. Hierbei wird ein bestimmtes VVolumen einer Probe auf eine mit geeignetem
Nahrboden geflllte Petrischale ausgebracht und abhéngig vom nachzuweisenden Bakterium
bei entsprechender Temperatur inkubiert (37° bei Humanisolaten oder 42° C bei
Umweltproben). Einzelne Organismen vermehren sich auf dem Nahrboden und bilden so eine
makroskopisch sichtbare Kolonie. Um auf jeder Platte eine aussagekraftige Anzahl an
Kolonien (20-100 KBE) zu erhalten, werden Verdinnungen einer konzentrierten Probe, oder
grolRere Volumina einer Probe mit geringerer Konzentration filtriert. Dieses iterative VVorgehen
hat zur Folge, dass bei einer Probe mit unbekannter Bakterienkonzentrationen eine Messreihe
mit einer zeitintensiven Verdunnungsreihe durchgefuhrt werden muss, damit mindestens zwei
Verdinnungen eine auszahlbare Anzahl an Kolonien bilden. Anhand der Anzahl der Kolonien
und dem ausplattierten Probenvolumen, l&sst sich die absolute Konzentration des
kultivierbaren Bakteriums in der Probe kalkulieren. Eine wichtige Methode des Nachweises
durch Agaroseplatten basierte Systeme ist, dass mittels selektiver Ndhrbdden nur Organismen
mit einer bestimmten Eigenschaft nachgewiesen werden kdnnen oder die Kolonie bildende
Einheit (KBE) bestimmter Bakteriengruppen (z.B. Coliforme) erfassbar sind (Hembach et al.
2019). Hierflr wird in dem N&hrboden ein Selektionsdruck aufgebaut, bei dem sich nur die
gewiinschten Bakterien proliferieren kdnnen (z.B. Antibiotika, essentielle N&hrstoffe). Auch
eine Kombination mehrerer Selektionsmerkmale ist moglich. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode, ist die Mdglichkeit der Isolierung einer einzelnen Kolonie, um diese durch
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Folgeuntersuchungen (Antibiogramme oder Isolatencharakterisierung mittels Sequenzierung)
weiter zu identifizieren.

Eine wichtige Beschrankung der Kultivierung ist jedoch, dass durch die Verwendung
definierter Nahrbdden, Temperatur, Inkubationsdauer und Atmosphéare nur die Organismen
nachgewiesen werden kdnnen, welche sich unter diesen Umstdnden vermehren koénnen.
Bakterien, welche sich an eine andere Umgebung adaptiert haben als die gewéhlten
Kultivierungsbedingungen, bilden keine sichtbaren Kolonien und sind somit auch nicht
nachzuweisen (falsch-negative Ergebnisse) (Alain und Querellou 2009). Des Weiteren ist es,
besonders bei stark mikrobiell belasteten, diversen Proben wie Abwasser moglich, dass ein
Bakterium unter den gegebenen Bedingungen nur sehr langsam wéchst und durch ein anderes,
sich schneller proliferierendes Bakterium, tberdeckt wird (Kampfer 1997). Es ist bereits
beobachtet worden, dass Organismen, die einer Stresssituation ausgesetzt waren, innerhalb der
Inkubationszeit, die standardmaRig fir diese Organismen ausreichend ist, keine sichtbaren
Kolonien gebildet haben und damit nicht nachgewiesen werden konnten (Jager et al. 2018a).

Der Kultivierungsansatz ist somit geeignet, um spezifische und bekannte oder erwartete
Organismen, sowie deren phénotypische Resistenzen qualitativ oder semiquantitativ
nachzuweisen. So sind zum Beispiel die Untersuchungen der Trink- und Badegewasser nach
DIN- Norm, mittels Kulturverfahren von Indikatorbakterien durchzufihren (ISO7899 1997).

Fur den durchgefuhrten WVergleich unterschiedlicher Verfahren der weitergehenden
Abwasserbehandlung wird der kulturabhéngige Nachweis erganzend zu weiteren quantitativen
Methoden (qPCR) verfolgt. Er dient der Verifizierung des Nachweises vermehrungsfahiger
Bakterien im Ablauf der Verfahren zur erweiterten Abwasserbehandlung und zeigt die
Abundanz von Antibiotikaresistenzen in fakultativ pathogenen Bakterien (z.B. bei
Vancomycin resistenten Enterokokken).

1.6.2 Nachweis mittels Polymerase Kettenreaktion

Eine weit verbreitete Methode des Nachweises von spezifischen Bakterien und Genen ist die
Polymerase Ketten Reaktion (PCR) (Lazcka et al. 2007). Neben extrahierter DNA werden fur
diesen Nachweis unter anderem noch zwei Ziel-spezifische kurze Gensequenzen (Primer)
bendtigt, die sich jeweils in 5°>3° Orientierung im Gegenstrangprinzip an den
nachzuweisenden Genabschnittes anlagern. Wahrend der PCR lagern sich die Primer an die
denaturierte, einzelstrdngige Ursprungs-DNA an und erlauben einer DNA-Polymerase,
ausgehend vom Primer die nachfolgende Sequenz des nachzuweisenden Gens als
doppelstrangige DNA zu synthetisieren. Die doppelstrdngige DNA wird anschlieRend wieder
dissoziiert und erneut durch die Primeranlagerung und DNA-Polymerisierung vervielfaltigt.
Dieser Ablauf wird durch definierte Temperaturveranderungen gesteuert und mehrfach
wiederholt. Mit jedem Wiederholungszyklus verdoppelt sich die Menge der nachzuweisenden
Ziel-DNA (Amplikon) in dem Reaktionsansatz. Nach der gewtiinschten Anzahl an Zyklen wird
das Reaktionsgemisch mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese auf die korrekte
Amplikonlénge uberprift. Die Detektion der entstehenden DNA-Banden erfolgt durch einen
Farbstoff, der mit der doppelstrdngigen DNA interkaliert. Bei der Verwendung eines DNA-
Ladders, der bekannte Fragmentldngen enthalt, kann die Spezifitat des Amplifikats anhand der
Fragmentldngen-abhéngigen Position im Agarosegel Uberprift werden.

Eine besondere Variante der PCR, die quantitative PCR (qPCR), ermdglicht eine direkte,
genaue Quantifizierung des Zielgens. Der Ablauf und das Prinzip der Reaktion ist identisch
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mit dem der konventionellen PCR. Der wesentliche Unterschied ist, dass der Reaktion ein
Fluoreszenzfarbstoff oder eine fluoreszenzmarkierte Sonde zugegeben wird. Am Ende eines
jeden Verdopplungszyklus wird das Fluoreszenzsignal des Farbstoffes oder der Sonde, die mit
der neu synthetisierten DNA interagiert, detektiert. Die Intensitdt des Signals ist damit
proportional zu der Menge des Zielgens und l&sst somit unter Einbeziehen der verwendeten
Zyklen eine Riickrechnung auf die Anzahl des Zielgens in dem urspringlichen DNA-Extrakt
zu (Cady et al. 2005). Die Lange des Amplifikats kann anschlieBend ebenfalls mittels einer
Agarosegelelektrophorese berprift werden. Fir eine schnellere Verifizierung der
Amplifikation kann bei der Verwendung eines interkalierenden Fluorophors eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. Dieses Verfahren erlaubt es ein, oder im Falle
einer multiplex PCR- mehrere Gene einer Probe in einer Reaktion reproduzierbar zu
detektieren und zu quantifizieren.

Alle PCR Verfahren haben den Vorteil, dass sich auch Bakterien, die nicht kultivierbar sind
(wie VBNC Stadien), nachweisen lassen (Kibbee und Ormeci 2017). Jedoch wird eine
genauere Vorkenntnis Uber die zu detektierenden Bakterien und Antibiotikaresistenzgene
bendtigt. Da die Primer spezifisch fir ein einziges Gen sein missen, muss das Genom oder
wenigstens die gesuchte Gensequenz, bekannt sein.

Auf Basis der gPCR-Analysen wurden fakultativ pathogene Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene im Zu- und Ablauf der Verfahren der weitergehenden
Abwasserbehandlung quantifiziert und schlussendlich die Verfahren untereinander verglichen.

1.6.3 Sequenzierung

Ein weiteres molekularbiologisches Verfahren ist die Sequenzierung, hierbei wird die gesamte
Nukleotidabfolge der DNA einer Probe bestimmt. Hierflr existiert eine breite Auswahl an
unterschiedlichen Methoden. Aktuell ist die von Illumina entwickelte Technologie der Next-
Generation Sequenzierung (NGS) eine zeitgemafRe Synthese basierte Sequenziermethode
(Shokralla et al. 2012). Hierbei wird wahrend des Synthetisierens des Doppelstranges einer
PCR-Reaktion, fluoreszenzmakierten dNTP verwendet, welcher beim Einbau ein
entsprechendes Fluoreszenzsignal abgibt (Liu et al. 2012, Mardis 2008). Zusammen mit dem
Einsatz bioinformatischer Methoden und Datenbanken kann dadurch ein hohes Mal? an Tiefe
und Qualitdt der Analyse von Zusammensetzung und Funktion einer mikrobiellen
Gemeinschaft erreicht werden.

Bei dieser NGS kann zwischen Amplikon- und vollstandiger (Shotgun) metagenomischer
Sequenzierung eines DNA-Extraktes unterschieden werden. Bei der Amplikonsequenzierung
wird ein Teil mittels einer PCR amplifiziert und das entstehende Amplikon anschlieRend
sequenziert. So kann z.B. mittels des 16S rRNA Gens und dazugehdrigen Primersystemen eine
Populationsdnderung, oder mit entsprechenden Primersystemen auch funktionellen Genen
erfassen werden. Bei der vollstandigen Metagenomsequenzierung wird die metagenomische
DNA ohne eine vorherige PCR Reaktion sequenziert. Dies erlaubt, sowohl taxonomische als
auch funktionelle sowie genomische Eigenschaften einer bakteriellen Probe zu bestimmen
(Eloe-Fadrosh et al. 2016). Ein grolRer Vorteil dieser Sequenzierung ist, dass keine
eingrenzenden Vorabbedingungen definiert werden und dadurch ein umfassenderes Abbild
einer bakteriellen Gesamtpopulation im Hinblick auf Zusammensetzung und Funktion erstellt
werden kann. Dieses Vorgehen macht NGS-Methoden vor allem dann attraktiv, wenn eine
Charakterisierung der gesamten Population einer Probe gefordert ist. Sie bilden ein
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vollstandiges Bild ab und erlaubten so eine ausfiihrlichere Risikobewertung. Als limitierend
wird allerdings immer noch die Sequenziertiefe angesehen, d.h. Gentargets mit geringer
Abundanz werden oftmals nicht mehr erfasst.

1.7 Forschungsfragen

Mit der dargelegten Arbeit soll deutlich werden, in welchem Umfang kommunale Klaranlagen
als Barriere fir fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene geeignet sind. Die
Hypothese lautet, dass zusatzliche Verfahren, oder Verfahrenskombinationen an der
Kléranlage erfolgreich sind, um mikrobiologische Kontaminationen in ausreichendem Male
zu reduzieren.

Von der zentralen Forschungsfrage, mit welchen Verfahren die Ausbreitung von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt an kommunalen
Kléaranlagen effektiv verhindert werden kann, lassen sich mehrere Folgefragen und auch
Hypothesen ableiten:

e st die konventionelle Klarung an kommunalen Klaranlagen geeignet, um fakultativ
pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene zu reduzieren?

e Sind die mikrobiologischen Kontaminationen, welche nach einer konventionellen
Klarung die Umwelt erreichen, in Kategorien der Abundanz oder eines
gesundheitlichen Risikos einteilbar?

e In welchem Male, tragen die untersuchten Verfahren der erweiterten
Abwasserbehandlung (Aktivkohlebehandlung mit Sandfiltration, Ozonbehandlung,
UV-Bestrahlung, Ultrafiltration) zur Reduktion mikrobieller Kontaminationen bei?

e Sind chemisch oxidative Verfahren (Ozonbehandlung) und physikalische Verfahren
(Ultrafiltration) in gleichem Male fir die Reduktion mikrobieller Kontaminationen

geeignet?

e Weisen einzelne weiterfiihrende Verfahren zu Abwasserbehandlung Limitierungen
auf?

e Ist es mdglich solche Limitierungen durch eine Kombination von Verfahren zu
umgehen?

e Wie kann eine zukiinftige Abwasserreinigung aus mikrobiologischer Sicht aussehen?
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2 Material und Methoden

2.1 Experimentelle Ubersicht

2.1.1 Uberblick aller beprobten Klaranalgen zur Feststellung der allgemeinen
mikrobiellen Belastungssituation

Insgesamt wurden sieben unterschiedliche Klaranlagen mit unterschiedlichen AusbaugroRen

und vergleichbaren konventionellen Reinigungsstufen beprobt um deren mikrobielle

Belastungssituation zu erfassen. In Tabelle 1 sind die wichtigsten Eckdaten der Klaranlagen

gelistet.

Tabelle 1: AusbaugréBe, gereinigte tagliche Abwassermenge, genutzte technische Stufen und Anzahl
der Probenahmen aller sieben beprobten Kldranlagen. * = Berechnet nach Angaben zur jahrlich
behandelten Wassermenge [m3] der Kldranlagenbetreiber.

Durchschnittliche

IO behandelte Wassermenge Technische Stufen Probenahmen
[EW] [me/d] *
Rechen, Sand-/Fettfang,
Kléranlage 1 23.500 699 Biologie, P-Fillung, 3
Nachklarung
Rechen, Sand-/Fettfang,
Kléranlage 2 46.000 3.496 Biologie, P-Fillung, 3
Nachklarung
Rechen, Sand-/Fettfang,
Kléranlage 3 26.000 1.341 Biologie, P-Fillung, 3
Nachklarung
Rechen, Sand-/Fettfang,
Klaranlage 4 45.000 1.430 Biologie mit Bio-P, 3

P-Féllung, Nachklarung

Rechen, Sand-/Fettfang,
Kléranlage 5 210.000 30.527 Vorklarung, Biologie, 3
P-Fallung, Nachklarung

Rechen, Sand-/Fettfang,

Kléranlage 6 8.000 480 Biologie, P-Féllung, 3
Nachklarung
Rechen, Sand-/Fettfang,
Kléaranlage 7 440.000 110.000 Biologie mit Bio-P, optionale 7

P-Fallung, Nachklarung

Die breite Auswahl der unterschiedlichen GroRenklassen der Klaranlagen von 8.000 bis
440.000 Einwohnerwerten (EW), ermdoglicht eine Abschéatzung der durchschnittlichen
Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen von
Klaranlagen.

Auf dem Geldnde von Kléaranlage 7 wurde das Versuchsfeld mit den Verfahren zur
weitergehenden Abwasserbehandlung der Ozonbehandlung, Aktivkohleadsorption mit
nachfolgender Sandfiltration, UV-Bestrahlung und Ultrafiltration installiert.
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2.1.2 Ubersicht des Versuchsfeldes fiir weitergehende
Abwasserbehandlungsverfahren

Das Untersuchungsfeld fir die weitergehende Abwasserbehandlung befand sich an einer
grolitechnischen Klaranlage im Siidwesten von Deutschland. Die Klaranlage behandelt das
Abwasser von ca. 440.000 Einwohnerwerten, was je nach Niederschlag, einem
Wasservolumen von 80.000 bis 225.000 m3/d entspricht. Im Einzugsgebiet waren, neben den
angrenzenden Gemeinden, mehrere Krankenh&user sowie Industrie angesiedelt.

Die Klaranlage verfigte tiber eine, in zwei Stralen aufgeteilte, mechanische sowie biologische
Klarung, welche nach dem Prinzip des Phoredox Prozess arbeitet. Diese Art der
Prozessfiihrung erlaubt die Entfernung von Stickstoff und Phosphor in mehreren
unterschiedlich beltfteten Becken und damit variierendem Sauerstoffgehalt.

In Tabelle 2 sind die Mittelwerte sowie deren Standardabweichung tber ein Jahr kontinuierlich
uberwachter Parameter im Ablauf des Nachklarbeckens zusammengefasst. Die Mittelwerte
basieren auf stiindlich erhobenen Messungen.

Tabelle 2: Mittelwert sowie Standardabweichung stiindlich erhobener Parameter im Ablauf des
Nachklarbeckens (Zulauf der weitergehenden Abwasserbehandlungsverfahren) von Klaranlage 7 tber
den Zeitraum von einem Jahr.

pH-Wert | Temperatur [°C] | Leitfahigkeit [uS] | SAK [1/m] | Phosphat [mg/L] | DOC [mg/L] TNb
7,3+£0,8 159+3,3 817,3 + 203 93+1,8 0,3+£0,2 43+11 |46+12

Fur dieses Projekt sind zwei dieser Parameter, aufgrund ihres Einflusses auf Verfahren der
weitergehenden Abwasserbehandlung von besonderem Interesse. Bei dem spektralen
Absorptionskoeffizienten (SAK) handelt es sich um den Absorptionskoeffizienten von
filtriertem (Porengrofe: 0,45 pm) Wassers bei 254 nm (SAKazss). Er wird als Maly fir
organische, geldste Wasserinhaltstoffe wie Huminstoffe oder andere aromatischen
Verbindungen aufgrund ihrer UV absorbierenden Eigenschaften herangezogen wie (Metcalf et
al. 2014). Der zweite relevante Summenparameter ist der geldste organische Kohlenstoff
(Dissolved Organic Carbon/ DOC). Im Gegensatz zum SAK:2s4 ist der DOC nicht auf die
Erfassung lichtabsorbierender Stoffe beschrankt, sondern umfasst alle gelésten, organischen
Kohlenstoffverbindungen.

2.1.2.1.  Aktivkohle mit nachgeschalteter Sandfiltration

Zusétzlich zu dieser konventionellen Klarung war eine Prozess-Stralie mit einer zusatzlichen
adsorptiven Reinigungsstufe mit Pulveraktivkohle (PAK) ausgestattet. Die adsorptive
Reinigung besteht aus einem Kontaktreaktor, einem zusétzlichen Sedimentationsbecken und
nachgeschalteter Sandfiltration. Die Kapazitét der ausgebauten Prozess-Stralie reicht aus, um
im normalen Betrieb (kein Regenereignis) das anfallende Abwasser vollstandig zu behandeln.

2.1.2.2. Ozonbehandlung

Die beprobte Ozonanlage war eine halbtechnische Anlage mit einer Kapazitdt von bis zu
7 m3/h (OCS-GSO30, WEDECO, Herford, Germany). Die Anlage bringt das Ozon mittels
eines Diffusers entgegen der FlieRBrichtung in einen Blasensdulenreaktor ein. Nach der
Blasensdule folgt ein weiteres Kompartiment ohne Ozoneintragung, um eine ausreichende
Kontakt- und Reaktionszeit des Ozons zu gewdbhrleisten. Die durchschnittliche Verweilzeit des
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Wassers im Ozon-Kontaktreaktor betrug im Normalbetrieb 8 Minuten und die zugefiihrte
Ozonmenge lag bei 1 g Ozon/g DOC. Am Tag der Probenahme wurde die Ozonanlage in
Betrieb genommen und die Konzentration manuell in Bezug auf den DOC des jeweiligen
Zulaufs eingestellt. Die Probenahme erfolgte direkt im Anschluss an den Ozon-Kontaktreaktor
uber ein Probenahmeventil in gereinigten, sterilen Gefalen.

2.1.2.3. UV-Bestrahlung

Die UV-Behandlung erfolgte durch einen Parallelstranler mit einer Niederdruck
Quecksilberlampe (254 nm Wellenlange/Typ NLR2036, Xylem Services GmbH, Herford,
Germany) im Labormalistab direkt auf dem Geldande der Klédranlage. Die mit UV zu
behandelnden Wasserproben wurden in gereinigten GefaRen gesammelt und im Anschluss mit
400 J/m? bzw. 600J/m? in 1 L Batch-Verfahren fiir 1 Sekunde bestrahlt. Die Bestrahlung
erfolgte in einem kontinuierlich durchmischten Glasgefal? mit einem Wasserstand von 5 cm.

2.1.2.4. Ultrafiltration

Die untersuchten Ultrafiltrationsanlagen waren im halbtechnischen Malstab auf dem Gelénde
der Kléaranlage stationiert. Beide Anlagen basierten auf der Technik des Hohlfasermoduls als
Kapillarmodul und verwendeten organische Membranen. Ultrafiltrationsanlage 1 wurde von
INGE GmbH, Greifenberg, Germany gestellt und Ultrafiltrationsanlage 2 von
MICRODYN-NADIR GmbH, Wiesbaden, Germany.

Die Ultrafiltration 1 verfligte Uber eine Membranoberflaiche von 80 m? mit einem
Porendurchmesser von 20 nm und wurde im inside/out-Modus betrieben. Der
durchschnittliche Durchflussrate (Flux) lag bei einem Betriebsdruck <1 bar bei 70 L/m?h. Die
Ultrafiltrationseinheit 2 wurde im outside/in Modus betrieben, verfligte tiber eine Porengrofie
von 25 nm. Die Anlage wurde bei einem Betriebsdruck <1 bar mit einem Flux von 35 L/m2h
betrieben. Die Riickspulung beider Einheiten zur Reinigung der Membran und zur Vermeidung
von Fouling erfolgte mit Wasser und Wasser/Luft Gemisch alle 20 Min. Beide
Ultrafiltrationseinheiten verfugten tiber einen Vorfilter mit einer Porengréfe von 400 pm.

Zusétzlich wurde vor Inbetriebnahme der Pilotanlage eine chemische Reinigung mit 30 %
Natronlauge, 5 % Natriumhypochlorid und 30 % Salzsaure durchgefiihrt, um in verstéarkter
Weise ein Fouling an den Membranen zu entfernen. Die Anlagen wurden einen Tag vor den
Probenahmen in Betrieb genommen.

2.1.2.5. Abanderung der Prozessparameter von Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Betriebsparametern von Ozonkonzentration,
Verweilzeit sowie UV-Dosis im Normalbetrieb wurde die Wirkung der Kombination von Ozon
und UV mit abgeédnderten Parametern berprift. Die Ozonkonzentrationen wurde von 1 g/g
DOC auf 1,5 bzw. 2 g Ozon/g DOC erhoht und jeweils mit 0, 400 und 600 J/m? UV bestrahlt.
Weiterhin wurde bei einer Ozonkonzentration von 1 g Ozon/g DOC die Verweilzeit im
Ozon-Kontaktreaktor von 8 Minuten auf 30 Minuten und auf 60 Minuten verlangert. Auch hier
erfolgte eine nachgeschaltete, optionale UV-Bestrahlung mit 400 J/m2. Alle Versuche mit
dieser erweiterten Kombination wurden sowohl mit dem Ablauf des Nachklarbeckens als auch
mit dem Ablauf des Sedimentationsbeckens des Aktivkohlekontaktreaktors als Zulauf
durchgefihrt.
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Der Betriebsparameter Flux der Ultrafiltration wurde ebenfalls in weiterfihrenden Versuchen
veréndert. Die Ultrafiltration 1 wurde mit Fluxraten von 12,5 L/m2h, 50 L/m2h und 90 L/m2h
anstatt 70 L/m2h und die Ultrafiltration 2 anstatt mit 35 L/m2h mit 12,5 L/m2h und 50 L/mh
betrieben. Baulich bedingt konnte die Ultrafiltration 2 nicht mit 90 L/m2h betrieben werden.
Beide Ultrafiltrationseinheiten wurden neben dem Ablauf des Nachklarbeckens, auch mit dem
Ablauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung betrieben.

Ein Uberblick uber alle untersuchten Parametereinstellungen ist in Abbildung 5
zusammengefasst.
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Abbildung 5: Uberblick Gber die untersuchten Parametereinstellungen der unterschiedlichen
Abwasserbehandlungsverfahren.

2.1.3 Ablauf der Probenahmen

Der allgemeine Ablauf der Untersuchungen nach der Probenahme ist in Abbildung 6
schematisch dargestellt. Grundsatzlich wird zwischen molekularbiologischen und
mikrobiologischen Untersuchungen, mit jeweils anderen Methoden Probenaufarbeitung,
unterschieden. Weiterhin kann zwischen Probenaufarbeitung vor Ort im Labor am Klarwerk
und Probenaufarbeitung und Analysen im Labor des KIT unterschieden werden. Um eine
Anderung der Biozonose der Proben wahrend des Transportes vom Klarwerk zum Labor zu
vermeiden, wurden alle Proben bereits vor Ort am Klarwerk vorbehandelt (siehe Abbildung

6).
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Abbildung 6: Uberblick der Versuchsablaufe und Durchfiihrungsort der entsprechenden Methoden.

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurden Stichproben vor Ort am Klarwerk
durch eine Polycarbonat-Membran (0,2 pum, Whatman PC MB 47mm, VWR, Bruchsal,
Deutschland) filtriert. Das filtrierte Volumen variierte abhéngig von dem Anteil an
suspendierten Stoffen in der Probe und lag zwischen 50 mL fiir den Zulauf der biologischen
Klarung und bis zu 10 L fur den Ablauf der Ultrafiltration. Das Wasser jeder Probenahme und
-stelle wurde als Triplikat durch Polycarbonat-Membranen filtriert und die Triplikate getrennt
weiterbehandelt. Die beladenen Membranen wurden anschlieRend einer Propidium Monoazid-
Behandlung (PMA) unterzogen (BLU-V viability PMA-Kit, Quiagen GmbH, Hilden,
Deutschland), um freie DNA sowie DNA von beschadigten Bakterien, welche sich auf der
Membran befanden, zu komplexieren und damit fur eine nachfolgende PCR-analyse zu
blockieren (siehe Kapitel 2.1.5). Die behandelten Membranen wurden anschlieRend bei -20°C
zum Transport in das Labor am KIT gelagert. Dort erfolgte eine mechanische Extraktion der
genomischen DNA aus der filtrierten Gesamtpopulation (Fast DNA™ Spin Kit for Soil und
FASTPREP® Instrument, MP Biomedicals, Santa Ana, CA). Die DNA-Extrakte der drei
Membranen einer Probenahmestelle wurden nach DNA-Extraktion vereinigt und im
Folgenden als Ausgangsmaterial fir molekularbiologische Nachweismethoden (qPCR,
Metagenomsequenzierung) verwendet.

Die mikrobiologischen Untersuchungen tiber Kulturverfahren erfolgten ausschlief3lich am Ort
der Probenahme im Labor des Kl&rwerks. Drei unterschiedliche Probenvolumen wurden
jeweils durch eine Nitrozellulose-Membran (0,45 um; GE Healthcare Life sciences, Solingen,
Deutschland) filtriert und anschlieBend auf den entsprechenden Selektivnéhrboden Uberfiihrt.
Nach der entsprechenden Inkubationszeit jedes Selektivagars, wurden die entstandenen
Kolonien mit der spezifischen Morphologie ausgezahlt (siehe Kapitel 2.3).

2.1.4 Umfang der Probenahmen am Untersuchungsfeld fir Verfahren zur
weitergehenden Abwasserbehandlung

Fur die Untersuchungen im Zeitraum von Herbst 2016 bis Sommer 2018 fanden insgesamt 10
unabhangige Probenahmeperioden am Kl&rwerk statt. Die einzelnen Probenahmen lassen sich
in unterschiedliche Probenkampagnen zusammenfassen und fanden als Stichproben statt. Die
Anzahl der Probenahmen bei jeder Probenkampagne ist Tabelle 3 zu entnehmen. Wéhrend der
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Probenkampagne ,,Weitergehende Abwasserbehandlungsverfahren® wurde im Normalbetrieb
der Ablauf des Nachklarbeckens als Zulauf zu den erweiterten Verfahrensprozessen sowie
deren Ablauf (Ozonbehandlung, UV-Bestrahlung, sequentielle Ozon-UV-Behandlung
Aktivkohle mit nachgeschalteter Sandfiltration, Ultrafiltration1 und Ultrafiltration 2) beprobt.
Die Probenkampagne der ,,Erweiterte Ozon-UV Kombination® enthielt Probenahmen mit
erhohter Ozon- und UV-Konzentration (1,5 und 2 g Ozon/g DOC und 600 J/m? UV). Die
Probenkampagne ,,Verweilzeitinderung Ozonbehandlung* fasst Probenahmen zusammen, bei
welchen die Verweilzeit von Ozon auf 30 bzw. 60 Minuten verldngert wurde. Die
Probenkampagne, der ,,Fluxvariation* erfasst die Probenahmen an denen die Fluxraten (12,5,
50, 90 L/m2h) der Ultrafiltration verandert wurden (vgl. Kapitel 2.1.2).

Tabelle 3: Anzahl an Probenahmen wahrend der unterschiedlichen Probenkampagnen.
Anzahl der

Probenkampagne Zulauf Probenahmeperioden
Weitergehende .

Abwasserbehandlungsverfahren Nachklarung 4

Erweiterte Ozon-UV g:gitxé?]rtl;?i%nsbecken der >

Kombination 2

Aktivkohlebehandlung

Verweilzeitanderung

Ozonbehandlung Nachklarung 3

Nachklarung 2
Fluxvariation der Ultrafiltration | Sedimentationsbecken der 5
Aktivkohlebehandlung

Die Probenkampagnen der weitergehenden Abwasserbehandlungsverfahren sowie der
Fluxvariation fanden nach Daten des Deutschen Wetterdienstes (DWD) bei Trockenwetter (0
L/m? Niederschlag) statt. Die Probenkampagnen der erweiterten Ozon/UV Kombination und
der Verweilzeitanderung der Ozonbehandlung fanden bei geringem Niederschlag von 0,1-
0,4 L/m? statt. Bei allen Probenahmen wurde neben der eigentlichen Probe parallel und im
selben Zeitraum (1h) eine Referenzprobe des Zulaufes (Ablauf Nachklarung oder adsorptive
Reinigung) des untersuchten Verfahrens als Bezugsgrofie gezogen.

2.1.5 PMA-Behandlung und DNA-Extraktion

Direkt im Anschluss an die Probenahme und Filtration erfolgte eine PMA-Behandlung nach
Jager et al. zur Komplexierung freier DNA (Jager et al. 2018a). PMA ist eine zweifach positiv
geladene Substanz und kann deshalb nicht in Zellen mit einer intaktem Membranpotential
eindringen. In tote bzw. membrangeschadigte Zellen dringt PMA jedoch ein und lagert sich in
die DNA ein. Durch Bestrahlung mit Licht von einer Wellenldnge von 464 nm bildet sich eine
kovalente Bindung zwischen dem PMA und der DNA aus. DNA, die auf diese Weise
modifiziert ist, steht fir nachfolgende molekularbiologische Analysen nicht mehr zur
Verfligung (vgl. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Wirkprinzips von PMA. PMA gelangt durch geschadigte
Zellmembran in eine Zelle, interkaliert in der DNA und erzeugt nach einem UV-induzierten
Quervernetzung kovalente Bindungen, welche die DNA fiir nachfolgende PCR-Reaktionen blockiert.
Abbildung nach Jager et. al. (2018a).

Die PMA-Behandlung erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Filtration der Probe durch die
Polycarbonatmembran. Erst nach Komplexierung der DNA toter Bakterien wurde die Probe
fir den Transport bei -20° C eingelagert. Die beladene Polycarbonatmembran wurde in ein
UV-durchlassiges Reaktionsgefal? tberfuhrt und mit 300 pL 25 uM PMA vollstandig benetzt.
Nach 5 Minuten Inkubationszeit bei 4° C im Dunkeln erfolgt anschliefend das Crosslinking
mittels 15-min(tiger Bestrahlung (PhastBlue Aktivator). Da die Lebend/Tod Diskriminierung
mit PMA auf der Verdnderung des Membranpotentials bzw. Schadigung der Membran beruht,
ist sie bei Desinfektionsmethoden wie UV-Bestrahlung, welche die Membranen nicht direkt
beeinflusst, nicht zwingend erforderlich. (Nocker et al. 2007).

Die Extraktion der metagenomischen DNA geschah mittels eines optimierten Protokolls des
Fast DNA™ Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) und FASTPREP®
Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, USA). Die Extraktion basiert auf dem mechanischen
AufschlieBen der Zellen durch Glas- und Keramik-Kugeln. Ein anschlieBendes Fallen und
Abzentrifugieren von Proteinen sowie einer abschlieBenden Aufreinigung der DNA (iber das
Binden an eine Silicia-Matrix fand im Anschluss statt. Als finaler Schritt wurde die DNA mit
Wasser aus der Silicia-Matrix eluiert. Das vollstdndige, angepasste Protokoll zur
DNA-Extraktion ist in Anhang 7.1 aufgefhrt.

2.1.5.1. Bestimmung der DNA-Konzentration

Im Anschluss der DNA-Extraktion wurde die DNA-Konzentration im Eluat mittels des
Quibit®FIuorometers durchgefiihrt (Qubit 4, Thermofischer Scientific, Waltham, USA). Mit

dem verwendeten Qubit® dsDNA High Sensitivity Assay konnen mittels eines
interkalierenden Farbstoffes DNA-Konzentrationen < 0,01 ng/uL detektiert werden. Hierbei
wird die resultierende Fluoreszenz bei 502 nm/532 nm detektiert und mittels einer 2-Punkt
Kalibrierung ausgewertet. Dieses Verfahren mittels interkalierenden Fluorophor hat gegenuber
der DNA-Konzentration Bestimmung durch UV den Vorteil, dass die Bestimmung weniger
anféllig gegenliber Proteinverunreinigungen ist. Dies ist besonders bei einer stark diversen
Ursprungsmatrix der Probe wie das verwendete Abwasser vorteilhaft.

2.2 Nachweis fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene

2.2.1 Untersuchte Parameter

Repréasentativ  fir fakultativ pathogene Bakterien wurden sechs Vertreter dieser
Bakteriengruppe ausgewahlt: Enterokokken spp., Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Escherichia coli. Hierbei
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handelt es sich zum tiberwiegenden Teil um die Erreger, welche als ESKAPE-Gruppe von der
WHO gelistet sind (siehe Kapitel 1.2.3) und einen signifikanten Anteil an klinischen
Infektionen tragen (vgl. Tabelle 4) (Aghdassi et al. 2016).

Tabelle 4: Klinische Relevanz der untersuchten fakultativ pathogenen Bakterien und deren
prozentualer Anteil an den klinischen Infektionen im Jahr 2016 nach Daten des Nationalen
Referenzzentrum fir die Uberwachung von nosokomialen Infektionen (Aghdassi et al. 2016).

fakultativ pathogene Bakterien Relevanz

Enterokokken 14,3 % aller klinischen Infektionen
E. faecalis 6,9 % aller klinischen Infektionen
P. aeruginosa 5,8 % aller klinischen Infektionen
K. pneumoniae 4,5 % aller klinischen Infektionen
A. baumannii 5 % aller klinischen Infektionen
E. coli 16,6 % aller klinischen Infektionen

Enterokokken sind ein géngiger Indikator fur fakale Kontaminationen in wasserfiihrenden
Systemen. Die Gram-positiven Erreger sind vor allem fur Harnwegs-, sowie Wundinfektionen
verantwortlich (Aghdassi et al. 2016).

Insbesondere E. faecalis ist widerstandsfahig gegenlber Flachendesinfektionen und kann bis
zu 30 Monate auf Oberflachen Uberdauern. Er ist fir 23 % aller postoperativen
Wundinfektionen verantwortlich (Bundesgesundheitsbl. 2018).

P. aeruginosa ist ein aquatisches fakultativ pathogenes, Gram-negatives Bakterium, das im
besonderen MaRe féhig ist, Biofilme zu bilden. Dadurch ist dieses Bakterium nur schwerlich
aus kontaminierten Systemen zu entfernen, da Biofilme ein hohes Resistenzpotential
gegenuber Desinfektion haben. Des Weiteren wurden bei ihm eine hohe
Antibiotika-Resistenzlage gegen Carbapeneme, Aminoglycoside und Polymyxinen gefunden,
was haufig zu Multiresistenzen fiihrt (Lepper et al. 2002, Neuhauser et al. 2003).

Das Gram-negative K. pneumoniae bildet generell sehr schnell neue Resistenzen aus und gibt
diese Uber den horizontalen Gentransfer an bisher sensible Bakterien weiter. So wurde die erste
nachgewiesene Quelle von Plasmid assoziierten Carbapenemasen in einem
K. pneumoniae-Stamm isoliert (Hassani 2014, Walsh 2010).

Infektionen mit dem ebenfalls Gram-negativen Bakterium A. baumannii haben in den letzten
Jahren eine steigende Mortalitdt aufgezeigt. Der Erreger ist durch Dauerformen sehr
widerstandsfahig gegen die gangigen Sterilisationsverfahren. Seit 2008 sind vereinzelt erste
Infektionen mit Pan-resistenten A. baumannii-Stdmmen beobachtet worden (Eliopoulos et al.
2008).

E. coli wird in vielen Bereichen als Gram-negativer Indikator bakterieller Verunreinigungen
verwendet. Dieses Bakterium hat vor allem im Klinikbereich eine hohes Risikopotential durch
die hohe Abundanz von Extended Spektrum B-Lactamasen (ESBL) und ist daher als kritisch
Zu bewerten.

Um die Antibiotikaresistenzlage zu erfassen, wurden insgesamt 13 unterschiedliche
Antibiotikaresistenzgene sowie ein mobiles genetisches Element ausgewéhlt. Die Auswahl der
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Resistenzgene basiert auf korrespondierenden Antibiotikaklassen mit Giberwiegend klinischer
Relevanz oder aufgrund ihrer nachgewiesenen Abundanz zur Ermittlung von Reduktionen
mikrobieller Kontaminanten der eingesetzten erweiterten Technologien am Klarwerk (vgl.
Kapitel 1.2.1). Die Resistenzgene und deren assoziierten Antibiotikaklassen sind in Tabelle 5
gelistet.

Tabelle 5: Auswahl der untersuchten Antibiotikaresistenzgene und deren Antibiotikaklasse der
vermittelten Resistenz.

Resistenzgen | Betreffende Antibiotikaklasse

ermB Makrolid Antibiotika, Erythromycin

intll Integron Typ 1 mobiles genetisches Element
tetM Tetracykline

blaTEM Penicilline

sull Sulfonamide

blaCTX-M Cephalosporin der 2. Generation
blaCTX-M-32 | Cephalosporin der 2. Generation

blaOxa-48 Carbapeneme

blaCMY-2 Cephalosporin der 2. Generation

blaVIM Carbapeneme, Imipenem

vanA Glykopeptide, Vancomycin

mecA Penicilline, Methicillin

mcr-1 Zyklisches Peptid, Colistin

blaNDM Vielzahl von Lactam-Antibiotika, Carbapeneme

Die grolie Gruppe an Resistenzen gegen B-Lactam Antibiotika wird unter anderem durch
blaTEM représentiert. Das Gen kommt vor allem in E. coli und K. pneumoniae vor. ES
verursacht ca. 90 % aller beobachteten Ampicillinresistenzen in E. coli und gilt als Vorlaufer
von B-Lactamasen mit erweitertem Wirkspektrum (ESBL) (Emery und Weymouth 1997).
blaCTX-M sowie blaCTX-M-32 sind die weltweit am hé&ufigsten nachgewiesenen
Resistenztypen von ESBL produzierenden Bakterien. Eine besondere Rolle bei den p-Lactam
Antibiotika hat die Klasse der Carbapeneme, da diese bisher noch gegen ESBL resistente
Erreger wirken. Obwohl das blaCMY -2 Gen hauptsachlich Resistenzen gegen Cephalosporine
der 2. Generation vermittelt, so vermittelt das auf einem Plasmid gelegene Gen ebenfalls eine
niedrigschwellige Resistenz gegen Carbapeneme (Bauernfeind et al. 1996). Eine Resistenz
gegen das Carbapenem Imipenem wird durch das mobile Resistenzgen blaVIM hervorgerufen.
Das Gen ist bei K. pneumoniae und P. aeruginosa bereits weit verbreitet, liegt auf dem
Transposon Tn402 und ist somit genetisch hoch mobil. Ebenfalls Plasmid-lokalisiert ist das
Resistenzgen blaOxa-48, welches neben Resistenzen gegen Carbapeneme auch Resistenzen
gegen Cephalosporine vermittelt ist (Poirel et al. 2012). Als weitere, besondere kritisch zu
bewertendes Resistenzgen ist das blaNDM Gen ausgewahlt. Dieses Gen ist auf einem mobilen
codierenden Plasmid lokalisiert, welches unter anderem auch Resistenzgene gegen eine
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Vielzahl von [-Lactam Antibiotika kodiert. Dadurch wird die Behandlung Kklinischer
Infektionen weiterhin erschwert (Nordmann et al. 2011).

Neben den in der Humanmedizin weit verbreiteten Resistenzen wurden auch noch das MRSA
assoziierte mecA Gen von Staphylococcus aureus sowie das Resistenzgen gegen
Glykopeptid-Antibiotika vanA in Enterokokken und das 2015 erstmals beschriebene mobile
mcr-1 Gen, welches eine Resistenz gegen das zyklische Peptid Polymyxin (Colistin, ein
Reserveantibiotikum) vermittelt, untersucht (Skov und Monnet 2016).

Reprasentativ flr Resistenzen gegen auch in der Veterindrmedizin genutzten Antibiotika
wurden die Resistenzgene sull und tetM als Parameter ausgewdhlt. Insbesondere von
Tetrazyklin ist bekannt, dass es als relativ altes Breitbandantibiotikum immer noch in
relevanten Konzentrationen im Zulauf von Kl&ranlagen nachgewiesen werden kann (Gao et al.
2012).

Eine Sonderstellung in der Liste hat das Integrase-Gen des Klasse 1 Integrons (intl1), da dieses
Gen keine direkte Antibiotikaresistenzen vermittelt, sondern ein verbreitetes mobiles
genetisches Element darstellt, welches eine Vielzahl unterschiedlicher Antibiotikaresistenzen
inkorporieren und innerhalb verschiedener Bakterienspezies transferieren kann (Soledad
Ramirez et al. 2009, Xia et al. 2013).

2.2.2 Molekularbiologische Quantifizierung

Die Abundanzen der untersuchten Gene wurden mittels der quantitative-Polymerase-Ketten-
Reaktion (gPCR) bestimmt, die es erlaubt eine quantitative Analyse spezifischer Gene oder
DNA-Abschnitte einer Probe durchzufiihren. Durch einen interkalierenden Fluorophor,
welcher mit der amplifizierten Doppelstrang-DNA nach jedem DNA-Amplifizierungsschritt
interagiert, wird ein messbares Fluoreszenzsignal erzeugt, welches proportional zur Menge der
gebildeten doppelstrangigen DNA ist. In dieser Arbeit wurde der Mastermix ,,Maxima‘ von
Thermo Fischer (Waltham, USA) fur die gPCR verwendet, der das Fluorophor SYBR Green
enthalt.

Der SYBR Green Farbstoff emittiert nach einer Anregung mit 500 nm bei 520 nm. Ein Vorteil
dieser Methode ist ihre einfache Handhabung und vielféltige Anwendung. Da der Farbstoff in
die doppelstrangige DNA interkaliert, kann er in allen gPCR-Reaktionen und mit
unterschiedlichen Amplikons, angewandt werden. Diese Eigenschaft ist jedoch auch eine
relevante Limitierung. Auch Produkte eines Primermissmatches oder Nebenprodukte, wie
eventuell auftretende Primerdimere, ermoglichen eine Interkalation des Farbstoffs und
erzeugen somit ein Signal, welches nicht von dem Signal des zu detektierenden Gens zu
unterscheiden ist. Um das Risiko einer falsch-positiven Detektion zu minimieren, wurde direkt
im Anschluss an die qPCR—-Reaktion eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Wéhrend
dieser Analyse wird der gesamte PCR-Reaktionsmix inklusive der amplifizierten DNA
schrittweise in 0,5° C Abstanden von 65° C auf 95° C erhitzt. Dies fuhrt zur schrittweisen
Auftrennung des DNA Doppelstrangs der Amplikons und damit auch zur proportionalen
Abnahme des Fluoreszenzsignals. Um das Verhalten unterschiedlicher Fragmente wahrend der
Schmelzkurvenanalyse zu vergleichen, wurde die Schmelztemperatur Tm als Kennzahl
verwendet. Die Schmelztemperatur ist definiert als die Temperatur, bei welcher die DNA zu
50% als Einzelstrang vorliegt. Diese ist abhéngig von der Lange des DNA-Fragments sowie
deren  Basenzusammensetzung.  Guanin  und  Cytosin  haben  jeweils drei
Wasserstoffbriickenbindungen und Adenin sowie Thymin lediglich zwei. Dies resultiert darin,
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dass Fragmente mit einem hoheren Anteil an Guanin und Cytosin eine hohere
Schmelztemperatur haben als solche mit einem héheren Anteil an Adenin und Thymin.

In dieser Arbeit wurden alle g°PCR mit einem CFX real-time System von Biorad (Minchen,
Deutschland) durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz flr eine Reaktion setzt sich aus 10 pL
Maxima SYBR Green Mastermix (Thermo Fisher, Waltham, USA), jeweils 0,8uL einer 5uM
Stammlésung der Primer (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland), 7,2 uL PCR-Wasser. Der
Maxima Mastermix enthélt die Polymerase, alle bendtigten dNTPs sowie einen 2x
konzentrierten Puffer. 19 pL des vorbereiteten Reaktionsansatzes wurden in jede
Reaktionskammer einer 96-Well Platte tberfuhrt und 1 pL der extrahierten DNA im Anschluss
zugegeben. Fur die Detektion der Imipenemresistenz, die Uber das Gen blaVIM vermittelt
wird, konnte kein Detektionssystem mit dem Maxima Mastermix etabliert werden, sodass zur
Detektion dieses Gens eine sondenbasierte PCR durchgefiihrt werden musste. Der
entsprechende Mastermix hatte eine abweichende Zusammensetzung. Dazu wurde fir jede
Reaktion 10 pL Polymerasen-Mastermix (Tag-Man universal PCR Mastermix, applied
biosystems, USA), 0,4 uL einer 5 uM FAM-markierten Sonde (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Deutschland), jeweils 0,6 pL der 5 uM Primer (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland), 7,4
puL PCR-Wasser und 1 pL der Probe verwendet. Das gesamte Reaktionsvolumen einer Sonden-
PCR-Reaktion betrug 20 L.

Nach der Versiegelung der Platte mit Folie und dem Tabelle 6: Temperaturprofil der
Abzentrifugieren der Flissigkeit auf den Boden des 9PCR ~ mit  anschlieBendem

. . . Temperaturprofil zur
Reaktionsraumes wurde die Platte zur Durchflihrung Schr:elzkuer:enanaIyse.

des PCR- Temperaturprofils in einen -

. Zeit Temperatur
Fluoreszenz -Thermocycler gegeben (siehe Tabelle 6). 10min | 95°C
Lediglich zur Detektion des blaCMY-2 Gens, welches eine [ 5°coc To5°C 39
Resistenz gegen Cephalosporine der 2. Generation  65sec [60°C Zyklen
vermittelt, musste die Temperatur des 1-min(tigen 65°C Erhéhung
Annealing- (Anlagerung der Primer) und 95°C um 0,5°C
Elongationschrittes (Erstellung des PCR-Produktes) auf alle 5 sec.

62°C erhoht werden.

Die erhaltenen Daten wurden mit der CFX-Manager-Software der Firma BioRad ausgewertet.
Der resultierende Ct-Wert ist definiert als die Anzahl der PCR-Zyklen ab welcher das
Fluoreszenzsignal in exponentiellem Mal3e tiber das Grundrauschen (Basislinie) ansteigt. Die
Anzahl der bendtigten Zyklen ist bei konstanten Reaktionsbedingungen, lediglich abhangig
von der Konzentration des Zielgens in der Probe. Hierbei gilt, je mehr Kopien des Zielgens in
der Probe vorhanden sind, desto geringer ist der resultierende Ct Wert (vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Prinzip der qPCR Quantifizierung. Die Fluoreszenzintensitat (RFU) nimmt auf Grund der
PCR-Amplifizierung mit jedem Zyklus fortlaufend zu. Sobald der Schwellenwert (Threshold)
Uberschritten und signifikant Gber dem Hintergrundsignal liegt, wird der C+ Wert aufgezeichnet. Je
groBer der Cr Wert, umso geringer ist die Anzahl der Genkopien in der untersuchten Probe.

Die Etablierung von @PCR Dbasierten Nachweisverfahren fur klinisch relevante
Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogene Bakterien ist ein wesentlicher Teil dieser
Dissertation. VVon daher ist die Auflistung der Nachweissysteme mit Primersequenzen und
Effizienzwerten ein Teil des Ergebnisses (siehe Tabelle 8) und ist nicht in Material und
Methoden eingefugt.

2.2.2.1. Kalibriergerade

Um aus einem Cr-Wert der qPCR die Anzahl an vorhandenen Zellaquivalente in der
Ursprungsprobe zu kalkulieren, wurden Geradengleichungen mittels Kalibrierexperimenten
der Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogenen Bakterien mit Hilfe von ausgewahlten
Referenzbakterien erstellt (siehe Tabelle 8). Hierfir wurden die Referenzbakterien tiber Nacht
in N&hrmedien kultiviert und auf eine optische Dichte von 1,0 bei einer Wellenldnge von 600
nm verdinnt. Anschlieend wurde die genomische DNA extrahiert, eine Verdiinnungsreihe
uber insgesamt 7 Log-Stufen erstellt und die DNA-Konzentrationen mittels Qubit-Analyse
bestimmt. Jede Verdunnungsreihe wurde anschliefend mit den entsprechenden Primern und
mit qPCR vermessen. Die resultierenden Ct-Werte wurden mithilfe der DNA-Konzentration,
der durchschnittlichen GenomgroRe, der Avogardo-Konstanten und dem durchschnittlichen
Molekulargewicht der Basen mit folgender Formel einer definierten Anzahl an Zellaquivalente
zugeordnet und einer halblogarithmischen Geradengleichung der Formel F=mx+n erstellt.

Formel 1: Formel zur Kalkulation der Anzahl von Zellaquivalente ausgehend von der durchschnittlichen
GenomgroBe und DNA-Gewichts.
(DNA Menge [ng]) * 6,022 x 1023

(Durchschnittliche GenomgrofRe[bp]) * 102 * 650

Zellaquivalente =
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Nach dieser Formel ist ein Zellaquivalent eine Zelle, welche eine vergleichbare GenomgroRe
hat, wie die Bakterienzellen, welche flr die Generierung der Kalibriergeraden genutzt wurden
(Referenzbakterien) und die das entsprechende taxonomische Marker-Gen bzw. das
entsprechenden Antibiotikaresistenzgen tragen. Das Verwenden von Zelldquivalente ist nétig,
da bei den untersuchten Proben nicht gewahrleistet sein kann, dass das Zielgen nur in einer
Spezies vorhanden ist, welche gleichzeitig als Referenzbakterien verwendet wurde. Dieser
Ansatz wurde der direkten Gleichstellung von ausgezéhlter Zellzahl mit dem Ct-Wert der
Kalibriergerade vorgezogen, um eventuell mehrfach vorliegende Kopien eines Gens im
Referenzbakterium zu kompensieren.

Die Verwendung einer Kalibriergerade fir mehrere unabhéngige Messungen ist zwar
ungenauer als die individuelle Erstellung einer neuen Kalibriergeraden fiir jede durchgefiihrte
Messung, reduziert aber den Zeit- sowie Kostenaufwand um mehr als ein Viertel. Bei 20
molekularbiologischen Parametern und tber 160 unabh&ngigen Proben (bei der Verwendung
von technischen Triplikaten ca. 10.000 Einzelreaktionen) hétte eine zusétzliche Erstellung von
individuellen Kalibriergeraden fir jede 96-well Platte, zusétzlich zu den obligatorischen
Kontrollen (Positiv und negativ-Kontrolle), die fir dieses Projekt zur Verfligung stehenden
Mittel Gberschritten.

Die Reproduzierbarkeit ist auch bei der Verwendung von Standartkalibriergeraden gegeben.
Studien haben gezeigt, dass die Differenz bei der Verwendung von individuellen
Kalibriergeraden gegentber deren Wiederverwendung bei einer durchschnittlichen
Abweichung von ca. 0,05 Log-Stufen liegt (Lai et al. 2005). Studien von Rocha et al. haben
weiterhin erweisen, dass bei der angewandten Methodik die Abweichung der Quantifizierung
von 16 S rRNA sogar zwischen unterschiedliche Arbeitsgruppen bei lediglich 3 — 8 % liegt
(Rocha et al. 2018).

2.2.2.2. Auswertung der gPCR

Basierend auf den erhaltenen Ct-Werten der analysierten Proben wurde die tatsachliche
Anzahl der Zellaquivalente mittels der Geradengleichung der Kalibrierkurven nach Formel 2
berechnet. Hierbei wurde darauf geachtet, dass eine Quantifizierung lediglich im linearen
Bereich der Kalibriergeraden moglich ist.

Formel 2: Gleichung zur Berechnung von Zelldquivalente je Reaktion einer qPCR. m: Steigung, n:
y-Achsenabschnitt der Kalibriergeraden.

. 'CT-Wert'—n
Zellaquivalente _—
I ———=10 m

Reaktion
Nach dem Einbeziehen des eingesetzten Volumens der DNA Extraktion Vg, dem filtrierten
Abwasservolumen Va und dem Volumen nach DNA Extraktion Ve ergeben sich die
Zellaquivalente/100 mL Wasserprobenvolumen (absolute Normierung) nach Formel 3.

Formel 3: Formeln zur Berechnung von Zelldquivalente/100 mL Probe ausgehend vom Ct-Wert der
qPCR.

.. 'CT-Wert'—n
Zelliaquivalente -
I 4 =100 m Vg

uL Extraktionseluat -

Zellaquivalente Zellequivalente*xVg

Il = * 100 mL

100 mL Probe Va

Material und Methoden 33



2.3 Kultivierung auf Selektivnahrboden

Zur Verifizierung, ob die durch molekularbiologische Methoden nachgewiesenen
antibiotikaresistenten Bakterien lebend und aktiv sind, wurden zusatzliche kulturbasierte
Untersuchungen durchgefihrt.

Fur den kulturbasierten Nachweis von fakultativ pathogenen Bakterien und resistenten
Mikroorganismen wurden, abhéngig von der zu erwarteten Kontaminationslage, drei
unterschiedliche Volumina tber eine Nitrozellulosemembran (0,45 um, GE Healthcare Life
sciences, Solingen, Deutschland) filtriert und die Membran mit der beladenen Seite nach oben
auf eine Agarplatte mit Selektivndhrmedium Uberfiihrt. Die verwendeten Selektivagarplatten
zur Kultivierung einer Auswahl an hygienische relevanter Bakterien wurden zum Teil als
Fertigplatten fiir Acinetobacter spp., Slanetz Bartley und Galle Askulin Platten fiir intestinale
Enterokokken sowie ESBL-, VRE- und MRSA-Selektive Platten (MAST Diagnostics,
Reinfeld, Deutschland) und zum Teil selbst aus Fertigmedium angesetzt (mFC flr
E. coli/Coliforme, Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland und Cetrimid fiir Pseudomonaden,
VWR, Darmstadt, Deutschland).

Die beladenen Platten wurden, soweit mdglich, nach Herstellerangaben inkubiert und
anschlieBend die koloniebildenden Einheiten (KBE) aller drei Platten pro Probenahme und
Plattensystem ausgezéhlt. Bei den verwendeten Antibiotikaresistenzplatten fir ESBL, MRSA
und VRE musste nach ersten VVorversuchen die Inkubationstemperatur von 36° C auf 42° C
erhoht werden, da auf den, urspringlich fir klinische Isolate konzipierten, kommerziellen
Selektivplatten bei der Verwendung von Abwasser eine starke Begleitflora aus Bakterien
auftrat, die oftmals die nachzuweisenden Bakterien Uberwachsen haben. Die
Temperaturanhebung unterdriickt dieses unspezifische Wachstum, sodass eine Auswertung
mit eingeschrankter Quantifizierung moglich wurde. Das Auftreten von unspezifischem
Wachstum bei der Verwendung von Selektivplatten zur Kklinischen Analyse bei der
Untersuchung von Abwassern ist eine bekannte Unzulanglichkeit der Selektivplatten (Maller
et al. 2018, Savin et al. 2020).

Die bewachsenen Membranen der Slanetz Bartley Platten fiir Enterokokken wurden zusétzlich
nach der Inkubation auf Galle Askulin Platten zur genaueren ldentifizierung der
Zielorgansimen Gberfuhrt. Nach einer erneuten kurzen Inkubation auf Galle Askulin
Agarplatten wurden die braun-schwarz féarbenden Kolonien ausgezédhlt. Die einzelnen
Inkubations-Parameter und die Morphologie der spezifischen Kolonien der einzelnen Systeme
sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7: Verwendete Inkubationsparameter und Morphologie der gebildeten spezifischen Kolonien

der mikrobiologischen Untersuchungen.

Nachgewiesene | Plattensystem | Inkubationszeit | Inkubationstemperatur | Spezifische
Organismen [°C] Kolonien
E. coli mFC 24 h 37° C Blau bis violett
Intestinale Slanetz Barley | 48h 37°C -
Enterokokken | Galle Askulin | 30 Min. 44° C Schwarz
Pseudomonaden | Cetrimid 48 h 42° C Blau/grin,
Acinetobacter CI—!ROMagarTM 48 h 37° C Hellrot
spp. Acinetobacter
Dunkelpink bis
lila,
blau-tlrkis bis
blau,
CHROMagar™ o braunlich bis
ESBL-Erreger ESBL 24 h 42° C dunkelgelb,
transparent bis
gelb,
weil bis
cremefarben
MRSA K:/ll—él'\s’iMagarTM 48 h 42° C Rose bis malve
VRE e Mg g 42°C Pink bis malve

Die resultierenden spezifischen koloniebildenden Einheiten (KBE) wurden auf 100 mL
normiert und im Anschluss der Mittelwert der drei Verdinnungen gebildet.

Aufgrund der von den Vorgaben der Plattenhersteller abweichenden Inkubationsbedingungen
der Resistenzselektivplatten, wurden zur Uberprifung der Selektivitdt der Resistenzplatten
einzelne Isolate weitergehend typisiert und analysiert.

Zur Generierung einzelner Isolate wurden von den inkubierten Nitrocellulose-Membranen der
Antibiotikaresistenz-selektiven Platten (ESBL-, VRE-und MRSA-selektiven Platten)
insgesamt 40 einzelne Kolonien aufgenommen und auf Blutagar-Platten isoliert. Diese Isolate
wurden anschliefend vom Projektpartner an der Universitatsklinik Bonn via MALDI-TOF
genauer typisiert. Von fakultativ pathogenen Bakterien dieser urspriinglich 40 Isolate wurde
im Anschluss, ebenfalls vom Projektpartner an der Universitatsklink Bonn, ein Antibiogramm
angefertigt

2.4 Metagenomanalyse

Genomische-DNA  aus dem  zurlickgehaltenen  biologischen  Material  beider
Ultrafiltrationseinheiten (Retentat) wurden von Eurofins GATC Biotech GmbH (Miinchen,
Deutschland) im Auftrag auf taxonomischer und funktioneller Ebene sequenziert
(Metagenom-Analyse) und mit einer mikrobiologischen Virulenz-Datenbank (MvirDB) sowie
dem Integrated Reference Catalogue (IGC) abgeglichen (Langmead et al. 2009, Li et al. 2014,
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Zhou et al. 2007). Eine taxonomische Klassifizierung der Population erfolgte mittels der
,,Kraken“ und ,,Mikrokraken* Datenbank (Wood und Salzberg 2014).

Die durchgefiihrte Sequenzierung der Retentate ergab 22.545.798 Reads flr Ultrafiltration 1
und 23.480.814 Reads flr Ultrafiltration 2. Hiervon konnten fir 3.387 (0,02 %) bzw. 3.428
(0,01 %) erfolgreiche Abgleiche in der MvirDb Datenbank erzielt werden und 173.487 (0,77
%) Reads von Ultrafiltration 1 und 153.226 (0,65 %) Reads von Ultrafiltration 2 wurden
erfolgreich mit Eintrdgen des IGC abgeglichen. Ein taxonomischer Abgleich ergab 739.418
(3,28 %) klassifizierte Reads fir Ultrafiltration 1 und 596.486 Reads (2,52 %) fir
Ultrafiltration 2.

Die Rohsequenzen konnen als ,,*.fastq™ Datei in der NCBI Datenbank mit der Bioprojekt
Nummer PRINA524456 abgerufen werden.

2.5 Auswertung und Statistik

Zur Erhebung der Abundanz eines Parameters in einer Probe wurden die
gPCR-Untersuchungen mindestens als Duplikat (z.T. als Triplikat) durchgefuhrt. Der
Mittelwert der ermittelten Cr-Werte wurde anschlielend verwendet, um unter
Berucksichtigung der Kalibriergeraden die Zellaquivalente in 100 mL Wasser zu kalkulieren.

2.5.1 Signifikanz und Varianz

Die Signifikanz der Anderungen der Konzentrationen von Antibiotikaresistenzgenen und
fakultativ pathogenen Bakterien wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des nicht-parametrischen,
einseitigen Mann-Whitney-U Tests durchgefihrt. Dieser wurde dem verbreiteterem t-Test
vorgezogen, da die Anzahl der Probenahmen der einzelnen Probenkampagnen zu gering war,
um die fir den t-Test geforderte Normalverteilung zu belegen.

Zur Beschreibung der Streuung der einzelnen Probenahmen wurde die Standardabweichung
des Mittelwertes (Sx) nach Formel 4 verwendet.

Formel 4: Formel zur Berechnung der Standardabweichung des Mittelwerts (Sx).

S _\/Z?ﬂ(xi_f)z

Sf:ﬁ_ n(n—1) (n=2)

2.5.2 Verwendete Darstellung in Diagrammen

Fur die grafische Darstellung der Ergebnisse wurden mehrere Arten von Diagrammen
verwendet:

Zur vergleichenden Darstellung der Einzelparameter im Zulauf als auch im Ablauf wurde eine
kombinierte Darstellung von Balken und Sdulendiagramm verwendet. Blaue Balken zeigen die
Abundanz des entsprechenden Gens im Zulauf vor der erweiterten Abwasserbehandlung und
die Sdule nach entsprechender Behandlung. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung.

Fur die gleichzeitige Darstellung mehrerer Parameter wurde ein Punktwolkendiagramm
verwendet. Die Abundanzen der einzelnen Parameter sind als farbige Punkte dargestellt und
der Mittelwert des Clusters als blauer Balken in der Punktwolke.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Es wurden zundchst 7 Kléaranlagen mit unterschiedlichen Einflussgebieten und
GroRenordnungen hinsichtlich ihrer Reduktion von ausgewéhlten fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen untersucht, um einen Uberblick tiber die mikrobielle
Belastungssituation an kommunalen konventionell betriebenen Kldranlagen zu erlangen. Die
Auswirkung unterschiedlicher weiterfiihrender Abwasserbehandlungsmethoden auf die
Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen wurde im
Anschluss an einer kommunalen grofStechnischen Klaranlage untersucht. Hier wurde eine
Ozonbehandlung sowie zwei unterschiedliche Ultrafiltrationseinheiten im halb-technischen
Malstab (Pilotanlage) installiert und betrieben. Zusétzlich erfolgte direkt auf dem Gelande
der Kléranlage eine UV-Behandlungen im Labormalstab (1 L Batch-Verfahren). Die
untersuchte adsorptive Reinigung mittels pulverisierter Aktivkohle und Sandfiltration konnte
wiederum im grotechnischen Malistab untersucht werden. Obwohl die Reduktion von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen der einzelnen Verfahren von
einer Vielzahl unterschiedlicher Parameter abhéngig ist, konnten die Untersuchungen
erfolgreich mit realem Abwasser durchgefiihrt werden. Die entwickelte Herangehensweise
mit entsprechend optimierten Protokollen kann zwar zwischen den einzelnen Probenahmen
hinsichtlich der genauen abwasserspezifischen Parameter variieren, erlaubt aber eine
Abschdtzung  der  Reduktion von  fakultativ  pathogenen  Bakterien  und
Antibiotikaresistenzgenen im realen Betrieb und den dazugehoérigen Schwankungen in Bezug
auf die Zusammensetzung des Abwassers.

3.1 Validierung der molekularbiologischen Detektionssysteme

Nach der Optimierung der Parameter und Kontrolle der Spezifitat durch Uberpriifung der
Amplikongrolie des PCR-Produkts mittels  Agarosegelelektrophorese und
Schmelzkurvenanalyse, wurden die Kalibriergeraden mit Hilfe der entsprechenden
Kontrollorganismen, d.s. fakultativ pathogenen Bakterien und Trégerorganismen der
ausgewahlten Antibiotikaresistenzgene, erstellt. Die einzelnen Kalibriergeraden sowie deren
Schmelzkurvenanalysen sind im Anhang 7.2 abgebildet. Des Weiteren sind alle verwendeten
Primersequenzen, Gleichungen der Kalibriergeraden, spezifische Amplikongroéfien,
Effizienzen sowie Korrelationskoeffizienten der Kalibriergeraden, Detektionslimits und
verwendeter Referenzstdmme in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8: Liste aller verwendeten Primer mit Sequenzen, Geradengleichungen der Kalibrierung, AmplikongréBen, Effizienzen der Amplifikation,
Korrelationkoeffizient der Kalibriergeraden (R?), Detektionslimits (LOD), Angaben zu Kontrollstdmmen und Referenzliteratur.

Target Primersequenz Gle!ch-ung der Arpphkon- Effizienz | R? LOD | Kontrollstamm Referenz
Kalibriergeraden groRe
fakultativ pathogene Bakterien
Enterokokken Fwd: AGAAATTCCAAACGAACTTG _ 0 E. faecium (Frahm und
Spp. Rev: CAGTGCTCTACCTCCATCATT F()=-3585x+35,283 | 93bp | 90.1% | 10001 65 | poyiong77 Obst 2003)
. Fwd: CACCTGAAGAAACAGGC _ 0 E. faecalis (Depardieu
E. faecalis Rev: ATGGCTACTTCAATTTCACG FO)=-3472x+35,447 | 475bp | 941% 09991 6 | \rcesiogg et al. 2004)
. Fwd: AGCGTTCGTCCTGCACAAGT _ 0 P. aeruginosa (Clifford et
P.aeruginosa | po. TCCACCATGCTCAGGGAGAT F(x)= -3,282x+35,276 8lbp | 1017% 10999 3 | popqqq7 al. 2012)
. Fwd: ACGGCCGAATATGACGAATTC _ 0 K. pneumoniae (Clifford et
K. pneumoniae | po. AGAGTGATCTGCTCATGAA F(x)=-3,387x+38,844 68bp | 97.4% 0998 | 18 | po\ignios al. 2012)
o Fwd: GTTGTGGCTTTAGGTTTATTATACG _ 0 A. baumannii (Clifford et
A.baumannil | oo " A AGTTACTCGACGCAATTCG F(x)= -3,380x+35,679 94 bp 976% | 1,000 | 31 | phop3007 al. 2012)
. Fwd: GCATCGTGACCACCTTGA _ 0 E. coli (Clifford et
E. coli Rev: CAGCGTGGTGGCAAAA F(x)= -3,361x+35,797 59 bp %4% 09941 4 | pomvi103 al. 2012)
Antibiotikaresistenzgene
Fwd: TGAATCGAGACTTGAGTGTGCAA _ o S. hyointestinalis | (Alexander
ermB Rev: GGATTCTACAAGCGTACCTT F(x)=-3,328x+35,901 71bp 100% | 1,000 | 16 | honiag770 et al. 2015)
Fwd: GCCTTGATGTTACCCGAGAG _ 0 . (Rocha et al.
Intl1 Rev: GATCGGTCGAATGCGTGT F(x)=-3,472x+34,720 196 bp 94,1% | 1,000 | 126 | E.coli pNORM 2018)
FWd:GGTTTCTCTTGGATACTTAAATCAATC _ 0 . (Peak et al.
tetM Rev: CCAACCATAAATCCTTGTTCRC F(x)=-3,424x+38,747 88 bp 959% | 0,998 4 E. coli DH5a 2007)
Fwd: TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG _ 0 . (Rocha et al.
blaTEM Rev: CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG F(x)=-3,303x+38,559 112 bp 100,8 % | 0,999 80 E. coli pNORM 2018)
Fwd: CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 0 . (Rocha et al.
sull Rev: TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG F(x) -3,387x+39,802 161 bp 97,6 % | 0,999 80 E. coli pNORM 2018)
(Paterson et
Fwd: CGCTTTGCGATGTGCAG _ . al. 2003,
blaCTX-M Rev: ACCGCGATATCGTTGGT F(x)= -3,504x+34,255 551 bp 929% | 1,000 93 E. coli pNORM Rocha et al.
2018)
Fwd: CGTCACGCTGTTGTTAGGAA _ 0 . (Rocha et al.
blaCTX-M-32 Rev: CGCTCATCAGCACGATAAAG F(x)=-3,517x+37,800 155 bp 925% | 1,000 | 235 | E.coli pNORM 2018)
Fwd: TGTTTTTGGTGGCATCGAT _ 0 K. pneumoniae (Monteiro et
blaOXA-48 Rev: GTAAMRATGCTTGGTTCGC F(x)=-3,540x+36,913 177bp | 916% 0998 | 92 | 1511 colate 2 al. 2012)
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Gleichung der

Amplikon-

Target Primersequenz L . Effizienz | R2 LOD | Kontrollstamm Referenz
Kalibriergeraden groRe
. Kurpiel
Fwd: CGTTAATCGCACCATCACC _ o K. pneumoniae (
blaCMY-2 Rev: CGTCTTACTAACCGATCCTAGC F(x)=-3,591x+34,026 172 bp 90,0% | 0,998 71 NRZ-01013 ggcill?anson
Fwd: GAGATTCCCACGCACTCTCTAGA b seruginosa (van der Zee
blaVIM Rev: AATGCGCAGCACCAGGATAG F(x)= -3,829x+40,868 61 bp 825% | 0999 | 118 | o250 g et al. 201)
Sonde: ACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGT '
Fwd: TCTGCAATAGAGATAGCCGC _ S E. faecium B7641 | (Klein etal.
vanA Rev: GGAGTAGCTATCCCAGCATT F(x)= -3,541x+33,078 876bp | 916% | 1000 | 43 | oA 1998)
Fwd: CGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAA _ ; (Volkmann
mecA Ry TOGTCTTTCTOCATTOOTGEA F(x)=-3,327x+34,887 91 bp 99,8% | 1,000 | 11 |S.AureusAl et al. 200)
Fwd: GGGCCTGCGTATTTTAAGCG _ ; E. coli (Hembach
mer-1 Rev: CATAGGCATTGCTGTGCGTC F(x)=-3,386x+35,349 183bp | 97.4% 1099 | 8 | \p7 14408 et al. 2017)
Fwd: TTGGCCTTGCTGTCCTTG _ 0 K. pneumoniae (Monteiro et
blaNDM Rev: ACACCAGTGACAATATCACCG F(x)= -3,293x+35,877 82bp | 101,2% 10999 | 66 | \rocpaa2146 | al. 2012)
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Bei allen Detektionssystemen konnte durch eine halblogarithmische Auftragung eine lineare
Kalibriergerade erzeugt werden, welche einen Korrelationskoeffizienten (R2) von mindestens
0,99 aufwiesen. Die Effizienz der Amplifizierungen lagen zwischen 90 % und 102 %. Damit
waren alle Kalibriergeraden geeignet, um eine verléassliche Quantifizierung zu gewahrleisten.
Eine Ausnahme in der Effizienz bildete das Imipenemresistenzgene blaVIM mit einer Effizient
von 82,5 %. Jedoch ist bei dem verwendeten Primersystem eine gute Qualitat des Nachweises
trotz der geringeren Effizienz gewéhrleistet (van der Zee et al. 2014). Die Detektionslimits fur
fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene lagen mit 3 (P. aeruginosa) bis
235 (blaCTX-M-32) Zelladquivalenten je PCR-Reaktion im akzeptablen niedrigen Bereich,
gerade wenn bei Proben mit zu erwartender geringer Belastung entsprechend grofere
Probenvolumina filtriert wurden.

Eine Herausforderung bei der molekularbiologischen Quantifizierung ist die gewahlte
Bezugsgrolle fir PCR-basierte Ergebnisse. Es gibt zwei unterschiedliche BezugsgroRien, die
jeweils ihre eigenen Anwendungsgebiete und Interpretationspotentiale haben. Einerseits die
absolute Normierung auf ein definiertes Wasservolumen und andererseits die relative
Normierung auf eine bestimmte DNA-Menge oder Bakterienzahl. Der Hauptunterschied
zwischen diesen beiden Normierungsmethoden fir die Bewertung von Reduktionen ist in
Abbildung 9 verdeutlicht.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Eliminationsprozesses in definiertem Wasservolumen zur
Verdeutlichung unterschiedlicher Normierungsmethoden. WeiBe Kreise: negative Ereignisse, schwarze
Kreise: positive Ereignisse. Absolute Normierung: 33 % Reduzierung bezogen auf das Gesamtvolumen,
relative Normierung: 10 % Anstieg des positiven Ereignisses bezogen auf die Gesamtpopulation.

So sind in der dargestellten Ausgangsprobe drei Bakterien bzw. 30 % aller Bakterien positiv
und enthalten das gesuchte Gen (schwarze Kreise). Nach der Behandlung befinden sich noch
zwei positive Bakterien in der Probe, was bezogen auf die Gesamtpopulation der Bakterien
(schwarze und weiRe Kreise) jedoch 40 % entspricht. Es hat also eine relative Anreicherung
stattgefunden. Mittels der absoluten Normierung sind zu Beginn der Behandlung drei positive
Bakterien in der Probe vorhanden; nach der Behandlung lediglich zwei positive Bakterien im
selben Wasservolumen. Es findet also eine Reduktion um 33 % statt. Derselbe Effekt wird
durch die unterschiedlichen Normierungen anders beurteilt. Jedoch haben beide Methoden ihre
Aussageberechtigung.

In der Thematik der Abwasserbehandlung verdeutlicht die relative Normierung auf 100 ng
DNA oder auf Genkopien der 16S rRNA die Verénderungen innerhalb der noch bestehenden
Bakterienpopulation. Eine absolute Normierung auf 100 mL Wasservolumen erlaubt es, zu
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bewerten, in welchen Mengen ein Target oder Bakterium in die Umwelt gelangt. Obwohl die
absolute Normierung einen schnelleren Einblick in die Eliminationsleistung gibt, erfasst sie
keine Selektionsereignisse.

In dieser Arbeit wurde eine absolute Normierung auf 100 mL verwendet, da diese gemeinhin
verstandlicher ist und es im Wesentlichen um die Reduktion der Prozesse geht, um die
Emission von Bakterien in die Umwelt zu beschreiben.

3.2 Emission von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzen durch verschiedene kommunale Klaranlagen

Um einen Uberblick iber die mikrobielle Belastungssituation an Klarwerken mit
konventioneller Abwasserreinigung zu erlangen, wurde der Ablauf des Nachklarbeckens von
sieben Kléaranlagen unterschiedlicher Ausbaugrofie analysiert. Es wurden fakultativ pathogene
Bakterien und Antibiotikaresistenzen untersucht, sowie deren Reduktion durch die
konventionelle Abwasseraufbereitung erfasst. Ausgangspunkt zur Beurteilung der Reduktion
von mikrobiologischen Kontaminanten war der Ablauf der mechanischen Klarung. Die
Erfassung der Reduktionen gibt einen Richtwert an, in welchem Ausmale fakultativ pathogene
Bakterien und Antibiotikaresistenzen von Kléaranlagen mit vergleichbarer konventioneller
Klarung in die Umwelt emittiert werden.

In Tabelle 9 sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der untersuchten Parameter
aller sieben untersuchten Klaranlagen dargestellt. Die Einzelwerte an den jeweiligen drei
Probenahmetagen sind im Anhang Kapitel 7.24 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Mittelwert von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL aus drei einzelnen Probenahmen im
Ablauf des Nachklarbeckens der sieben untersuchten Klaranlagen (n=3).MW: Mittelwert, S.. Standardabweichung, LOD: Detektionslimit.

KA1 KA 2 KA 3 KA 4 KA 5 KA 6 KA7

MW S MW Sx MW Sx MW Sx MW Sx MW Sx MW S«
Enterokokken | 1,14E+03 | 6,48E+02 | 3,28E+03 | 1,60E+03 | 4,26E+03 | 3,11E+03 | 4,43E+03 | 1,64E+03 | 8,10E+03 | 1,28E+03 | 4,84E+03 | 6,40E+02 | 1,80E+04 | 2,02E+04
E. faecalis <LOD - 2,30E+01 | 1,11E+01 | 2,31E+00 | 3,27E+00 | 4,05E+01 | 7,15E+00 | 532E+01 | 1,51E+01 | 6,44E+01 | 2,61E+01 | 4,28E+01 | 3,88E+01
P. aeruginosa | 147E+02 | 4,76E+01 | 6,40E+02 | 4,01E+02 | 508E+01 | 7,18E+01 | 1,19E+03 | 8,05E+01 | 1,17E+02 | 2,24E+01 | 6,88E+02 | 2,38E+02 | 532E+02 | 6,62E+02
K.pneumoniae | 4,69E+03 | 1,99E+03 | 6,23E+04 | 8,41E+04 | 158E+04 | 1,98E+04 | 6,06E+03 | 4,34E+03 | 1,36E+04 | 2,75E+03 | 6,48E+03 | 2,45E+03 | 1,79E+04 | 1,63E+04
A. baumannii | 3,00E+02 | 1,46E+02 | 1,39E+03 | 7,30E+02 | 3,73E+02 | 2,07E+02 | 2,77E+02 | 1,15E+02 | 1,71E+02 | 1,94E+01 | 1,20E+03 | 9,41E+02 | 1,95E+03 | 1,38E+03
E.coli 6,46E+03 | 2,26E+02 | 4,26E+04 | 6,02E+04 | 4,59E+03 | 6,49E+03 | 2,00E+04 | 9,44E+03 | 1,48E+04 | 1,91E+02 | 1,48E+04 | 4,81E+03 | 6,29E+04 | 6,62E+04
ermB 4,69E+04 | 4,34E+03 | 5,85E+04 | 1,77E+04 | 2,12E+05 | 399E+04 | 8,61E+04 | 593E+04 | 509E+04 | 4,21E+04 | 8,62E+04 | 6,19E+04 | 2,36E+05 | 2,68E+05
Intll 1,46E+06 | 4,53E+05 | 1,33E+07 | 1,07E+07 | 4,49E+06 | 4,76E+06 | 514E+06 | 1,16E+06 | 8,57E+05 | 558E+05 | 1,76E+06 | 1,61E+06 | 3,45E+06 | 3,54E+06
tetM 5,85E+04 | 9,35E+03 | 1,11E+05 | 1,28E+04 | 8,19E+04 | 7,81E+04 | 8,63E+05 | 5,31E+05 | 5,91E+04 | 7,41E+04 | 4,91E+04 | 2,64E+04 | 1,47E+05 | 1,72E+05
blaTEM 3,84E+04 | 144E+04 | 9,91E+04 | 346E+04 | 1,31E+05 | 9,93E+04 | 1,26E+05 | 4,72E+04 | 8,07E+04 | 4,78E+04 | 2,90E+04 | 6,67E+03 | 6,54E+05 | 6,62E+05
sull 5,83E+06 | 1,19E+06 | 8,56E+07 | 9,96E+07 | 6,93E+06 | 4,31E+06 | 2,18E+07 | 4,85E+05 | 4,54E+06 | 2,78E+06 | 1,82E+07 | 1,21E+07 | 1,16E+07 | 1,06E+07
blaCTX-M 1,21E+03 | 3,72E+02 | 1,58E+03 | 1,84E+03 | 5,87E+03 | 6,63E+03 | 1,29E+04 | 1,06E+04 | 8,11E+02 | 6,03E+02 | 1,56E+03 | 2,20E+03 | 2,68E+03 | 2,74E+03
blaCTX-M-32 | 680E+03 | 4,42E+03 | 9,47E+03 | 8,42E+03 | 1,06E+04 | 9,99E+03 | 9,91E+03 | 4,06E+03 | 526E+03 | 3,28E+03 | 8,37E+03 | 1,00E+04 | 3,25E+04 | 2,49E+04
blaOXA-48 6,08E+03 | 1,99E+03 | 1,59E+04 | 3,08E+03 | 1,09E+04 | 1,24E+04 | 952E+04 | 126E+05 | 3,88E+03 | 3,42E+03 | 6,04E+04 | 4,16E+04 | 524E+04 | 7,29E+04
blaCMY-2 2,19E+02 | 1,43E+02 | 1,09E+03 | 6,76E+02 | 1,67E+02 | 1,60E+02 | 1,07E+04 | 7,02E+03 | 2,63E+02 | 2,71E+02 | 1,83E+02 | 2,49E+02 | 5,20E+03 | 6,21E+03
blaviM <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - 1,16E+04 | 1,06E+04
vanA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - 6,43E+00 | 9,09E+00 | 8,53E-01 | 1,21E+00
mecA 3,76E+01 | 1,99E+01 | 222E+01 | 3,14E+01 | 7,88E+01 | 1,11E+02 | 6,06E+01 | 8,57E+01 | 541E+00 | 7,65E+00 | <LOD - 2,84E+01 | 2,88E+01

mcr-1 1,48E+02 | 2,09E+02 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -

blaNDM <LOD - <LOD - 3,07E+02 | 4,35E+02 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
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Es konnten sowohl alle untersuchten fakultativ pathogene Bakterien aus der ESKAPE-Gruppe
(WHO Prioritatenliste) als auch Antibiotikaresistenzgene im Ablauf von Kléaranlagen mit
unterschiedlichen Abundanzen nachgewiesen werden.

Die untersuchten Antibiotikaresistenzgene lassen sich in drei unterschiedliche Cluster oder
Kategorien, basierend auf der GroRenordnung ihrer Abundanzen im Ablauf des
Nachkléarbeckens, aufteilen. Diese Cluster waren bei allen untersuchten Klaranlagen
nachweisbar und zeigen die gleiche Zuordnung der Antibiotikaresistenzgene (vgl. Tabelle 10).

Tabelle 10: Nachweis der fakultativ pathogenen Bakterien und Kategorisierung der nachgewiesenen
Antibiotikaresistenzgene anhand deren Abundanz im Ablauf aller sieben untersuchten Klaranlagen
unterschiedlicher AusbaugréBe.

® Enterokokken
°§> . | E:faecalis
. 1 4
fg_% P. aeruginosa 10°-10
S < - Zellaquivalente
£s K. pneumoniae in 100 mL
S A. baumannii
&
A E. coli
° o ermB
-g “C-’ intll 4 7
22 10°-10
S E g |tetM Zellaquivalente
S o ;
S
sull
= 22 | plaCTX-M
C c O 2
S 2 2 | blaCTX-M-32 10%-10"
EES Zellaquivalente
s © @ |blaOXA-48 ;
£<7 in 100 mL
= S & | blaCMY-2
P blaVIM
- é “EJ, vanA 0-102
% £ & | mecA Zellaquivalente
= & | hlaNDM

Haufig vorkommende Resistenzgene, welche im Ablauf der Kl&ranlagen in Konzentrationen
von 10%-107 Zellaquivalente/100 mL nachgewiesen werden konnten, bilden die erste Gruppe.
In diesem Cluster befinden sich die veterindr assoziierten Antibiotikaresistenzgene sull und
tetM, dass bereits weit verbreitete blaTEM p-Lactam Resistenzgen sowie das Resistenzgen
ermB gegen Erythromycin. Auch das Gen des Integron Klasse 1 (intl1), das als Indikator fur
einen horizontalen Gentransfer in der Population gilt, fallt in dieses Cluster. In diese Kategorie
fallen neben Resistenzgenen gegen veterindr genutzte Antibiotika (sull und tetM), auch
Resistenzgene gegen Antibiotika, welche aufgrund ihrer lang anhaltenden Verwendung bereits
weitflachig in der Umwelt nachgewiesen werden konnen (Huerta et al. 2013). Das
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Resistenzgen sull weist mit Abundanzen zwischen 3,93x10° Zellaquivalente/100 mL bei KA
3 und 8,56x107 Zellaquivalente/100 mL bei KA 2 die hochsten Abundanzen aller untersuchten
Kléaranlagen auf. Da das Sulfonamid Resistenzgen sull unter anderem in der konservierten
Region des mobilen genetischen Element intl1 liegt, wurde die weite Verbreitung dieses Gens
bereits mehrfach beobachtet (Czekalski et al. 2012, Gravel et al. 1998, Parnanen et al. 2016).
Dieses Cluster ist aus klinischer Sicht von geringerer Relevanz, allerdings kénnen mit ihrer
Hilfe signifikant hohe Reduktionen mikrobieller Kontaminationen durch technische Verfahren
zuverlassig detektiert werden, da die Abundanz dieser Parameter auch bei einer Reduktion um
mehrere Log-Stufen nicht unter das Detektionslimit reduziert werden.

Das Cluster der intermediar vorkommenden Resistenzgene ist im Ablauf der Nachklarbecken
in Konzentrationen von 102-10* Zellaquivalente/100 mL im Abwasser vorhanden. Darunter
fallen mit den Resistenzgenen blaCTX-M, blaCTX-M-32, blaOXA-48 und blaCMY-2
Vertreter der ESBL vermittelnden Gene (Extended-Spektrum-p-Lactamasen) und Vertreter der
Gruppe der Kklinisch bedeutsameren Carbapenemasen.

Selten vorkommende Resistenzgene bilden das letzte Cluster der Antibiotikaresistenzgene.
Diese aus den Genen vanA, mecA, mcr-1 und blaNDM bestehende Kategorie konnte im
Ablauf der Nachklarbecken bereits in einigen Féallen mit maximal 102 Zellaquivalente/100 mL
detektiert werden. Die Resistenzgene dieses Clusters vermitteln Resistenzen gegen
Reserveantibiotika. So wurde das mobile Colistin-Resistenzgen mcr-1 im Ablauf des
Nachklarbeckens von KA 1 mit 1,48x10? Zellaquivalenten/ 100 mL detektiert. Mit blaNDM
erreichen auch Resistenzen gegen Carbapeneme mit bis zu 2,07x10? Zellaquivalenten/ 100 mL
(KA 3) die Umwelt. Das Resistenzgen blaVIM vermittelt ebenfalls eine Carbapenemresistzenz
(Imipenem) und wurde in einer Grol3klaranlage detektiert. Das MRSA assoziierte Resistenzgen
mecA konnte mit Ausnahme von KA 6 im Ablauf aller untersuchten Klaranlagen
nachgewiesen werden. Dies folgt dem Trend des mit 27% weiterhin hohen MRSA
(methicillinresistenter Staphylococcus aureus) -Anteil an S. aureus Infektionen in Deutschland
(Meyer et al. 2014). Eine Ausbringung dieser hygienisch kritischen Resistenzgene ermdglicht
eine weitere Verbreitung dieser Resistenzen in der Umwelt durch horizontalen Gentransfer,
auch auf Umweltbakterien (Carattoli 2009, Pruden et al. 2006, von Wintersdorff et al. 2016).
Diese Resistenzgene sind aus klinischer Sicht als kritisch einzustufen, da auftretende
Resistenzen im Infektionsfall zu schweren Komplikationen fuhren. Ihr Auftreten kann als im
hohen Malie kritisch angesehen werden. Eine Emission der Resistenzgene dieses Clusters
sollte zwingend vermieden werden, um eine Ausbreitung in der Umwelt und dem damit
moglichen verbundenen Expositionsrisiko des Menschen vorzubeugen.

Neben den unterschiedlichen Clustern der Antibiotikaresistenzgene kann auch die Gruppe der
fakultativ pathogenen Bakterien als eigenes Cluster betrachtet werden. Es werden mit 10-10*
Zellaquivalente/100 mL Abundanzen mit einer hohen Streuung nachgewiesen, jedoch bilden
diese als Risikokeime in der Krankenhaushygiene eine Kategorie (Bundesgesundheitsbl.
2020). Fakultativ pathogene Bakterien konnten im Ablauf aller Kléaranlagen in
Konzentrationen zwischen 10! und 10* Zellaquivalente/ 100 mL nachgewiesen werden.
Hiervon erwiesen sich E. coli Kontaminationen und K. pneumoniae als diejenigen fakultativ
pathogenen Bakterien mit den hochsten Abundanzen in allem Klaranlagen. Die hohen
Abundanzen von dem Féakalindikatorkeim E. coli mit durchschnittlich 2,37x10*
Zellaquivalente/ 100 mL sind fir den Ablauf von Kl&ranlagen zu erwarten. Die, im Vergleich
zu den Ubrigen fakultativ pathogenen Bakterien, hohe Belastung mit 1,81x10*
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Zellaquivalenten/ 100 mL von K. pneumoniae ist hinsichtlich der hohen Affinitdt neue
Resistenzgene auszubilden und weiter zu verbreiten als besonders kritisch anzusehen (Hassani
2014).

Bei der Betrachtung der einzelnen Klaranlagen unter Berlicksichtigung ihrer AusbaugrofRe
(siehe Tabelle 1 in Kapitel 2.1.1), erwies sich KA 7, mit 440.000 EW, als grof3te untersuchte
Kléaranlage, als diejenige, welche am hé&ufigsten (8 von 20 Parametern) die hochsten
Belastungssituationen nach dem Nachklarbecken aufwies. Klaranlage 5 mit der zweitgroRten
Ausbaugrolle (210.000 EW) zeigte jedoch wiederum bei 11 der 20 untersuchten Parametern
die niedrigste oder gar keine Belastung. Auch bei den ubrigen untersuchten Klé&ranlagen
konnte, in Ubereinstimmung mit weiteren Untersuchungen, keine Korrelation zwischen der
Ausbaugrofle und der Belastungssituation im Ablauf der Kléranlage festgestellt werden
(Alexander et al. 2020). Trotz unterschiedlicher Einzugsgebiete, Ausbaugroflen und leicht
variierender technischer Stufen (P-Fallung oder biologische P-Entfernung/vgl. Tabelle 1),
schwankte die Belastung mit einzelnen fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen an den sieben untersuchten Klaranlagen um maximal 2 Log-Stufen.
Aufféllig war das in KA 1 wahrend keiner Probenahme E. faecalis nachgewiesen werden
konnte, obwohl diese sowohl vom Einzugsgebiet als auch von den vorhanden technischen
Stufen keine Sonderstellung einnahmen. Mit einer Ausbaugrofe von 23.500 EW und einer
taglich behandelten Wassermenge von durchschnittlich 699 m3/d zéhlte sie jedoch zu den
kleineren der untersuchten Klaranlagen.

Anhand dieser Clusterung kann die Relevanz weitergehender Abwasserbehandlungsverfahren
verdeutlicht werden. So enthdlt das Cluster der h&aufig vorkommenden Resistenzgene
Resistenzen, welche seit Jahrzehnten bekannt sind, und in dieser Zeit lediglich durch eine
konventionelle Kl&rung nur teilweise zuriickgehalten wurden. Als Folge dessen sind die Gene
dieses Clusters mittlerweile in der Umwelt und vereinzelt sogar schon im Grundwasser
nachweisbar (Chee-Sanford et al. 2001, Su et al. 2014). Diese weite Verbreitung dieser alteren
Antibiotikaresistenzgene erlaubt einen Ausblick auf die zu erwartenden Abundanzen der
intermediar und selten vorkommenden Resistenzen in der Umwelt, falls keine zusatzlichen
weitreichenden und effektiven Malinahmen zum Rickhalt der Antibiotikaresistenzgene
getroffen werden.

Die durchschnittliche  Reduktion von fakultativ  pathogenen  Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen, welche die konventionellen Klarungen der Klaranlagen 1-7
erreichen, sind in Tabelle 11 dargestellt. Die Abundanzen jedes Parameters im Zulauf von
Kléranlage 1-7 sind im Anhang in Kapitel 7.3 aufgefuhrt. Die genauen p-Werte zur
statistischen Bewertung der Reduktionen von mikrobiellen Kontaminanten stehen ebenfalls im
Anhang 7.4.
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Tabelle 11: Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Log-
Stufen der Klaranlagen 1-7 sortiert nach der AusbaugrofB3e der Klaranlagen in EW. Die jeweils h6chsten
und niedrigsten Reduktionen eines Parameters sind griin resp. orange hinterlegt. Die Signifikanz der
mikrobiellen Reduktionen ist mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1, **: p<0,05. Parameter bei denen
aufgrund ausbleibender Detektion im Zulauf keine Reduktion ermittelt werden konnte sind mit -
gekennzeichnet.

KA6 | KA1l |KA3 |KA4 |KA2 |KAS5 |KA7

EW in Tsd. 8 23,5 26 45 46 120 | 440
% Enterokokken 2’3** 2,2** 2’0** 2’2** 2'1** 2'3** 2’5**
E’ qc) E. faeca|-|s 2’3** 3’1** 2’4** 2’1** 1,6** 2'3** 2'5**
S5 P.aeruginosa | 1,2** | 1,4*%* | 2,0** | 0,4** | 0,5** | 1,6%* | 1,4**
% é K. pneumoniae 2,1%* | 1,9%* | 1,3** | 1,7**| 0,7 | 2,0** | 2,0**
§ A. baumannii 1,9%% | 2,9%% | 1 8%* | 2 7** | 1 gx* | ) g** | 3 Ok*
8 E. coli 1,7%% | 1,7*%* | 1,6%* | 1,6%* | 0,9%* | 1,9** | 2,1**

ermB 1,9% | 2,4%* | 1,8%*% | 2,1** | 1,7** | 2,5** [ 2 9**
o intll 0,9 |1,4**|1,2**0,7**| 0,2 1,7* 1,6
qc::é tetM 2'1** 2,2** 1,6** 1’1** 1'9** 1'7** 2'3**
= blaTEM 2,0%% | 2,4%% | 1 9%* [ ] 8%* | D A%k | ) 3% | ) Ak

sull 0,6 [1,5%*%]13**|0,8*%*| 0,1 |1,1%* | 15%*

blaCTX-M 2,2%% | 1,7** | 0,7%% | 1,6%* | 1,3%* | 1,9%* | 1,8%*
blaCTX-M-32 | 1,7* | 2,0%* | 1,2%* | 2,2%* | 2,4%* | 1,9** | 2,0**
blaOXA-48 1,9%* | 2,0%* | 1,5%* | 1,6 | 2,8%*% | 2,3** | 0,5%*

intermediar
vorkommende |vorkommende| vorkommende
Resistenzgene |Resistenzgene| Resistenzgene

blaCMY-2 0,9% | 1,5%* | 1,7%* | 1,9 |2,5%% | 1,9%* | 2, 2%*
blaVIM - - - - - - 2,5%*
- vanA - 2,8% | 04 - - 1 2,3** | 3,0**
% mecA 2,7%*% | 1,0** | 0,8 | 0,8% | 1,5%* | 2,4** | 2,2%*
“ mcr-1 ; 1,8 | 1,9 | 39 | 2,7 | 32 |45**
blaNDM - - 0,3 - - ) 3

Die dargestellten Reduktionen mikrobieller Kontaminationen in den untersuchten Klaranlagen
zeigen, dass obwohl ein GroRteil der untersuchten Parameter noch im Ablauf der Kl&ranlagen
detektiert werden kann, sie eine teilweise Reduktion durch die Kl&ranlage erfahren. Fakultativ
pathogene Bakterien konnten bis zu 3,1 Log-Stufen (mindestens 0,4 Log-Stufen), haufig
vorkommende Resistenzgene um maximal 2,4 Log-Stufen und mindestens 0,2 Log-Stufen
reduziert werden. Intermediar und selten vorkommende Resistenzgene erfuhren eine maximale
Reduktion von 2,8 bzw. 4,5 Log-Stufen. Die minimal erreichte Reduktion lag bei 0,7 Log-
Stufen bei den intermediar vorkommenden Resistenzgenen und betrug 0,8 Log-Stufen bei den
selten vorkommenden Resistenzgenen. Die durchschnittliche Reduktion aller untersuchten
Parameter lag bei 1,8+0,6 Log-Stufen. Vergleichbare bakterielle Eliminationsleistungen von
1-3 Log-Stufen durch eine konventionellen Abwasserbehandlung konnten auch bereits
international nachgewiesen werden (Koivunen et al. 2003, Paluszak et al. 2003).
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Es konnte keine direkte Korrelation der Reduktion mit der Ausbaugrofe von 440.000 EW (KA
7) bis 8.000EW (KA 6) oder der durchschnittlichen taglichen behandelten Wassermenge
beobachtet werden (vgl. Tabelle 11).

Die Klaranlage KA 2 (46.000 EW) wies bei sechs Parametern die geringste Reduktion auf,
erreichte aber gleichzeitig bei 4 weiteren Parametern im Vergleich die héchste Reduktion. So
wurde das mobile genetische Element intll, sowie das unter anderem in diesem Integron
konservierte Sulfonamidresistenzgen sull, durch die konventionelle Reinigung an KA 2 um
unzureichende 0,2 und 0,1 Log-Stufen reduziert. Es konnte im Zulauf und im Ablauf mit
vergleichbarer Abundanz nachgewiesen werden. Auch die fakultativ pathogenen Bakterien
P. aeruginosa, K. pneumoniae und E. coli wurden weniger als 1 Log-Stufe reduziert. Die
Reduktion dieser fakultativ pathogenen Bakterien in den tbrigen Klaranlagen lag zwischen 1
und 2 Log-Stufen. Auffallig ist, dass die intermediar vorkommenden Resistenzgene gegen
Cephalosporine (blaOXA-48 und blaCMY-2) durch KA 2 um 2,5 bzw. 2,8 Log-Stufen
reduziert werden konnten, wahrend die anderen Kl&ranlagen lediglich eine Reduktion von 1,2
bis 2 Log-Stufen erreichten. Ebenfalls wurde eine starke Varianz in der Reduktion der selten
vorkommenden Resistenzgene in den Kl&ranlagen 1 bis 7 festgestellt. Die niedrigste lag bei 0,3
Log-Stufen (blaNDM, KA 3) und die hochste Reduktion mit 4,5 Log-Stufen wurde fir mcr-1
festgestellt (KA 7).

Die hohe Streuung der Reduktion kann durch unterschiedlichste Faktoren verursacht werden.
Neben unterschiedlichen Abwasserreinigungseffizienzen der einzelnen Klaranlagen, und
Zusammensetzung des zu  behandelten = Abwassers  (hdusliches  Abwasser,
Industrieabwasseranteil, Fremdwasseranteil), spielt die Ausgangskonzentration eines
Parameters eine wichtige Rolle. Stark variierende Konzentrationen der entsprechenden Gene
im Zulauf der Kléaranlagen sind daher ausschlaggebend fiir die Reduktionsspannweite eines
Parameters. Wenn die entsprechenden Gene nicht oder nur vereinzelt nachgewiesen werden
konnen, ist eine verlassliche Einschatzung der Reduktion nicht moglich. Besonders aufféllig
ist dies bei dem mcr-1 Resistenzgens gegen Colistin. Die zum Teil sehr starke Reduktion kann
lediglich bei Klaranlage 7 als signifikant gewertet werden, da dort mcr-1 Uber mehrere
Probenahmen im Zulauf detektiert wurde. Die hohe Varianz aller selten vorkommenden
Resistenzgene im Zulauf der Klaranlagen kann durch die unterschiedlichen Einzugsgebiete
verursacht werden. So ist bei Klaranlagen, welche z.B. Krankenhduser oder vergleichbare
Pflegeeinrichtungen im Einzugsgebiet haben, der Einfluss von Reserveantibiotika im
Abwasser dominanter und als Folge dessen, ist die Auspragung der Resistenzlage gegen solche
Praparate starker (Lepper et al. 2002).

Das Auftreten der hygienisch relevanten und z.T. auch kritischen Antibiotikaresistenzgene im
Ablauf aller untersuchten Kléaranlagen, unabhé&ngig von ihrer Ausbaugréfle und trotz
signifikanter Reduktion, verdeutlicht, dass die bisherige konventionelle KIlarung
Antibiotikaresistenzgene und auch fakultativ pathogene Bakterien nicht ausreichend aus dem
Wasser entfernen kann. So erreichen, auch bedingt durch die AusbaugrdRen (vgl. Tabelle 1 in
Kapitel 2.1.1), an jeder untersuchten Klaranlage jeden Tag zwischen 8,90x10'° (KA 1) und
1,11x10%* (KA 7) fakultativ pathogene Bakterien und 5,21x10'3 (KA 1) bis 1,78x10% (KA 7)
Antibiotikaresistenzgene die Umwelt. Allgemein kdnnen diese von Kléranlagen in die Umwelt
ausgebrachte  Antibiotikaresistenzgene zu der fortwahrenden  Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen in der Umwelt beitragen (Knapp et al. 2010). Folglich sind
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weiterfihrende MaRnahmen nétig, um das Ziel der Unterbrechung der Verbreitungswege zu
erreichen (Levy und Marshall 2004, Organization 2014).

Zur Vermeidung des Gesundheitsrisikos und der allgemeinen Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen innerhalb der beeinflussten aquatischen Umwelt ist es nach dem
Vorsorgeprinzip unumganglich, die Verbreitung dieser Risikopotentiale wirksam und
nachhaltig zu unterbinden. Fir eine solche weitergehende Abwasserbehandlung sind bereits
unterschiedliche Methoden in internationaler Diskussion (Hembach et al. 2019, Hiller et al.
2019, Luddeke et al. 2015). Die detaillierte Reduktion von fakultativ pathogene Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen durch ausgewahlte weitergehende Abwasserbehandlungsverfahren
im kontinuierlichen Betrieb an einer Klaranlage werden im folgenden Kapitel 3.3 verglichen.

3.3 Verfahren zur weitergehenden Abwasserbehandlung

Die Probenahme fir die Untersuchungen der weitergehenden Abwasserbehandlungsverfahren
zur Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen wurde im
Zeitraum von 2016 bis 2018 durchgefihrt. Insgesamt wurden 5 Verfahren bzw.
Verfahrenskombinationen zur weitergehenden Abwasserbehandlung untersucht, wobei der
Ablauf des Nachklarbeckens als Bezugspunkt fiir den Vergleich zwischen konventioneller und
erweiterter Abwasserklarung verwendet wurde. Die adsorptive Behandlung mit pulverisierter
Aktivkohle (PAK) und nachfolgender Sandfiltration war als grof3technische Anlage mit einer
Kapazitat fir 440.000 EW an der Kléaranlage bereits realisiert. Die Verfahren der
Ozonbehandlung sowie beide Ultrafiltrationseinheiten waren als halbtechnische Anlagen im
Pilotmalistab in den kontinuierlichen Betrieb der Klaranlage als Bypass nach dem
Nachklarbecken integriert. Die UV-Bestrahlung sowohl mit dem Ablauf des Nachklarbeckens,
als auch mit dem Ablauf der Ozonbehandlung wurde im LabormafRstab als 1 L Batch-
Verfahren in Kooperation mit der Firma Xylem GmbH (Herford) durchgefiihrt.

3.3.1 Aktivkohle mit nachgeschalteter Sandfiltration

Das Verfahren der adsorptiven Reinigung mit Pulveraktivkohle (PAK) und nachfolgender
Sandfiltration konnte im grof3technischen Mal3stab (440.000 EW) an der Kl&ranlage untersucht
werden. Der Kontaktreaktor der PAK-Stufe wurde mit dem Ablauf des Nachklarbeckens
betrieben. Anschlie3end folgte eine Sedimentation und abschlielend eine Sandfiltration zum
Abtrennen der Kohlepartikel (vgl. Abbildung 10).
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Konventionelle Abwasserbehandlung Aktivkohlebehandlun ml.t
— — nachgeschalteter Sandfiltration
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Anordnung der unterschiedlichen Reinigungsstufen fiir
die weitergehende Behandlung durch Aktivkohle mit nachgeschalteter Sandfiltration (adsorptive
Reinigung). Rote Punkte: Probenahmestellen.

Nach dem Aktivkohlekontaktreaktor mit PAK und nachfolgender Sandfiltration konnte keine
allgemeine, signifikante Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen gemessen werden (vgl. Abbildung 11). Die genauen Abundanzen,
Standardabweichungen und p-Werte sind im Anhang 7.5 tabellarisch dargestellt. Die
Abundanzen der einzelnen Probenahmetage sind im Anhang in Kapitel 7.24 gelistet.
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Abbildung 11: Zelldaquivalente/100 mL im Zulauf der Aktivkohleadsorption (blauer Balken) und Ablauf
der Sandfiltration (orange Saulen). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Abundanzen im
Ablauf (n=4). Signifikante Reduktionen sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1; **: p<0,05; ***:
p<0,01.

Fakultativ pathogene Bakterien wurden mit einer Reduktion von maximal 0,5 Log-Stufen
(K. pneumoniae, A. baumannii) zurlickgehalten, sodass nachfolgend ein Wiederaufwachsen

Ergebnisse und Diskussion 49



nicht ausgeschlossen werden kann. Auch bei den Resistenzgenen wurde lediglich eine geringe
Reduktion von weniger als 1 Log-Stufe beobachtet. Die hdchste Reduktion konnte bei dem
haufig vorkommenden Resistenzgen sull gemessen werden. Es wurde, neben P. aeruginosa
als einziger Einzelparameter, von 1,37x107 auf 4,73x10° Zellaquivalente/100 mL, signifikant
reduziert.

Im Cluster der selten vorkommenden Resistenzgene konnte bei den Resistenzgenen blaVIM,
vanA, mecA, mcr-1 und blaNDM sogar eine Zunahme der Abundanz beobachtet werden.
Besonders das mobile mcr-1 Colistinresistenzgen wurde durch das Verfahren ausgehend von
1,26x10% auf 2,08x10? Zellaquivalente/100 mL (p=0,044) deutlich angereichert. Zusétzlich ist
auch das Vorkommen des Vancomycin-Resistenzgens vanA von 1,59x10° auf 1,98x10!
Zellaquivalente/100 mL angestiegen. Beide Resistenzgene sind aus klinischer Sicht mit einem
hohen Risikopotential im Infektionsfall belegt.

Die geringe Reduktion der Aktivkohlebehandlung steht in Ubereinstimmung mit weiteren
Studien (Hiller et al. 2019). Besorgniserregend ist allerdings der Anstieg einzelner
Resistenzgene um das bis zu 12-fache der Ausgangsituation (vanA) ausgehend vom Zulauf bis
zum Ablauf des Gesamtprozesses. Da es sich hierbei mehrheitlich um Antibiotikaresistenzgene
gegen Reserveantibiotika handelt, ist deren verstarkte Verbreitung aus Sicht der
Gesundheitsfirsorge als besonders kritisch anzusehen.

Der genaue Ursprung des Anstiegs innerhalb des Gesamtprozesses konnte nicht final bestimmt
werden. Eine Aufgliederung in die Einzelverfahren des Aktivkohlekontaktreaktors mit
nachfolgender Sedimentation und der Sandfiltration erbrachte keine eindeutige Ursache im
Hinblick auf mdgliche Anreicherungsprozesse (vgl. Anhang 7.6). Es fanden sowohl beim
Verfahren des Aktivkohlekontaktreaktors mit nachfolgender Sedimentation (hier: E. faecalis,
blaNDM, mcr-1) als auch in der Sandfiltration (hier: vanA, mecA, blaCTX-M-32)
Anreicherungen einzelner Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogener Bakterien statt.

Ein Grund fiir den Anstieg kdnnten ausgepragte Biofilme im System des Kontaktreaktors, des
Sedimentationsbeckens oder der Sandfiltration sowie den dazugehorigen Rohrsystemen sein
(vgl. Kapitel 1.5.1). Im Falle der Aktivkohle kommen auch noch Bakterien hinzu, welche sich
an die pulverisierte Aktivkohle anlagern und durch die Rezyklierung der Aktivkohle eine
verlangerte Aufenthaltsdauer im Verfahren haben (Morinaga et al. 2003). Im Biofilm
gebundene als auch an der Aktivkohle angelagerte Bakterien konnen diese Kritischen
Antibiotikaresistenzgene tragen, durch horizontalen Gentransfer weitergeben und/oder
Bakterien freisetzen, welche diese Gene tragen. Ein Teil des Anstieges kann weiterhin durch
eine Anderung der Zusammensetzung des Abwassers verursacht sein, da die untersuchten
Proben des Ablaufes nicht zeitlich korrespondierend zum Zulauf, sondern lediglich in
vergleichbaren Zeitrdumen von 1 Stunde genommen wurden. Der unabhangige Anstieg
unterschiedlicher Resistenzgene sowohl in der Sandfiltration als auch in der
Aktivkohlebehandlung (Kontaktreaktor und nachfolgendes Sedimentationsbecken) zeigt, dass
beide untersuchten Einzelverfahren mit einem Risiko der zuséatzlichen Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen einhergehen.

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Erwartungen und der urspriinglichen Intention der
Spurenstoffreduktion, ist eine Aktivkohleadsorption mit Sedimentationsbecken und
anschlieBender Sandfiltration aus mikrobiologischer Sicht nicht als abschlieRendes Verfahren
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einer erweiterten  Abwasserbehandlung mit dem Ziel der Reduktion von
Antibiotikaresistenzgenen und fakultativ pathogenen Bakterien geeignet.

3.3.2 UV-Bestrahlung mit 400 J/m?

Die Behandlung des Abwassers durch UV-Bestrahlung wurde im 1 L Batch-Verfahren im
Labor der Kléaranlage durchgefiihrt. Hierzu wurde der Ablauf des Nachklarbeckens beprobt
und anschlieBend sukzessive mit einem Colimated Beam device (CBD) fur 1 Sek. bestrahlt.
Der untersuchte Versuchsaufbau ist in Abbildung 12 dargestellt.

Konventionelle Abwasserbehandlung UV- Behandlung
92
. %
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der einzelnen Prozesse und Probenahmestellen zur Technik
der UV Bestrahlung. Rote Punkte: Probenahmestellen.

Der durchschnittliche spektraler Absorptionskoeffizent (SAK) im Ablauf des Nachkl&rbeckens
lag wahrend des Probenahmezeitraums bei durchschnittlich 9,3 1/m £ 1,8 1/m. Der SAK2s4
dient als Richtwert fur den Gehalt gel6ster Stoffe des zu behandelten Wassers, welche
aufgrund ihrer absorbierenden Eigenschaften bei 254 nm, die UV-Behandlung beeinflussen
kénnen (Jolis et al. 2001). Nach einer UV-Bestrahlung mit einer, an die Abwasserdesinfektion
angelehnte Intensitat von 400 -800 J/m? konnte keine signifikante Reduktion von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzen im realen Abwasser nach der biologischen
Stufe beobachtet werden (vgl. Abbildung 13). Die im Diagramm dargestellten Abundanzen
sind in tabellarischer Form im Anhang 7.7 zu finden. Die zugrundeliegenden Abundanzen an
den unterschiedlichen Probenahmetagen befinden sich im Anhang in Kapitel 7.24.
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Abbildung 13: Zellaquivalente/ 100 mL vor (blaue Balken) und nach UV-Bestrahlung mit 400 J/m?2 fir 1
Sekunde (orange Saulen). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Abundanzen im Ablauf
(n=4). Signifikante Reduktionen sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,01.

Die UV-Bestrahlung mit 400 J/m? fir 1 Sekunde erzielte lediglich geringe Reduktionen der
untersuchten Markergene fiir fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene. So
konnte z.B. E. coli von 4,34x10* auf 2,36x10* Zellaquivalente/100 mL (<0,5 Log-Stufe)
reduziert werden. Die Reduktion der ibrigen untersuchten fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene entsprach maximal 0,9 Log-Stufen. In Einzelféllen konnte ein
Anstieg der Abundanz nach der UV-Behandlung fur die Parameter mecA, blaVIM, blaCTX-
M-32 festgestellt werden (0,1-0,2 Log-Stufen). Dieser Anstieg liegt jedoch im Bereich der
Varianz und konnte, wie die Mehrheit der beobachteten Reduktionen, nicht als signifikant
bestatigt werden. Weiterhin konnten mehrere Gene des Clusters der selten vorkommenden
Resistenzgene, mit geringen  Ausgangskonzentrationen von maximal 1,26x10!
Zellaquivalente/100 mL, unter das Detektionslimit reduziert werden (blaNDM, mcr-1, vanA).
Durch die geringe Konzentration im Zulauf kann jedoch lediglich die Reduktion des
Colistin-Resistenzgens mcr-1 als signifikant (p=0,014) angesehen werden.

Diese Beobachtungen sind nicht in genauer Ubereinstimmung mit Erkenntnissen anderer
Studien, bei denen bereits bei UV-Dosen ab 150 J/m2 eine Reduktion von mindestens einer
Log-Stufe nachgewiesen wurde (Maya et al. 2003). Diese und andere Studien mit
vergleichbaren Reduktionen basieren jedoch auf der Verwendung von Kkulturbasierten
Methoden. Bei der Verwendung molekularbiologischer Nachweisverfahren und &hnlicher
UV-Intensitat konnte die geringere Reduktionleistung von anderen Forschungsgruppen
bestétigt werden (Auerbach et al. 2007). Fir eine mittels molekularbiologischen Methoden
nachweisbare Reduktion von Antibiotikaresistenzgenen und Bakterien sind deutlich héhere
UV-Intensitaten bis zu 4000 J/m? oder zusétzliche photokatalytische Reaktionen nétig (Guo et
al. 2017, McKinney und Pruden 2012).

52 Ergebnisse und Diskussion



Besonders bei erfolgter UV-Behandlung ist die Zuverldssigkeit von gPCR-Systemen ein
umstrittener Diskussionspunkt (McKinney et al. 2010). Da die Wirkungsweise der
UV-Bestrahlung auf DNA Schéden beruht, kénnen Gene als intakt detektiert werden, obwohl
sie DNA-Schaden aufweisen falls die Schadigung auRerhalb des g°PCR Amplikons (ca. 100
bp) liegt. Aus diesem Grund werden Primer mit einer Amplikonlange von 1000 bp fiir den
Nachweis der Eliminationsleistungen von UV-Behandlungen vorgeschlagen (McKinney und
Pruden 2012). Weitergehende Studien zeigen, dass UV-induzierte DNA Schéden (hautséchlich
Pyrimidin Dimere (Harm 1980)) durch unterschiedliche Mechanismen (Photoreaktivierung
und Dunkel-Reparatur) repariert und einmal geschadigte Bakterien wieder aufwachsen kénnen
(Lindenauer und Darby 1994, Thoma 1999, Whitby und Palmateer 1993). Eine Latenzphase
zwischen der Bestrahlung und dem Starten der Wiederaufkeimung fuhrt dazu, dass klassische
Kultivierungsexperimente dieses Potential der Wiederaufkeimung nicht erfassen (Nebot Sanz
et al. 2007). Unter Berucksichtigung dieses Wiederaufkeimens ist jedoch ein kurzes
Amplikonfragment  aussagekréftiger  fir eine  Bestimmung der nachhaltigen
Reduktionsleistung. Bei der Verwendung eines grofen Amplikons (1000 bp) werden
potentielle DNA Schéden ab einer Haufigkeit von einem Schaden/1000 bp als letal und
erfolgreich eliminiert gewertet, ohne das Reparaturpotential zu beriicksichtigen. gPCRs mit
einem kleineren Amplikon detektieren eine Elimination erst ab einer durchschnittlichen
Mutationshaufigkeit von einem Schaden pro 100 bp (Ho et al. 2016, McCarty und Atlas 1993).
Es gilt noch zu beweisen, dass Organismen mit einer geringen Schadigung alle 1000 bp
schneller in der Lage sind, diese zu reparieren und damit nach kurzer Latenzzeit wieder iber
ein funktionierendes Gen verfligen. als Organismen mit einer Schadigung alle 100 bp.

Die angewandte UV-Bestrahlung mit 400 J/m? und einer Bestrahlungsdauer von 1 Sekunde
zeigt an der untersuchten Kléaranlage lediglich geringfigige Reduktionen mikrobieller
Kontaminanten von weniger als 1 Log-Stufe und ist als Folge dessen nach mikrobiologischem
Standpunkt nicht geeignet, die Ausbreitung von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt effektiv zu unterbinden.

3.3.3 0Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC

Zur Bewertung der Reduktion wvon fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene durch Ozon wurde der Ablauf des Nachklarbeckens in einer
halbtechnischen Ozonanlage fiir 8 Minuten mit 1 g Ozon/g DOC behandelt (vgl. Abbildung
14).

Ergebnisse und Diskussion 53



Konventionelle Abwasserbehandlung Ozonbehandlung
£ \
3 %
¢ T %
g '{\ﬂ ¢Q“ . 2’ % %
2 % T 2 ) oo | %o
% K % A ) ol o,
? ‘gg (< % > oz %
62 s zo
DD DD
K
Zulauf %l 00 o>
DD DD
L]
o —
1 gOzon
gbocC

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der
Eliminationsleistung einer Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC und einer Verweilzeit von 8 Min. nach
dem Nachklarbecken (Sedimentation). Rote Punkte: Probenahmestellen.

Der durchschnittliche DOC im Ablauf des Nachklarbeckens lag wahrend des
Probenahmezeitraums bei 4,3+1,1 mg/L. Durch die Ozonbehandlung konnten die Abundanzen
aller definierten Cluster signifikant um durchschnittlich 1,5 Log-Stufen reduziert werden. In
Abbildung 15 sind die Abundanzen der einzelnen mikrobiologischen Parameter vor und nach
der Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC dargestellt und im Anhang 7.8 sind die dargestellten
Abundanzen, die dazugehdrige Standardabweichung sowie der genaue p-Wert tabellarisch
aufgefiihrt. Alle Einzelwerte, welche an den einzelnen Probenahmetagen ermittelt wurden,
befinden sich in Kapitel 7.24 im Anhang.
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Abbildung 15: Zellaquivalente/100 mL im Zu- (blaue Balken) und Ablauf (orange Saulen) der
Ozonanlage mit 1 g Ozon/g DOC und 8 Min. Kontaktzeit. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung im Ablauf (n=4). Signifikante Reduktionen sind mit Sternen gekennzeichnet: *:
p=<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,01.

Fakultativ pathogene Bakterien wurden durch die durchgefiihrte Ozonbehandlung im Mittel
um 1,8 Log-Stufen reduziert. Die Reduktion war fir alle nachgewiesenen fakultativ
pathogenen Bakterien signifikant und Gbersteigt die Reduktion der Aktivkohlebehandlung mit
sequentieller Sandfiltration und UV-Behandlung um eine Log-Stufe. Auffallig war die starke
Streuung der Reduktion fiir unterschiedliche Bakterienarten. So konnte P. aeruginosa lediglich
marginal von 6,72x10% auf 4,21x10? Zellaquivalente/100 mL reduziert werden. Sowohl
K. pneumoniae als auch E. faecalis wurden jedoch um 4 Log-Stufen von 1,24x10% resp.
3,62x10! Zellaquivalente/100 mL, unter die Nachweisgrenze reduziert.

Die Reduktion der haufig vorkommenden Antibiotikaresistenzgene variierte in geringerem
MaRe um 0,5 Logstufen. Das tetM-Resistenzgen wurde um 2,6 Log-Stufen auf 3,55x10?
Zellaquivalente/100  mL und das Resistenzgen ermB gegen das verbreitete
Makrolidantibiotikum Erythromycin von 1,94x10° auf 2,04x10° Zellaquivalente/100 mL
reduziert. Insgesamt konnten die mikrobiologischen Parameter dieses Clusters im Durchschnitt
um 2 Log-Stufen reduziert werden.

Die Eliminationsleistung der intermedidr vorkommenden Resistenzgene war dagegen stark
abhéngig von den einzelnen Parametern. So wurden die Gene blaOxa-48, und blaCTX-M bis
zu 4 Log-Stufen unter das Detektionslimit reduziert, wéhrend blaCTX-M-32 lediglich von
2,53x10* auf 3,55x10° Zellaquivalente/100 mL (0,9 Log-Stufen) reduziert wurde.

Selten vorkommende Resistenzgene (blaVIM, vanA, mecA, mcr-1, blaNDM) konnten durch
die Ozonbehandlung vollstandig reduziert werden (Elimination) bzw. nicht mehr
nachgewiesen werden. Bei diesem Cluster kann jedoch nicht unterschieden werden, ob die
Elimination auf einer hohen Reduktion, oder auf den bereits im Zulauf geringen
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Konzentrationen beruht. Das MRSA (Methicillin resistente Staphylococcus aureus) assoziierte
mecA Gen war mit lediglich 2,91x10! Zellaquivalente/100mL im Ablauf des Nachklarbeckens
vorhanden. Somit war keine Aussage uber die maximal mogliche Reduktion dieser Gene durch
die Ozonbehandlung méglich.

Die zum Teil starke Streuung der Reduktionsleistungen an fakultativ pathogenen Bakterien
und Antibiotikaresistenzgenen zeigt, dass unterschiedliche Mikroorganismen unterschiedlich
empfindlich fir dieses Verfahren der weitergehenden Abwasserbehandlung sind.
Grundsatzlich ist auch die Reduktion von Antibiotikaresistenzgenen nicht direkt abh&ngig von
den Resistenzgenen, sondern viel mehr von den Tragerorganismen dieser Resistenzgene.

Vergleichbare Untersuchungen zur Ozonbehandlung von Abwasser haben ebenfalls gezeigt,
dass insbesondere P. aeruginosa féhig ist, einer Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC bei
einem durchschnittlichen DOC von 10£2,3mg/L zu widerstehen, wéhrend Enterokokken um 2
Log-Stufen reduziert werden konnten (Alexander et al. 2016). Diese stehen in
Ubereinstimmung mit weiteren Untersuchungen die, bei Ozonkonzentrationen von 0,7 g
Ozon/g DOC eine Reduktion von ausgewahlten Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen um
1-2 Log-Stufen beobachten konnten. Dabei wurden auch Enterokokken-Spezies beobachtet,
welche sich als robuster gegen eine Ozonbehandlung erwiesen (Luddeke et al. 2015). Diese
stark variierenden Reduktionen lassen sich auf die unterschiedlichen Eigenschaften der
Bakterien und damit deren Robustheit gegentuiber der Oxidation durch Ozon zuriickfiihren. Die
mangelnde Reduktion von P. aeruginosa kann z.B. auch auf deren hohen GC-Gehalt im
Genom und der damit einhergehenden geringeren Geschwindigkeitskonstanten von Ozon zu
den Basen Guanin, Cytosin und Adenin im Vergleich zu Thymin zuriickzuftihren sein. Hinzu
kommt eine starke Neigung von P. aeruginosa zur Biofilmbildung und damit eine reduzierte
Zuganglichkeit des Ozons zum Bakterium (Rasamiravaka et al. 2015). Die sehr hohe
Reduktion der Carbapenem-Resistenzgene blaVIM und blaOxa-48 von 4 Log-Stufen
wiederrum lassen vermuten, dass diese Resistenzgene zu einem Uberwiegenden Teil in
Bakterien vorliegen, welche in besonderem Mal3e anféllig gegen Ozon sind. Beide Gene sind,
als Plasmid-lokalisierte Carbapenemasen, sehr haufig in K. pneumoniae assoziiert beschrieben.
Auch K. pneumoniae wurde durch die Ozonung von 1,27x10* unter das Detektionslimit
reduziert (Ikonomidis et al. 2005, Poirel et al. 2012).

Allgemein zeigte sich, dass die Reduktion der mikrobiologischen Kontaminanten durch die
Ozonbehandlung offensichtlich stark vom Zielorganismus und dessen entsprechenden
Eigenschaften abhangig ist (oxidative Stress Antwort). Im Mittel liegt die Reduktion von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen bei 1,5 bis 2 Log-Stufen. In
Kombination mit der konventionellen Klarung ist die durchgefiihrte Ozonbehandlung in der
Lage, die hygienisch sehr kritischen, selten vorkommenden Resistenzgene unter die
Nachweisgrenze zu reduzieren. Die Ubrigen Resistenzgene sowie fakultativ pathogene
Bakterien konnten die Ozonung jedoch in relevanten Konzentrationen passieren (blaTEM:
1,70x10% und E. coli: 5,86x10° Zellaquivalente/100 mL).

In der Gesamtbetrachtung eignet sich ein solches Ozonverfahren fir den Einsatz als
zusétzliches Verfahren zur weitergehenden Abwasserbehandlung mit dem Ziel der Reduktion
von mikrobiellen Kontaminationen. Eine Bewertung aus Sicht der Spurenstoffreduktion wiirde
abweichend ausfallen, eine Betrachtung hinsichtlich der Spurenstoffreduktion ist jedoch nicht
Inhalt dieser Arbeit.
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Fur eine verbesserte mikrobiologische Eliminationsleistung bietet sich eine Erhéhung der
eingesetzten Ozonkonzentration oder der hydraulischen Verweilzeit an. In welchem Umfang
hohere Ozonkonzentrationen oder eine verlangerte Verweilzeit das Reduktionsverhalten der
einzelnen Antibiotikaresistenzen bzw. fakultativ pathogenen Bakterien beeinflussen, wird in
Kapitel 3.4 beschrieben.

3.3.4 Ozonbehandlung mit sequentieller UV-Bestrahlung

Eine Kombination von Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung bietet, bedingt durch ihre
unterschiedlichen Wirkungsweisen, mogliche synergetische Effekte. Zur Uberpriifung einer
verbesserten  Reduktionseffizienz  von  fakultativ  pathogenen  Bakterien  und
Antibiotikaresistenzgenen wurden die bereits genannten Einzelverfahren als sequentielles
Kombinationsverfahren nacheinander mit realer Abwassermatrix durchgefihrt (vgl.
Abbildung 16). Der Ablauf des Nachklarbeckens wurde fiir 8 Minuten mit 1 g Ozon/g DOC
behandelt und anschlieRend mit einer UV-Dosis von 400 J/m? bei 254 nm fir 1 Sekunde
bestrahlt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Verfahrens der sequentiellen Ozonbehandlung und UV-
Bestrahlung nach dem Nachklarbecken. Rote Punkte: Probenahmestellen.

Die Reduktion von mikrobiellen Kontaminanten durch das sequentielle Verfahren lag bei
durchschnittlich 1,8 Log-Stufen. Der Effekt der sequenziellen Ozonbehandlung und UV-
Bestrahlung auf die Abundanz von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzen
sind in Abbildung 17 grafisch dargestellt. Eine tabellarische Zusammenfassung der ermittelten
Abundanzen an den einzelnen Probenahmentagen sowie deren Mittelwerte sind im Anhang in
Kapitel 7.9 und 7.24 aufgefiihrt.
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Abbildung 17: Zellaquivalente/100 mL vor (blauer Balken) und nach (orange Saulen) der
Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC und sequentieller UV-Bestrahlung mit 400 J/m2. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der Abundanzen im Ablauf (n=4). Signifikante Reduktionen sind mit
Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,01.

Durch die Kombination von Ozon und UV konnte bei fakultativ pathogenen Bakterien eine
durchschnittliche Reduktion von 1,6 Log-Stufen erreicht werden. Enterokokken konnten
signifikant um eine Log-Stufe reduziert werden und speziell E. faecalis wurde im Ablauf nicht
mehr nachgewiesen. Auch der, wahrend der Ozonbehandlung als robust beobachtete,
P. aeruginosa konnte im verstarkten Umfang von 6,72x10? auf 5,97x10° Zellaquivalente/100
mL (2 Log-Stufen) reduziert werden. Die Reduktion von K. pneumoniae und A. baumannii
war um eine Log-Stufe geringer als bei der einer alleinstehenden Ozonbehandlung (bis 3
Log-Stufen). Dies kann der variierenden Abwassermatrix geschuldet sein, Dennoch zeigt sich
aber immer noch eine signifikante Reduktion.

Das Cluster der hdufig vorkommenden Antibiotikaresistenzgene wurde um durchschnittlich
2 Log-Stufen reduziert. Die bereits weit verbreiteten Resistenzgene dieses Clusters wurden
durch die sequentielle Behandlung mit Ozon und UV in vergleichbarem Umfang reduziert wie
bei alleiniger Ozonbehandlung. Die Reduktion der intermediar vorkommenden Resistenzen
betrug im Mittel 2,8 Log-Stufen. Das sequentielle Verfahren erzielte damit eine um 0,2
Log-Stufen hohere Reduktion als eine alleinige Ozonbehandlung. Drei Resistenzgene
(blaCTX-M, blaOXA-48 und blaCMY-2) konnten sogar unter das Detektionslimit reduziert
werden, wahrend blaCTX-32 lediglich um 2 Log-Stufen reduziert wurde. Aus dem Cluster der
selten vorkommende Resistenzgene wurden alle Resistenzgene unter das Detektionslimit
reduziert.

Die durchschnittliche Reduktion der Antibiotikaresistenzgene aller Cluster wurde durch das
sequentielle Verfahren im Verhaltnis zur separaten alleinigen Ozonbehandlung nochmals
geringfligig verbessert. Die durchschnittliche Reduktionleistung aller untersuchten
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Resistenzgene betrug bei der alleinigen Ozonbehandlung 1,9 Log-Stufen und bei der
sequentiellen Ozon/UV-Behandlung 2 Log-Stufen.

Fakultativ pathogene Bakterien, welche jedoch durch die alleinige Ozonbehandlung nur
unzureichend reduziert wurden (P. aeruginosa mit 0,2 Log-Stufen oder E. coli mit 0,8 Log-
Stufen), konnten durch das sequentielle Verfahren jedoch in erhohter Weise mit E. coli um 2,6
Log-Stufen und P. aeruginosa um 2 Log-Stufen reduziert werden. So befinden sich bei der
Verwendung des identischen Zulaufes nach der Ozonbehandlung noch 4,21x10?
Zellaquivalente/100 mL an P. aeruginosa im Ablauf, bei einer sequentiellen Behandlung
jedoch lediglich 5,97 Zellaquivalente/100 mL.

Bei Antibiotikaresistenzgenen wurden solche synergetischen Effekte nicht beobachtet. Das
lasst darauf schlieBen, dass der synergetische Effekt lediglich bei vereinzelten
Bakterienspezies auftritt, welche gegen die einzelnen Prozesse eine Robustheit aufweisen oder
die Reparaturmechanismen des Bakteriums mit zwei unterschiedlichen Arten von auftretenden
Schaden kein Regenerationspotential mehr besitzen. Besonders robuste Spezies, wie der
ozonrobuste P. aeruginosa, zeigen sowohl ein direktes und indirektes Risikopotential, welches
durch Infektionsgefahr oder Weitergabe von Resistenzgenen tber horizontalen Gentransfer
begrundet ist (Lepper et al. 2002, Neuhauser et al. 2003). Demzufolge sollte im Besonderen
die Reduktion von robusten Spezies als Indikator zur Bewertung der mikrobiologischen
Reinigungsleistung von Verfahren zur weitergehenden Abwasserbehandlung bertcksichtigt
werden.

Obwohl die durchschnittliche Eliminationsleistung von sowohl fakultativ pathogene Bakterien
als auch Antibiotikaresistenzgenen nur in geringerem Umfang verbessert wird (1,93 Log-
Stufen fir die alleinige Ozonbehandlung und 1,94 Log-Stufen fir die sequentielle
Behandlung), stellt die zusétzliche UV-Behandlung eine sinnvolle Ergénzung der
Ozonbehandlung  zur Reduktion von fakultativ  pathogenen  Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen dar. Denn sie ermdoglicht es, robustere Spezies und deren
Antibiotikaresistenzgene im Abwasser zu reduzieren und minimiert somit das Risikopotential
einer Selektion, welches bei alleinstehenden Verfahren oftmals besteht.

3.3.5 Ultrafiltration

Die Reduktionseffizienz von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
durch Ultrafiltration wurde an zwei unterschiedlichen Ultrafiltrationseinheiten im
PilotmaRstab ermittelt. Ultrafiltration 1 war mit einer 80 m2 grofien Membran ausgestattet,
deren Porendurchmesser bei 20 nm lag und wurde bei einem Betriebsdruck <1 bar mit einer
Fluxrate von 70 L/m?h im inside/out-Modus betrieben. Ultrafiltration 2 besalR eine Membran
mit einer Porengrélie von 25 nm und erreichte im outside/in-Modus bei einem Betriebsdruck
<1 bar eine Fluxrate von 35 L/m2h. Beide Ultrafiltrationseinheiten verfligten Uber einen
Vorfilter mit einer PorengroRe von 400 pm. In der Prozessanordnung wurden beide
Ultrafiltrationseinheiten mit dem Ablauf des Nachklarbeckens (Sedimentation) betrieben (vgl.
Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Anordnung der Ultrafiltrationseinheiten und
Probenamestellen nach dem Nachklarbecken. Rote Punkte: Probenahmestellen.

Beide untersuchten, mit dem Ablauf der Nachklarung betriebenen Ultrafiltrationseinheiten
konnten fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in signifikanten Umfang
bis zu 7 Log-Stufen reduzieren.

3.3.5.1.  Ultrafiltration 1

Ultrafiltration 1 konnte einen GroRteil der Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogenen
Bakterien unter das Detektionslimit sowie die Ubrigen Parameter signifikant um ca. 4
Log-Stufen, reduzieren.

Die Reduktionen der einzelnen Parameter in Relation zum Ablauf des Nachklarbeckens sind
in Abbildung 19 dargestellt. Die genauen Abundanzen im Zu- und Ablauf von Ultrafiltration
1 sowie Einzelwerte einzelner Probenahmetage befinden sich in Kapitel 7.10 und 7.24 im
Anhang.
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Abbildung 19: Zellaquivalente im Zu- (blaue Balken) und Ablauf (orange Saulen) der Ultrafiltration 1.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der Abundanzen im Ablauf (n=4). Signifikante
Reduktionen sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1, **; p<0,05, ***; p<0,01.

Im Ablauf von Ultrafiltration 1 konnten die beiden héufig vorkommenden
Antibiotikaresistenzgene ermB und blaTEM mit 1,51x10! und 1,58x10! Zellaquivalente/100
mL nachgewiesen werden. Enterokokken, P. aeruginosa und E. coli sowie intll
(mitverantwortlich flr horizontalen Gentransfer) und blaVIM waren noch in geringen
Konzentrationen tber 10 Zellaquivalente/L (<1 Zellaquivalente/100 mL), d.h. nahe des
Detektionslimits, im Ablauf der Ultrafiltration vorhanden. Die Signifikanz der Reduktion ist
fr den Groliteil der Parameter mit einem p-Wert <0,01 kalkuliert.

3.3.5.2.  Ultrafiltration 2

Die Ultrafiltrationseinheit 2 konnte ebenfalls einen Grofdteil der untersuchten Parameter
signifikant reduzieren (bis 3,4 Log-Stufen). In Abbildung 20 sind die einzelnen Abundanzen
der untersuchten Parameter vor und nach der Filtration grafisch dargestellt. Die dazugehorigen
Abundanzen sind im Anhang 7.11 tabellarisch aufgefuhrt und die Einzelwerte der Abundanzen
fur den jeweiligen Probenahmetage sind im Anhang in Kapitel 7.24 zusammengefasst.
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Abbildung 20: Zellaquivalente im Zulauf (blau) und Ablauf (orange) der Ultrafiltration 2. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der Abundanzen im Ablauf (n=4). Signifikante Reduktionen sind mit
Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,01.

E. faecalis und A. baumannii wurden durch die Ultrafiltration 2 unter das Detektionslimit
reduziert, wahrend die dGbrigen fakultativ pathogenen Bakterien mit maximal 1,53
Zellaquivalente/100 mL (E. coli) in sehr geringen Konzentrationen noch nachgewiesen werden
konnten.

Bei dem Cluster der h&ufig vorkommenden Resistenzgene konnte eine durchschnittliche
Reduktion von 4,75 Log-Stufen erreicht werden, wobei, im Gegensatz zu Ultrafiltration 1,
lediglich das Tetracykline-Resistenzgen tetM unter das Detektionslimit bzw. ermB bis nahe
des Detektionslimits reduziert wurde. Das weitverbreitete Sulfonamid-Resistenzgen sull war
mit einer Abundanz von 3,93x10° trotz einer Reduktion von 4 Log-Stufen die am haufigsten
auftretende Antibiotikaresistenz im Ablauf der Ultrafiltration 2. Intermediar und selten
vorkommende Resistenzgene konnten mit Ausnahme von blavVIM (9,39x10*
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf) unter das entsprechende Detektionslimit reduziert werden.

3.3.5.3.  Vergleich der untersuchten Ultrafiltrationseinheiten

Beide Ultrafiltrationseinheiten, die sich in ihrer PorengroRe sowie angewandten Fluxraten,
unterscheiden, sind in der Lage, sowohl fakultativ pathogene Bakterien als auch
Antibiotikaresistenzgene in grolem MaRe aus dem Abwasserstrom zu entfernen. Mehr als die
Hélfte der untersuchten Parameter (13 von 20 mikrobiellen Parametern bei Ultrafiltration 1
und 11 von 20 Parametern bei Ultrafiltration 2) konnten unter ihr entsprechendes
Detektionslimit reduziert werden.

Obwohl durch das Ausbilden einer Deckschicht auf der Membranoberflache auch Partikel
zurlickgehalten werden koénnen, die kleiner als der Porendurchmesser der Membran sind,
konnten dennoch einige wenige Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in dem Ablauf beider
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Ultrafiltrationsanlagen nachgewiesen werden. Ein Bruch in der Membranoberflache als
Ursache hierfiir kann ausgeschlossen werden, da dieser durch die einhergehende schlagartige
Druckénderung eine Stérung in der Prozessfiihrung verursacht hatte. Weniger gut nachweisen
lassen sich indes Mangel in der Verarbeitung des Moduls. Hier ist der Ubergang vom Modul
zur Membranfaser eine bekannte Schwachstelle (Crozes et al. 1997). Da die nachweisbaren
Abundanzen allerdings nur bei einzelnen Parametern (sull, intll, blaTEM, E. coli) auftraten,
ist eine Kontamination im Rohrsystem nach der Ultrafiltration ebenfalls denkbar. Es war durch
den technischen Aufbau beider Anlagen nicht moglich, die Probe direkt am Auslauf des
Filtermoduls zu nehmen, sondern lediglich nach Durchfluss von einigen Metern Rohrsystem.
Die beobachteten geringzahligen Kontaminationen kénnten demzufolge auch durch eine
Kontamination der ablaufseitigen Rohrsysteme verursacht worden sein. Beim direkten
Vergleich der Ultrafiltration 1 und Ultrafiltration 2 ist trotz der unterschiedlichen Porengréfien
lediglich eine Steigerung der Reduktion um 0,3 Log-Stufen erkennbar. Da der
durchschnittliche Bakteriendurchmesser (600-1000nm) allerdings um den Faktor 50 groRer ist
als der Porendurchmesser, war durch einen Unterschied der Poren von 5 nm kein signifikanter
Unterschied in der Reduktionsleistung zu erwarten.

Hinsichtlich  der  Reduktion von  fakultativ  pathogenen  Bakterien  und
Antibiotikaresistenzgenen ist eine Ultrafiltration eine sinnvolle und notwendige Erganzung der
konventionellen Kl&rung, die die untersuchten mikrobiellen Parameter auf ein Niveau nahe der
Detektionsgrenze reduzieren konnte. Jedoch sind die untersuchten Ultrafiltrationseinheiten
nicht als abschlieBend dichte Barriere (Desinfektion) zu werten. Neben den eigenen
Untersuchungen haben auch mehrere internationale Untersuchungen gezeigt, dass im Ablauf
von Ultrafiltrationseinheiten bakterielle Kontaminationen in geringen Konzentrationen
vorhanden sein kdnnen (Bourgeous et al. 2001, Chan et al. 2019, Hembach et al. 2019,
Salladini et al. 2007). Salladini et al. konnte das Auftreten von Coliformen im Ablauf einer
Ultrafiltration (20 nm Porendurchmesser) mit den durchgefiihrten Rickspulungen verbinden.
Er erklart die anschlieRend auftretende Kontamination mit Coliformen mit der Zerstérung des
Filterkuchens, welcher zunéchst eine Immobilisierung der Bakterien vor der Membran
bewirkte.

Fur den Gesamtprozess der Abwasserbehandlung mit dem Ziel der Reduktion von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen ist das Verfahren der Ultrafiltration
jedoch nicht uneingeschréankt zu empfehlen. Es bleibt zu berlcksichtigen, dass fakultativ
pathogene Bakterien und Tréger von Antibiotikaresistenzen durch eine Ultrafiltration lediglich
physikalisch zuriickgehalten werden. Diese werden zwar dem Abwasserstrom entzogen, liegen
aber im Retentat der Ultrafiltration weiterhin vor, wahrend sie durch die alternative
Ozonbehandlung oder UV-Bestrahlung tatsachlich beschédigt oder inaktiviert werden. Ob das
Retentat dadurch ein gesundheitliches Risiko darstellt und eine weitere Behandlung nétig ist,
wird im folgenden Kapitel beschrieben und die Ergebnisse diskutiert.

3.3.5.4. Retentat der regelmaBigen Riickspulung der Ultrafiltration-Membranen

Intakte Bakterien im Retentat von Membranfiltrationen sind ein wesentliches Problem der
Ultrafiltration, welches bei oxidativen Abwasserbehandlungstechniken wie Ozon nur zum Teil
auftritt, da ein wesentlicher Teil durch das Verfahren tatsachlich inaktiviert wird (Alexander
et al. 2016). Fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgene werden durch die
Ultrafiltration zurtickgehalten und anschlieBend durch die Rickspulungsschritte der
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Membranreinigung in einem kleineren Volumen konzentriert. Um das Retentat der wassrigen
Rickspilung weitergehend zu untersuchen, wurden zwei Probenahmen zur Analyse des
Zulaufs und des Retentats nach einem vollstdndigen Filtrationszyklus (20 min) durchgefiihrt.
Hierzu wurde wéhrend des Gesamten Riickspilzeitraums ein Teil des Rickspulwassers durch
ein Ventil beprobt, sodass ein eine reprasentative Probe (iber das gesamte Rickspulvolumen
analysiert werden konnte. Bakterielle Kontaminationen welche in irreversiblen Fouling (bzw.
Fouling, welches sich nur durch die chemische Reinigung entfernen lasst) vorkommen kénnen
durch diese Herangehensweise allerdings nicht beachtet werden. Die Abundanzen
ausgewahlter fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Zulauf sowie
im Retentat beider Ultrafiltrationseinheiten sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Mittelwert der untersuchten Auswahl an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen in  Zelldaquivalente/100 mL im Zulauf und Retentat beider
Ultrafiltrationseinheiten mit 20 nm und 25 nm Porendurchmesser (n=2).

Zulauf Retentat Zulauf Retentat
E. coli 2,79E+02 1,25E+04 1,58E+04 1,39E+05
A. baumannii 3,09E+01 3,30E+02 4,03E+02 2,01E+03
Enterokokken. 1,49E+02 1,40E+04 1,79E+04 8,32E+04
blaTEM 3,09E+03 1,20E+05 2,03E+05 1,07E+06
ermB 1,18E+03 7,15E+04 9,96E+04 7,60E+05
tetM 5,34E+02 2,76E+04 7,30E+04 3,18E+05
blaOxa-48 6,56E+01 2,95E+03 1,83E+04 3,19E+04
sull 1,72E+05 2,41E+06 1,76E+05 1,38E+07
intll 1,65E+04 7,49E+05 2,45E+04 4,94E+06
blaCTX-M <LOD 1,08E+03 4,80E+05 2,23E+04
blaCTX-M-32 <LOD 9,17E+03 1,03E+06 1,14E+05

Das Retentat von UF 1 enth&lt um ca. 2 Log-Stufen hohere Konzentrationen an fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen als im Zulauf nachgewiesen werden
konnten. Lediglich A. baumannii zeigte im Vergleich zu den restlichen fakultativ pathogenen
Bakterien von 3,09x10! auf 3,03x10? Zellaquivalente/100 mL eine Erhéhung um 1 Log-Stufe.

Die untersuchten Resistenzgene zeigen vergleichbare Anreicherungen im Retentat. Das Gen
blaTEM stieg von 3,09x10° auf 1,20x10° Zellaquivalente/100 mL, tetM reicherte sich von
5,34x10% auf 2,76x10* Zellaguivalente/100 mL an und das Resistenzgen blaOXA-48 von
6,56x10 auf 2,95x10° Zellaquivalente/100 mL. Besonders auffallig war, dass die
Resistenzgene blaCTX-M und blaCTX-M-32 im Zulauf nicht nachgewiesen werden konnten,
im Retentat aber in erhohten Konzentrationen von 1,08x10° fir blaCTX-M und 9,17x10°
Zellaquivalente/100 mL fur blaCTX-M-32 nachgewiesen werden konnten.

Im Vergleich zu Ultrafiltration 1 stieg die Abundanz an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzen im Retentat von Ultrafiltration 2 im Verhaltnis zum Zulauf geringer an.
Die Konzentrationen von E. coli erhohte sich von 1,58x10* Zellaquivalente/100 mL auf
1,39x10° Zellaquivalente/100 mL mit einer Log-Stufe ebenfalls nicht in demselben AusmaR
wie bei Ultrafiltration 1 (2 Log-Stufen). Die Unterschiede der Konzentrierung im Retentat
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zwischen den beiden Ultrafiltrationseinheiten kann durch unterschiedlich stark ausgepragte
Deckschichten zustande kommen, deren Entfernung der vorrangige Zweck der Riickspiilung
mittels einem Wasser/Luft-Gemisch ist. Wenn bei Ultrafiltration 2 aufgrund der geringeren
Fluxrate (35 L/m2h), nach der Filtrationszeit zwischen zwei Rickspulungen (20 min) die
Deckschicht weniger stark ausgepragt ist, als bei Ultrafiltration 1 (70 L/mz2h), enthalt diese
auch weniger Biomasse. Wahrend der Rickspilung nach einem festgelegten Zeitintervall wird
demzufolge auch weniger Biomasse (biologische Kontamination) freigesetzt. Nach der
Hypothese von Salladini et al. (2007), dass der Filterkuchen auch zur mikrobiellen Reduktion
beitragt, wirde eine weniger ausgepragte Deckschicht von Ultrafiltration 2 im Vergleich zu
Ultrafiltration 1 auch die geringere Reduktion erklaren.

Erste Kalkulationen des Klaranlagenbetreibers zu Ultrafiltration 1 ergaben, dass bei einer
vollstandigen Behandlung des gesamten Abwasserstroms (110.000 m?3) pro Tag ca. 5000 m?3
Retentat anfallen. Hiervon ausgehend befinden sich rechnerisch in dem Retentat eines Tages
von UF 1 z.B. mit 1,65x10%° Zellaquivalente/d vergleichbare Abundanzen an A. baumannii
wieder, wie sie im Ablauf der Nachklarung nach konventioneller Behandlung vorhanden sind
(3,39x10%° Zellaquivalente/d). Dies zeigt, dass eine weitere Behandlung des Retentats sinnvoll
ist, damit bei einer Ruckfiihrung des Retentats in die Belebung der Eintrag von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen nicht weiterhin erhoht wird. Die
Tagesfrachten aller untersuchten Parameter fir UF 1 sind im Anhang in Kapitel 7.12 gelistet.

Zusatzlich zu den gPCR Untersuchungen wurde, um einen tieferen Einblick in den
mikrobiologischen Genpool (Resistom, Virulenzfaktoren und metabolische Gene) zu erhalten,
eine Metagenomsequenzierung durchgefiihrt. Damit wurde eine ergdnzende biologische
Risikoabschatzung des Retentats moglich. Dieser Uberblick (iber Antibiotikaresistenzgene und
Virulenzfaktoren im Retentat, welche von der gPCR nicht erfasst wurden, ist notwendig, um
deren Gesundheitsrisiko im weiteren Umgang mit dem Retentat darzustellen. Mdgliche
Ansétze der Weiterbehandlung sind das Rickfihren in die Belebungsbecken sowie die
Inaktivierung des Retentats durch thermische oder oxidative Verfahren.

Aus der Metagenomanalyse ergaben sich 1205 Hits (UF 1) und 1201 Hits (UF 2) der
Sequenzierung, die mit der Antibiotikaresistenzgendatenbank MvirDB abgeglichen wurden.
Von diesen Treffern stellt ein Cluster von -Lactamasen mit 685 identifizierten Genen die
Mehrheit dar, gefolgt von verschiedenen Tetracyclin Resistenzgenen (178 Gene). Es konnten
parallel dazu 135 Resistenzgene gegen das Reserveantibiotika VVancomycin und Resistenzen
gegen B-Metallo-Lactamasen (128 Gene), wie die KPC Carbapenemasen und blaNDM Gene
identifiziert werden. Sowohl KPC als auch blaNDM Gene wurden getrennt von den tbrigen
Metallo-B-Lactamasen aufgefiihrt, da sie Resistenzen gegen nahezu alle B-Lactam-Antibiotika
vermitteln und somit von besonderer hygienischer Relevanz sind (Pesesky et al. 2015). In
geringerer Haufigkeit konnten auch Resistenzgene gegen Methicillin, Erythromycin und
Imipenem nachgewiesen werden. In Abbildung 21 ist die relative Haufigkeit der gefundenen
Resistenzen  abgebildet. Aufgrund des Nachklarbeckens als Zulaufes beider
Ultrafiltrationsanlagen gleichen sich die Zusammensetzungen beider Retentate sehr stark.
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Abbildung 21: Relative Abundanzen an Antibiotikaresistenzgenen im Retentat von UF1 bzw. UF2.

B-Lactamasen machen 56 % des gesamten Resistoms aus, gefolgt von Tetracyclin mit 14 %.
Die relativen Anteile der Resistenzen gegen die Antibiotikaklassen sind fur g-Lactamasen als
auch Tetracyclin-Resistenz vergleichbar mit dem Anteil der entsprechenden Antibiotika an der
Gesamtmenge aller verordneter Antibiotika in deutschen Krankenhdusern im Jahr 2017
(Schwabe et al. 2018). Resistenzen gegen das Kklinisch kritische Reserveantibiotika
Vancomycin, trotz geringerem Anteil am Antibiotikaverbrauch von 1,9 %, (Wallmann und
Romer 2014) machen im Metagenom 11 % des Resistoms aus. Dieser hohe Anteil beruht auf
der Vielzahl unterschiedlicher Resistenzgene. So sind neben dem vanA Resistenzgen, welches
auch in der gPCR nachgewiesen wurde, noch 35 weitere unterschiedliche Resistenzgene,
welche eine Vancomycin-Resistenz vermitteln, beteiligt. Resistenzen gegen das veterinar- und
humanmedizinisch relevante Antibiotika Tetracyclin machen ca. 14 % der abgeglichenen
Sequenzen aus. Resistenzgene gegen das weniger verbreitete Erythromycin machen 1 % aus.
Die geringe relative Abundanz der Erythromycin-Resistenzgene in der Metagenomanalyse des
Retentats resultiert aus der hohen Varianz an Genvarianten der Gibrigen Resistenzgene. Fir eine
Erythromycin-Resistenz konnten lediglich 7 unterschiedliche Genvarianten im Retentat
nachgewiesen werden. So hat das ermB Gen aus dem Cluster der haufig vorkommenden
Resistenzgene, zusammen mit 6 weiteren Genvarianten, einen wesentlich geringeren Anteil am
Resistom als Resistenzen die durch eine Vielzahl unterschiedlicher Gene verursacht werden
konnten. So kann eine Resistenz gegen das seltener verwendete Imipenem durch 13
unterschiedliche Varianten des blaVIM Gens vermittelt werden und gegen Vancomycin
konnten 36 unterschiedliche Resistenzgene im Retentat nachgewiesen werden. So sind
blaVIM und vanA mit einem hohen relativen Anteil am Resistom verantwortlich, obwohl sie
einzelnen Resistenzgene vanA und blaVIM dem Cluster der selten vorkommenden
Resistenzgene zugeordnet sind. Eine vollstandige Liste aller identifizierter Resistenzgene ist
im Anhang 7.17 aufgefunhrt.

Bei einem Abgleich mit der Mvir-Datenbank konnten insgesamt 792 (UF 1) bzw. 750 (UF 2)
Pathogenitétsinseln und 120 (UF 1) bzw. 306 (UF 2) unterschiedliche Virulenzprotein-
kodierende Gene gefunden werden. Unter den 25 am h&ufigsten identifizierten
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Virulenzfaktoren beider Retentate befanden sich mehrere Transposasen der fakultativ
pathogenen Bakterien E. coli, K. aerogenes, P. aeruginosa und S. flexneri sowie das
Pseudomonas spp. assoziierte 3-Lactam-Transposon TN1412.

Da beide Ultrafiltrationseinheiten mit dem Ablauf des Nachklarbeckens betrieben wurden, war
zu erwarten, dass auch im Retentat eine, durch die biologische Behandlung bedingte,
metabolisch aktive Gesamtpopulation vorhanden ist. Eine Analyse der funktionellen Gene
zeigte, dass neben Genen, die dem Kohlenhydratmetabolismus zugeordnet sind, eine grofRe
Bandbreite weiterer Gene des bakteriellen Metabolismus und der
Biotransformation-Aktivitdten im Retentat vorliegen. Diese Gene machen 6,38 % der
funktionellen Gene im Retentat von UF 1 und 5,78 % bei UF 2 aus. Die Présenz der Gene fur
Reparaturmechanismen (4,29 % bei UF 1 und 4,35 % UF 2) lassen auf eine mogliche Aktivitat
innerhalb der Populationen sowie deren Fahigkeit zur Stressbewdltigung, z.B. gegen
Antibiotika- oder Oxidation-induzierten Stress, schlielen. 19 unterschiedliche Rekombinase
und Integrase-assoziierte Gene sowie 417 Transposase-assoziierte Gene unter den
funktionellen Genen lassen ebenfalls darauf schlieflen, dass sich das Retentat aktiv an
horizontalen Gentransfer beteiligen kann. In Tabelle 13 sind die Gruppen der hdufigsten
funktionellen Gene und deren prozentualer Anteil aufgelistet.

Tabelle 13: Prozentuale Haufigkeit der funktionellen Gengruppen im Retentat beider
Ultrafiltrationsanlagen.

Funktionsgruppe UF1 |UF2

Kohlenhydratmetabolismus 8,86 % | 8,87 %
Zellprozesse und Zellsignalgebung 6,39 % | 6,72 %
Metabolismus 6,38 % | 5,78 %
Membrantransport 5,62 % | 5,29 %
DNA Prozessierung 5,17% | 4,79 %
Aminoséurenmetabolismus 4,49 % | 4,45 %
Vermehrung und Reparaturmechanismen 4,29 % | 4,35 %
Nukleotidmetabolismus 2,96 % | 2,92 %
Enzymfamilien 2,63% | 2,61 %
Energiemetabolismus 2,46 % | 2,33 %
Transkription 2,02% | 1,75 %
Translation 1,88% | 1,88 %
Metabolismus von Cofaktoren und Vitaminen 1,75% | 1,83 %
Falten, Sortierung und Abbau von Proteinen 1,66 % | 1,82 %
Glykan-Biosynthese und Metabolismus 1,43 % | 1,52 %
Signaltransduktion 1,39% | 1,25 %
Fettmetabolismus 1,08% | 1,11 %
Metabolismus von Terpenoiden and Polyketiden | 0,50 % | 0,57 %

Kléaranlagen inhdrente Bakterien wie Nitrosomonas spp. und Accumulibacter spp. aus der
Nitrat- und Phosphatelimination der konventionellen Kl&drung machen 0,2 % bzw. 0,3 % der
Gesamtpopulation im Retentat aus.

Allerdings machen auch fakultativ pathogene Bakterien einen vergleichbaren Anteil der
Gesamtpopulation aus. Dadurch besteht das Risiko, dass sich diese teilungsfahigen Bakterien
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im Belebtschlamm akkumulieren. Ihr gemeinsamer Anteil liegt bei 0,8 % an der
Gesamtpopulation und setzten sich aus 0,4 % E. coli, 0,3 % A. baumannii und 0,1 %
Enterokokken zusammen. Weitere Kklinisch relevante Bakterien machen 0,4 % fir
P. aeruginosa) und 0,01 % fiir S. aureus aus. Einen Uberblick tiber die Zusammensetzung der
Gesamtpopulation, welche auf Speziesebene mehr als 1 % ausmachen ist in Abbildung 22
aufgefiihrt.

100% B Aeromonas
Bacteroides

Arcobacter
80% Acidovorax
B Pseudomonas
H Flavobacterium

60% m Nitrospira
B Oscillatoria
m Acinetobacter
40% m Bifidobacterium
® Rhodoferax
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20% Sulfuritalea
- Ramlibacter
Limnohabitans
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UF1 Retentat UF2 Retentat Dechloromonas

Anteil an der Gesamtpopulation

Abbildung 22: Zusammensetzung der Gesamtpopulation auf Speziesebene mit einem Anteil >1 % im
Retentat beider Ultrafiltrationseinheiten.

Die Populationsanalyse dient lediglich der Charakterisierung der Retentate. Die notwendige
Zulaufsprobe der Ultrafiltration konnte leider aufgrund eines zu geringen Extraktionsvolumen
nicht charakterisiert werden, sodass etwaige Populationshifts nicht analysiert wurden.

Eine direkte Ruckfiuhrung kann zu einer Konzentrierung oder Vermehrung der fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen innerhalb der konventionellen Klarung
fihren. Es konnte gezeigt werden, dass das Retentat durch die hohen Abundanzen von
Transposasen innerhalb der Gesamtpopulation, ein erhohtes Risiko zum horizontalem
Gentransfer aufweist. Infolgedessen konnte sich die Rezyklierung des Retentats in die
biologische Reinigung hinsichtlich der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen in der
Population als kontraproduktiv erweisen. Diese Vermutung muss in weiteren Untersuchungen
allerdings noch bestatigt werden.

Bei der Ultrafiltration fir die Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen im Betrieb an kommunalen Klaranlagen, kann somit nicht
ausschlie3lich die Reduktion isoliert betrachtet werden. Das Verfahren entfernt einen Grofteil
des hygienischen Risikopotentials aus dem Hauptabwasserstrom und verschiebt es ohne
Beeinflussung des Gesamtrisikos in das Retentat, fir dessen finalen Verbleib noch keine
generelle adadquate Losung gefunden ist. Zwar eignet sich eine Ultrafiltration zur Reduzierung
von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen, jedoch muss zusétzlich
ein Konzept flr den Verbleib des Retentats erstellt werden um eine umféngliche Reduzierung
der Kontaminationslage zu erreichen.
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Parallel zu den molekularbiologischen Messungen wurden ebenfalls
Kultivierungsexperimente fur das Retentat beider Ultrafiltrationen durchgefihrt, allerdings
wurden die selektiven Platten trotz der Verwendung dreier unterschiedlicher Verdiinnungen
Uberwachsen, so dass eine quantitative Aussage nicht mdoglich war. Es konnten jedoch
qualitativ vermehrungsfahige E. coli, fdkale Enterokokken und Acinetobacter spp. in
deutlichen Konzentrationen als KBE nachgewiesen werden.

3.3.6 Erganzende Kultivierungsexperimente zur Verifizierung der Reduktion
von Verfahren zur weitergehender Abwasserbehandlung

Zur Verifikation der molekularbiologischen Untersuchungen wurden ergénzende
mikrobiologische Untersuchungen mittels selektiver Agaroseplatten durchgefihrt. Dadurch
konnten die bereits durch molekularbiologische Untersuchungen beobachteten Effizienzen zur
Reduktion bestatigt werden. Die ausgezéhlten mittleren sowie minimalen und maximalen
Kolonie bildenden Einheiten (KBE) in 100 mL sind in Kapitel 7.13 aufgelistet und in
Abbildung 23 und Abbildung 24 grafisch dargestellt.

Auffallig ist, dass bei der UV-Bestrahlung und der Verwendung der mikrobiologischen
Methoden eine hoéhere Reduktion beobachtet wurde, als durch die molekularbiologischen
Methoden festgestellt wurde. So wurde durch die Kultivierung (mikrobiologische Methode)
eine mittlere Reduktion von 2 Log-Stufen ermittelt, wéhrend durch molekularbiologische
Methoden lediglich geringfiigige Anderungen der Abundanzen beobachtet wurden. Diese
Diskrepanz kann durch die benétigte Regenerationszeit, der durch UV-Bestrahlung gestressten
Bakterien, hervorgerufen werden. Dadurch verzdgert sich das Wachstum der Bakterien und
die Inkubationszeit ist nicht mehr ausreichend, um makroskopisch sichtbare Kolonien zu
bilden. Eine Verldngerung der Inkubationszeit wiirde jedoch das Aufwachsen einer
unspezifischen Begleitflora beglnstigen. Derselbe Effekt tritt auch bei dem sequentiellen
Verfahren von Ozon und UV-Behandlung auf, wodurch der synergetische Effekt beider
Verfahren verstérkt sichtbar wurde. Die Ozonbehandlung sowie die Ultrafiltration erzielten bei
den mikro- und molekularbiologischen Untersuchungen vergleichbare Reduktionen.
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Abbildung 23: Kolonie bildende Einheiten in 100 mL von £. col, Enterokokken, Pseudomonas spp. und
Acinetobacter spp. nach den einzelnen Verfahren zur weitergehenden Abwasserbehandlung.
Fehlerbalken reprasentieren den minimale und maximale detektierten KBE/100 mL.

1,E+05 -
1,E+04 -
-l
€ 1,E+03
o
o
Ny
0 1,E+02 -
> mESBL
1,E+01 - i i m VRE
1,E+00 - 'L —
X Q < Q N Vv
S N S° > N S
¢ (e)
a\e% “)’bo 01/
O
(\;00
\\Q/
&

Abbildung 24: Kolonie bildende Einheiten in 100 mL von ESBL-resistenten Bakterien, MRSA und
Vancomycin resistenten Enterokokken nach den einzelnen weitergehenden
Abwasserbehandlungsverfahren. Fehlerbalken reprasentieren den minimale und maximale
detektierten KBE/100 mL.

Beim direkten Vergleich der unterschiedlichen Nachweisverfahren (molekularbiologisch und
mikrobiologisch) wurde durch die gPCR bis zur Spezies-spezifischen Ebene differenziert
(E. coli, A. baumannii, E. faecalis, K. pneumoniae), wéhrend bei Kulturverfahren mit der
Ausnahme von E. coli nur bis zum Genus (Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., intestinale
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Enterokokken) differenziert wurde. Als Folge dessen kdnnen die durch unterschiedliche
Analysetiefen ermittelten Abundanzen nicht direkt korreliert werden.

3.3.6.1. Isolatencharakterisierung

Von den ausgewerteten KBE der Kultivierungsexperimente wurden 40 Isolate vom
Projektpartner an der Universitatsklinik in Bonn charakterisiert (vgl. Anhang Kapitel 7.16). Im
Ablauf der untersuchten weitergehenden Abwasserbehandlungsverfahren konnten mittels
Antibiogrammen unterstitz durch MALDI-TOF-Analysen, sowohl Vancomycin resistente
Enterokokken (VRE) als auch ESBL resistente Bakterien nachgewiesen werden. Darliber
hinaus konnte die hygienisch-klinische Relevanz der im Ablauf der weitergehenden
Abwasserbehandlungsverfahren vorhandenen Bakterien bestdtigt werden. Es wurden
3-MRGN (Multi-Resistente Gram Negative) Bakterien nachgewiesen (Ablauf Sandfiltration,
Ozonung, UF 1) sowie ESBL-Trager, welche gleichzeitig eine Colistin-Resistenz aufwiesen
(Ablauf Sandfiltration und UF 1). Die Antibiogramme komplementieren die bisherigen
Ergebnisse hinsichtlich ihrer gesundheitlichen Relevanz, indem sie fakultativ pathogene
Bakterien und Antibiotikaresistenzen in Korrelation bringen. Es konnte bestétigt werden, dass
die molekularbiologisch nachgewiesenen Resistenzgene auch in lebenden (PMA-negativen)
und auch kultivierbaren fakultativ pathogenen Bakterien aktiv sind. Diese befinden sich auch
nach den Verfahren der weitergehenden Abwasserbehandlung im Wasser und kénnen sich dort
persistieren bzw. sich dort auch vermehren.

3.3.7 Zwischenfazit zur mikrobiellen Reduktion durch Verfahren zur
weitergehender Abwasserbehandlung

Die Daten der an 5 unterschiedlichen Kampagnen durchgefiihrten Probenahmen der

weitergehender Abwasserbehandlungsverfahren zeigen, statistisch gesichert, eine Abstufung

im Reduktionserfolg von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen der

Verfahren zur erweiterten Abwasserbehandlung (vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Abstufung der untersuchten Verfahren zur weitergehender Abwasserbehandlung
basierend auf ihrer Fahigkeit zur Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen.

Eine Ultrafiltration zeigte sich als sehr gut geeignet, um als abschlieBendes Verfahren des
Klarprozesses der Abwasserbehandlung mikrobielle Kontaminationen zu entfernen. Wahrend
die Ubrigen untersuchten Verfahren die untersuchten Parameter ausgehend von ihren
Ausgangskonzentrationen um 1-2 Log-Stufen reduzieren, gelingt der Ultrafiltration
unabhéngig von der Ausgangskonzentration eine Reduktion in die Néhe des Detektionslimits.
Dadurch ist die Ultrafiltration vor allem fiir die Behandlung von Abwasser mit starker
biologischer Kontamination sinnvoll. Untersuchte alternative Verfahren wirden in diesem

U=c
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Falle weiterhin erhebliche Konzentrationen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt emittieren. Jedoch muss die Problematik der weiteren
Retentatbehandlung geklart werden, da ansonsten lediglich eine Verschiebung der
mikrobiologischen Belastung stattfindet. Aufgrund des physikalischen Ruckhaltes kénnen
neben mikrobiologischen Kontaminationen auch Feststoffe wie Mikroplastik effektiv
zuriickgehalten werden (Ma et al. 2019). Spurenstoffe konnen die Membran allerdings
ungehindert passieren. Diese konnen aber durch die oxidative Wirkung einer zusétzlichen
vorgeschalteten Ozonbehandlung effektiv reduziert werden. Eine Abwasserbehandlung,
welche sowohl Spurenstoffe als auch mikrobiologische Kontaminationen reduziert, sollte
demzufolge eine Kombination aus Ozon mit nachgeschalteter Aktivkohlebehandlung, zur
Elimination polarer und unpolarer Spurenstoffe, sowie eine Ultrafiltration beinhalten. Die
Ozonbehandlung dient dabei primar der Spurenstoff-Transformation bzw. -reduktion und tragt
nur in eingeschranktem Mafe zur Reduktion von unerwiinschten Bakterien bei. Die gezeigte
adsorptive Reinigung mittels pulverisierter Aktivkohle (PAK) verringert die Emission
toxischer oder unbekannter Transformationsprodukte und schitzt die Membran der
Ultrafiltration vor der aggressiven Wirkung des restlichen Ozons. Die abschlielende
Ultrafiltration erlaubt eine zuverldssige Reduktion fakultativ pathogener und
Antibiotikaresistenter Bakterien.

Eine solche optimierte Abwasseraufarbeitung ist in Abbildung 26 abgebildet.
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Abbildung 26: Optimiertes Kombinationsverfahren zur erweiterten Abwasserbehandlung mit einer
Ozonung, einer Aktivkohleadsorption (PAK) und einer abschlieBenden Ultrafiltration zur Reduzierung
von sowohl Nahrstoffen, Spurenstoffen als auch fakultativ pathogenen Bakterien.

Das adsorptive, alleinige Verfahren der Aktivkohlebehandlung mit nachgeschalteter
Sandfiltration, das fir die Spurenstoffelimination von Bedeutung ist (oftmals als 4.
Reinigungsstufe benannt), zeigte keinen reduzierenden Effekt auf die Abundanz von
Antibiotikaresistenzgene bzw. fakultativ pathogenen Bakterien.

3.4 Optimierung der Betriebsparameter zur Reduktion mikrobieller
Kontaminationen bei sequentieller Ozon/UV-Behandlung

Ausgehend von den bisherigen Erkenntnissen und den Bewertungen wurden unterschiedliche
Betriebsparameter des Verfahrens der sequentiellen Ozon/UV-Behandlung variiert, um sich
der Reduktion von mikrobiologischen Kontaminanten durch eine sehr effiziente Ultrafiltration
anzunahern. Dies hétte den Vorteil, dass bei einer vergleichbaren Reduktion auch eine
gleichzeitige Vermeidung des Risikopotentials ber das Retentat durch die Ultrafiltration
erreicht wirde. Der Fokus lag hierbei auf den Auswirkungen einer Erhohung der
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Ozonkonzentration und UV-Dosis sowie einer Verlangerung der hydraulischen Verweilzeit
des zu behandelnden Wassers wahrend der Ozonung (Verweilzeit innerhalb des
Kontaktreaktors) auf die Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen.

Da eine Erhohung der Ozonkonzentration das Risiko der Bildung geféahrlicher Abbauprodukte
bedingt, wurde neben dem Ablauf des Nachklarbeckens auch der Ablauf des
Sedimentationsbeckens der adsorptiven Stufe (Aktivkohlebehandlung) als Zulauf der
Ozon/UV-Kombination beprobt (Hubner et al. 2015, Luddeke et al. 2015). Dieser Aufbau
verspricht eine Verringerung chemischer Kontaminationen, welche eine Ozonzehrung
wéhrend der Ozonbehandlung verursachen kdnnen, und mit einer nétigen Erhéhung der
Ozondosis flr eine vergleichbare Reduktion einhergeht. So kénnte das Risiko der Bildung
toxischer Nebenprodukte, bei gleichbleibender Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene, minimiert werden.

Abweichend von den bisherigen Darstellungen liegt der Fokus in diesem Teil der Arbeit nicht
auf den Abundanzen der einzelnen untersuchten Parameter, sondern auf der mittleren
Abundanzénderung eines ganzen Clusters (fakultativ pathogene Bakterien, haufig
vorkommende Resistenzgene, intermediar vorkommende Resistenzgene und selten
vorkommende Resistenzgene). Im Folgenden wurde weniger auf dem Verhalten der einzelnen
Parameter, sondern weitergehend auf der Moglichkeit die Reduktion mikrobieller
Kontaminanten durch Parameterdnderungen der einzelnen Verfahren zu erhdhen geachtet.
Hierfir wurde die Verwendung eines Summenparameters fiur eine eingangigere grafische
Darstellung als Punktwolke mit integriertem Mittelwert als Summenparameter der
Verwendung der Einzelparameter vorgezogen.

3.4.1 Erhdéhung der Ozonkonzentration und UV-Dosis einer sequentiellen
Behandlung

Abweichend von den vorherigen Untersuchungen (vgl. Kapitel 3.3.3 und 3.3.4) wurde die
Ozon-Konzentration der sequentiellen Ozon/UV-Behandlung auf 1,5 und 2 g Ozon/g DOC
eingestellt, sowie eine UV-Intensitdt von 0, 400 und 600 J/m2 angewandt.
Ozonkonzentrationen bis zu 2 g Ozon/g DOC werden u. a. in der Schweiz als akzeptabel fiir
eine Desinfektion in der Trinkwasseraufbereitung angesehen und die verwendeten 400J/mz2, als
minimale Dosis flr eine alleinige Desinfektion vorgeschlagen (Auckenthaler und von Gunten
2010). Die erhohten Ozonkonzentrationen zielen auf eine héhere Eliminationsleistung eines
GroRteiles der mikrobiologischen Parameter ab, wahrend die UV-Bestrahlung, als erganzendes
Verfahren, ozonwiderstandsféahige Mikroorganismen reduzieren soll. Der DOC im Ablauf des
Nachklarbeckens an den drei Probenahmekampagnen (n=3) betrug 4,04 bzw. 4,5 und 3,5 mg/L
und lag damit im Bereich des durchschnittliche DOC Konzentration wéhrend der
Untersuchungen der alleinstehenden erweiterten Abwasserbehandlungsverfahren (Kapitel
3.3).

Abbildung 27 zeigt einen Uberblick tber die Prozessanordnung und die abgeénderten.
verwendeten Prozessparameter. Als Zulauf der Ozonbehandlung im PilotmaRstab wurde der
Ablauf des Nachkl&rbeckens verwendet. Die optionale UV-Bestrahlung erfolgte als 1 L Batch-
Verfahren im LabormafRstab.
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Abbildung 27: Schema der Prozessfiihrung und einzelnen Probenahmestellen fiir die Erhéhung der
Betriebsparameter der sequentiellen Behandlung mit Ozon und UV nach der Nachklarung. Rote
Punkte: Probenahmestelle.

Nach der Nachklarung wurde das zu behandelnde Wasser mit 1,5 bzw. 2 g Ozon/g DOC
behandelt. Nach der Ozonbehandlung erfolgte anschlieend eine UV-Bestrahlung mit jeweils
400 zw. 600 J/m2. Im Anhang 7.18 sind die mittleren Abundanzen aller Parameter aufgelistet
und Anhang 7.24 listet die entsprechenden Abundanzen nach den einzelnen Probenkampagnen
auf. Die Abundanzen der einzelnen Cluster und die Signifikanz der Reduktion einzelner
Verfahrenskombinationen sind in Abbildung 28 grafisch zusammengefasst. Die genaue
Signifikanz der Reduktionen sind im Anhang 7.14 gelistet.
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Abbildung 28: Zellaquivalente/100 mL als Summenparameter der Cluster fakultativ pathogene
Bakterien (A), haufig vorkommender Resistenzgene (B), intermediar vorkommender Resistenzgene (C)
und selten vorkommender Resistenzgene (D) im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach 1,5 g
Ozon/g DOC bzw. 2 g Ozon/g DOC ohne und mit nachgeschalteter UV-Bestrahlung mit 400 J/m2 bzw.
600 J/m2. (n=3) Blauer Balken: Mittelwert aller Einzelparameter als Summenparameter. Signifikante
Reduktionen in Bezug auf den Zulauf sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1, **: p<0,05, ***:
p<0,01.

Bei einer Erhéhung der Ozonkonzentration und UV-Dosis konnte, verglichen mit der
urspriinglich festgelegten Ozonkonzentration von 1 g Ozon/g DOC, bei einer gleichbleibenden
Kontaktzeit von 8 Minuten, keine einheitliche Steigerung der Reduktion beobachtet werden.
Die durchschnittliche Reduktion des sequentiellen Verfahrens mit Ozonkonzentrationen von
1,5 g Ozon/g DOC sowie 2 g Ozon/g DOC und einer UV-Dosis von 400 J/m? bzw. 600 J/m?
lag bei 1,5-2 Log-Stufen. Ein GroRteil dieser Reduktion des sequentiellen Verfahrens wurde
durch die Ozonbehandlung erzielt. Die ergdnzende UV-Bestrahlung reduzierte zusatzlich
einzelne ozonrobuste Bakterien und Resistenzgene. Die sequentielle UV-Bestrahlung erwies
sich vor allem bei fakultativ pathogenen Bakterien (Abbildung 28, A) sowie intermediar
vorkommenden Resistenzgenen (Abbildung 28, C), also bei Clustern, in welchen einzelne
ozonwiderstandsfahige Spezies einen Einfluss auf die Gesamtpopulation haben, als besonders
effektiv.
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Der Einfluss der Robustheit unterschiedlicher Spezies wird an den beiden Resistenzgene
blaCTX-M-32 und blaVIM deutlich. Beide waren im Zulauf in vergleichbarer Konzentration
vorhanden (3,69x10% und 1,32x102 Zellaquivalente/100 mL). Jedoch konnte das blaVIM-Gen
durch die Ozonbehandlung mit 1,5 g Ozon/g DOC als auch mit 2 g Ozon/g DOC unter das
Detektionslimit reduziert werden, wéhrend blaCTX-M-32 lediglich um 1 Log-Stufe auf
4,13x10? reduziert wurde.

Die einzelnen Parameter des Clusters der selten vorkommenden Resistenzgene konnten im
Zulauf des sequentiellen Verfahrens (1,5 und 2 g Ozon/g DOC) nicht detektiert werden.
Lediglich die Resistenzgene mecA (5,78x10* Zellaquivalente/100 mL) und blaNDM (1,13x10?
Zellaquivalente/100 mL) konnten im Zulauf der Ozonbehandlung mit 2 g Ozon/g DOC in
geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. Das New-Delhi-B-Lactamase-Gen
(blaNDM) konnte wéhrend der Ozonbehandlung unter das Detektionslimit reduziert werden
und das Methicillin-Resistenzgen mecA wurde durch die erhdhte Ozonung lediglich marginal
auf 2,30x10! Zellaquivalente/100 mL und durch die anschlieBende UV-Bestrahlung (400 J/m?)
ebenfalls unter das Detektionslimit reduziert.

Die Intensitat der UV-Bestrahlung hat einen untergeordneten Effekt auf die durchschnittliche
Reduktion der einzelnen Cluster. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Bakterien
bereits durch die Ozonbehandlung vorgeschadigt waren und somit 400 J/m?2 bereits ausreichen,
um die maximal moglichen Reduktionen zu erreichen. Hohere UV-Dosen waren demzufolge
lediglich fur eine alleinstehende UV-Behandlung zielfuhrend. Der bereits in Kapitel 3.3.4
beobachtete synergetische Effekt von Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung konnte besonders
bei der hohen Ozonkonzentration fir die fakultativ pathogenen Bakterien und haufig
vorkommenden Antibiotikaresistenzgene beobachtet werden (vgl. Abbildung 28 A,B).

3.4.2 Effekte einer vorgeschalteten adsorptiven Reinigungsstufe auf die
Reduktion von mikrobiellen Kontaminanten

Um die Reduktion von mikrobiellen Kontaminanten der sequentiellen Ozon/UV-Behandlung
weiterhin zu erhéhen wurde, die sequentielle Ozon/UV-Behandlung mit dem Ablauf des
Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung betrieben. Diese Verfahrensanordnung
ermoglicht, dass besonders fur die Ozonkonzentrationen von 2 g Ozon/g DOC geringere Dosen
Ozon bendtigt werden und somit auch weniger leistungsstarke und damit glnstigere
Ozongeneratoren die bendtigte Ozonkonzentration bei hohem DOC zuverléssig bereitstellen
konnen. Gleichzeitig kann dem beobachteten Anstieg von Abundanzen einzelner, auch
hygienisch kritischer, Antibiotikaresistenzgene und fakultativ pathogener Bakterien wéhrend
der Aktivkohlebehandlung (siehe Kapitel 3.3.1) durch die Ozonbehandlung entgegengewirkt
werden, bevor diese die Umwelt erreichen. Nach der konventionellen Klé&rung, sowie
adsorptiven Aktivkohlebehandlung und Sedimentation im gro3technischen Mal3stab wurde die
Ozonbehandlung, in Anlehnung an die bisherigen Untersuchungen, mit 1,5 g Ozon/g DOC und
2 g Ozon/g DOC und einer Verweilzeit von 8 Minuten im Pilotmalistab durchgefuhrt. Die
nachfolgende UV-Bestrahlung mit 400 J/m2 und 600 J/m? erfolgte als Batch-Verfahren im 1 L
Labormalstab. Ein Schema des vollstdndigen Versuchsaufbaus ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Schematisch dargestellter Aufbau der Prozessfihrung und Probenahmestellen der
sequentiellen Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung nach konventioneller Kldrung und
Aktivkohlebehandlung (n=2). Rote Punkte: Probenahmestellen.

Aufgrund der geédnderten Anordnung konnte dieser Versuch lediglich an zwei
Probenahmekampagnen durchgefuhrt werden (n=2). Die Aktivkohlebehandlung reduzierte die
der ersten Probenahmekampagne den DOC von 4,04 mg/L im Ablauf des Nachklarbeckens
auf 3,64 mg/L nach dem Sedimentationsbecken der Aktivkohlebehandlung. Bei der zweiten
Kampagne lag der DOC im Ablauf des Nachkléarbeckens bei 3,5 mg/L und wurde bis zum
Auslauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung lediglich auf 3,24 mg/L
verringert. Damit war die im Ablauf des Nachkl&rbeckens ein vergleichbarer DOC wie bei den
bisherigen Untersuchungen (Kapitel 3.3 und Kapitel 3.4.1).

Die durchschnittlichen Abundanzen des Summenparameter eines Clusters an jeder
Probenahmestelle sind in Abbildung 30 zusammen mit den Abundanzen der einzelnen
Parameter grafisch zusammengefasst. Die genauen Einzelparameter sind tabellarisch im
Anhang 7.21 gelistet und die zugrundeliegenden Messungen der einzelnen Probenahmen
befinden sich im Anhang 7.24.
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Abbildung 30: Zellaquivalente/100 mL der Summenparameter der fakultativ pathogenen Bakterien
(A), haufig vorkommenden Resistenzgene (B), intermediar vorkommenden Resistenzgene (C) und
selten  vorkommenden  Resistenzgene (D) im  Zulauf (Sedimentationsbeckens  der
Aktivkohlebehandlung) und nach 1,5 g Ozon/g DOC bzw. 2 g Ozon/g DOC ohne und mit
nachgeschalteter UV-Bestrahlung mit 400 J/m2 bzw. 600 J/m2. Blauer Balken: Mittelwert aller
Einzelparameter als Summenparameter. Punkte: Abundanzen der einzelnen Parameter. Signifikante
Reduktionen in Bezug auf den Zulauf sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1, **: p<0,05, ***:
p<0,01.

Im Gegensatz zum Verfahren mit dem direkten Ablauf des Nachklarbeckens (ohne
nachgeschalteten Aktivkohlebehandlung) als Zulauf wurde die maximale, durch Ozon
hervorgerufene, reduzierende Wirkung auf alle Cluster nicht bereits bei 1,5 g Ozon/g DOC,
sondern erst bei 2g Ozon/g DOC erreicht. Eine zusétzliche UV-Behandlung zeigte nur
vereinzelt Wirkung gegen ozonrobuste Bakterien. Trotz der gestiegenen Reduktion konnten
einzelne Bakterien diesen Reinigungsprozess in relevanten Konzentrationen uberstehen (z.B.
Tréager das blaTEM-Gens, vgl. Abbildung 30, B).

Durch die Verwendung des Ablaufs der adsorptiven Reinigung konnte bei dem Cluster der
fakultativ pathogenen Bakterien, im Vergleich zum direkten Ablauf des Nachkléarbeckens als
Zulauf, eine wesentlich gesteigerte Reduktion beobachtet werden (siehe Abbildung 30, A).
Lediglich A. baumannii erwies sich als besonders widerstandsféahig gegen Ozon und konnte
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auch noch nach einer Behandlung mit 2 g Ozon/g DOC nahe dem Detektionslimit
nachgewiesen werden.

Von den haufig vorkommenden Antibiotikaresistenzgenen konnten tetM und ermB ausgehend
von 103-10* Zellaquivalente/100 mL unter das Detektionslimit reduziert werden. Das
Resistenzgen blaTEM konnte ausgehend von 5,48x10* bei 1,5 g Ozon/g DOC (bzw. fur
2 g Ozon/g DOC: 1,31x10°) Zellaquivalente/100 mL um etwa 1 Log-Stufe auf ca. 10
Zellaquivalente/100 mL reduziert werden. Die ibrigen Parameter kamen nach einer Reduktion
von bis zu 3,5 Log-Stufen (sull) noch in deutlich detektierbaren Konzentrationen vor
(Abbildung 30, B). Ein direkter Einfluss der verédnderten Prozessparameter auf die Abundanz
der h&ufig vorkommenden Resistenzgene wurde nicht beobachtet. Weder eine Erhéhung der
Ozonkonzentration von 1,5 g Ozon/g DOC auf 2 g Ozon/g DOC noch eine zusétzlich
nachfolgende UV-Bestrahlung mit 400 J/m? oder 600 J/m2 konnte die Reduktion signifikant
verbessern.

An dem Cluster der intermediar vorkommenden Resistenzgene ist die speziesabhéngige
Wirkung von Ozon besser zu erkennen. Die Reduktion des Verfahrens erhoht sich bei einem
Anstieg der Ozonkonzentration von 1,5 g Ozon/g DOC auf 2 g Ozon/g DOC von 1,5 Log-
Stufen auf 3,5 Log-Stufen. Eine zusatzliche UV-Behandlung zeigt, insbesondere bei dem
Cephalosporin-Resistenzgen  blaCTX-M, eine synergetische Wirkung. Intermediar
vorkommende Resistenzgene konnten durch den Prozess zu einem tiberwiegenden Teil bereits
durch die alleinige Ozonbehandlung mit 1,5 g Ozon/g DOC unter das Detektionslimit reduziert
werden (blaCMY-2, blaOXA-48). Eine vollstandige Reduktion unter das Detektionslimit
wurde erst ab einer Ozonkonzentration von 2 g Ozon/g DOC fir blaCTX-M-32 bzw. einer
Kombination von 2 g Ozon/g DOC und 600 J/m? UV bei blaCTX-M erreicht (siehe Abbildung
30, C).

Aus dem Cluster der selten vorkommenden Resistenzgene konnte nur die kritischen mcr-1 und
blaVIM Gene im Zulauf mit 3,26x10? (1,5 g Ozon/g DOC) und 3,92x10? (2 g Ozon/g DOC)
Zellaquivalente/100 mL detektiert werden. In beide Fallen wurde das Gen bereits bei der
Ozonbehandlung ohne UV-Bestrahlung unter das Detektionslimit reduziert.

Andere Autoren haben bereits gezeigt, dass der DOC einen Einfluss auf die Effizienz von Ozon
bei der Reduktion von chemischen Spurenstoffen aufweist. Bei einem héheren DOC-Gehalt
ist die Wirkung von Ozon weniger ausgepragt als bei einem geringen DOC-Gehalt (Von
Sonntag und VVon Gunten 2012). Die beobachtete Verringerung des DOC im zu behandelnden
Wasser durch die adsorptive Behandlung konnte ebenfalls bestatigt werden (Altmann et al.
2014). Die gesteigerte mikrobielle Reduktion der Ozonbehandlung nach einer vorgeschalteten
adsorptiven Reinigung lasst vermuten, dass ein vergleichbarer Effekt ebenfalls fiir mikrobielle
Kontaminationen auftritt. Bei einem verringerten DOC haben die Ozonmolekile bzw. OH
Radikale weniger Strukturen, mit denen sie reagieren kénnen. Durch die somit verminderte
Ozon-Zehrung ist eine Reaktion mit einem Bakterium wahrscheinlicher.

Obwonhl eine adsorptive Stufe als alleinstenender Prozess keine signifikante Reduktionen
erzielen konnte (vgl. Kapitel 3.3.1), betrug die durchschnittliche Reduktion der nachfolgenden
sequentiellen Ozon/UV-Kombination zwischen 2,5-3 Log-Stufen (vgl. Abbildung 30). Damit
lag die Reduktion der sequentiellen Ozon/UV-Behandlung mit vorangegangener adsorptiver
Behandlung, bei vergleichbaren DOC im Ablauf des Nachklarbecken, ca. 1 Log-Stufe iber der
sequentiellen Ozon/UV Behandlung bei der konventionellen Reinigung ohne adsorptive Stufe.
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3.4.3 Einfluss der hydraulischen Verweilzeit auf das Reduktionsvermdgen der
sequentiellen Anwendung von Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung

Neben einer Erhéhung der Ozonkonzentration ist die Kontaktzeit des Ozons mit dem Wasser
im Reaktor eine weitere wesentliche Einflussgrofie auf eine mogliche verbesserte Reduktion
von Mikroorganismen (von Gunten et al. 2001). Im Folgenden wurde die Auswirkung einer
Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC bei einer Erhohung der hydraulischen Verweilzeit des
zu behandelten Wassers innerhalb des Ozonkontaktreaktors von 8 Minuten auf 30 Minuten
und auf 60 Minuten auf die Reduktion fakultativ pathogener Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene untersucht. Aufgrund des Aufbaus der Ozonanlage als
Blasensdulenreaktor ist die hydraulische Verweilzeit jeweils zur Halfte in Ozonkontaktzeit und
Verweilzeit zum Abreagieren aufgeteilt.

Aufgrund der in vorangegangenen Untersuchungen beobachteten synergetischen Wirkung
einer nachfolgenden UV-Bestrahlung wurden auch diese Experimente der verldngerten
Verweilzeit mit und ohne UV-Bestrahlung durchgefihrt (vgl. Abbildung 31).

Konventionelle Abwasserbehandlung Ozonbehandlung UV- Behandlung
o 30 min J 8
s > @>| 200-L uv o>
’\‘Q /oh/ 60 g 0zon "
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|@>] 400 UV >
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Prozessfihrung zur Untersuchung des Effekts einer
verlangerten hydraulischen Ozon-Verweilzeit von 30 Minuten bzw. 60 Minuten ohne und mit
nachfolgender UV-Bestrahlung. Rote Punkte: Probenahmestellen.

Als UV-Dosis wurde 400 J/m? verwendet, da eine Erhéhung auf 600 J/m?2 in den bisherigen
Ergebnissen (vgl. Kapitel 3.4.1 und 3.4.2) keine durchgehende Verbesserung der
Reduktionleistung erzielte. Insgesamt wurden drei unterschiedliche Probenahmen
durchgefiihrt (n=3). Als Zulauf der Ozonbehandlung diente der Ablauf des Nachklarbeckens
und die optionale UV-Bestrahlung erfolgte im 1 L Batch -Verfahren im LabormaRstab. Der
DOC im Ablauf des Nachklarbeckens an den drei Tagen unterlag mit 4,88; 3,64 und 3,24 mg/L
DOC an den einzelnen Probenahmekampagnen einer Streuung, lag aber noch im Bereich der
Standartabweichung der Durchschnittwerte Giber den gesamten Probenahmezeitraum (4,3+£1,1
mg/L).

Die durchschnittlichen Abundanzen der Antibiotikaresistenzgen-Cluster sowie der
untersuchten fakultativ pathogenen Bakterien sind in Abbildung 32 grafisch dargestellt. Die
Abundanz der Einzelparameter und deren Standardabweichungen sind im Anhang 7.22
tabellarisch zusammengefasst und die genauen p-Werte der Reduktionen sowie die
Abundanzen wéhrend der einzelnen Probenahmen sind im Kapitel 7.24 im Anhang aufgefihrt.

Insgesamt zeigt die Ozonbehandlung mit verlangerter hydraulischer Verweilzeit eine starke
Reduktion fir fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen bis zu 2,5
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Log-Stufen. Hierbei hat sich eine hydraulische Verweilzeit von 60 Minuten als effektiver
herausgestellt als 30 Minuten. Eine nachfolgende UV-Bestrahlung erwies sich bei kirzerer
Verweilzeit (30 min) als synergetisch wirksamer als bei langerer hydraulischer Verweilzeit (60
min)(siehe Abbildung 32,A,B,C, D).
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Abbildung 32: Zellaquivalente/100 mL der Summenparameter der fakultativ pathogenen
Bakterien(A), haufig vorkommenden Resistenzgene (B) intermediar vorkommenden Resistenzgene (C)
und selten vorkommenden Resistenzgene (D) im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach einer
Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC, einer Ozonkontaktzeit von 30 Minuten bzw. 60 Minuten sowie
optionaler UV-Bestrahlung mit 400 J/m2. Blauer Balken: Mittelwert aller Einzelparameter als
Summenparameter. Punkte: Abundanzen der einzelnen Parameter. Signifikante Reduktionen in Bezug
auf den Zulauf sind mit Sternen gekennzeichnet: *: p<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,01.

Die allgemeine Reduktion fiir fakultativ pathogenen Bakterien (Abbildung 32, A) bei einer
hydraulischen Verweilzeit von 30 Minuten und ohne UV-Bestrahlung lag bei 0,53 Log-Stufen.
Durch eine nachfolgende UV-Bestrahlung konnte die Reduktion auf 2,09 Log-Stufen erhoht
werden. Bei einer hydraulischen Verweilzeit von 60 Minuten betrug die Steigerung durch eine
zusétzliche UV-Behandlung, ausgehend von 2,51 Log-Stufen fur die alleinstehende
Ozonbehandlung, insgesamt 2,9 Log-Stufen, also nur zuséatzlich 0,4 Log-Stufen.

Haufig vorkommende Antibiotikaresistenzgene konnten, abhangig von den verwendeten
Prozessparametern, im Mittel zwischen 0,6 Log-Stufen bei 30 Minuten Ozonbehandlung und

Ergebnisse und Diskussion 81



2,44 Log-Stufen bei 60 Minuten Ozon/UV-Bestrahlung reduziert werden (Abbildung 32, C).
Vergleichbar mit den fakultativ pathogenen Bakterien wurde auch hier ein ausgepragter
synergetischer Effekt mit der UV-Behandlung beobachtet, welcher bei der kirzeren
hydraulischen Verweilzeit von 30 Minuten 1 Log-Stufe hoher ausfallt als bei langerer
Verweilzeit. Von den einzelnen untersuchten Parametern des Clusters erwies sich das
Resistenzgen blaTEM gegen p-Lactam-Antibiotika bzw. deren Trdgerorganismen als
besonders widerstandsféhig gegen Ozon. Es wurde bei einer hydraulischen Kontaktzeit von 30
Minuten lediglich von 3,06x10° auf 1,64x10° Zellaquivalente/100 mL und bei 60 Minuten von
2,75x10* auf 1,02x10* Zellaquivalente/100 mL reduziert.

Die Reduktion von intermediar vorkommenden Resistenzgenen lag, abhéngig von den
Prozessparametern, zwischen 0,94 Log-Stufen (30 Minuten Ozonbehandlung) und 2,38
Log-Stufen (60 Minuten Ozonbehandlung mit sequentieller UV-Bestrahlung). Bei einer
Verweilzeit von 30 Min. wurde das blaCTX-M-32 Resistenzgen lediglich von 2,08x10* auf
2,45x10° Zellaquivalente/100 mL und bei einer Verweilzeit von 60 Min. von 4,54x10° auf
5,73x10% Zellaquivalente/100 mL reduziert. Eine nachfolgende UV-Bestrahlung erreichte
jeweils eine weitere Reduktion von ca. 1 Log-Stufe. Damit war blaCTX-M-32 der einzige
Parameter dieses Clusters, welcher nach einer kombinierten Behandlung noch in signifikanten
Abundanzen detektiert werden konnte.

Selten vorkommende Resistenzgene konnten im Zulauf der Ozonbehandlung bei dieser
Probenahmekampagne nicht detektiert werden, somit ist eine Aussage Uber die Reduktion
dieses Clusters nicht maoglich.

Die im Vergleich der verlangerten Verweilzeit zu einer Verweilzeit von 8 Minuten gesteigerte
Reduktion bei gleichbleibender Ozonkonzentration (1 g Ozon/g DOC) korreliert mit denen aus
Laborstudien (Gehr et al. 2003). Die erhdhte mikrobielle Reduktion resultiert aus einem
verringerten ,,shielding effect* der Partikel im Wasser, welche eine Reaktion des Ozons mit
Bakterien erschwert (Lazarova et al. 2013). Bei einer langeren hydraulischen Verweilzeit ist
es wahrscheinlicher, dass ein Ozonmolekiil oder OH Radikal mit einem Bakterium reagiert
und nicht mit einem abiotischen Partikel interagiert.

Gleichzeitig lasst der synergetische Effekt von Ozon und UV-Behandlung bei langerer
Ozonkontaktzeit nach. Die durch eine 30 Minuten Kontaktzeit geschadigten Bakterien werden
im Anschluss durch die UV-Bestrahlung zwar noch zusatzlich eliminiert. Eine 60-minltige
Ozonung tberleben jedoch nur sehr robuste, oder anderweitig geschiitzte Bakterien, welche in
geringerem MaRe dann noch UV anféllig sind. Trotz der allgemein hohen Reduktion im
kombinierten Ansatz kénnen jedoch vor allem ozonrobuste Bakterien sowie Resistenzgene
solcher Bakterien diesen Abwasserbehandlungsprozess tberstehen (z.B. A. baumannii oder
blaCTX-M-32). Das Verfahren erweist sich grundsatzlich als geeignetes Verfahren, um bei
ausreichend langer Verweilzeit (60 Minuten), auch ohne zusatzliche UV-Bestrahlung, einen
GroRteil der klinisch relevanten kritischen Antibiotikaresistenzgene sowie die Mehrheit der
fakultativ pathogenen Bakterien aus dem Abwasserstrom zu entfernen. Es bleibt zu
diskutieren, ob dieser rein wissenschaftlich untersuchte Prozess zur hydraulischer Verweilzeit
auch tatsachlich in den Realbetrieb einer Grol3kl&ranlage integriert werden kann.
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3.4.4 Verifizierung der Effekte der veranderten Betriebsparameter durch
Kultivierungsexperimente

Um die Auswirkung der Prozessparameterverdnderung mittels Kultivierungsexperimenten zu
erfassen, wurde aufgrund der Vielzahl an Probenahmestellen lediglich Taxonomie-spezifische
Plattensysteme verwendet. Die auszéhlbaren Kolonie bildenden Einheiten/100 mL der
einzelnen Kampagnen sind im Anhang in den Kapiteln 7.19, 7.21 und 7.23 aufgelistet.

Nach einer Behandlung mit erhéhten Ozonkonzentrationen und UV-Dosen konnten zum
uberwiegenden Teil eine einstellige Anzahl an Kolonie bildenden Einheiten in 100 mL
nachgewiesen wurde. Lediglich Pseudomonas spp. konnte durchgehend in hoheren
Abundanzen nachgewiesen werden, z.B. mit 471 KBE/100 mL nach einer Ozonbehandlung
mit 1,5 g Ozon/g DOC. Ein Vergleich der Reduktionleistungen bei unterschiedlichen
Ozonkonzentrationen zeigt, dass fir E. coli, Acinetobacter spp. und Pseudomonas spp. mit
steigender Ozonkonzentration auch eine ansteigende Reduktion erreicht wurde. Nach einer
Behandlung mit 1,5 g Ozon/g DOC konnten noch 26 KBE/100 mL detektiert werden und bei
2 g Ozon/g DOC wurden 6 KBE/100 mL E. coli nachgewiesen. Diese gesteigerte Reduktion
konnte bei molekularbiologischen Untersuchungen identischer Proben trotz PMA-Behandlung
zur Lebend/Tod Diskriminierung der Bakterien nicht beobachtet werden.

Eine Verlangerung der hydraulischen Kontaktzeit von 8 Minuten auf 30 Minuten hatte zur
Folge, dass im Kulturverfahren fakultativ pathogene Bakterien nur noch in geringen
Konzentrationen im Ablauf vorhanden waren, welche nach einer zusatzlichen UV-Bestrahlung
nahe des Detektionslimits reduziert wurden. Bei einer weiteren Verldngerung der
hydraulischen Kontaktzeit auf 60 Minuten konnten bereits durch eine alleinige
Ozonbehandlung die Mehrheit der Keime nicht mehr verlasslich quantifizierbar kultiviert
werden.

Eine zuséatzliche adsorptive Aktivkohlebehandlung zwischen dem Nachklarbecken und der
Ozonbehandlung ermdglichte eine signifikante Reduktion, sodass lediglich sehr geringe
Abundanzen (1-15 KBE/100 mL) nachgewiesen werden konnten. Vergleichbar mit den
Ergebnissen der molekularbiologischen Untersuchungen ist Acinetobacter spp. als alleiniger
untersuchter Parameter noch vereinzelt (15 KBE/100 mL) nach der Ozonbehandlung
nachweisbar.

Die allgemeinen Unterschiede zwischen den Abundanzen der mikrobiologischen
Untersuchungen zu den molekularbiologischen Untersuchungen (qPCR) lassen sich durch
Induktion von VBNC-Stadien, also von Stressreaktionen bei Bakterien durch die
Ozonbehandlung erkl&ren, wie sie auch bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachtet wurde
(Orta de Veladsquez et al. 2017, Zhang et al. 2015, Zhang et al. 2011). Bakterien in VBNC-
Stadien kdnnen durch kulturbasierte Verfahren nicht nachgewiesen werden. Erst nach einer
zusétzlichen Regenerationszeit bilden sich Spezies abhéngig wahrend der Inkubationszeit
makroskopisch sichtbare Kolonien. Bakterien, welche durch die subletale Ozonbehandlung in
das VBNC-Stadium tbergehen, werden demzufolge durch die kulturbasierten Methoden nicht
nachgewiesen und die Ergebnisse sind als falsch negativ zu bewerten.

Bei der PMA-Behandlung vor der gPCR wird die DNA von Bakterien im VBNC-Stadium
jedoch nicht komplexiert und steht weiterhin zur Detektion zur Verfligung. Bei kulturbasierten
Verfahren (bersteigen daher deren beobachteten Reduktionseffizienzen die der gPCR
basierten Verfahren. Letztlich muss bei allen Verfahren, die bei Bakterien eine Stressantwort
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ausldsen, darauf geachtet werden, ob VBNC-Stadien verstarkt induziert werden, um dann ein
geeignetes Nachweisverfahren zu wahlen, durch welches die Gesamtheit aller intakten
Bakterien erfasst wird.

3.4.5 Zwischenfazit zu veranderten Betriebsparametern der sequentiellen
Ozon/UV-Behandlung

Die Bewertung der Parameterdnderung im Hinblick auf die Reduktion von fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Bewertung der Anderung einzelner Betriebsparameter auf die Reduktion fakultativ
pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Vergleich zur Behandlung mit 1 g Ozon/g
DOC bei einer hydraulischen Verweilzeit von 8 Minuten ¢: keine Verbesserung der Reduktion, A:
Verbesserung der Reduktion.

Erh6hung der Erhoéhung Erhhung der
Ozonkonzentration Ozon/UV- der hvdraulischen
bis auf 2 g Ozon/g | Kombination | UV-Dosis i//erweilzei i
DOC auf 600 J/m2
Ablauf des
Nachklarbeckens als O O O A
Zulauf
Ablauf des
Sedimentationsbeckens Nicht
der Aktivkohle (PAK) als A A <> untersucht
Zulauf

Durch die alternative Verwendung des Ablaufs des Sedimentationsbeckens der
Aktivkohlebehandlung, konnte eine um 1 Log-Stufe erhOhte Reduktion aller untersuchten
mikrobiologischen Parameter erreicht werden. Obwohl die adsorptive Reinigung nur
unzureichende Reduktionleistungen beziiglich fakultativ pathogener Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen besitzt, ermoglicht der verringerte DOC eine effizientere
reduzierende Wirkung des Ozons, aufgrund einer verminderten Auspragung der Ozonzehrung.
Der Verfahrensaufbau mit einer adsorptiven Reinigung und erhéhter Ozonkonzentration als
eine abschlielende Stufe fir eine mikrobielle Abwasserbehandlung ist als vielversprechend
Alternative anzusehen. Es sollten jedoch zusétzliche Untersuchungen dieser Prozessfiihrung
am beprobten sowie an weiteren Standorten wiederholt werden, um eine statistische
Absicherung dieser ersten Resultate zu gewéhrleisten.

Die Untersuchungen der Reduktionleistungen nach der konventionellen Kldarung unter
veranderten Einstellungen des Prozesses der sequentiellen Ozon/UV-Behandlung ergab, dass
eine Erhdhung der Ozonkonzentration von 1 g Ozon/g DOC auf 1,5 g Ozon/g DOC bzw. 2 g
Ozon/g DOC keine Steigerung der mikrobiellen Reduktion zur Folge hatte. Weiterhin ist eine
Erhéhung der Ozonkonzentration aufgrund der Entstehung von unerwuinschten, potentiell
toxischen Nebenprodukten ohne weitergreifende Malinahmen bedenklich (Hubner et al. 2015,
von Gunten et al. 2001). Fir einen abschlieRenden Prozess in der Kette der
Abwasserbehandlung sind diese erhéhten Einstellungen nicht geeignet. Eine weitergehende
UV-Bestrahlung, auch mit erhdhter UV-Dosis, bringt keine zusatzliche Reduktion, wiirde
jedoch vorsorgend auch die Reduktion ozonrobuster Spezies ermdglichen.
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Eine Verlangerung der hydraulischen Verweilzeit im Ozon-Kontaktreaktor und damit eine
Erhohung der Kontaktzeit des belasteten Wassers mit dem Ozon kann bei einer
Ozonkonzentration von 1 g Ozon/g DOC die bakterielle Reduktion des kombinierten Prozesses
signifikant erhéhen. Auch hier muss die Umsetzbarkeit an der Kléaranlage im Realbetrieb
uberprift werden.

3.5 Optimierung der Betriebsparameter beider Ultrafiltrationseinheiten

Neben der sequentiellen Ozonbehandlung und UV-Bestrahlung hat sich in Kapitel 3.3.5 auch
die Ultrafiltration als vielversprechender Prozess zur Reduktion von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen dargestellt. Im Folgenden werden die Reduktionen
der beiden beprobten Ultrafiltrationseinheiten jeweils am unteren (12,5 L/m2h) sowie oberen
(50 L/m?h fir UF 2 und 90/m2h fir UF 1) Bereich der mdglichen Fluxrate sowie mit
unterschiedlichen  Zuldufen  (Ablauf des Nachklarbeckens und Ablauf des
Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung) an zwei Probenahmen untersucht (n=2).
Die Probenahmen bei unterschiedlichen Fluxraten fanden innerhalb eines Filtrationszyklus (20
Minuten) statt. Um eine vergleichbare Ausgangssituation des zu behandelnden Wassers zu
gewahrleisten, wurden alle Proben bei unterschiedlichen Fluxraten in einem Zeitfenster von
2 h.genommen. Vor den Probenahmen fand jeweils eine chemische Reinigung der Membranen
mit Natronlauge, Natriumhypochlorid und Salzs&ure statt.

Aufgrund der benotigten DNA-Menge fur die molekularbiologischen Untersuchungen und
dem damit verbundenen bendtigten erhéhten Probenvolumen fir die Ultrafiltrationen, konnten
diese Untersuchungen nicht mit allen etablierten Parametern durchgeftihrt werden. Lediglich
das Cluster der haufig vorkommenden Resistenzgene, sowie ausgewahlte Resistenzgene der
hygienisch relevanteren intermediar vorkommenden Resistenzgene (blaOXA-48, blaCTX-M
und blaCTX-M-32) wurde beprobt, da zu erwarten war, dass die Ubrigen Cluster unter das
Detektionslimit reduziert werden. Aus dem Cluster der fakultativ pathogenen Bakterien
wurden die Untersuchungen auf den Nachweis von E. coli, A. baumannii und intestinale
Enterokokken beschrankt.

3.5.1 Einfluss der Fluxrate auf die Reduktion von Ultrafiltrationen

In Abbildung 33 sind schematisch die Betriebsfiihrung der einzelnen Ultrafiltrationseinheiten
sowie die unterschiedlichen verwendeten Fluxraten abgebildet. Die Probenahmen fanden in
einem Zeitrahmen von insgesamt 2 h statt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Proben
innerhalb eines Filtrationszyklus (20 Minuten) genommen wurden. Der SAK2s4 im Zulauf der
Ultrafiltrationseinheiten, vor dem installierten 200 um Vorfilter, lag an den Probenahmetagen
bei 9,6 und 10,4 1/m und lag damit geringflgig Gber dem durchschnittlichen SAK2s4 wahrend
der Kampagne zur Untersuchung der alleinstehenden erweiterten
Abwasserbehandlungsverfahren von 9.3.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Prozessfiihrung sowie die verwendeten Fluxraten der
beiden Ultrafiltrationseinheiten. Rote Punkte: Probenahmestellen.
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Es zeigte sich, dass die Reduktion nicht ausschliel3lich tber die PorengroRe der Membranen
(UF 1: 20 nm, UF 2. 25 nm) definiert ist, sondern auch die Fluxrate (Durchsatz der
Ultrafiltrationseinheit) einen Einfluss auf die Reduktion haben kann. Entgegen der
ursprunglichen Erwartung zeigte eine Erhdhung der Fluxraten jedoch keinen einheitlichen
Effekt. So erreicht Ultrafiltration 1 mit steigender Fluxrate ausgehend von 12,5 L/mh eine
stetige Verbesserung der Reduktion bis zu 5 Log-Stufen, wéhrend bei Ultrafiltration 2 eine
Erhéhung der Fluxrate von 12,5 L/m2h auf 50 L/m2h mit einer gleichbleibenden Reduktion von
ca. 3 Log-Stufen keine nennenswerte Steigerung festgestellt wurde.

Die mittleren Abundanzen der einzelnen Parameter bei Verwendung des Ablaufes der
Nachklarung als Zulauf sind im Anhang in Tabelle 31 gelistet.

Das unterschiedliche Verhalten der mikrobiellen Reduktionen von Ultrafiltration 1 und
Ultrafiltration 2 bei einem Anstieg des Fluxes untermauert die in Kapitel 3.3.5 aufgestellte
Hypothese, dass Ultrafiltration 2 bei gleichem SAK2s: (als Richtwert flr den Gehalt an
gel6sten, organischen Stoffen mit adsorbierenden Eigenschaften bei 254 nm) in geringerem
Umfang eine Deckschicht ausbildet als Ultrafiltration 1. Da eine ausgebildete Deckschicht an
der mikrobiellen Reinigungsleistung beteiligt ist (Salladini et al. 2007, Schafer et al. 2000),
erreicht Ultrafiltration 1 eine hohere Reduktionen. Bei einem Anstieg der Fluxrate wird
wiederum die Deckschicht, soweit vorhanden, starker verdichtet (Pinnekamp und Friedrich
2006, Thomas 2007). Da sich bei dem Betrieb von Ultrafiltration 2 keine Deckschicht
ausbildet, kann sich diese durch eine Erh6hung des Fluxes nicht zusétzlich verdichten und die
mikrobielle Reduktion nicht zuséatzlich beeinflussen

Aus 0Okonomischer Sicht kann eine hohere Fluxrate, unter Vorbehalt des benétigten
Energieverbrauchs, vorteilhaft sein, da eine Filtrationseinheit in der gleichen Zeit ein groReres
Abwasservolumen  reinigen  kann.  Untersuchungen  der  Ultrafiltration  zur
Trinkwasseraufarbeitung empfehlen, die Wahl des Fluxes abhangig vom Transmembrandruck
zu waéhlen, da ein konstanter Transmembrandruck von < 1 bar hilft, irreversibles Fouling der
Membran zu vermeiden (Crozes et al. 1997).
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3.5.2 Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen durch eine Ultrafiltration mit vorgeschalteter
adsorptiver Reinigungsstufe

Es wurden zusatzliche Untersuchungen zur Reduktion beider Ultrafiltrationseinheiten mit
einer vorgeschalteten adsorptiven Reinigungsstufe untersucht. Ein schematischer Uberblick
uber den Versuchsaufbau ist in Abbildung 34 gegeben. Die Abundanzen jeder
Probenahmestelle sind im Anhang 7.15 aufgefiihrt. Die Probenahmen fanden in einem
Zeitrahmen von insgesamt 2 h statt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Proben innerhalb
eines Filtrationszyklus (20 Minuten) genommen wurden Der SAKss im Zulauf der
Ultrafiltrationseinheiten lag fir die beiden Probenahmetage (n=2) mit 6,2 1/m und 5,8 1/m,
bedingt durch die Aktivkohlebehandlung unter dem durchschnittlichen SAK2s4 im Ablauf des
Nachklarbeckens (9,3).

Ultrafiltration 1

s - =
m=h
Ultrafiltration 1

L

Ultrafiltration 1

ol ———— ||
m=h

Ultrafiltration 2

Konventionelle Abwasserbehandlung Aktivkohlebehandlung

?

Zulauf

¢ ¢ ¢ ¢

¢

Ultrafiltration 2
L
20 m2h .

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Prozessfihrung sowie die verwendeten Fluxrate der
beiden Ultrafiltrationseinheiten zur Ermittlung des Einflusses vom Zulauf der Ultrafiltration. Rote
Punkte: Probenahmestellen.

Ultrafiltrationseinheit 1 erreichte unabhangig von den verwendeten Fluxraten (12,5 L/m2h, 50
L/m2h und 90 L/m2h) eine Reduktion der fakultativ pathogenen Bakterien und der untersuchten
Auswahl an intermediar vorkommenden Resistenzgenen (E. coli, A. baumannii, intestinale
Enterokokken, blaOxa-48, blaCTX-M und blaCTX-M-32) unter das Detektionslimit. Die
ubrigen Parameter konnten ausgehend von einer Reduktionleistung von ca. 5 Log-Stufen bei
einer Fluxrate von 12,5 L/m?h durch eine Erhdhung des Fluxes auf 6 Log-Stufen erhoht
werden. Fir Ultrafiltration 2 hat eine Anderung des Zulaufes (vom Ablauf der Nachklarung
auf den Ablauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung) ebenfalls einen
Rickgang der Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
im Ablauf zur Folge. Ultrafiltrationseinheit 2 erzielte bei einer Fluxrate von 12,5 L/m2h eine
Reduktionleistung von 2 Log-Stufen. Eine Erhdhung der Fluxrate auf 50 L/m?h zeigt keinen
zusétzlichen Effekt auf die Reduktion mikrobieller Kontaminationen.

Die Auswirkungen auf die mikrobielle Reduktion einer vorgeschalteten adsorptiven
Reinigungsstufe sind nach dieser Stichprobe abhangig von den Eigenschaften der Membran
und der Filtrationseinheit. So erzielte Ultrafiltration 1 durch eine vorgeschaltete adsorptive
Stufe eine erhohte Reduktion der untersuchten fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen, welche durch die steigenden Fluxraten verbessert werden konnte.
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Die Reduktion von Ultrafiltration 2 zeigte durch die vorgeschaltete adsorptive Stufe ungeachtet
der Fluxrate keine signifikante Veranderung in der Reduktion.

Die mikrobielle Reduktion einer Ultrafiltration resultiert aus dem physikalischen Riickhalt und
teilweise auch aus Wechselwirkungen mit der Membran und einer evtl. ausgebildeten
Deckschicht. Die adsorptive Stufe besteht aus einem Kontaktreaktor mit granulierter
Aktivkohle gefolgt von einem Sedimentationsbecken (vgl. Kapitel 1.5.1). Ein moglicher
Grund fir die Varianz im Verhalten der Eliminationsleistung ware, dass feine
Aktivkohlepartikel, welche die zusétzliche Sedimentation passieren, die Deckschicht auf der
Membran der Ultrafiltration beeinflussen oder ein generell abgeandertes Stromungsverhalten
induzieren. So kann die Erh6hung der Reduktion von Ultrafiltration 1 auf abgelagerte
Aktivkohle in der Deckschicht und auf einen dadurch gesteigerten Rickhalt zuriickgefihrt
werden. Fir eine tiefergreifende und statistisch abgesicherte Analyse der Ursachen zum
beobachteten Verhalten sind weitergehende Studien nétig. Neben den Abundanzen von
mikrobiologischen Kontaminationen im Eluat muss auch der genaue Anteil an partikularen
Feststoff im Zulauf sowie weitere Betriebsparameter wie der Transmembrandruck mit
einbezogen werden.

3.6 Empfehlung zur erweiterten Abwasseraufbereitung an kommunalen
Kldranlagen

Die durchgefiinrten Untersuchungen haben aufgezeigt, dass die derzeit in Deutschland
verbreitete Abwasserbehandlung nicht geeignet ist, um fakultativ pathogene Bakterien und
Antibiotikaresistenzgene aus dem Abwasserstrom zu entfernen und an der weiteren
Ausbreitung in  die Umwelt zu hindern. Durch ausgewdahlten Verfahren und
Verfahrenskombinationen der erweiterten Abwasserbehandlung, konnte allerdings eine
signifikante Reduktion von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
erreicht werden, welche nach internationaler Sichtweise ausreichend ist, um die Verbreitung
von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen zu unterbinden(Kehoe et
al. 2017).

Grundsétzlich stellte sich bei dieser Arbeit das Verfahren der Ultrafiltration als besonders
vielversprechend fiir eine umfassende Reduzierung von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzen heraus. Da wahrend der Filtration fakultativ pathogene Bakterien
jedoch nicht abgeto6tet, sondern lediglich zurtickgehalten werden, konzentrieren sich alle aus
dem Hauptwasserstrom entfernten mikrobiellen Kontaminationen im Retentat (Ruckspulung)
der Filtrationseinheit auf. Dieses Retentat zeigte sich bei ersten Untersuchungen der zwei
Ultrafiltrationseinheiten als stark kontaminiert und biologisch aktiv, sodass sich mobile
ibertragbare ,,Risikogene* durch horizontalen Gentransfer weiter verbreiten und auch auf
andere Bakterien Ubertagen werden konnen. Davon ist bei hoher Bakteriendichte und —
diversitat auszugehen. Generell ist dieses Geschehen ein verbreitetes Problem in vielen
technischen Anlagen der Aufbereitung. Speziell sind keine weiteren Erkenntnisse zum
Retentat von Ultrafiltrationsanlagen im Bereich der kommunalen Abwasserbehandlung in
Bezug auf ihr biologischen Risikopotential in den internationalen Fachzeitschriften
veroffentlicht. Die Entwicklung eines Konzepts fur die weitere Behandlung bzw. den Verbleib
des Retentats ist fiir diese Prozesskombination noch zwingend noétig.

Ein moglicher Gesamtprozess fiir die Reduzierung sowohl von Spurenstoffen als auf fakultativ
pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen besteht aus einer Ozonbehandlung inkl.
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optionaler adsorptiver Reinigung fiir die Spurenstoffelimination sowie einer nachfolgenden
Ultrafiltration fur die Reduktion mikrobieller Kontaminationen. Die empfohlene
Prozessanordnung fur eine solche umfassende Abwasseraufbereitung ist in Abbildung 35, A
dargestellt.

Als mogliche Alternative zur Reduktion mikrobieller Kontaminationen zu der Ultrafiltration
zeigte die in Stichproben untersuchte Prozesskombination aus einer adsorptiven
Aktivkohlebehandlung mit anschliefender sequentieller Ozon/UV-Behandlung, eine zur
Ultrafiltration vergleichbare Reduktion mikrobiologischer Kontaminationen. Bei diesem
Aufbau werden mehrere beobachtete synergetische Effekte der einzelnen Verfahren
ausgenutzt. Die Aktivkohlebehandlung reduziert den DOC des zu behandelnden Wassers und
verbessert somit die mikrobielle Reduktion der Ozonbehandlung und die abschlielende UV-
Behandlung erzielt ebenfalls erhohte mikrobielle Reduktionen durch die synergetische
Leistung der vorgeschalteten Ozonbehandlung. In diesem Gesamtprozess soll die
Aktivkohlebehandlung als Stufe der Spurenstoffreduktion angesehen werden und die
sequentielle Ozon/UV-Behandlung als Stufe zur Reduktion von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen. Dieser Ansatz konnte mit der noch
durchzufiihrenden statistischen Absicherung der Ergebnisse als Alternative zur Ultrafiltration
eingesetzt werden (vgl. Abbildung 35, B).
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Abbildung 35: Vorschlag zweier Verfahren zur erweiterten Abwasserbehandlung, welche eine
umfassende Reduktion von fakultativ pathogene Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen unter
Nutzung mehrerer synergetischer Effekte ermdglicht.

Um solche Verfahren und Verfahrenskombinationen an der Klaranlage zu etablieren, muss
allerdings die Problematik erkannt, und ein Anreiz flr die Klaranlagenbetreiber geschaffen
werden.

Erste Bestrebungen das gesundheitliche Risiko von Abwasser zu erfassen, zeigt sich bereits
auf Lander Ubergreifenden Ebenen. Internationale Bemiihungen einer Regulation von
mikrobiellen Kontaminationen von Abwasser werden seitens der EU fir die
Wiederverwendung von Abwasser fir die Bewésserung in der Landwirtschaft gefiihrt (EU
2020/741). Jedoch werden auch in dieser Verordnung der EU in Anlehnung an die Deutsche
EN12255-14:2003, lediglich Indikatororganismen (E. coli/Coliphagen, und Legionella spp.)
als mikrobiologische Zielorganismen, berticksichtigt. Antibiotikaresistenzen werden in der
Verordnung EU 2020/741 lediglich als optionale Anforderung beriicksichtigt und das
gesundheitliche Risiko der Gruppe von ESKAPE-Erregern wie von der WHO vorgeschlagen,
auler Acht gelassen. Diese werden jedoch seitens der Krankenhaushygiene in Deutschland
erstmals auch fir den klinischen Abwasserbereich bericksichtigt (Bundesgesundheitsbl.
2020). Es werden erstmals die Belastungssituation von Abwasser auch hinsichtlich der
vorkommenden Antibiotikaresistenzen und fakultativ pathogenen Bakterien (nicht nur E. coli
als Indikatororganismus) in deren Risikobewertung von wasserfiihrenden Systemen mit
aufgenommen.

Keine der bisherigen Ansétze und Empfehlungen sind allerdings vollumfénglich, sie behandeln
lediglich Teilaspekte des Gesamtproblems. Eine restrisikofreie Abwasserbehandlung ist indes
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jedoch zur Zeit kaum moglich. Aus Griinden des vorsorgenden Umwelt- und
Gesundheitsschutzes ist es jedoch gefordert, eine moglichst hohe Reduktionsleistung durch
Implementierung zusétzlicher technischer Verfahren an Klaranlagen zeitnah einzufthren.
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4 Ausblick

Obwohl sich wahrend der Arbeit mehrere Verfahren und deren Kombinationen als potentiell
geeignet herausgestellt haben, bleiben noch einige Fragestellungen beziglich der beiden
wirksamsten Verfahren offen und bieten Raum flr weitere tiefergehende Untersuchungen. So
bleibt zu kl&ren, wie mit dem Retentat der Ultrafiltration weiter zu verfahren ist, damit nicht
lediglich eine Verschiebung der Kontaminationsgefahr, sondern eine tatsachliche
Minimierung bzw. Eliminierung stattfindet. Mdgliche Ansatze hierfir sind die Rickfiihrung
in die Belebung aber auch eine weitere VVolumenreduzierung und anschlieBende thermische
Behandlung des Retentats.

Das ldentifizieren sowie Optimieren geeigneter erweiterter Abwasserbehandlungsverfahren
hinsichtlich der Reduktion fakultativ pathogener Bakterien sowie Antibiotikaresistenzgene
war der erste Schritt zur Vermeidung der Ausbreitung Uber Klaranlagen und der daraus
folgenden Minimierung des Gesundheitsrisikos. Der nachste Schritt ware, einen Anreiz fir
Klaranlagenbetreiber zu schaffen, die identifizierten Techniken und Verfahren anzuwenden
und flr ihre individuellen Abwasserbedingungen zu optimieren. Dies kann beispielsweise
durch die Bestimmung von geforderten minimalen Reduktionen einer Klaranlage oder
Festlegung erlaubter Restkonzentrationen im Ablauf einer Kl&ranlage erfolgen.

Im internationalen Umfeld wird ein solcher Ansatz bereits durch die US-Water Alliance
vorgeschlagen (Kehoe et al. 2017). Die Einfihrung und Bestimmung eines solchen
Grenzwertes ist jedoch sehr komplex. Bakterien kénnen sich in der Umwelt erneut anreichern
und aus theoretischer Sicht kann ein einziger Keim, der in die Umwelt gelangt, dort
proliferieren und, ausschlaggebend flr eine Besiedlung von Menschen oder sogar einer
Infektion z.B. bei Immun-supprimierten Personen sein. Weiterhin sind Resistenzgene aufgrund
ihrer gesundheitsgeféhrdeten, klinischen Relevanz unterschiedlich zu bewerten. Hierbei kann
erweiternd der Ansatz der unterschiedlichen Cluster der Resistenzgene hilfreich sein. Indem
das Cluster der selten vorkommenden Resistenzgene, aufgrund der klinischen Relevanz der
enthaltenen Gene, kritischer gewertet wird, als das Cluster der hdufig vorkommenden
Resistenzgene, kann eine Verfdlschung der Reduktion durch verbreitete Resistenzgene
minimiert werden. Die einzelnen Parameter eines Clusters kdnnen weiterhin der aktuellen
Resistenzsituation angepasst werden, indem einzelne Gene eines Clusters hinzugefiigt oder
entfernt werden.

Fur eine Gesamtbetrachtung der Belastungssituation mussen zusétzlich, neben der Klaranlage,
die weiteren grofe Eintragspfade von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt bedacht werden. So ist die direkte Entlastung von
Regenuberlaufbecken von Mischwassersystemen genauso Kkritisch zu sehen, wie das
unregulierte Ausbringen von Gille in die Umwelt. Viele dieser Punkte bendtigen noch
genauere Untersuchungen, welche aber zwingend notwendig sind, um die bereits kritische
Resistenzsituation unter Kontrolle zu bringen.
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Anhang

7.1 Protokoll der DNA-Extraktion

Das verwendete Protokoll ist leicht angepasst an die DNA-Extraktion aus Abwasserproben.
Alle verwendeten Losungen sind im Fast DNA™ Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa
Ana, CA) enthalten.

Zugabe von 827 pL Sodium Phosphat-Puffer

Zugabe von 122 yL MT Puffer

Aufschluss der Probe durch Rybolyser (40s bei Stufe 6). FASTPREP® Instrument (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA) enthalten

60 Sek. bei 13000 g zentrifugieren

Uberstand in ein neues 2 mL ReaktionsgefaR tiberfiihren
Zugabe von 250 pL PBS-Puffer

10x invertieren um Ldsungen zu homogenisieren

5 Min. bei 13000 g zentrifugieren

Uberstand in neues 2 mL ReaktionsgefaR tiberfihren
Zugabe von 1 mL der Binding Matrix

2 Min. von Hand schiitteln

Matrix 5 Min. absetzen lassen

1500 pL des Uberstand verwerfen

Binding Matrix im verbleibenden Uberstand resuspendieren und in SPIN TM Filter Tubes
uberfuhren

1 Min. bei 13000 g zentrifugieren

Eluat verwerfen

Zugabe von 500 pL SEWS-M

1 Min. bei 13000 g zentrifugieren

Eluat verwerfen

2 Min. bei 13000 g zentrifugieren

SPIN TM Filter in neues Reaktionsgefal tberfiihren

Filter 5 Min. bei gedffnetem Reaktionsgefal trocknen lassen
50 pL DES zugeben

1 Min. bei 13000 g zentrifugieren

Filter verwerfen
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7.2 Kalibriergeraden
7.2.1 E. colfMarkergen yccT

Standard Curve
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Abbildung 36: Kalibriergerade von ycct. Die Effizienz E=98,4 % spiegelt die Steigung S=-3,361 wider,
wahrend das BestimmtheitsmalB R?=0,994 betragt. Der durchschnittliche Ct-Wert der 10-5-Verdiinnung
liegt mit 28,26 zu hoch um im linearen Bereich zu sein. Das Detektionslimit entspricht 4,01
Zellaquivalente.
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Abbildung 37: Schmelzkurve der Kalibriergerade von yccT. Die Schmelzkurve zeigt eine gréBtenteils
einheitliche Schmelztemperatur von 76 °C. Die Verdiinnungen 10 bis 107 liegen mit 75,5 °C etwas
tiefer und zeigen ein schwacheres Signal.
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7.2.2 P. aeruginosa-Markergen ecfx
standard Curve
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Abbildung 38: Kalibriergerade von ecfx. Mit einer Effizienz von E=101,7 % bei einer Steigung von
$=-3,282 zeigt die Kalibriergerade sehr gute Eigenschaften. Alle Werte liegen im linearen Bereich, was
am BestimmtheitsmaB von R? =0,999 ersichtlich wird. Das Detektionslimit entspricht 2,61

Zellaquivalente.
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Abbildung 39: Schmelzkurve der

Kalibriergerade von ecfx. Die Schmelzkurve zeigt eine

Schmelztemperatur von 82 °C. Die Schmelztemperaturen der 10 und 107-Verdiinnungen liegen mit
81,5 °C etwas tiefer und zeigen ein schwacheres Signal.
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7.2.3 K. pneumoniae-Markergen gltA
Standard Curve
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Abbildung 40: Kalibriergerade von g/tA. Die Effizienz liegt bei E=97,4 % bei einer Steigung von S=-3,387.
Alle Werte liegen im linearen Bereich (R2=0,998). Das Detektionslimit entspricht 18 Zellaquivalente.
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Abbildung 41: Schmelzkurve der Kalibriergerade von g/tA. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen zwischen 76 und 76,5 °C. Die Intensitdten des Signals nehmen mit héherer
Verdiinnung ab.
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7.2.4 Cephalosporin-Resistenzgen- b/aCTX-M -32

Standard Curve
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Abbildung 42: Kalibriergerade von b/aCTX-M -32. Die Effizienz liegt bei E=92,5 % bei einer Steigung von
S=-3,517. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R2=1). Das Detektionslimit entspricht 235 Genkopien.
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Abbildung 43: Schmelzkurve der Kalibriergerade von b/aCTX-M -32. Die Schmelzkurve zeigt sowohl
einheitliche Schmelztemperaturen von 82,5 °C als auch einheitliche Intensitaten.
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7.2.5 Integron Typ 1 Integrase-int7

Standard Curve
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Abbildung 44: Kalibriergerade von /nt/1. Die Effizienz liegt bei E=94,1 % bei einer Steigung von 5=-3,472.
Alle Werte liegen im linearen Bereich (R2=1). Das Detektionslimit entspricht 126 Genkopien. In dieser
Verdiinnungsreihe wurden Zwischenschritte (1: 5x10x) zwischen die 1: 10 Schritte eingefiigt.
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Abbildung 45: Schmelzkurve der Kalibriergerade von int/7 Die Schmelzkurve zeigt sowohl einheitliche
Schmelztemperaturen von 88,5 °C als auch einheitliche Intensitaten.
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7.2.6 A. BaumanniFMarkergen-secE
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Abbildung 46: Kalibriergerade von seck. Die Effizienz liegt bei E=97,6 % bei einer Steigung von $=-3,380.
Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=1). Das Detektionslimit entspricht 31 Zelldquivalente.
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Abbildung 47: Schmelzkurve der Kalibriergerade von secf. Die Schmelzkurve

zeigt

Schmelztemperaturen von 77,5 °C. Die Intensitdaten des Signals nehmen mit héherer Verdiinnung ab.
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7.2.7 New-Deli-B-Lactamase Gen-b6/aNDM

Standard Curve
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Abbildung 48: Kalibriergerade von 6/aNDM. Die Effizienz liegt bei E=101,2 % bei einer Steigung von
$=-3,293. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 66,1
Zellaquivalente.
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Abbildung 49: Schmelzkurve der Kalibriergerade von b/aNDM. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen von 80 °C. Die Intensitdaten des Signals nehmen mit héherer Verdliinnung ab.
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7.2.8 Serin-B-Lactamase Gen b/aOxa-48

Standard Curve
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Abbildung 50: Kalibriergerade von b/aOxa-48. Die Effizienz liegt bei E=91,6 % bei einer Steigung von
S=-3,54. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,998). Das Detektionslimit entspricht 92,3
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Temperature, Celsius

Schmelzkurve der

Kalibriergerade von b/aOxa-48. Die Schmelzkurve zeigt

Schmelztemperaturen zwischen 80 und 80,5 °C. Die Intensitdten des Signals nehmen mit hoherer

Verdiinnung ab.
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7.2.9

15 1

Imipenem-Resistenzgen b/aVIM

Standard Curve
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Abbildung 52: Kalibriergerade von b/aVIM. Die Effizienz liegt bei E=82,5 % bei einer Steigung von
$=-3,829. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 118
Zellaquivalente. Die Effizienz liegt deutlich unter den geforderten 90 %. Laut van der Zee et al. (2014)

ist eine gute Qualitat des Nachweises dennoch gewahrleistet (van der Zee et al. 2014).

Aufgrund der Verwendung eines Tagman-Systems konnte fiir das blaVIM Detektiosnsystem
keine Schmelzkurve erstellt werden.
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7.2.10 Cephalosporin-Resistenzgen blaCMY-2
standard Curve
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Abbildung 53: Kalibriergerade von 6/aCMY-2. Die Effizienz liegt bei E=89,9 % bei einer Steigung von
$=-3,591. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,998). Das Detektionslimit entspricht 70,6
Zellaquivalente.
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Abbildung 54: Schmelzkurve der Kalibriergerade von cmy-2. Die Schmelzkurve zeigt sowohl einheitliche
Schmelztemperaturen von 81 °C als auch einheitliche Intensitaten.
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7.2.11 Vancomycin-Resistenzgen vanA

Standard Curve
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Abbildung 55Kalibriergerade von vanA. Die Effizienz liegt bei E=91,6 % bei einer Steigung von S=-3,541.

Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?>=1). Das Detektionslimit entspricht 43,1 Zellaquivalente.
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Schmelztemperaturen zwischen 78 und 78,5 °C bei geringfligig verschiedenen Intensitaten.
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7.2.12 Sulfonamid-Resistenzgen su/l
Standard Curve
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Abbildung 57: Kalibriergerade von su/7. Die Effizienz liegt bei E=97,6 % bei einer Steigung von 5=-3,387.
Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 80,18 Genkopien.
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Abbildung 58: Schmelzkurve der Kalibriergerade von su/7. Die Schmelzkurve zeigt einheitliche
Schmelztemperaturen von 84 °C. Die Intensitat des Signals variiert leicht.
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7.2.13 Ampicillin-Resistenzgen b/aTEM
Standard Curve
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Abbildung 59: Kalibriergerade von b/aTEM. Die Effizienz liegt bei E=100,8 % bei einer Steigung von

$=-3,303. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 80,1
Genkopien.
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Abbildung 60: Schmelzkurve der Kalibriergerade von b/GTEM. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen zwischen 78 und 78,5 °C. Die Intensitat des Signals variiert leicht.
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7.2.14 Cephalosporin-Resistenzgen b/aCTX-M

Standard Curve
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Abbildung 61: Kalibriergerade von 6/aCTX-M. Die Effizienz liegt bei E=92,9 % bei einer Steigung von
$=-3,504. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?>=1). Das Detektionslimit entspricht 93,1 Genkopien.
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Abbildung 62: Schmelzkurve der Kalibriergerade von b/aCTX -M. Die Schmelzkurve zeigt sowohl
einheitliche Schmelztemperaturen von 86 °C als auch einheitliche Intensitaten.
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7.2.15 Tetracyclin-Resistenzgen tet
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Abbildung 63: Kalibriergerade von tetM. Die Effizienz liegt bei E=95,9 % bei einer Steigung von
S=-3,424. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,998). Das Detektionslimit entspricht 3,69
Genkopien. Der Stamm wurde mit Ampicillin (100 ug/mL) im Medium kultiviert. AnschlieBend wurde
die plasmidare DNA extrahiert und eine Verdiinnungsreihe von 10 log-Stufen erstellt.
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Abbildung 64: Schmelzkurve der Kalibriergerade von tetM. Die Schmelzkurve zeigt einheitliche
Schmelztemperaturen von 74 °C. Die Schmelzkurve zeigt bei sehr hohen und sehr niedrigen

Konzentrationen eine geringere Intensitat.
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7.2.16 Enterokokken-Markergen 23SrRNA
Standard Curve
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Abbildung 65: Kalibriergerade von Enterokokken-235rRNA. Die Effizienz liegt bei E=90,1 % bei einer
Steigung von S=-3,585. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=1). Das Detektionslimit entspricht 64,8
Zellaquivalente.
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Abbildung 66: Schmelzkurve der Kalibriergerade von 235rRNA. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen von 76 - 76,5 °C. Die Intensitat des Signals variiert leicht.
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7.2.17 Methicillin-Resistenzgen mecA
Standard Curve
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Abbildung 67: Kalibriergerade von mecA. Die Effizienz liegt bei E=99,8 % bei einer Steigung von
$=-3,327. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?>=1). Das Detektionslimit entspricht 11,4
Zellaquivalente.
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Abbildung 68: Schmelzkurve der Kalibriergerade von mecA. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen von 73 - 73,5 °C. Die Intensitat des Signals nimmt mit hdherer Verdiinnung ab.

128 Anhang



7.2.18 Erythromycin-Resistenzgen ermB
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Abbildung 69: Kalibriergerade von ermB. Die Effizienz liegt bei E =99,7 % bei einer Steigung von
$=-3,328. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=1). Das Detektionslimit entspricht 16
Zellaquivalente.
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Abbildung 70: Schmelzkurve der Kalibriergerade von ermB. Die Schmelzkurve zeigt
Schmelztemperaturen von 75 - 75,5 °C. Die Intensitat des Signals nimmt mit héherer Verdiinnung ab.
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7.2.19 E. faecalisMarkergen dll
Standard Curve
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Abbildung 71: Kalibriergeraden von E. faecalis-dll. Die Effizienz liegt bei E=94,1 % bei einer Steigung
von $=-3,472. Alle Werte liegen im linearen Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 5,36
Zellaquivalente.
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Abbildung 72: Schmelzkurve der Kalibriergeraden von E£. faecalis-dll. Die Schmelzkurve zeigt
einheitliche Schmelztemperaturen von 78,5 °C. Die Schmelzkurve zeigt bei sehr hohen und sehr
niedrigen Konzentrationen eine geringere Intensitat.
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7.2.20 Colistin-Resistenzgen mcr-1
Standard Curve
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Abbildung 73: Kalibriergerade von mcr-1. Zur Erstellung der Kalibriergerade wurde die plasmiddre DNA
extrahiert. Die Effizienz liegt bei E=97,4 % bei einer Steigung von $=-3,386. Alle Werte liegen im linearen
Bereich (R?=0,999). Das Detektionslimit entspricht 8 Genkopien.
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Schmelzkurve der Kalibriergeraden von mcr-1. Die Schmelzkurve zeigt Schmelztemperaturen von 80 -
80,5 °C. Die Intensitat des Signals nimmt mit hdherer Verdiinnung ab.
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7.3 Abundanzen und Standardabweichung an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen
im Zulauf der Klaranlagen 1-7

Tabelle 15: Abundanz in Zelldquivalente/100 mL sowie die Standardabweichung der

Antibiotikaresitenzgene and den sieben untersuchten Klaranlagen (n=3).

untersuchten fakultativ pathogenen Bakterien und

KA1 Abweichung | KA 2 Abweichung | KA3 Abweichung | KA 4 Abweichung | KA5 Abweichung | KA 6 Abweichung | KA7 Abweichung
Enterokokken 2,013E+05 8,865E+04 | 3,718E+05 1,303E+05 | 4,648E+05 9,940E+04 | 7,299E+05 6,609E+04 | 1,628E+06 9,280E+05 | 9,860E+05 4,415E+05 | 6,315E+06 3,539E+06
E. faecalis 1,279E+03 8,342E+02 | 8,934E+02 2,311E+02 | 5,675E+02 1,495E+02 | 4,615E+03 2,671E+03 | 1,129E+04 7,154E+03 | 1,333E+04 8,444E+03 | 1,403E+04 1,443E+04
P. aeruginosa 3,622E+03 1,197E+01 | 1,823E+03 2,504E+02 | 5,226E+03 1,483E+03 | 2,667E+03 8,178E+02 | 4,409E+03 2,156E+03 | 1,119E+04 4,630E+03 | 1,297E+04 2,155E+03
K. pneumoniae | 3,969E+05 2,047E+05 | 3,463E+05 4,016E+05 | 3,277E+05 2,223E+05 | 2,752E+05 2,632E+04 | 1,438E+06 8,700E+05 | 8,345E+05 2,419E+05 | 1,712E+06 1,417E+06
A. baumannii 2,268E+05 7,859E+04 | 1,049E+05 5,098E+04 | 2,202E+04 9,324E+02 | 1,241E+05 7,924E+04 | 1,087E+05 5,830E+04 | 9,743E+04 5,099E+04 | 1,889E+06 4,755E+05
E. coli 3,144E+05 7,748E+04 | 3,706E+05 3,126E+04 | 1,958E+05 9,389E+04 | 8,548E+05 3,009E+05 | 1,088E+06 6,316E+05 | 8,213E+05 4,554E+05 | 7,376E+06 3,194E+06
ermB 1,270E+07 5,506E+06 | 3,007E+06 9,951E+05 | 1,209E+07 3,369E+06 | 1,007E+07 3,371E+06 | 1,619E+07 1,121E+07 | 6,188E+06 7,507E+06 | 1,710E+08 8,050E+07
intll 4,075E+07 1,168E+07 | 1,992E+07 9,443E+06 | 6,725E+07 2,089E+07 | 2,878E+07 9,811E+06 | 4,662E+07 5,476E+07 | 1,542E+07 1,261E+07 | 1,230E+08 1,380E+07
tetM 1,035E+07 2,279E+05 | 9,500E+06 4,870E+06 | 2,984E+06 2,202E+06 | 1,041E+07 1,943E+06 | 2,758E+06 1,633E+06 | 5,987E+06 3,603E+06 | 2,763E+07 1,718E+07
blaTEM 1,042E+07 1,347E+06 | 2,421E+07 1,879E+07 | 1,091E+07 8,326E+06 | 8,173E+06 5,159E+06 | 1,561E+07 1,216E+07 | 2,955E+06 3,620E+06 | 1,768E+08 7,487E+07
sull 1,918E+08 2,559E+07 | 1,065E+08 5,179E+07 | 1,313E+08 4,977E+07 | 1,380E+08 3,276E+07 | 6,011E+07 3,529E+07 | 6,904E+07 4,691E+07 | 3,798E+08 8,131E+07
blaCTX-M 6,502E+04 2,560E+04 | 3,073E+04 1,437E+04 | 3,074E+04 8,496E+03 | 5,022E+05 3,267E+05 | 7,171E+04 5,439E+04 | 2,365E+05 3,334E+05 | 1,590E+05 1,044E+05
blaCTX -M-32 || 6,463E+05 4,472E+05 | 2,436E+06 3,228E+06 | 1,648E+05 1,012E+05 | 1,536E+06 1,801E+06 | 3,822E+05 3,016E+05 | 4,455E+05 5,648E+05 | 3,384E+06 1,698E+06
blaOXA-48 6,051E+05 2,513E+05 | 1,060E+07 1,110E+07 | 3,287E+05 1,909E+05 | 3,615E+06 4,914E+06 | 7,648E+05 1,027E+06 | 4,582E+06 6,386E+06 | 1,585E+05 1,161E+05
blaCMY-2 7,274E+03 4,362E+03 | 3,191E+05 2,222E+05 | 7,488E+03 5,5636E+03 | 9,186E+05 6,410E+05 | 1,886E+04 1,117E+04 | 1,406E+03 8,676E+02 | 7,485E+05 9,219E+05
blavVIM 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 3,677E+06 3,298E+06
vanA 7,292E+02 5,156E+02 | 0,000E+00 | - 2,742E+00 3,878E+00 | 0,000E+00 | - 1,861E+02 9,038E+01 | 0,000E+00 | - 8,642E+02 6,581E+02
mecA 4,213E+02 1,518E+02 | 7,692E+02 9,349E+02 | 4,796E+02 5,631E+02 | 4,256E+02 2,669E+02 | 1,482E+03 1,008E+03 | 5,032E+02 3,213E+02 | 4,084E+03 4,150E+03
mcr-1 9,055E+03 1,281E+04 | 5,460E+02 7,721E+02 | 8,357E+01 1,182E+02 | 8,289E+03 1,172E+04 | 1,654E+03 2,339E+03 | 0,000E+00 | - 2,861E+04 1,530E+04
blaNDM 0,000E+00 | - 0,000E+00 | - 5,500E+02 5,282E+02 | 4,097E+02 2,897E+02 | 2,194E+02 9,248E+01 | 0,000E+00 | - 5,345E+03 4,865E+03
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7.4 Signifikanz der Reduktion einzelner Klaranlagen

Tabelle 16: Genaue Signifikanz der mikrobiellen Reduktion der konventionellen Klarung an den sieben
untersuchten Klaranlagen.

KA1 KA2 KA3 KA4 KA5 KAG KA7
v Enterokokken 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
gﬂ C E. faecalis 0,02967 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
§ 'g P. aeruginosa 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
'% § K. pneumoniae 0,0361 | 0,18434 | 10,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
;% A. baumannii 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
) E. coli 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,04043
o o ermB 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,09522 | 0,04043
gé E'J’ intll 0,04043 | 0,19137 | 0,04043 | 0,04043 | 0,09522 | 0,19137 | 0,04043
:§ § .% tetM 0,0361 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,03826 0,0361 | 0,04043
§ :é blaTEM 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043
sull 0,0361 | 0,32655 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,18434 | 0,04043
5 § % blaCTX-M 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043
E § g blaCTX -M-32 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,09522 | 0,04043
g % :% blaOXA-48 0,04043 | 0,04043 | 0,04043 | 0,19137 | 0,04043 | 0,19137 | 0,09522
> % | blacMY-2 0,0361 0,0361 0,0361 | 0,18434 | 0,03826 | 0,09202 | 0,04043
o o blavVIM 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5| 0,04043
§§ E'-', vanA 0,09382 0,5| 0,25249 0,5| 0,02967 | 0,74751 | 0,03826
§ § -% mecA 0,0361 0,0361 | 0,18434 | 0,08876 0,0361 | 0,02967 0,0367
§ & | mer-1 0,5] 0,25249 | 0,25249 | 0,25249 | 0,25249 0,5 0,0318
blaNDM 0,5 05| 0,32142 | 0,09382 | 0,02967 0,5 0,0318
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7.5 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach adsorptiven Behandlung mit
nachfolgender Sandfiltration

Tabelle 17: Zelldquivalente im Zulauf der Aktivkohlebehandlung (Ablauf des Nachklarbeckens) und
Ablauf der Sandfiltration sowie der p-Wert der Reduktion wahrend des Prozesses.

Zelldquivalente/100 mL Zulauf Ablauf Abwelfhung p-Wert
Sx Reduktion
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,04E+04 | 2,83E+03 0,500
% _ E. faccalis 3,62E+01 | 4,44E+01 | 1,88E+01 0,659
gg P. aeruginosa 6,72E+02 1,38E+02 9,71E+01 0,071
[«5]
S m
5 A baumannii | 1.56E+03 | 7,83E+02 | 3,33E+02 0,274
ks E coli 4,34E+04 | 1,77E+04 | 5,82E+03 0,500
ermB 1,94E+05 | 8,93E+04 | 2,37E+04 0,421
L D
25 intl1 3,19E+06 | 1,33E+06 | 3,25E+05 0,210
o & 9
= tetM 1,33E+05 | 4,53E+04 | 1,38E+04 0,365
o —
= é blaTEM 2,34E+06 | 6,90E+05 | 4,01E+05 0,210
= sull 1,37E+07 | 4,73E+06 | 1,35E+06 0,056
582 blaCTX-M 2,23E+03 | 1,47E+03 | 4,77E+02 0,500
gevx blaCTX-M-32 | 2,53E+04 | 7,61E+04 | 6,11E+04 0,111
E £
58 § blaOXA-48 3,37E+04 | 527E+03 | 3,18E+03 0,151
£58 blaCMY-2 3,27E+03 | 2,07E+03 | 1,13E+03 0,421
o o blaVIM 8,35E+03 | 8,93E+03 | 5,70E+03 0,448
_5¢g vanA 156E+00 | 1,98E+01 | 1,55E+01 0,722
ZES mecA 2,92E+01 | 3.81E+01 | 2,80E+01 0,345
22 mer-1 1,26E+01 | 2,08E+02 | 1,28E+02 0,976
o
> blaNDM 1,08E+01 | 342E+01 | 1,87E+01 0,917
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7.6 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach der adsorptiven Behandlung

Tabelle 18: Mittelwerte, Standardabweichung sowie Signifikanz der Zellaquivalente/100 mL von
fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Ablauf des Nachkldrbeckens
(Zulauf) und Ablauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung. LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL Zulaut | Ablauf | Sx Ablaut | 19T
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,25E+04 | 5.36E+03 | 0,635
g _ E. faecalis 3,62E+01 | 4,56E+01 | 3,34E+01 | 0,452
g2 P. aeruginosa | 6.72E+02 | 1,40E+02 | 3,38E+01 | 0,452
%% K. pneumoniae | 1,27E+04 | 9,12E+03 | 4,51E+03 | 0,397
E A baumannii || 1,56E+03 | 1,14E+03 | 3,54E+02 | 0,452
= E. col 4,34E+04 | 2,79E+04 | 9,75E+03 | 0,548

o ermB 1,94E+05 | 1,41E+05 | 4,07E+04 | 0,635
gg E"’ intl1 3,19E+06 | 1,64E+06 | 3,58E+05 | 0,365
?&55 § é tetM 1,33E+05 | 5,99E+04 | 1,51E+04 | 0,557

fé‘ g blaTEM 2,34E+06 | 3,63E+05 | 1,10E+05 | 0,365

sull 1,37E+07 | 5,00E+06 | 1,15E+06 | 0,100

58 ¢g blaCTX-M 2,23E+03 | 1,03E+03 | 3,65E+02 | 0,365

ZER blaCTX-M-32 | 2,53E+04 | 1,90E+04 | 8,35E+03 | 0,365

S 5% | blaOxA48 | 3.37E+04 | 848E+03 | 6,09E+03 | 0,365

€58 |placMY-2 | 327E+03 | 1,35E+03 | 8,15E+02 | 0,452

© o blaVIM 8,35E+03 | 1,16E+04 | 556E+03 | 0,794

_g E.% vanA 1,56E+00 | 5,82E-01 | 2,91E-01 | 0,357

SES | mecA 2,92E+01 | <LOD i 0,040

22 |mor 1,26E+01 | 1,62E+02 | 857E+01 | 0,952

- & blaNDM 1,08E+01 | 5,36E+01 | 5,78E+01 | 0,778
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7.7 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und

Antibiotikaresistenzgenen nach UV-Bestrahlung

Tabelle 19: Zelldquivalente vor und nach der UV-Bestrahlung mit 400 J/m 2 sowie der p-Wert der
Reduktion wahrend des Prozesses (1 L Batch-Verfahren). LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL Vorher | Nachher Abwesi;zhung p-Wert Reduktion
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,06E+04 | 547E+03 0,452
S _ E.faccalis | 3,62E+01 | 2,35E+01 | 2,04E+01 0,357
§§ P. aeruginosa | 6,72E+02 | 2,23E+02 | 9,94E+01 0,548
%% K. pneumoniae | 1,27E+04 | 1,07E+04 | 4,73E+03 0,492
E A baumannii | 1,56E+03 | 8,48E+02 | 2,42E+02 0,365
= E. coli 4,34E+04 | 2,36E+04 | 6,06E+03 0,635
o ermB 1,94E+05 | 1,38E+05 | 6,69E+04 0,452
o5 S intl1 3,10E+06 | 2,01E+06 | 5,63E+05 0,452
?&5“ gé tetM 1,33E+05 | 5,46E+04 | 2,85E+04 0,243
_§§ blaTEM 2,34E+06 | 1,01E+06 | 5,12E+05 0,452
sull 1,37E+07 | 6,30E+06 | 1,81E+06 0,171
55 £ | blaCTX-M | 223E+03 | 7.91E+02 | 2,70E+02 0,365
8 2 B | plaCTX-M-32 | 2,53E+04 | 3,80E+04 | 1,30E+04 0,794
S 62 | blaOXA48 | 337E+04 | 9,49E+03 | 7,15E+03 0,365
€58 | DlaCMY=2 | 3.27E+03 | 402E+02 | 2,86E+02 0,143
oo | blaviM | 835E+03 | 132E+04 | 946E+03 0,548
.58 vanA 1,56E+00 | <LOD - 0,119
£E§ mecA 2,92E+01 | 3,87E+01 | 2,20E+01 0,548
“22| morl | L26E¥01| <LOD : 0,014
=% plaNDM | 1,08E+01| <LOD i 0,500
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7.8 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach Ozonbehandlung

Tabelle 20: Zelldquivalente im Zu- und Ablauf der Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC und 8 Min.
Kontaktzeit sowie p-Wert der Reduktion wahrend des Prozesses. LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL Zulauf Ablauf Abw%i;hung RE&YJVkiir:)n
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,49E+02 | 8,30E+01 0,032
E’ _ E.faecalis | 3,62E+01 | <LOD i 0,119
o= P. aeruginosa | 6,72E+02 | 4,21E+02 | 3,41E+02 0,095
% % K. pneumoniae | 1,27E+04 <LOD - 0,040
E A. baumannii | 1,56E+03 | 1,86E+00 | 1,61E+00 0,040
= E. coli 434E+04 | 5.86E+03 | 5,00E+03 0,056

oo ermB 1,94E+05 | 2,04E+03 | 6,53E+02 0,056
gé gg, intl1 3,19E+06 | 2,38E+04 | 5.097E+03 0,056
ZESD tetM 1,33E+05 | 3,55E+02 | 1,25E+02 0,014

g § blaTEM 2,34E+06 | 1,70E+04 | 5,84E+03 0,008

sull 1,37E+07 | 4,79E+04 | 2,19E+04 0,014

585 blaCTX-M | 2,23E+03 | <LOD - 0,040

3 é g blaCTX-M-32 | 2,53E+04 | 3,55E+03 | 1,68E+03 0,008

ITRcR blaOXA-48 | 3,37E+04 | <LOD - 0,008

£5¢& blaCMY-2 | 3,27E+03 | 1,23E+01 | 1,06E+01 0,016

s e blaVIM 8,35E+03 | <LOD - 0,040
c é :‘.’a VanA 1,56E+00 <LOD - 0,119
FE % mecA 2,92E+01 | <LOD - 0,071

=7 mcr-1 1,26E+01 | <LOD - 0,556

=& blaNDM | 1,08E+01 | <LOD : 0,500
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7.9 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach Ozonbehandlung mit sequentieller UV-
Bestrahlung

Tabelle 21: Zellaquivalente im Zu- und Ablauf der Ozonbehandlung mit 1 g Ozon/g DOC und 8 Min.
Kontaktzeit mit nachgeschalteter UV-Bestrahlung mit 400 J/m2 bei 254 nm sowie der p-Wert der
Reduktion wahrend des Prozesses. LOD: Detektionslimit.

Zelliquivalente/100 mL | Zulauf |  Ablauf Ab""‘g}‘_zh“r‘g et
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,80E+03 1,52E+03 0,056
% - E. faecalis 3,62E+01 <LOD - 0,119
82 | P aeruginosa | 6.72E+02 | 5,97E+00 | 517E+00 0,008
%% K. pneumoniae | 127E+04 | 452E+01 | 2,98E+01 0,056
E A. baumannii | 1,56E+03 | 1,46E+02 | 1,24E+02 0,087
= E. coli 4,34E+04 | 1,04E+02 | 6,16E+01 0,016

.o ermB 1,94E+05 | 1,08E+04 | 882E+03 0,032
o5 S intl1 3,19E+06 | 2,04E+04 | 957E+03 | 0,032
“;::; § g tetM 1,33E+05 | 9,95E402 | 7,66E+02 0,014

g § blaTEM 2,34E+06 | 4,46E+03 | 2,00E+03 0,056

sull 1,37E+07 | 7,09E404 | 3,32E+04 0,014

5 § S | blaCTX-M | 2,23E+03 <LOD - 0,040

2 2 ® | blaCTX-M-32 | 2,53E+04 | 2,13E+02 | 1,28E+02 0,018

S S 2| blaOXA48 | 337E+04 | <LOD i 0,008

S8 8| placMy-2 | 3.27E+03 | <LOD i 0,008

oo | blaviM | 835E+03 | <LOD i 0,040

c 5o vanA 1,56E+00 <LOD - 0.278

2E5  mecA | 292E+01| <LOD : 0,040

“28 |  morl | 126E+01| <LOD : 0,556

=% blaNDM | 1,08E+01 | <LOD : 0500
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7.10 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach Ultrafiltration 1

Tabelle 22: Zellaquivalente/100 mL im Zu- und Ablauf der Ultrafiltration 1 sowie der p-Wert der
Reduktion wahrend des Prozesses. LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente/100mL | Zulauf | Ablauf (UF 1) | Abweichung Sx | P Nert
@ Enterokokken [ 1,50E+04 2,79E-01 2,03E-01 0,008
_qé')’ - E. faecalis 3,62E+01 <LOD - 0,119
&= | P.aeruginosa | 6,72E+02 |  3,60E-01 3,12E-01 0,008
é % K. pneumoniae | 1,27E+04 <LOD - 0,040
::‘ A. baumannii [ 1,56E+03 <LOD - 0,040
< E. coli 434E+04 | 8,28E-01 4,58E-01 0,008

. B 1,94E+05 | 1,51E+00 1,30E+00 0,008
Eé = intl1 3,19E+06 | 5,55E-01 4,80E-01 0,008
E £ g tetM 1,33E+05 <LOD - 0,014

g § | blatem | 2346406 | 158E+01 8,99E+00 0,014

sull 1,37E+07 <LOD - 0,014
£35S £ | blaCTX-M | 2,23E+03 <LOD - 0,040
g é g blaCTX-M-32 | 2,53E+04 <LOD ; 0,008
5SS % | blaOXA48 | 3,37E+04 <LOD - 0.008
£58 | blacMy-2 |327E+03| <LOD i 0,008

© o blaviM | 8,35E+03 |  7,22E-01 6,25E-01 0,040
= g é‘s vanA 1,56E+00 <LOD - 0,119
SES mecA 2,92E+01 <LOD - 0,040
“ % 2 mer-1 126E+01 |  <LOD : 0,556

=% | plaNDM | 108E+01 | <LOD i 0.500
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7.11 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach Ultrafiltration 2

Tabelle 23: Zellaquivalente im Zu- und Ablauf der Ultrafiltration 2 sowie der p-Wert der Reduktion
wahrend des Prozesses. LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL | Zulauf | Ablauf (UF 2) | Abweichung S | P-"/er
@ Enterokokken | 1,50E+04 | 1,13E+00 8,35E-01 0,008
qé" - E. faecalis 3,62E+01 <LOD - 0,119
%% P. aeruginosa | 6,72E+02 |  7,28E-01 6,31E-01 0,008
% % K.pneumoniae | 1,27E+04 7,36E-01 6,38E-01 0,040
; A. baumannii [ 1,56E+03 <LOD - 0,040
2 E. coli 4,34E+04 | 1,53E+00 1,01E+00 0,008

oo ermB 1,94E+05 |  5,76E-01 4,98E-01 0,008
gé = intl1 3,19E+06 | 4,61E+01 1,74E+01 0,008
2 E é tetM 1,33E+05 <LOD - 0,014

g g blaTEM 2,34E+06 | 1,48E+01 7,40E+00 0,008

sull 1,37E+07 | 3,93E+03 3,36E+03 0,014

o o | DblaCTX-M | 2.23E+03 <LOD - 0,040

S £ S | blaCTX-M-32 | 253E+04 |  <LOD i 0,008

£ E5 | DblaOXA48 |337E+04 | <LOD . 0,008

£ g § blaCMY-2 | 3.27E+03 |  <LOD : 0,008

blaviM | 8,35E+03 | 9,39E-01 8,14E-01 0,040

S £ vanA 1,56E+00 <LOD - 0,119
se8 mecA 2,92E+01 <LOD - 0,040
El § *§ - 126E+01 | <LOD i 0,556

S blaNDM 1,08E+01 <LOD - 0,500
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7.12Tagesfrachten an ausgewahlten fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen im Zulauf und Retentat von Ultrafiltration 1

Tabelle 24: Tagesfrachten an ausgewahlten fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen im Zulauf und Retentat von Ultrafiltration 1. Basierend auf der
durchschnittlichen taglichen Abwassermenge von 110.000m3 und einem Retentatvolumen von
5000m3.

UF1

Zulauf Retentat
E. coli 3,07E+11 | 6,27E+11
A. baumannii 3,39E+10 | 1,65E+10
Enterococcus spp. | 1,64E+11 | 7,01E+11
blaTEM 3,40E+12 | 6,02E+12
ermB 1,29E+12 | 3,58E+12
tetM 5,87E+11 | 1,38E+12
blaOXA-48 7,22E+10 | 1,48E+11
sull 1,90E+14 | 1,21E+14
intll 1,82E+13 | 3,74E+13
blaCTX-M - 5,38E+10
blaCTX-M-32 - 4,59E+11
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7.13 Koloniebildende Einheiten der Verfahren zur weitergehenden
Abwasserbehandlung

Tabelle 25: Koloniebildenden Einheiten (KBE) von £. colj, intestinale Enterokokken, Acinetobacter spp.
sowie ESBL-resistente Keime und Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) vor und nach der
weitergehenden Abwasserbehandlung.

konv. . Ozon
KBE/100 mL Klarung Aktivkohle | UV Ozon +UV UF 1 UF 2

Mittelwert | 7,20E+04 | 3,22E+04 | 1,90E+02 | 5,76E+01 | 1,12E+01 | 2,00E-01 | 4,11E+00
Minimal 1,24E+04 | 1,20E+03 | 0,00E+00 | 1,42E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
Maximal | 2,35E+05 | 9,80E+04 | 9,25E+02 | 1,22E+02 | 1,92E+01 | 1,00E+00 | 1,00E+01

E.coli

Mittelwert | 9,38E+05 | 4,94E+03 | 2,42E+03 | 2,67E+00 | 1,98E+01 | 1,02E+00 | 1,11E+00
Minimal | 3,47E+05 | 6,55E+02 | 4,27E+02 | 0,00E+00 | 1,62E+00 | 3,67E-01 | 0,00E+00

Intestinale
Enterokokken

Maximal | 1,76E+06 | 1,48E+04 | 1,14E+04 | 4,00E+00 | 7,93E+01 | 1,89E+00 | 2,76E+00

Mittelwert | 3,74E+04 | 6,86E+03 | 1,44E+02 | 2,55E+01 | 7,66E+00 | 3,76E-01 | 2,75E+00
Minimal | 9,00E+02 | 1,03E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
Maximal | 1,34E+05 | 2,00E+04 | 4,94E+02 | 5,47E+01 | 1,26E+01 | 1,00E+00 | 1,00E+01

Spp.

Mittelwert | 1,14E+04 | 1,65E+03 | 1,00E+02 | 5,60E+01 | 1,46E+02 | 9,78E-01 | 4,57E+01

Minimal | 0,00E+00 | 4,00E+01 | 0,00E+00 | 5,03E+00 | 3,33E-01 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Spp.

/Acinetobacter|Pseudomonas

Maximal | 4,24E+04 | 7,36E+03 | 3,97E+02 | 1,62E+02 | 5,33E+02 | 2,60E+00 | 1,70E+02

Mittelwert | 1,74E+04 | 5,61E+03 | 4,35E+02 | 2,84E+01 | 6,59E+00 | 6,24E+00 | 1,15E+02

?: Minimal 2,50E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 3,11E+00 | 2,22E-01 | 0,00E+00 | 2,27E-01
- Maximal | 7,72E+04 | 2,71E+04 | 1,07E+03 | 8,27E+01 | 1,58E+01 | 2,39E+01 | 3,39E+02

Mittelwert | 5,44E+03 | 1,69E+02 | 5,75E+01 | 1,37E+01 | 1,31E+00 | 2,81E-01 | 3,21E+01
H§J Minimal 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00

Maximal | 2,71E+04 | 3,37E+02 | 2,26E+02 | 5,27E+01 | 5,17E+00 | 1,00E+00 | 9,63E+01
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7.14 p-Werte der Abundanzen konventioneller und erweiterter
Abwasserreinigung

Tabelle 26: p-Werte der Reduktion durch konventioneller Klarung bei kommunalen Klaranlagen (n=7).

Enterokokken | 0,00108
E. faecalis 0,00108
P. aeruginosa | 0,00108
K. pneumoniae | 0,00108
A. baumannii | 0,00108

E. coli 0,00108
ermB 0,00108
intl1 0,00108
tetM 0,00108
blaTEM 0,00108
sull 0,00247

blaCTX-M 0,00108
blaCTX-M-32 | 0,00108
blaOXA-48 0,00108
blaCMY-2 0,0053

blaVIM 0,5000

vanA 0,08943
mecA 0,00108
mcr-1 0,00476
blaNDM 0,05071
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Tabelle 27: p-Werte der Reduktion durch Verfahren der weitergehenden Abwasserbehandlung.

0,34446 0,34446 0,28759 | 0,02248 | 0,00239 | 0,0025 | 0,03278
0,26543 0,2017 0,26543 | 0,00609 | 0,00397 | 0,00609 | 0,01836
0,26543 0,33805 0,41727 | 0,01723 | 0,00485 | 0,00375 | 0,00794

0,5 0,9697 0,5 0,01429 | 0,01054 | 0,01326 | 0,01429

Tabelle 28: p-Werte der Reduktion durch 1,5 g bzw. 2 g Ozon/g DOC ohne und mit nachgeschalteter
UV-Behandlung mit 400 J/m2 bzw. 600 J/m? bezogen auf den Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens).

kein 400 J/m2 600 J/m2 kein 400 J/m2 600J/m?2

uv uv uv uv uv uv
0,08637 0,06377 0,06377 0,04635 0,01001 0,00645
0,03005 | 0,01836 0,01836 | 0,01836 | 0,01836 0,01079
0,04043 0,09522 0,09522 0,01519 0,01326 0,01326
0,21186 | 0,21186 0,21186 | 0,07897 0,036 0,036
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Tabelle 29: Exakte p-Werte der Reduktion durch 1,5 g bzw. 2 g Ozon/g DOC ohne und mit
nachgeschalteter UV-Behandlung mit 400 bzw. 600 J/m2 bezogen auf den Zulauf (Ablauf des

Sedimentationsbecken der Aktivkohlebehandlung).

kein 400 J/m?2 600 J/m? kein 400 J/m2 600 J/m?
uv uv uv uv uv uv
0,00481 | 0,01314 0,00481 | 0,00836 | 0,00836 0,00836
0,00596 | 0,00609 0,00596 | 0,00558 | 0,00596 0,00558

0,01 0,01 0,00888 | 0,00485 | 0,00485 0,00375
0,22663 0,22663 0,22663 0,22663 0,22663 0,22663

Tabelle 30: Exakte p-Werte der Reduktion durch eine Ozonbehandlung mit verlangerter Verweilzeit

von 30 Min. und 60 Min. bei 1 g Ozon/g DOC in Bezug auf den Ablauf des Nachklarbeckens.

0,11488

0,01001

0,00622

0,00217

0,10504 | 0,04735 0,00609 | 0,00609
0,03030 | 0,01326 0,02726 | 0,01470
0,50000 | 0,21186 0,21186 | 0,21186
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7.15 Abundanzen nach Ultrafiltration

Tabelle 31: Abundanzen fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Zulauf und
Ablauf der beiden Ultrafiltrationsverfahren bei unterschiedlichen Fluxraten (12,5 L/m2h, 50 L/m2h, 90
L/m2h) nach der konventionellen Kldrung. LOD: Detektionslimit.

Zellaquivalente

UF 1 nach Ablauf der Nachklarung

UF 2 nach Ablauf der Nachklarung

/100 mL Zulauf | 12,5 L/m2h | 50 L/m2h | 90 L/m2h Zulauf | 12,5 L/m2h | 50 L/m?h
E. coli 2,79E+02 | 4,85E+00 | 4,82E-01 | <LOD 1,58E+04 | 6,40E-01 | 1,66E+00
A. baumannii 3,09E+01 | 1,06E+00 | <LOD <LOD 4,03E+02 | 151E-01 |<LOD

Enterokokken | 1,49E+02 | 1,21E+01 | 3,11E-01 | <LOD 1,79E+04 | 9,93E-01 | 2,48E+00
blaTEM 3,09E+03 | 7,08E+01 | 1,13E+01 | <LOD 2,03E+05 | 2,09E+02 | 1,01E+02
ermB 1,18E+03 | 1,76E+01 | 7,83E+01 | <LOD 9,96E+04 | 4,71E+00 | 9,62E+00
tetM 5,34E+02 | <LOD <LOD <LOD 7,30E+04 | 2,56E+00 | 1,08E+01
blaOXA-48 6,56E+01 | <LOD <LOD <LOD 1,83E+04 | 1,27E+00 | 1,18E+00
sull 1,72E+05 | 2,53E+03 | 1,42E+02 | 2,48E+01 | 1,76E+05 | 7,87E+02 | 2,18E+03
intll 1,65E+04 | 1,02E+04 | 4,02E+02 | 9,96E+01 | 2,45E+04 | 3,59E+01 | 2,73E+02
blaCTX-M <LOD <LOD <LOD <LOD 4,80E+05 | 3,31E+01 | <LOD

blaCTX-M-32 | <LOD <LOD <LOD <LOD 1,03E+06 | 2,63E+02 | <LOD

Tabelle 32: Abundanzen fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Zulauf und
Ablauf der beiden Ultrafiltrationsverfahren bei unterschiedlichen Fluxraten (12,5 L/m2h, 50 L/m2h, 90
L/m2h) nach der adsorptiven Reinigung. LOD: Detektionslimit.

UF 1 nach dem Sedimentationsbecken der UF 2 nach Sedimentationsbecken
adsorptiven Reinigungsstufe der adsorptiven Reinigungsstufe

Zellaquivalente 12,5 12,5
/100 mL Zulauf L/m2h 50 L/m2h | 90 L/m2h | Zulauf L/m2h 50 L/m2h
E. coli 4,60E+04 | <LOD <LOD <LOD 2,27E+04 | 2,37E+02 | 2,45E+02
A. baumannii 6,63E+02 | <LOD <LOD <LOD 6,14E+02 | 7,69E+00 | 6,53E+00
Enterokokken | 1,40E+03 | <LOD <LOD <LOD 5,26E+03 | 6,11E+01 | 1,33E+02
blaTEM 3,53E+05 | 1,87E+02 | 5,59E+01 | 4,98E+01 | 2,84E+05 | 2,90E+03 | 2,58E+03
ermB 153E+05 | 7,49E-01 | 1,77E+00 | 2,78E-01 | 1,03E+05 | 1,05E+03 | 8,17E+02
tetM 4,12E+04 | <LOD <LOD 1,31E+00 | 6,30E+04 | 6,39E+02 | 5,89E+02
blaOXA-48 459E+03 | <LOD <LOD <LOD 5,58E+03 | 6,13E+01 | 1,35E+02
sull 4,66E+06 | 6,29E+02 | 9,31E+01 | <LOD 4,62E+06 | 6,67E+02 | 4,85E+04
intll 1,24E+06 | 2,68E+03 | 2,06E+02 | <LOD 1,46E+06 | 1,73E+02 | 1,73E+04
blaCTX-M 2,08E+03 | <LOD <LOD 2,47TE+00 | 2,82E+03 | 4,79E-01 | 1,36E+01
ctx-M-32 2,07E+04 | <LOD <LOD 4,45E+00 | 2,18E+04 | 4,98E+00 | 1,69E+02
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7.16 Antibiogramme ausgewabhlter Isolate nach der weitergehenden
Abwasserbehandlung

Tabelle 33: Antibiogramm der relevanten Isolate. +: phanotypisch resistent, -phanotypisch sensibel, 1=
semiresistent, Leer: nicht untersucht.
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7.17 Liste aller nachgewiesenen Antibiotikaresistenzgene im Retentat der
Ultrafiltration

Tabelle 34: Liste aller gefundener Antibiotikaresistenzgene im Retentat der Ultrafiltration.

Methicillin | Erythromycin | Tetracyclin | Vancomycin Imipenem | B- Metallo -
Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz | |actamasen lactamasen
mecA ermB tetA vanA | vanSB | blaVIM1 | blaOXA-2 blakPC
mecR1 ermBP tetB vanA2 | vanSC | blavVIM2 | blaOXA -9 blaNDM
ermC tetD vanB | vanSD | blaVIM3 | blaOXA -46 | Various
ermF tetG vanD | vanSE | blavIM4 | blaOXA 53 | Others
ermG tetH vanD5 | vanTG | blaVIM5 | blaOXA -28
ermGN tetL vankE vanU | blaVIM8 | blaOXA -10
ermX tetM vanG |vanW | blavVIM9 | blaOXA -1
tetO vanH | vanW | blaVIM10 | blaOXA -47
tetQ vanH | B blaVIM11 | blaCTX-M-7
tetR vanHB | Y@ | hlaviM12 | blaCTX-M-3
tetS vanR | Y@XB | pavimis | 3
tetT vanRB vanXB blaCTX-M-3
tetW vanRD vanY blaCTX-M-9
tetX?2 VanRE vanYB blaCTX-M-2
tety vans vanY blaCTX-M-3
G 0
vanS | \anz blaCTX-M-1
blaCTX-M-3
7
blaCTX-M-1
5
blaCTX-M-2
6
blaTEM
Various
others
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7.18 Abundanzen und Standardabweichung von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen im Ablauf der Nachklarung und nach Behandlung mit 1,5 bzw 2 g Ozon/ g DOC
und 400 bzw. 600 J/m?

Tabelle 35: Zellaquivalente/ 100 mL fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach
einer Behandlung mit 1,5 g Ozon/g DOC ohne UV-Bestrahlung und mit nachfolgender 400 J/m2 und 600 J/m2 UV-Bestrahlung. LOD: Detektionslimit.

1,5 g Ozon/g DOC

Zellaquivalente/100 mL Zulauf _ kein UV _ 400 J/m? _ ‘ 600 J/m? _
Abundanz Abweg;hung Abundanz Abwesl;:hung Abundanz Abwesl}ghung Abundanz Abw«g;hung
® Enterokokken | 1,24E+04 | 4,78E+03 2,48E+01 1,26E+01 3,62E+01 1,48E+01 2,22E+02 1,51E+02
fg’> - E. faecalis 9,00E+00 | 7,35E+00 <LOD - <LOD - <LOD -
%_% P. aeruginosa 1,92E+01 7,88E+00 <LOD - <LOD - <LOD -
% % K. pneumoniae || 2,83E+04 | 1,11E+04 1,58E+02 1,29E+02 1,05E+02 8,59E+01 1,63E+02 1,33E+02
; A. baumannii 5,54E+02 1,87E+02 9,48E+01 5,72E+01 4,63E+01 3,78E+01 6,66E+01 5,44E+01
= E. coli 2,00E+04 8,76E+03 5,63E+02 3,03E+02 1,45E+02 4,18E+01 1,59E+02 1,95E+01
> o ermB 3,66E+04 | 2,34E+04 2,89E+02 3,96E+01 1,64E+02 5,66E+01 8,96E+02 3,82E+02
mg E')’ intl 1,10E+06 4,16E+05 1,23E+04 3,17E+03 5,01E+03 8,31E+02 9,93E+03 3,39E+03
"_Cg § g tetM 2,76E+04 | 1,17E+04 2,62E+02 2,59E+01 1,91E+02 3,89E+01 1,95E+02 4,63E+01
E g blaTEM 1,02E+05 3,80E+04 5,14E+04 2,15E+04 4,26E+04 1,74E+04 6,24E+05 4,76E+05
sull 3,76E+06 1,30E+06 2,84E+04 1,08E+03 1,06E+04 2,52E+03 1,98E+04 8,45E+03
g = g’ blaCTX-M 9,14E+02 | 4,16E+02 3,04E+02 2,48E+02 5,67E+01 4,63E+01 6,09E+01 4,53E+01
% — é é *§ blaCTX-M-32 | 3,69E+03 | 2,44E+03 4,13E+02 2,24E+02 5,98E+02 3,20E+02 6,24E+02 2,86E+02
€ S & |blaOXA-48 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
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Zulauf kein UV 400 J/m2 600 J/m?
Abundanz Abwz;hung Abundanz Abwesl)_cihung Abundanz Abwesl)_((:hung Abundanz Abweslghung
blaCMY-2 5,70E+02 2,06E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
blavVIiM 1,32E+03 1,08E+03 <LOD - <LOD - <LOD -
vanA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
mecA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
mcr-1 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
blaNDM <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
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Tabelle 36: Zellaquivalente/ 100 mL fakultativ-pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach
einer Behandlung mit 2 g Ozon/g DOC ohne UV-Bestrahlung und mit nachfolgender 400 J/m? und 600 J/m?2 UV-Bestrahlung. LOD: Detektionslimit.

2 g Ozon/g DOC

Zellaquivalente/100 mL Zulauf kein UV 400 J/m?2 600 J/m2
Abundanz | Abweichung Sx | Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sx
® Enterokokken | 2,02E+04 | 7,97E+03 1,21E+02 | 5,95E+01 1,50E+01 | 6,61E+00 1,70E+02 | 1,23E+02
g - E. faecalis 3,78E+01 | 1,55E+01 <LOD - <LOD - <LOD -
g % P. aeruginosa | 1,55E+02 | 4,47E+01 1,96E+02 | 1,60E+02 2,38E+02 | 1,94E+02 7,83E+00 | 6,40E+00
% § K. pneumoniae | 579E+04 | 2,67E+04 2,38E+02 | 1,94E+02 <LOD - <LOD -
E A. baumannii || 1,56E+03 | 6,59E+02 3,54E+01 | 2,89E+01 3,51E+01 | 2,87E+01 2,31E+01 | 1,89E+01
£ E. coli 4,23E+04 | 1,69E+04 3,83E+02 | 1,11E+02 1,15E+02 | 9,39E+01 3,12E+01 | 1,33E+01
> o ermB 8,10E+04 | 4,51E+04 8,44E+02 | 4,67E+02 3,28E+02 | 1,97E+02 9,04E+02 | 5,14E+02
9% g’, intl 1,64E+06 | 2,21E+05 1,95E+04 | 1,14E+04 7,36E+03 | 2,92E+03 8,63E+03 | 3,77E+03
“c::'g £ g tetM 5,04E+04 | 1,09E+04 2,55E+02 | 7,68E+01 2,63E+02 | 9,68E+01 2,34E+02 | 2,01E+01
g 5 blaTEM 5,15E+06 | 4,10E+06 2,68E+05 | 1,89E+05 3,48E+05 | 2,59E+05 5,30E+04 | 2,50E+04
sull 5,85E+06 | 1,44E+05 4,82E+04 | 3,01E+04 1,33E+04 | 6,32E+03 1,06E+04 | 6,56E+02
oo | PlRCTX-M 1,82E+03 | 7,05E+02 2,25E+01 | 1,27E+01 <LOD - <LOD -
‘g I g’, blaCTX-M-32 | 6,88E+03 | 3,70E+03 4,51E+02 | 6,65E+01 4,28E+02 | 5,03E+01 5,30E+02 | 2,56E+02
% § g blaOXA-48 6,02E+02 | 4,92E+02 5,34E+01 | 4,36E+01 <LOD - <LOD -
£ *§‘ g | blaCMY-2 8,91E+02 | 2,69E+02 <LOD |- <LOD - <LOD -
blaVIM 2,08E+03 | 1,70E+03 <LOD - <LOD - <LOD -
S £ |vanA <LOD |- <LOD |- <LOD - <LOD -
g é § mecA 5,78E+01 | 4,72E+01 2,30E+01 | 1,87E+01 <LOD - <LOD -
& 2 = mcr-1 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
S blaNDM 1,13E+02 | 9,26E+01 <LOD - <LOD - <LOD -
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7.19 Koloniebildende Einheiten der Auswirkungen einer Veranderung von
Ozonkonzentration und UV-Dosis nach der konventionellen Klarung

Tabelle 37: Koloniebildenden Einheiten (KBE)/100 mL von E£. col, Enterokokken, Acinetobacter spp.
und Pseudomonas spp. im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach 1,5 g Ozon/g DOC ohne und
mit nachgeschalteter UV-Behandlung mit 400 J/m2 bzw. 600 J/m?2.

1,5 g Ozon/g DOC
KBE/100 mL
Zulauf | keinUV | 400 J/m? 600 J/m?

Mittelwert 15833 26 2 3
S | Minimal 2500 1 2 3
i

Maximal 33000 103 4 11
é Mittelwert 1297 1 0 0
X
_g Minimal 0 0 0 0
% Maximal 3820 2 0 0
2 Mittelwert 4800 471 54 178
c
o
S g | Minimal 0 3 0 0
'g w
g Maximal 8700 1381 240 632
5 Mittelwert 67497 17 1 4
(&]
(45
£ 2| Minimal 3100 0 0 0
<5 (7))
-§ Maximal 100000 36 2 7
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Tabelle 38: Koloniebildenden Einheiten (KBE)/100 mL von E. coli, Enterokokken, Acinetobacter sowie
ESBL-resistente Keime, MRSA und Vancomycin resistente Enterokokken im Zulauf (Ablauf des
Nachklarbeckens) und nach 2 g Ozon/g DOC ohne und mit nachgeschalteter UV-Behandlung mit 400

J/m2 bzw. 600 J/m?2.

2 g Ozon/g DOC

KBE/100 mL
Zulauf kein UV 400J/m3 600J/m3

Mittelwert 24133 6 0 1
8 | Minimal 20000 0 0 1
ui

Maximal 29500 11 1 3
§ | Mittelwert 2161 0 0 0
X
% Minimal 0 0 0 0
;%: Maximal 3700 1 0 0
2 Mittelwert 57667 75 53 5
o
S 2 | Minimal 0 0 0 0
'g (%)
8 Maximal 120000 239 212 20
3 Mittelwert 77440 1 1 2
(&}
C _—
2 g | Minimal 5000 0 0 0
o n
§ Maximal 149880 3 1 7
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7.20 Abundanzen und Standardabweichung von fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen nach der adsorptiven Reinigung und nach Behandlung mit 1,5 bzw 2 g Ozon/g
DOC und 400 bzw. 600 J/m?2

Tabelle 39: Zellaquivalent/100 mL fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Zulauf (Ablauf des Sedimentationsbeckens der
Aktivkohlebehandlung) und nach einer Behandlung mit 1,5 g Ozon/g DOC ohne UV-Bestrahlung und mit nachfolgender 400 J/m2 und 600 J/m?
UV-Bestrahlung. LOD: Detektionslimit.

1,5 g Ozon/g DOC
Zellaquivalente/100 mL Zulauf kein UV 400 J/m? 600 J/m?2
Abundanz | Abweichung Sx | Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sx
o Enterokokken 3,11E+03 1,16E+03 <LOD - <LOD - <LOD -
% _ E. faecalis <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
:—fg % P. aeruginosa 4,31E+01 3,05E+01 <LOD - <LOD - <LOD -
.é % K. pneumoniae 1,35E+04 6,99E+03 <LOD - <LOD - <LOD -
;:U A. baumannii 2,01E+02 8,28E+01 <LOD - 7,58E+01 5,36E+01 <LOD -
= E coli 9,53E+03 8,69E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
= ermB 9,68E+03 3,14E+03 1,26E+01 8,92E+00 1,03E+02 2,57E+01 8,27E+00 5,85E+00
g i intl1 1,21E+06 |  599E+05 6,71E+02 6,04E+00 1,73E+03 4,64E+02 7,98E+02 2,67E+02
% g tetM 6,93E+03 8,38E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
ég blaTEM 5,48E+04 7,48E+03 1,41E+04 6,95E+03 1,27E+04 7,82E+03 1,11E+04 4,64E+03
ic::cs sull 1,96E+06 4,91E+05 1,12E+03 1,01E+02 1,95E+03 4,35E+02 1,10E+03 3,34E+02
= é % blaCTX-M 1,45E+03 5,44E+02 2,17E+01 1,53E+01 3,01E+01 2,13E+01 <LOD -
g "é g blaCTX-M-32 7,29E+03 2,34E+03 2,53E+02 1,79E+02 2,97E+02 2,10E+02 2,33E+02 1,65E+02
E g g blaOxa-48 1,47E+02 1,04E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
=S & | placMy-2 3,61E+02 1,80E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
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Zulauf kein UV 400 J/m? 600 J/m?2
Abundanz | Abweichung Sx | Abundanz | AbweichungSx || Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sx
blaVIM 381E+02 [  2,70E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
vanA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
MecA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
el 3,26E+02 2,06E+02 <LOD - <LOD - <LOD -
blaNDM <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
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Tabelle 40: Zellaquivalente/ 100 mL fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgene im Zulauf (Ablauf des Sedimentationsbeckens
der Aktivkohlebehandlung) und nach einer Behandlung mit 2 g Ozon/g DOC ohne UV-Bestrahlung und mit nachfolgender 400 J/m2? und 600 J/m?
UV-Bestrahlung. LOD: Detektionslimit.

2 g Ozon/g DOC
Zellaquivalente/100 mL Zulauf kein UV 400 J/m? 600 J/m?
Abundanz | Abweichung Sx || Abundanz | Abweichung Sz | Abundanz | Abweichung Sz || Abundanz | Abweichung Sk
@ Enterokokken | 3,32E+04 |  2,22E+04 <LOD - <LOD - <LOD -
q8)’ — | E. faecalis <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
f‘g 2 | P.aeruginosa | 1,58E+01 |  1,12E+01 <LOD - <LOD - <LOD -
é § K. pneumoniae | 2,42E+04 |  1,32E+04 <LOD - <LOD - <LOD -
E A. baumannii || 6,41E+02 |  1,92E+02 5,77E+00 4,08E+00 5,29E+00 3,74E+00 3,33E+00 2,35E+00
= E. coli 3,44E+04 |  1,61E+04 <LOD - <LOD - <LOD -

o o | ermB 4,64E+04 |  2,38E+04 <LOD - <LOD - <LOD -
9% % intl1 1,51E+06 | 8,74E+05 1,02E+03 3,07E+02 7,73E+02 1,44E+02 1,07E+03 2,85E+02
E £ g tetM 7,68E+03 |  2,50E+03 <LOD - <LOD - <LOD -

_CS’ E blaTEM 1,31E+05 |  3,66E+04 1,18E+04 8,33E+03 1,79E+04 9,89E+03 1,27E+04 7,38E+03

sull 2,23E+06 |  1,04E+06 1,62E+03 5,05E+02 1,82E+03 4,78E+02 6,27E+02 4,44E+02
5B £ | blaCTX-M 3,63E+03 | 1,66E+03 1,07E+01 7,60E+00 1,16E+01 8,22E+00 <LOD -
g "E’ § blaCTX-M-32 | 1,78E+04 |  6,50E+03 <LOD - <LOD - <LOD }
s 2 2 | blaOxa-48 6,19E+03 |  4,38E+03 <LOD - <LOD - <LOD -
€8 & |vlacmy=2 373E+02 |  1,09E+02 <LOoD : <LOD i <LOD -

o o | blaVIM 2,87E+02 |  2,03E+02 <LOD - <LOD - <LOD -

- g %‘: vanA <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
£ § & | mecA <LOD : <LOD - <LOD i <LOD -
=2 | mord 392E+02 | 2,49E+02 <LOD - <LOD : <LOD -

= % | hlaNDM <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
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7.21 Koloniebildende Einheiten der Auswirkungen einer Veranderung von
Ozonkonzentration und UV-Dosis nach adsorptiver Reinigung

Tabelle 41: Koloniebildende Einheiten (KBE)/100 mL von E. coli, Enterokokken, Acinetobacter im Zulauf
(Ablauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung) und nach 1,5 g Ozon/g DOC ohne-und
mit nachgeschalteter UV-Behandlung mit 400 J/m2 bzw. 600 J/m?2.

1,5 g Ozon/g DOC
KBE/100 mL _
Zulauf | kein UV 400 J/m? 600 J/m?
Mittelwert 9375 0 0 0
S | Minimal 5200 0 0 0

L

Maximal 13550 1 0 0
o & | Mittelwert 860 0 0 0
g5
g—‘é Minimal 793 0 0 0
==
= £ | Maximal 927 0 0 0
8 | Mittelwert 4625 1 0 0
o
S & | Minimal 0 0 0 0
'g wn
£ | Maximal 9250 2 0 0
8 | Mittelwert 42502 1 0 0
T .
S S| Minimal 1657 0 0 0
qc_) (72}
S | Maximal 83347 3 0 0
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Tabelle 42: Koloniebildende Einheiten (KBE)/ 100 mL von E. coli, Enterokokken, Acinetobacter im Zulauf
(Aktivkohle) und nach 2 g Ozon/g DOC ohne-und mit nachgeschalteter UV-Behandlung mit 400 bzw.
600 J/m?2.

Zulauf | kein UV 400 J/m2 600 J/m?
Mittelwert 6450 1 0 0
Minimal 6450 0 0 0
Maximal 6450 1 0 0
Mittelwert 850 0 0 0
Minimal 500 0 0 0
Maximal 1200 0 0 0
Mittelwert 2250 3 0 0
Minimal 0 0 0 0
Maximal 4500 6 0 0
Mittelwert 3742 8 0 0
Minimal 1837 0 0 0
Maximal 5647 15 1 1
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7.22 Abundanz und Standardabweichung von fakultativ pathogenen
Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Ablauf der Nachklarung und
nach weitergehender 1g Ozon/g DOC und einer Verweilzeit von 30 und

60 Min. sowie sequentieller UV-Behandlung

Tabelle 43: Zellaquivalente/ 100 mL an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene
im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens), nach einer Behandlung mit 1 g Ozon/g DOC (30 Min.
Verweilzeit) und mit Ozonbehandlung sowie nachfolgender UV-Bestrahlung mit 400 J/m2. LOD:
Detektionslimit.

30 Min. Ozon
Zellaquivalente/100 mL Zulauf kein UV 400 J/m2 UV
Abundanz Abweslghung Abundanz Abwesi;:hung Abundanz Abwesighung
® Enterokokken | 7,55E+03 | 2,33E+03 | 4,32E+02 | 1,70E+02 | 5,89E+01 | 3,38E+01
g’u _ E. faecalis 1,55E+01 | 1,26E+01 <LOD - <LOD -
%_% P. aeruginosa | 1,28E+03 | 9,93E+02 | 6,00E+01 | 3,73E+01 | 1,61E+01 | 1,31E+01
% § K. pneumoniae | 1,08E+04 | 6,02E+03 | 8,79E+03 | 6,95E+03 <LOD -
E A. baumannii 7,52E+02 2,72E+02 6,34E+02 | 4,36E+02 | 1,47E+01 | 7,61E+00
= E. coli 1,89E+04 1,14E+04 1,62E+03 1,15E+03 2,28E+02 1,38E+02
§ ermB 8,54E+04 | 3,60E+04 | 6,71E+03 | 4,13E+03 | 1,33E+03 | 6,19E+02
é § intl1 1,93E+06 | 1,27E+06 | 3,50E+05 | 2,78E+05 | 4,73E+04 | 3,58E+04
g é tetM 3,34E+04 | 1,30E+04 | 7,02E+02 | 3,15E+02 | 4,42E+02 | 2,54E+02
2 é blaTEM 3,05E+06 | 2,47E+06 | 1,64E+06 | 1,31E+06 | 5,07E+04 | 3,16E+04
ﬁ“ sull 5,46E+06 | 3,17E+06 | 6,30E+05 | 4,98E+05 | 1,46E+05 | 1,14E+05
= é % blaCTX-M 3,04E+03 | 1,41E+03 | 1,59E+02 | 9,38E+01 <LOD -
g é § blaCTX-M-32 | 2,08E+04 | 120E+04 | 2,45E+03 | 8,45E+02 | 1,61E+02 | 6,60E+01
3 g g blaOxa-48 2,98E+03 1,65E+03 577E+02 | 4,71E+02 <LOD -
=9 g blaCMY-2 6,88E+02 | 3,57E+02 | 6,19E+01 | 5,06E+01 <LOD -
o o | blavIM 5,10E+02 | 4,16E+02 <LOD - <LOD -
_5 S | vanA <LOD - <LOD - <LOD -
% § § mecA <LOD i 2,71E+01 | 222E+01 | <LOD -
fé‘ E mer-1 <LOD - <LOD - <LOD -
blaNDM <LOD - <LOD - <LOD -
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Tabelle 44: Zellaquivalente/ 100 mL an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene
im Zulauf (Ablauf des Nachkldrbeckens), nach einer Behandlung mit 1 g Ozon/g DOC (60 Min.
Verweilzeit) und mit Ozonbehandlung sowie nachfolgender UV-Bestrahlung mit 400 J/m2. LOD:
Detektionslimit.

60 Min. Ozon
Zellaquivalente/100 mL Zulauf kein UV 400 J/m2 UV
Abundanz Abweli:hung Abundanz Abwelfzhung Abundanz Abwelfhung
Sx Sx Sx
1,02E+04 | 4,15E+03 | 3,59E+00 | 2,93E+00 1,11E+01 | 9,09E+00
@ Enterokokken aeero e S S
S . 46E+01 ,83E+01 <LOD <LOD
§ - E. faecalis T s S S
- O g
8'S P. aeruginosa ,31E+01 | 1,08E+01 <LOD <LOD
= X K. pneumoniae 3,69E+03 | 3,01E+03 <LOD <LOD
S o '
E . || 3,57E+02 | 1,83E+02 | 2,83E+01 | 1,95E+01 1,11E+01 | 4,59E+00
j‘c_u A. baumannii
E_ coli 437E+03 | 1,80E+03 | 2,54E+01 | 2,07E+01 <LOD
ermB 455E+04 | 1,89E+04 | 4,52E+01 | 3,69E+01 1,69E+01 | 1,38E+01
§ % intl1 4,82E+05 | 2,99E+05 | 9,16E+02 | 6,82E+02 | 3,67E+02 | 2,05E+02
oL D
% E % tetM 1,65E+04 | 6,77E+03 | 3,24E+01 | 2,64E+01 <LOD
€90
§§ blaTEM 2,75E+04 | 2,01E+04 | 1,02E+04 | 8,27E+03 6,52E+03 | 5,29E+03
sull 1,52E+06 | 1,16E+06 | 1,46E+03 | 1,17E+03 6,37E+02 | 4,13E+02
L 2 2| plaCTX-M 1,61E+03 | 1,07E+03 <LOD 4,36E+00 | 3,56E+00
% é ,qg’v blaCTX-M-32 454E+03 | 2,02E+03 | 5,73E+02 | 4,07E+02 | 4,80E+01 | 3,92E+01
(=
£S 8 | blaoxass 4,33E+03 | 353E+03 | <LOD <LOD
e 1,89E+02 | 1,01E+02 | <LOD <LOD
blaVIM 1,93E+03 1,57E+03 <LOD <LOD
22 | aa <LOD <LOD <LOD
@5 g
% g g MecA <LOD <LOD <LOD
Q @D
22 | mor-1 <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD
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7.23 Koloniebildenden Einheiten nach einer sequenziellen
0Ozon/UV-Behandlung mit verlangerter Ozonkontaktzeit

Tabelle 45: Koloniebildende Einheiten ( KBE)/100 mL von E. cofj, intestinalen Enterokokken,
Pseudomonas spp. und Acinetobacter spp. im Zulauf (Ablauf des Nachklarbeckens) und nach 30 bzw.
60 Min. Behandlung mit 1 g Ozon/g DOC mit und ohne nachfolgender UV-Bestrahlung mit 400 J/m2.

30 Min. Verweilzeit 60 Min. Verweilzeit
KBE/100 mL 1g0zonig | L9920/ 1gOzong | 19970
DOC DOC
Zulauf DOC Zulauf DOC
KeinUy | T400J/m? Keinuy | +400J/m2
uv uv
Mittelwert | 21667 10 1 51333 1 41
S | minimal | 14000 0 0 0 0 0
Ll
maximal | 27000 24 3 139000 3 122
o & | Mittelwert | 3931 8 1 1276 0 1
S X
g éé minimal 2727 3 0 0 0 0
= o
=& | maximal | 5667 15 2 2427 0 3
8 Mittelwert | 23650 7 9 13833 2 11
o
52| minimal 0 0 1 0 0 0
'g w
o maximal | 61500 14 23 32500 7 34
% Mittelwert | 47380 1 4 670 0 0
c |
S 2| minimal | 47380 1 0 0 0 0
(<5} wn
c
S maximal | 47380 1 8 1340 0 0
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7.24 Einzelwerte der Abundanzen an einzelnen Probenahmentagen

7.24.1 Abundanz an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene an den einzelnen
Probenahmetagenen im Ablauf der Nachklarung an den untersuchten Klaranlagen

Tabelle 46: Einzelwerte der Abundanzen der ersten Probenahme an fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Zu-und Ablauf der
sieben untersuchten Kldranlagen in Zellaquivalente/ 100 mL. LOD: Detektionslimit.

E:r)]tr)r?el /Zl‘i::)aﬁ]”ﬂ"a'e”te ZK1 AK1 ZK2 AK2 ZK3 AK3 ZK4 AK4 ZK5 AK5 ZK6 AKG ZK7 AK7
= Gesamtheit 149E+10 | 3,63E+08 | 4,68E+09 | 599E+08 | 1,73E+09 | 3,15E+08 | 3,87E+09 | 7,19E+08 | 4,87E+09 | 2,06E+08 | 521E+09 | 7,70E+08 | 3,89E+11 | 4,50E+10
g Enterokokken | 2,64E+05 | 1,60E+03 | 2,80E+05 | 4,41E+03 | 5,35E+05 | 2,05E+03 | 7,77E+05 | 5,60E+03 | 2,28E+06 | 9,00E+03 | 1,30E+06 | 4,38E+03 | 544E+06 | 4,62E+04
% E. faecalis 1,87E+03 | <LOD | 1,06E+03 | 3,08E+01 || 6,73E+02 | <LOD | 6,50E+03 | 4,56E+01 | 1,64E+04 | 6,30E+01 | 1,03E+04 | 8,28E+01 | 6,98E+03 | 9,40E+01
E-’» P.aeruginosa | 3,63E+03 | 1,80E+02 | 2,00E+03 | 3,56E+02 | 4,18E+03 | <LOD | 3,25E+03 | 1,13E+03 | 5,03E+03 | 1,01E+02 | 1,45E+04 | 8,56E+02 | 1,40E+04 | 1,47E+03
8 K pneumoniae | 5.42E+05 | 6,10E+03 | 6,24E+04 | 2,79E+03 | 171E+05 | 183E+03 | 2.04E+05 | 2.00E+03 | 2.05E+06 | 1.56E+04 | 1,01E+06 | 474E+03 | 4,036+05 | 3,04E+04
§ A. baumannii | 2,82E+05 | 4,02E+02 | 1,41E+05 | 1,90E+03 | 2,14E+04 | 2,27E+02 | 1,80E+05 | 3,58E+02 | 1,50E+05 | 1,85E+02 | 1,33E+05 | 5,36E+02 | 2,49E+06 | 2,79E+03
g E. coli 3,69E+05 | 6,62E+03 | 3,93E+05 | <LOD | 1,20E+05 | <LOD | 1,07E+06 | 1,33E+04 | 1,54E+06 | 1,50E+04 | 1,14E+06 | 1,14E+04 | 3,3LE+06 | 1,54E+05
P ermB 8,87E+06 | 4,75E+04 | 1,62E+06 | 3,52E+04 | 7,56E+06 | 1,67E+05 | 1,27E+07 | 8,03E+04 | 2,65E+07 | 1,10E+05 | 1,68E+07 | 1,68E+05 | 1,80E+08 | 6,11E+05
E’g intiL 2,48E+07 | 2,00E+06 | 1,12E+07 | 2,24E+06 | 3,95E+07 | 6,06E+05 | 2,74E+07 | 4,09E+06 | 1,48E+07 | 9,90E+05 | 1,44E+07 | 3,06E+06 | 1,41E+08 | 8,32E+06
_§§ tetM 1,05E+07 | 6,51E+04 | 6,06E+06 | 1,02E+05 | 1,43E+06 | 2,66E+04 | 1,18E+07 | 1,24E+06 | 3,91E+06 | 1,64E+05 | 8,54E+06 | 6,78E+04 | 2,38E+07 | 3,89E+05
g,% blaTEM 8,70E+06 | 2,65E+04 | 5,84E+06 | 5,21E+04 | 1,63E+06 | 1,26E+04 | 1,52E+07 | 1,92E+05 | 1,52E+07 | 8,26E+04 | 8,05E+06 | 3,03E+04 | 7,28E+07 | 1,58E+06
:Eem sull 1,74E+08 | 5,00E+06 | 6,98E+07 | 1,51E+07 | 9,61E+07 | 3,88E+06 | 1,61E+08 | 2,21E+07 | 8,51E+07 | 6,51E+06 | 1,02E+08 | 2,68E+07 | 4,63E+08 | 2,57E+07
| DIaCTXM 8,09E+04 | 6,82E+02 | 1,58E+04 | 3,20E+02 | 1,88E+04 | 7,20E+0L | 544E+05 | <LOD | 6,48E+04 | 5,50E+02 | <LOD | <LOD | L,13E+05 | 644E+03
Eg% blaCTX-M-32 | 1,15E+06 | 1,14E+04 | 1,44E+05 | 4,58E+03 | 1,72E+05 | 1,20E+03 | 4,07E+06 | 7,93E+08 | 7,71E+05 | 5,57E+03 | 8,21E+04 | 2,39E+03 | 1,16E+06 | 6,76E+04
%5% blaOxa-48 3,03E+05 | 3,28E+03 | 2,61E+07 | 1,23E+04 | 7,58E+04 | <LOD | 5,23E+04 | <LOD | 6,53E+04 | 2,73E+03 | 1,27E+05 | 9,16E+04 | 1,89E+05 | 1,55E+05
€ 8 & blacmv2 1,04E+04 | 3,21E+02 | 4,76E+05 | 1,57E+03 | 3,57E+03 | 5,39E+01 | 1,37E+06 | 1,57E+04 | 2,68E+04 | 6,37E+02 | 2,02E+03 | 5,36E+02 | 1,69E+04 | 1,62E+03
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blavVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 4,96E+05 | 2,56E+04
vanA 1,09E+03 | <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2,50E+02 | <LOD <LOD <LOD 6,35E+02 | <LOD
mecA 314E+02 | 2,36E+01 | 1,08E+02 | <LOD | 8,85E+01 | <LOD | 6,14E+02 | <LOD | 2,20E+03 | <LOD | 7,30E+02 | <LOD | 2,48E+03 | 6,80E+01
mcr-1 2,72E+04 | 4,44E+02 | 1,64E+03 | <LOD 2,51E+02 | <LOD 2,49E+04 | <LOD 4,96E+03 | <LOD <LOD <LOD 1,01E+04 | <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD 3,87E+02 | <LOD 6,14E+02 | <LOD 2,85E+02 | <LOD <LOD <LOD 1,13E+03 | <LOD
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Tabelle 47: Einzelwerte der Abundanzen der zweiten Probenahme an fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Zu-und Ablauf
der sieben untersuchten Klaranlagen. LOD: Detektionslimit.

E;ﬁgf:z' lzlﬂéaﬂ]ulj"a'e”te ZK1 AK1 ZK2 AK2 ZK3 AK3 ZK4 AK4 ZK5 AK5 ZK6 AK6 ZK7 AK7
S Gesamtheit 2,35E+10 | 2,35E+10
é Enterokokken | 7,59E+04 | 2,26E+02 | 556E+05 | 1,01E+03 | 3,24E+05 | 8,66E+03 | 6,36E+05 | 2,11E+03 | 3,16E+05 | 6,28E+03 | 3,62E+05 | 5,74E+03 | 2,49E+06 | 5,20E+01
§ E. faecalis 9,07E+01 | <LOD | 5,67E+02 | 7,26E+00 | 3,56E+02 | 6,93E+00 | 8,38E+02 | 3,04E+01 | 1,18E+03 | 3,19E+01 | 1,39E+03 | 2,75E+01 | 9,59E+02 | <LOD
E—’v P.aeruginosa | 3,61E+03 | 7,93E+01 | 1,47E+03 | 1,21E+03 | 7,32E+03 | 1,52E+02 | 1,51E+03 | 1,30E+03 | 1,36E+03 | 1,48E+02 | 4,64E+03 | 3,51E+02 | 9,96E+03 | 3,53E+01
® K preumoniae | 1,07E+05 | 1,88E+03 | 9,14E+05 | 181E+05 | 6,42E+05 | 4.36E+04 | 2,38E+05 | 1,22E+04 | 2.08E+05 | 0.75E703 | 4,02E+05 | 0,95E+03 | 9,42E+05 | <LOD
',% A baumannii | 1,16E+05 | 9,37E+0L | 3,28E+04 | 3,54E+02 | 2,33E+04 | 6,66E+02 | 1,21E+04 | 1,14E+02 | 2,62E+04 | 1,44E+02 | 2,53E+04 | 2,53E+03 | 1,85E+06 | <LOD
H;; E. coli 2,05E+05 | 6,14E+03 | 3,26E+05 | 1,28E+05 | 3,29E+05 | 1,38E+04 | 4,29E+05 | 3,33E+04 | 1,05E+05 | 1,46E+04 | 1,77E+05 | 2,17E+04 | 7,71E+06 | 1,75E+02
P ermB 2,05E+07 | 4,13E+04 | 3,80E+06 | 7,81E+04 | 1,31E+07 | 2,04E+05 | 1,22E+07 | 1,65E+04 | 507E+05 | 1,31E+04 | 1,71E+06 | 1,88E+04 | 6,81E+07 | 8,89E+02
& 2 [intl 4,48E+07 | 8,90E+05 | 3,30E+07 | 2,78E+07 | 7,23E+07 | 1,57E+06 | 1,75E+07 | 3,80E+06 | 1,38E+06 | 1,17E+05 | 4,87E+05 | 1,46E+05 | 1,07E+08 | 2,26E+04
§ § tetM 1,00E+07 | 4,53E+04 | 1,64E+07 | 1,20E+05 | 6,10E+06 | 1,92E+05 | 7,66E+06 | 1,12E+05 | 4,49E+05 | 1,37E+04 | 8,01E+05 | 1,17E+04 | 8,79E+06 | <LOD
g,% blaTEM 1,06E+07 | 2,98E+04 | 5,00E+07 | 1,11E+05 | 2,18E+07 | 1,25E+05 | 6,40E+06 | 8,55E+04 | 9,28E+05 | 2,12E+04 | 8,02E+05 | 3,65E+04 | 2,46E+08 | 8,27E+04
E © o 2,08E+08 | 7,51E+06 | 1,80E+08 | 2,26E+08 | 2,02E+08 | 1,30E+07 | 9,17E+07 | 2,11E+07 | 1,02E+07 | 6,07E+05 | 2,60E+06 | 1,17E+06 | 4,06E+08 | <LOD
5 o] PlRCTXM 7,53E+04 | 1,46E+03 | 5,01E+04 | 2,45E+02 | 3,80E+04 | 2,39E+03 | 8,26E+04 | 2,60E+04 | 8,84E+03 | 2,37E+02 | 1,41E+03 | <LOD | 6,09E+04 | <LOD
%é E-% blaCTX-M-32 | 7,27E+05 | 8,18E+02 | 1,63E+05 | 2,52E+03 | 2,85E+05 | 6,23E+03 | 5,24E+05 | 6,23E+03 | 3,58E+04 | 1,00E+03 | 1,12E+04 | 2,62E+02 | 5,28E+06 | 1,83E+04
g s % blaOxa-48 5,58E+05 | 7,63E+03 | 5,10E+06 | 1,54E+04 | 5,37E+05 | 4,56E+03 | 2,31E+05 | 1,25E+04 | 1,17E+04 | 3,88E+02 | 6,32E+03 | 1,58E+03 | 2,83E+05 | 2,45E+01
S 8 & blacMv=2 1,11E+03 | 1,65E+01 | 4,89E+03 | 1,38E+02 | 1,53E+04 | 3,94E+02 | 1,21E+04 | 8,18E+02 | 3,06E+03 | 1,53E+02 | 1,79E+02 | 1,34E+01 | 1,80E+05 | 3,06E+01
blavIM <LOD | <LOD | <LOD | <LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD |<LOD | 8,22E+06 | <LOD
8 2 vanA <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 8,23E+00 | <LOD | <LOD | <LOD | 5,82E+01 | <LOD | <LOD | 1,93E+01 | 1,76E+03 | <LOD
5 é g mecA 6,36E+02 | 6,57E+01 | 2,00E+03 | 6,66E+01 | 1,26E+03 | 2,36E+02 | 4,81E+01 | 1,82E+02 | 5,60E+01 | 1,62E+01 | 4,88E+01 | <LOD | <LOD | <LOD
2 -‘g g mcer-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 4,76E+04 | <LOD
blaNDM <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 1,26E+03 | 9,22E+02 | <LOD | <LOD | 8,86E+01 | <LOD | <LOD | <LOD | 2,74E+03 | <LOD
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Tabelle 48: Einzelwerte der Abundanzen der dritten Probenahme an fakultativ pathogener Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen im Zu-und Ablauf der
sieben untersuchten Klaranlagen. LOD: Detektionslimit.

E;ﬁgf:é lzl‘g(')aﬂnulj"a'e“te ZK1 AK1 ZK2 AK2 ZK3 AK3 ZK4 AK4 ZK5 AK5 ZK6 AK6 ZK7 AKT7

S Gesamtheit 9,17E+10 | 4,32E+08
é Enterokokken | 2,64E+05 | 1,60E+03 | 2,80E+05 | 4,41E+03 | 535E+05 | 2,05E+03 | 7,77E+05 | 5,60E+03 | 2,28E+06 | 9,00E+03 | 1,30E+06 | 4,38E+03 | 1,10E+07 | 7,83E+03
% E. faecalis 1,87E+03 | <LOD | 1,06E+03 | 3,08E+01 | 6,73E+02 | <LOD | 6,50E+03 | 4,56E+01 | 1,64E+04 | 6,30E+01 | 1,93E+04 | 8,28E+01 | 3,41E+04 | 3,45E+01
E-’v P.aeruginosa | 3,63E+03 | 1,80E+02 | 2,00E+03 | 356E+02 | 4,18E+03 | <LOD | 3,25E+03 | 1,13E+03 | 593E+03 | 1,01E+02 | 1,45E+04 | 8,56E+02 | 1,41E+04 | 9,25E+01
& K pneumoniae | 5,42E+05 | 6,106+03 | 6.24E+04 | 2.79E+03 | 1,71E+05 | 1,83E+03 | 2,04E+05 | 2.09E+03 | 2,05E+06 | 1,56E+04 | 1,01E+06 | 4,74E+03 | 3.70E+06 | 143E+04
§ A.baumannii | 2,82E+05 | 4,02E+02 | 1,41E+05 | 1,90E+03 | 2,14E+04 | 2,27E+02 | 1,80E+05 | 3,58E+02 | 1,50E+05 | 1,85E+02 | 1,33E+05 | 5,36E+02 | 1,32E+06 | 3,04E+03
% E. coli 3,60E+05 | 6,62E+03 | 3,93E+05 | <LOD | 1,29E+05 | <LOD | 1,07E+06 | 1,33E+04 | 1,54E+06 | 1,50E+04 | 1,14E+06 | 1,14E+04 | 1,11E+07 | 3,40E+04
P ermB 8,75E+06 | 5,10E+04 | 3,51E+06 | 6,22E+04 | 1,56E+07 | 2,64E+05 | 532E+06 | 1,61E+05 | 2,15E+07 | 2,99E+04 | 9,22E+04 | 7,14E+04 | 2,65E+08 | 9,66E+04
& 2 [l 5,26E+07 | 1,48E+06 | 1,55E+07 | 9,82E+06 | 9,00E+07 | 1,12E+07 | 4,14E+07 | 6,64E+06 | 1,24E+08 | 1,46E+06 | 3,13E+07 | 1,19E+06 | 1,21E+08 | 2,00E+06
§ § tetM 1,05E+07 | 6,51E+04 | 6,06E+06 | 1,02E+05 | 1,43E+06 | 2,66E+04 | 1,18E+07 | 1,24E+06 | 3,91E+06 | <LOD | 8,54E+06 | 6,78E+04 | 503E+07 | 516E+04
g,% blaTEM 1,20E+07 | 5,87E+04 | 1,67E+07 | 1,35E+05 | 9,26E+06 | 2,55E+05 | 2,93E+06 | 9,97E+04 | 3,07E+07 | 1,38E+05 | 8,39E+03 | 2,03E+04 | 2,12E+08 | 2,98E+05
E e 1,74E+08 | 5,00E+06 | 6,98E+07 | 1,51E+07 | 9,61E+07 | 3,88E+06 | 1,61E+08 | 2,21E+07 | 8,51E+07 | 6,51E+06 | 1,02E+08 | 2,68E+07 | 2,70E+08 | 9,01E+06
» o] DIACTXM 2,08E+04 | 1,48E+03 | 2,63E+04 | 4,18E+03 | 3,54E+04 | 1,52E+04 | 8,80E+05 | 1,27E+04 | 1,42E+05 | 1,64E+03 | 7,08E+05 | 4,67E+03 | 3,04E+05 | 1,61E+03
%é E-% blaCTX-M-32 | 6,28E+04 | 8,20E+03 | 7,00E+06 | 2,13E+04 | 3,74E+04 | 2,45E+04 | 1,91E+04 | 1,56E+04 | 3,40E+05 | 9,10E+03 | 1,24E+06 | 2,25E+04 | 3,71E+06 | 1,17E+04
g s % blaOxa-48 9,34E+05 | 7,34E+03 | 6,20E+05 | 1,99E+04 | 3,73E+05 | 2,82E+04 | 1,06E+07 | 2,73E+05 | 2,22E+06 | 8,52E+03 | 1,36E+07 | 8,80E+04 | 3,40E+03 | 1,67E+03
S 8 & Mblacmv2 1,04E+04 | 3,21E+02 | 4,76E+05 | 1,57E+03 | 3,57E+03 | 5,39E+01 | 1,37E+06 | 1,57E+04 | 2,68E+04 | <LOD | 2,02E+03 | <LOD | 2,05E+06 | 1,39E+04
blavIM <LOD | <LOD | <LOD |<LOD |<LOD |<LOD | <LOD <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 2,31E+06 | 9,24E+03
8 2 vanA 1,09E+03 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD <LOD | 2,50E+02 | <LOD | <LOD | <LOD | 1,98E+02 | 2,56E+00
5 é g mecA 3,14E+02 | 2,36E+0L | 1,08E+02 | <LOD | 8,85E+01 | <LOD | 6,14E+02 | <LOD | 2,20E+03 | <LOD | 7,30E+02 | <LOD | 9,78E+03 | 1,73E+01

2 -‘g g mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2,81E+04 | <LOD

blaNDM <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | 6,14E+02 | <LOD | 2,85E+02 | <LOD | <LOD | <LOD | 1,22E+04 | <LOD

Anhang 165




7.24.2 Abundanzen der fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen an den einzelnen Probenahmetagenen nach
den Verfahren der weitergehenden Abwasserbehandlung

Tabelle 49: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung an den
einzelnen Probenahmetagen. LOD: Detektionslimit.

Zellaguivalente/100 mL Datum der Probenahme
20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127
Gesamtheit 7,56E+09 | 2,22E+08 | 4,23E+08 | 4,64E+10
Z‘i Enterokokken | 3,08E+04 | 3,56E+03 | 6,60E+03 | 9,18E+03
c & E. faecalis 1,60E+02 | <LOD 2,24E+01 <LOD
§§ P. aeruginosa | 2.30E+02 | 508E+01 | 1,72E+02 | 1,06E+02
E @ | K pneumoniae | 2.26E+04 | 190E+03 | 120E+04 | <LOD
2 A baumannii | 1,77E+03 | 2,13E+02 | 6,86E+02 | 1,87E+03
- E. coli 5,83E+04 | 7,40E+03 | 3,09E+04 | 1,50E+04
o o |ermB 2,01E+05 | 2,85E+04 | 9,98E+04 | 2,33E+05
9% ga, intl1 2,23E+06 | 4,71E+05 | 1,65E+06 | 2,22E+06
E £S5 |tetm 8,36E+04 | 1,06E+04 | 855E+04 | 6,01E+04
—5 g | blaTEM 4,86E+05 | 3,00E+04 | 3,15E+05 | 6,22E+05
sull 7,80E+06 | 1,40E+06 | 559E+06 | 521E+06
£ 82 | blaCTX-M 2,18E+03 | 2,14E+02 | 6,46E+02 | 1,09E+03
3 2 g’ blaCTX-M-32 | 2,03E+04 | 1,49E+03 | 8,82E+03 4,55E+04
5 _§3 2 | blaoxa48 294E+04 | 539E+02 | <LOD | 3,98E+03
=S & |plaCMY-2 9,10E+02 | 1,86E+02 | 4,13E+03 | 1,82E+02
w o | blaviM 3,06E+04 | 2,53E+03 | 7,36E+03 | 5,82E+03
_ = E,:, vanA <LOD <LOD | 1,19E+00 | 1,14E+00
£ § § | mecA <LOD | <LOD <LOD <LOD
2 -CS g | mor1 4,02E+02 | 2,47E+02 | <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD | 2,68E+02
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Tabelle 50: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der Sandfiltration an den einzelnen Probenahmetagen. LOD:
Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL UM P TRIE
20161026 | 20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127
Gesamtheit 6,25E+08 | 4,02E+09 | 1,98E+07 | 2,33E+09 | 1,56E+10
%; Enterokokken | 1,79E+04 | 1,41E+04 | 3,24E+02 | 1,37E+04 | 6,21E+03
25 |E. faecalis 581E+01 | 1,13E+02 | <LOD | 515E+01 | <LOD
S8 | p aeruginosa | <LOD | 569E+02 | 430E+01 | 8,01E+01 | <LOD
E @ | K pneumoniae | 573E+03 | 7,63E+03 | 556E+02 | 225E+04 | <LOD
% A. baumannii 5,32E+02 | 1,06E+03 | 4,14E+01 | 2,10E+03 | 1,81E+02
- E coli 1,78E+04 | 2,15E+04 | 6,90E+02 | 3,95E+04 | 9,30E+03
o o |ermB 1,20E+05 | 1,37E+05 | 1,03E+03 | 1,32E+05 | 5,60E+04
9% E_:, intl1 1,48E+06 | 1,80E+06 | 5,04E+04 | 2,18E+06 | 1,12E+06
E“ § S | tetM 5,35E+04 | 6,46E+04 | 5,88E+02 | 8,71E+04 | 2,10E+04
_5 5 blaTEM 2,80E+05 | 2,46E+06 | 4,23E+03 | 4,20E+05 | 2,74E+05
sull 6,12E+06 | 7,81E+06 | 1,02E+05 | 7,31E+06 | 2,32E+06
= é % blaCTX-M 3,03E+03 | 2,29E+03 | 2,79E+01 | 1,19E+03 | 8,21E+02
S 2 R | plaCTX-M-32 | 1,25E+04 | 349E+05 | <LOD | 1,14E+04 | 7,41E+03
g § § blaOxa-48 8,45E+03 | 1,79E+04 | <LOD | 0,00E+00 | <LOD
=S & | plaCMY-2 2,73E+02 | 3,72E+03 | 4,33E+00 | 6,27E+03 | 8,41E+01
o o | blaVIM 2,47E+03 | 3,39E+04 | <LOD | 7,51E+03 | 7,97E+02
_ 2 E,:, vanA 9,29E+00 | 8,88E+01 | <LOD <LOD | 1,19E+00
£ § 8 | mecA 2,01E+01 | 1,63E+02 | <LOD <LOD | 7,55E+00
2 -5 5 o] 8,07E+01 | 7,72E+02 | <LOD | 1,38E+02 | 4,81E+01
blaNDM 8,52E+01 | <LOD <LOD | 858E+01 | 1,00E+00
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Tabelle 51: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der UV-Behandlung an den einzelnen Probenahmetagen. LOD:
Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 . 20170217 Z?th;?)ggs; szbg;;tl]g]zes 20171127
Gesamtheit 8,14E+08 1,18E+08 | 6,96E+08 | 3,13E+08
%; Enterokokken 2,94E+04 | 2,93E+03 | 4,11E+03 | 5,80E+03
% E E. faecalis 9,41E+01 <LOD <LOD <LOD
S8 P. aeruginosa 1,29E+02 | 4,48E+01 | 1,57E+02 | 5,59E+02
E @ | K pneumoniae | 247E+04 | 4,46E+03 | 136E+04 | <LOD
>
¥ A. baumannii 1,04E+03 | 3,81E+02 | 1,56E+03 | 4,20E+02
E. coli 4,02E+04 | 1,07E+04 | 3,01E+04 | 1,34E+04
o o |ermB 3,58E+05 | 1,42E+04 | 4,92E+04 | 1,32E+05
= E_:, inti1 2,85E+06 | 3,06E+05 | 1,72E+06 | 3,18E+06
E § § tetM 1,52E+05 | 8,05E+03 | 2,71E+04 | 3,14E+04
‘5 E blaTEM 9,88E+05 1,68E+05 | 2,00E+05 | 2,69E+06
sull 1,06E+07 | 7,17E+05 | 6,05E+06 | 7,79E+06
=82 | blaCTX-M 1,72E+03 | 5,05E+02 | 5,82E+02 | 3,61E+02
E é g blaCTX-M-32 7,63E+04 | 4,63E+04 | 8,40E+03 | 2,09E+04
b % ?, blaOxa-48 3,42E+04 | 9,67E+02 <LOD 2,80E+03
SS& |placMy-=2 1,39E+03 | 1,11E+02 | <LOD | 1,06E+02
o o | blaVviM 4,60E+04 | 1,99E+03 | 3,18E+03 | 1,73E+03
© C
. é 2 | vanA <LOD <LOD <LOD <LOD
SE E mecA 4,81E+01 <LOD | 1,07E+02 | <LOD
-5 5 mer-1 <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD

168 Anhang



Tabelle 52: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der Ozonbehandlung an den einzelnen Probenahmetagen. LOD:
Detektionslimit.

L Datum der Probenahmen
Zellaquivalente/100 mL
20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127
Gesamtheit 571E+07 | 3,91E+06 | 3,06E+06 | 3,60E+06
§ Enterokokken | 1,32E+02 | 3,12E+01 | 4,25E+02 | 8,62E+00
£ 5 | E faecalis <LOD | <LOD <LOD <LOD
§§ P. aeruginosa | L60E+03 | 2,44E+01 | 2,25E+01 | 3,30E+01
Ed | K pneumoniae | <LOD <LOD <LOD <LOD
g A el <LOD <LOD | 7,43E+00 | <LOD
E. coli 2,32E+04 | 1,42E+02 | 8,41E+01 | 4,66E+01
o o |ermB 2,77E+03 | 1,13E+03 | 3,79E+03 | 4,90E+02
9’% E,:, intl1 4,00E+04 | 2,31E+04 | 6,39E+03 | 2,57E+04
1555 ES | tetM 7.87E+02 | 1,97E+02 | 2,14E+02 | 2,22E+02
E g | blaTEM 2,14E+04 | 3,41E+04 | 4,90E+03 | 7,61E+03
sull 1,13E+05 | 6,11E+04 | 1,73E+04 <LOD
£ 82 | blaCTX-M <LOD <LOD <LOD <LOD
S 2 & | blaCTX-M-32 | 503E+03 | 835E+03 | 521E+02 | 3,03E+02
5 S5 | blaoxass <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
=S & | plaCMY-2 490E+01 | <LOD <LOD <LOD
Y o | blaviM <LOD <LOD <LOD <LOD
_5 g», A <LOD | <LOD <LOD <LOD
£ § 8 | mecA <LOD <LOD | 8,29E+00 | <LOD
° fé‘ g | merl <LOD | <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 53: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der Ultrafiltration 1 an den einzelnen Probenahmetagen. LOD:
Detektionslimit.

Zellaquivalente/100 mL DM P AITE

20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127

Gesamtheit 6,38E+03 | 6,06E+02 | 1,00E+01 | 2,10E+03
%; Enterokokken | 9,75E-01 | <LOD | 1,41E-01 | <LOD
= E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD
S8 | p aeruginosa | <LOD | 144E+00 | <LOD | <LOD
Ed@ | K pneumoniae | <LOD <LOD <LOD <LOD
< A. baumannii <LOD <LOD <LOD <LOD
- E coli 1,10E+00 | 2,21E+00 | <LOD <LOD
oo | ermB 6,02E+00 | <LOD <LOD <LOD
E’E % intl1 <LOD <LOD | 2,22E+00 | <LOD
"sé ES | tetM <LOD <LOD <LOD <LOD
-g g | blaTEM 1,96E+01 | 4,37E+01 | <LOD <LOD
sull <LOD <LOD <LOD <LOD
=82 |blacTX-M <LOD <LOD <LOD <LOD
S < g blaCTX-M-32 <LOD <LOD <LOD <LOD
E § % blaOxa-48 <LOD <LOD <LOD <LOD
=S & | plaCMY-2 <LOD <LOD <LOD <LOD
o o | blaviM <LOD <LOD | 2,89E+00 | <LOD
_ 2 E,:, vanA <LOD <LOD <LOD <LOD
2 § § | mecA <LOD | <LOD <LOD <LOD
° -5 g | mor-1 <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 54: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der Ultrafiltration 2 an den einzelnen Probenahmetagen. LOD:
Detektionslimit.

. Datum der Probenahme
Zellaquivalente/100 mL
20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127
. Gesamtheit 3,23E+03 | 141E+04 | 2,46E+05 | 2,96E+04
g Enterokokken <LOD | 524E-01 | 4,00E+00 | <LOD
% § |E faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD
S8 | p.aeruginosa | <LOD | 2,91E+00 | <LOD <LOD
€& | K. pneumoniae | <LOD <LOD | 2,94E+00 | <LOD
= A. baumannii <LOD | <LOD <LOD <LOD
- E. coli <LOD | 4,91E+00 | 1,23E+00 | <LOD
o o |ermB <LOD <LOD | 2,30E+00 | <LOD
9’% E.% intl1 <LOD | 9,73E+01 | 4,95E+01 | 3,76E+01
E ES |tetM <LOD <LOD <LOD <LOD
—‘g '@ | blaTEM 3,10E+01 | 2,81E+01 <LOD <LOD
=% lan <LOD | 5,75E+01 | 1,556E+04 | 1,01E+02
£ S £ |blaCTX-M <LOD | <LOD <LOD <LOD
S E & | blaCTX-M-32 | <LOD | <LOD <LOD <LOD
5562 [blaoxads <LoD | <LoD | <LoD | <LoD
S8 & | placmy- <LOD <LOD <LOD <LOD
o o | blavIiM <LOD <LOD | 3,76E+00 | <LOD
P g g’a vanA <LOD <LOD <LOD <LOD
g § g | mecA <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
@ €% | mer-1 <LOD <LOD <LOD <LOD
=% | blanDM <LOD | <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 55: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequentiellen Behandlung mit Ozon und UV an den einzelnen
Probenahmetagen. LOD: Detektionslimit.

Zellaguivalente/100 mL Datum der Probenahme
20170217 | 20170509 | 20171023 | 20171127
o Gesamtheit 3,49E+07 | 2,95E+06 | 2,06E+06 | 1,42E+06
S Enterokokken | 7,07E+03 | 1,79E+01 | 1,08E+02 | <LOD
£ § |E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD
§-§ P. aeruginosa <LOD 2,39E+01 <LOD <LOD
B @ | K pneumoniae | 146E+02 | 354E+01 | <LOD <LOD
% A. baumannii 5,77E+02 0,00E+00 <LOD 6,95E+00
- E. coli 3,13E+02 | 7,04E+01 | 3,33E+01 | <LOD
© o | ermB 4,14E+04 | 7,95E+02 | 9,77E+02 | 2,15E+02
.E’E E"’ intl1 5,06E+04 | 7,39E+03 | 9,12E+02 | 2,26E+04
‘E“ E 5 |tetv 3,65E+03 | 1,88E+02 | 7,58E+01 | 7,09E+01
=3 | blaTEM 9,30E+03 | 1,30E+03 | 2,79E+03 -
S 1,63E+05 | 1,44E+04 | 1,83E+03 | 1,04E+05
58 2 | blaCTX-M <LOD <LOD <LOD <LOD
B 2 2 | plaCTX-M-32 | 627E+02 | <LOD | 2,25E+02 | <LOD
5 _§ & | blaoxa-48 <LOD <LOD <LOD <LOD
= S £ | blaCMY-2 <LOD <LOD <LOD <LOD
o o | blaVvIM <LOD <LOD <LOD <LOD
_5 E"’ vanA <LOD <LOD <LOD <LOD
SES |mecaA <LOD <LOD <LOD <LOD
= 3 | mer-1 <LOD <LOD <LOD <LOD
=& | IaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD
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7.24.3 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen an den einzelnen
Probenahmetagenen nach der Erhéhung der Ozonkonzentration und UV-Dosis bei der Verwendung des Ablaufs
des Nachklarbeckens als Zulauf

Tabelle 56: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequentiellen
Behandlung mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und UV-Dosen bei der ersten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachklarbeckens

verwendet. LOD: Detektionslimit.

Zellquivalente/100 Zulaufreferenz 159 Olz’cs)n%g Olz'gn%g Zulaufreferenz 2 g Ozonlg 29 0Ozon/g | 2g Ozon/g
mL von15g Ozon/g DOC + 400 | DOC+ 600 von2g DOC DOC + 400 | DOC + 600
Ozon/g DOC DOC M2 UV Jm2 UV Ozon/g DOC Jim2 UV Jim2 UV
Gesamtheit 5,68E+08 7,79E+06 3,91E+06 5,46E+06 7,55E+07 4,74E+06 1,93E+06 1,12E+06
Enterokokken 2,16E+04 <LOD <LOD <LOD 2,41E+04 5,51E+01 1,73E+01 6,97E+00
E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD 5,36E+01 <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa 3,08E+01 <LOD <LOD <LOD 5,50E+01 <LOD <LOD <LOD
K. pneumoniae 3,93E+04 <LOD <LOD <LOD 5,28E+04 <LOD <LOD <LOD
A. baumannii 8,37E+02 <LOD <LOD <LOD 1,08E+03 <LOD <LOD <LOD
E. coli 1,45E+04 3,29E+02 4,27E+01 1,71E+02 2,25E+04 1,13E+02 <LOD 5,46E+01
ermB 9,76E+03 2,28E+02 3,83E+01 8,22E+01 1,02E+04 5,36E+02 1,86E+02 1,24E+02
intll 1,29E+06 1,56E+04 6,63E+03 1,14E+04 1,56E+06 1,04E+04 5,98E+03 1,99E+03
tetM 2,22E+04 3,05E+02 2,46E+02 1,92E+02 3,08E+04 4,28E+02 4,98E+02 1,85E+02
blaTEM 1,12E+05 6,74E+04 6,45E+04 8,28E+04 1,59E+05 7,54E+04 6,29E+04 5,32E+04
sull 5,27E+06 2,80E+04 1,67E+04 1,65E+04 6,17E+06 2,12E+04 9,52E+03 8,99E+03
blaCTX-M 8,69E+02 <LOD <LOD <LOD 1,69E+03 1,53E+01 <LOD <LOD
blaCTX-M-32 9,62E+03 9,32E+02 1,34E+03 1,21E+03 1,54E+04 4,84E+02 4,09E+02 1,15E+03
blaOxa-48 0,00E+00 <LOD <LOD <LOD 1,81E+03 <LOD <LOD <LOD
blaCMY -2 6,28E+02 <LOD <LOD <LOD 7,58E+02 <LOD <LOD <LOD
blaVIM 3,96E+03 <LOD <LOD <LOD 6,24E+03 <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 57: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequentiellen
Behandlung mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und UV-Dosen bei der zweiten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachkldrbeckens
verwendet. LOD: Detektionslimit.

Zelliquivalente/100 Zulaufreferenz 159 Olz1c5)n%g Olz’gngg Zulaufreferenz 2 g Ozon/g 29 0zon/g | 29 Ozon/g
mL von15g Ozon/g DOC + 400 | DOC+ 600 von 2 g DOC DOC + 400 | DOC + 600
Ozon/g DOC DOC Jm2 UV Mz UV Ozon/g DOC J/m2 UV J/m2 UV
Gesamtheit 1,15E+08 4,63E+06 8,83E+05 7,09E+05 1,32E+09 1,03E+06 1,08E+06 1,81E+06
Enterokokken 1,55E+03 2,15E+01 5,19E+01 5,89E+02 1,69E+03 4,08E+01 0,00E+00 4,71E+02
E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa <LOD <LOD <LOD <LOD 1,65E+02 <LOD <LOD <LOD
K. pneumoniae 1,20E+03 <LOD <LOD <LOD 3,99E+03 <LOD <LOD <LOD
A. baumannii 9,99E+01 5,30E+01 <LOD <LOD 4,57TE+02 <LOD <LOD <LOD
E. coli 4,78E+03 7,21E+01 1,96E+02 1,13E+02 2,07E+04 5,42E+02 <LOD 3,90E+01
ermB 6,15E+03 3,85E+02 1,76E+02 1,70E+03 4,27E+04 4,33E+01 <LOD 2,15E+03
intll 1,36E+05 4,51E+03 3,13E+03 2,13E+03 1,22E+06 1,23E+03 1,96E+03 1,75E+04
tetM 5,89E+03 2,81E+02 9,58E+01 9,87E+01 4,44E+04 1,05E+02 1,70E+02 2,57E+02
blaTEM 1,66E+04 <LOD <LOD 0,00E+00 1,06E+05 <LOD <LOD <LOD
sull 5,82E+05 2,64E+04 7,38E+03 3,81E+03 5,57E+06 2,18E+03 2,22E+03 1,13E+04
blaCTX-M 5,57E+01 <LOD <LOD 1,11E+01 3,93E+02 5,23E+01 <LOD <LOD
blaCTX-M-32 1,45E+03 3,07E+02 4,57E+02 6,60E+02 5,22E+03 2,97E+02 3,33E+02 1,24E+02
blaOxa-48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaCMY-2 1,07E+02 <LOD <LOD <LOD 3,99E+02 <LOD <LOD <LOD
blaVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD 1,74E+02 6,89E+01 <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD 3,40E+02 <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 58: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequentiellen
Behandlung mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und UV-Dosen bei der dritten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachklarbeckens
verwendet. LOD: Detektionslimit.

Zelliquivalente/100 Zulaufreferenz 159 Olz1c5)n%g Olz’gngg Zulaufreferenz 2 g Ozon/g 29 0zon/g | 29 Ozon/g
mL von15g Ozon/g DOC + 400 | DOC+ 600 von 2 g DOC DOC + 400 | DOC + 600
Ozon/g DOC DOC Jm2 UV Mz UV Ozon/g DOC Jim2 UV Jim2 UV
Gesamtheit 1,28E+09 4,38E+06 2,61E+06 7,42E+06 1,46E+09 1,95E+07 3,79E+06 3,69E+06
Enterokokken 1,42E+04 5,30E+01 5,66E+01 7,76E+01 3,48E+04 2,66E+02 2,78E+01 3,22E+01
E. faecalis 2,70E+01 <LOD <LOD <LOD 5,99E+01 <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa 2,67E+01 <LOD <LOD <LOD 2,44E+02 5,88E+02 7,14E+02 2,35E+01
K. pneumoniae 4,44E+04 4,73E+02 3,16E+02 4,89E+02 1,17E+05 7,14E+02 <LOD <LOD
A. baumannii 7,25E+02 2,31E+02 1,39E+02 2,00E+02 3,13E+03 1,06E+02 1,05E+02 6,93E+01
E. coli 4,07E+04 1,29E+03 1,97E+02 1,93E+02 8,36E+04 4,94E+02 3,45E+02 <LOD
ermB 9,40E+04 2,54E+02 2,78E+02 9,03E+02 1,90E+05 1,95E+03 7,97E+02 4,40E+02
intll 1,87E+06 1,66E+04 5,28E+03 1,63E+04 2,15E+06 4,68E+04 1,41E+04 6,40E+03
tetM 5,47E+04 2,00E+02 2,30E+02 2,95E+02 7,59E+04 2,31E+02 1,20E+02 2,61E+02
blaTEM 1,77E+05 8,68E+04 6,34E+04 <LOD 1,52E+07 7,28E+05 9,82E+05 1,06E+05
sull 5,43E+06 3,09E+04 7,57E+03 3,92E+04 5,79E+06 1,21E+05 2,82E+04 1,15E+04
blaCTX-M 1,82E+03 9,11E+02 1,70E+02 1,72E+02 3,37E+03 <LOD <LOD <LOD
blaCTX-M-32 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 5,73E+02 5,43E+02 3,21E+02
blaOxa-48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1,60E+02 <LOD <LOD
blaCMY -2 9,76E+02 <LOD <LOD <LOD 1,52E+03 <LOD <LOD <LOD
blaVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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7.24.4 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen an den einzelnen
Probenahmetagenen nach der Erhéhung der Ozonkonzentration und UV-Dosis bei der Verwendung des
Ablaufes des Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung als Zulauf

Tabelle 59: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequenziellen
Behandlung mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und UV-Dosen bei der ersten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des
Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung verwendet. LOD: Detektionslimit.

Zellquivalente/100 Zulaufreferenz 159 Olz’cs)n%g Olz'gn%g Zulaufreferenz 2 g Ozonlg 29 0Ozon/g | 2g Ozon/g
mL von15g Ozon/g DOC + 400 | DOC+ 600 von2g DOC DOC + 400 | DOC + 600
Ozon/g DOC DOC M2 UV Jm2 UV Ozon/g DOC Jim2 UV Jim2 UV

Gesamtheit 6,61E+08 2,42E+05 3,81E+05 2,75E+05 3,64E+08 2,37E+05 3,10E+05 3,69E+05
Enterokokken 1,46E+03 <LOD <LOD <LOD 1,81E+03 <LOD <LOD <LOD
E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa 8,62E+01 <LOD <LOD <LOD 3,16E+01 <LOD <LOD <LOD
K. pneumoniae 3,60E+03 <LOD <LOD <LOD 5,50E+03 <LOD <LOD <LOD
A. baumannii 3,18E+02 <LOD 1,52E+02 <LOD 3,69E+02 1,15E+01 1,06E+01 6,65E+00
E. coli 8,30E+03 <LOD 0,00E+00 <LOD 1,16E+04 <LOD <LOD <LOD
ermB 1,41E+04 2,52E+01 6,64E+01 1,65E+01 1,27E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
intl1 3,61E+05 6,79E+02 1,08E+03 4,20E+02 2,70E+05 5,89E+02 5,70E+02 6,66E+02
tetM 5,75E+03 <LOD <LOD <LOD 4,14E+03 <LOD <LOD <LOD
blaTEM 4,42E+04 2,40E+04 2,37TE+04 1,76E+04 7,91E+04 2,36E+04 3,19E+04 2,31E+04
sull 1,26E+06 9,80E+02 1,34E+03 1,58E+03 7,56E+05 9,06E+02 2,50E+03 1,25E+03
blaCTX-M 6,85E+02 434E+01 6,03E+01 0,00E+00 1,27E+03 2,15E+01 2,33E+01 <LOD
blaCTX-M-32 3,98E+03 5,06E+02 5,94E+02 4,66E+02 8,58E+03 <LOD <LOD <LOD
blaOxa-48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaCMY-2 1,07E+02 <LOD <LOD <LOD 2,20E+02 <LOD <LOD <LOD
blavVIM 7,63E+02 <LOD <LOD <LOD 5,74E+02 <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mer-1 3,48E+01 <LOD <LOD <LOD 3,98E+01 <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 60: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen in Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der sequenziellen
Behandlung mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und UV-Dosen bei der zweiten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des
Sedimentationsbeckens der Aktivkohlebehandlung verwendet. LOD: Detektionslimit.

Zelliquivalente/100 Zulaufreferenz 159 Olz1c5)n%g Olz’gngg Zulaufreferenz 2 g Ozon/g 29 0zon/g | 29 Ozon/g
mL von15g Ozon/g DOC + 400 | DOC+ 600 von 2 g DOC DOC + 400 | DOC + 600
Ozon/g DOC DOC Jm2 UV Mz UV Ozon/g DOC Jim2 UV Jim2 UV
Gesamtheit 3,28E+08 2,85E+05 4,55E+05 3,31E+05 3,23E+08 9,07E+05 1,04E+06 5,87E+05
Enterokokken 4,75E+03 <LOD <LOD <LOD 6,45E+04 <LOD <LOD <LOD
E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
K. pneumoniae 2,34E+04 <LOD <LOD <LOD 4,30E+04 <LOD <LOD <LOD
A. baumannii 8,39E+01 <LOD <LOD <LOD 9,13E+02 <LOD <LOD <LOD
E. coli 1,08E+04 <LOD <LOD <LOD 5,72E+04 <LOD <LOD <LOD
ermB 5,24E+03 <LOD 1,39E+02 <LOD 8,01E+04 <LOD <LOD <LOD
intll 2,06E+06 6,62E+02 2,39E+03 1,18E+03 2,74E+06 1,46E+03 9,76E+02 1,47E+03
tetM 8,12E+03 <LOD <LOD <LOD 1,12E+04 <LOD <LOD <LOD
blaTEM 6,53E+04 4,32E+03 1,60E+03 4 52E+03 1,83E+05 <LOD 3,91E+03 2,28E+03
sull 2,65E+06 1,27E+03 2,57E+03 6,33E+02 3,70E+06 2,33E+03 1,14E+03 <LOD
blaCTX-M 2,22E+03 <LOD <LOD <LOD 5,98E+03 <LOD <LOD <LOD
blaCTX-M-32 1,06E+04 <LOD <LOD <LOD 2,70E+04 <LOD <LOD <LOD
blaOxa-48 2,93E+02 <LOD <LOD <LOD 1,24E+04 <LOD <LOD <LOD
blaCMY-2 6,15E+02 <LOD <LOD <LOD 5,27E+02 <LOD <LOD <LOD
blaVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 6,18E+02 <LOD <LOD <LOD 7,45E+02 <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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7.24.5 Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und
Antibiotikaresistenzgenen an den einzelnen Probenahmetagenen nach
der Verlangerung der hydraulischen Verweilzeit der Ozonung

Tabelle 61: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der kombinierten Behandlung mit unterschiedlichen
Ozonkontaktzeiten bei der ersten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachklarbeckens

verwendet. LOD: Detektionslimit.

30 Min. 1 60 Min. 1
Zellaguivalente/100 Zulaufrefer_enz 30 Min. 1 | g Ozon/g Zulaufrefer_enz 60 Min. 1 | g Ozon/g
mL von 30 Min. | gOzon/g | DOC+ von 60 Min. | g Ozon/g | DOC+
Kontaktzeit DOC 400 J/m?2 Kontaktzeit DOC 400 J/m2
uv uv
Gesamtheit 2,23E+08 1,20E+07 | 2,92E+06 3,60E+08 6,94E+05 | 4,16E+05
Enterokokken 5,06E+03 6,06E+01 | 1,51E+01 1,51E+04 1,08E+01 | 3,34E+01
E. faecalis <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa 8,75E+00 <LOD <LOD 2,35E+01 <LOD <LOD
K. pneumoniae 7,44E+03 557E+02 | <LOD 1,11E+04 <LOD <LOD
A. baumannii 6,56E+02 1,64E+02 | 3,20E+01 7,71E+02 757E+01 | 1,51E+01
E. coli 4,03E+03 3,85E+02 | 6,17E+01 7,05E+03 <LOD <LOD
ermB 3,78E+04 1,05E+03 | 6,65E+02 6,11E+04 1,36E+02 | 5,07E+01
intll 6,37E+05 1,68E+04 | 5,31E+03 1,20E+06 2,58E+03 | 8,47TE+02
tetM 1,98E+04 492E+02 | 1,64E+02 2,33E+04 9,71E+01 <LOD
blaTEM 4,19E+04 6,55E+04 | 2,53E+04 7,65E+04 3,05E+04 | 1,95E+04
sull 3,24E+06 4,12E+04 | 1,20E+04 4,35E+06 4,31E+03 | 1,64E+03
blaCTX-M 3,06E+02 9,41E+01 <LOD 6,34E+02 <LOD 1,31E+01
blaCTX-M-32 3,48E+03 1,34E+03 | 2,31E+02 5,11E+03 1,53E+02 | 1,44E+02
blaOxa-48 1,89E+02 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaCMY -2 2,08E+02 <LOD <LOD 4,22E+02 <LOD <LOD
blaVIM 1,53E+03 <LOD <LOD 5,79E+03 <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD 8,14E+01 <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 62: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in
Zellaquivalente/100 mL im Ablauf der kombinierten Behandlung mit unterschiedlichen
Ozonkontaktzeiten bei der zweiten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachklarbeckens
verwendet. LOD: Detektionslimit.

30 Min. 1 60 Min. 1

Zellaguivalente/100 Zulaufrefer_enz 30 Min. 1 | g Ozon/g Zulaufrefer_enz 60 Min. 1 | g Ozon/g
mL von 30 Min. | g Ozon/g DOC+ von 60 Min. | g Ozon/g DOC+

Kontaktzeit DOC 400 J/m?2 Kontaktzeit DOC 400 J/m?

uv uv

Gesamtheit 1,69E+08 1,89E+06 | 2,23E+06 1,92E+08 2,24E+05 | 6,04E+05
Enterokokken 4,35E+03 4,52E+02 | 1,98E+01 1,54E+04 <LOD <LOD
E. faecalis <LOD <LOD <LOD 1,04E+02 <LOD <LOD
P. aeruginosa 1,22E+02 3,03E+01 | <LOD 4,57E+01 <LOD <LOD
K. pneumoniae <LOD <LOD <LOD 0,00E+00 <LOD <LOD

A. baumannii 2,29E+02 3,73E+01 | 1,22E+01 2,98E+02 9,24E+00 | 1,82E+01
E. coli 5,99E+03 4,90E+01 | 5,52E+01 6,07E+03 7,62E+01 | <LOD
ermB 4,48E+04 2,28E+03 | 4,75E+02 7,54E+04 <LOD <LOD

intll 1,29E+05 2,42E+03 | 1,54E+03 2,44E+05 1,63E+02 | 2,53E+02
tetM 1,52E+04 1,65E+02 | 9,87E+01 2,62E+04 <LOD <LOD

blaTEM 8,99E+03 9,82E+02 | 1,40E+02 5,94E+03 1,88E+02 | 6,56E+01

sull 1,45E+05 1,32E+03 | 1,15E+03 2,16E+05 5,45E+01 | 2,75E+02
blaCTX-M 2,58E+03 <LOD <LOD 4,21E+03 <LOD <LOD
blaCTX-M-32 8,82E+03 4,52E+03 | 2,53E+02 8,51E+03 1,56E+03 | <LOD
blaOxa-48 6,90E+03 <LOD <LOD 1,30E+04 <LOD <LOD
blaCMY -2 2,94E+02 <LOD <LOD 1,44E+02 <LOD <LOD
blaVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Tabelle 63: Abundanzen an fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgene in

Zellaquivalente/100 mL

im Ablauf der

kombinierten

Behandlung mit

unterschiedlichen

Ozonkontaktzeiten bei der dritten Probenahme. Als Zulauf wurde der Ablauf des Nachklarbeckens
verwendet. LOD: Detektionslimit.

30 Min. 1 60 Min. 1

Zellaguivalente/100 Zulaufrefer_enz 30 Min. 1 | g Ozon/g Zulaufrefer_enz 60 Min. 1 | g Ozon/g
mL von 30 Min. | g Ozon/g DOC+ von 60 Min. | g Ozon/g DOC+

Kontaktzeit DOC 400 J/m2 Kontaktzeit DOC 400 J/m2

uv uv
Gesamtheit 3,89E+09 2,91E+08 | 6,77E+07 <LOD <LOD <LOD
Enterokokken 1,32E+04 7,82E+02 | 1,42E+02 <LOD <LOD <LOD
E. faecalis 4,64E+01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P. aeruginosa 3,71E+03 1,50E+02 | 4,82E+01 <LOD <LOD <LOD
K. pneumoniae 2,49E+04 2,58E+04 | <LOD <LOD <LOD <LOD
A. baumannii 1,37E+03 1,70E+03 | <LOD <LOD <LOD <LOD
E. coli 4,67E+04 4,44E+03 | 5,67E+02 <LOD <LOD <LOD
ermB 1,74E+05 1,68E+04 | 2,84E+03 <LOD <LOD <LOD
intll 5,03E+06 1,03E+06 | 1,35E+05 <LOD <LOD <LOD
tetM 6,52E+04 1,45E+03 | 1,06E+03 <LOD <LOD <LOD
blaTEM 9,10E+06 4,86E+06 | 1,27E+05 <LOD <LOD <LOD
sull 1,30E+07 1,85E+06 | 4,26E+05 <LOD <LOD <LOD
blaCTX-M 6,24E+03 3,82E+02 | 0,00E+00 <LOD <LOD <LOD
blaCTX-M-32 5,01E+04 1,49E+03 | 0,00E+00 <LOD <LOD <LOD
blaOxa-48 1,85E+03 1,73E+03 | 0,00E+00 <LOD <LOD <LOD
blaCMY -2 1,56E+03 1,86E+02 | 0,00E+00 <LOD <LOD <LOD
blaVIM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
vanA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mecA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
mcr-1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
blaNDM <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Zum Inhalt:

Antibiotikaresistente und fakultativ pathogene Bakterien stellen eine wachsende Gefahr
fir die offentliche Gesundheit und Umwelt dar. Als letzte gemeinsame Barriere der
unterschiedlichen Emissionsquellen, wie Abwisser aus Krankenhdusern, Pflegeheimen,
Schlachtbetrieben, privaten Haushalten etc., ist die Klaranlage ein geeigneter Ort, um die
Ausbreitung von Antibiotikaresistenzgenen und fakultativ pathogenen Bakterien in die
Umwelt zentral zu minimieren. Da trotz bestehender gesundheitlicher Risiken durch die
bisherige Gesetzgebung keine allgemeinen und iibergreifenden Regelungen fiir die Reduktion
von fakultativ pathogenen Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen durch die Kldranlagen
existieren, sind die einzelnen Prozesse sowie die Betriebsweise existierender Kldranlagen
nicht auf deren Riickhalt ausgelegt. Die amerikanische National Blue Ribbon Commission
schlagt aus diesem Grund eine minimal zu erreichende Reduktion von 6 Log Stufen durch
den gesamten Klarprozess vor. Vor diesem Hintergrund wird in dieser Arbeit im Ablauf
von sieben Kliaranlagen die Abundanz an 6 unterschiedlichen, an die Gruppe angelehnten,
fakultativ pathogenen Bakterien (Enterokokken, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii und Escherichia coli) sowie
einer Auswahl von 14 Antibiotikaresistenzgenen mit unterschiedlicher gesundheitlicher
Relevanz ermittelt. Es werden Resistenzen gegen veterindr genutzte Antibiotika, Resistenzen
gegen Breitbandantibiotika, sowie aus hygienischer Sicht kritische Resistenzen gegen
Reserveantibiotika unterschiedlicher Wirkungsklassen untersucht. Hierfiir wurden neben der
Methode der qPCR auch kulturbasierte Experimente sowie Metagenom Analysen und Isolate
Charakterisierungen durchgefiihrt.
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