,Charakterisierung landwirtschaftlicher Abwasser im Hinblick auf mikrobiologi-

sche Risikofaktoren zur Beurteilung des Einflusses von Biogasanlagen, insbeson-

dere ihrer Barrierefunktion, auf Forderung und Verbreitung von Resistenzgenen
sowie resistenter und pathogener Bakterien."

Von der Fakultat fiir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der RWTH Aachen
University zur Erlangung des akademischen Grades einer

Doktorin der Naturwissenschaften genehmigte Dissertation

vorgelegt von

Diplom-Biologin Tina Katrin Wings
aus
Aachen
Berichter: Prof. Dr. rer. nat. Wolfgang Dott
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Jan Schirawski

Tag der miindlichen Priifung: 31.05.2017

Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Universitatsbibliothek verfiigbar.






Fir Momo






INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS i
KURZFASSUNG v
ABSTRACT vi
I EINLEITUNG
1.1 Veterindrantibiotika und metallhaltige Futtermittelzusatze

1.1.1  Antibiotika in der Umwelt

1.1.2  Schwermetalle in der Umwelt

1.2 Resistenz und Resistenzgene in der Landwirtschaft 10

1.2.1 Antibiotikaresistenz in der natiirlichen Umwelt 10

1.2.2  Verbreitung und Persistenz von Resistenzgenen und resistenten

Bakterien in Landwirtschaftlichen Abwassern und der Umwelt 11

1.2.3  Verkniipfung mit der Klinik 12

1.3 Biogasanlagen als technologische Barriere 13
1.3.1 Die Biogasproduzierende bakterielle Gemeinschaft 14

1.3.2  Hygienisierendes Potenzial landwirtschaftlicher Abwasserbehandlung____ 16
ZIELSETZUNG 18
I MATERIAL UND METHODEN 19
2.1 Material 19
2.1.1  Probenahme und Kennung 19
Screening 2012 und Jahresgang 2013 19
Fermenterstudie 2013 20

2.1.2  Oligonukleotide 21

2.1.3  Versuchsstimme 22

2.1.4  Kulturmedien 22

2.1.5  Losungen und Puffer 24

2.1.6  Enzyme 25

2.1.7  Kits und Marker 25

2.1.8  Chemikalien 25

2.1.9  Gerdte und Verbrauchsmaterialien 26

2.1.10 Software und Websiten 28

2.2 Mikrobiologische Methoden 28
Tetranatriumpyrophosphat-Extraktion 28

Bestimmung von koloniebildenden Einheiten (KBE) 28
Membranfiltration zur Detektion von ESBL 29

Selektive Anreicherung von MRSA 29

Selektive Anreicherung von Salmonella spp. und Shigella spp. 29

Anlage von Reinkulturen 30
Kultivierungsbedingungen 30

Anlage von Dauerkulturen 30

Bestimmung der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration (MHK)
ausgewdhlter Isolate mittels Mikrobouillondilutionsverfahren (MID) 30
Identifizierung von Mikroorganismen iiber MALDI-TOF MS 31



INHALTSVERZEICHNIS

III

2.3

2.3

ERGEBNISSE

31

3.2

3.3

Molekularbiologische Methoden

Chemische und physikalische Methoden

31

Klonierung

31

Plasmidisolation

32

Plasmidaufreinigung

32

Gesamt-DNA Extraktion

32

In vitro Amplifikation von DNA durch PCR

32

Grofdenauftrennung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese
Nukleinsdurekonzentrationsmessung mittels Spektrophotometer
Quantitative Real-Time PCR

33
33
34

Grofienauftrennung von DNA mittels DNA-Gelelektrophorese
Standard DNA-Sequenzierung

35
35

35

35

Bestimmung der Trockensubstanz

Bestimmung der organischen Trockensubstanz

35

Bestimmung von Schwermetallen mit ICP-Massenspektrometrie

Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs

36
37

Bestimmung von Abwasserparametern

37

38

Chemische und analytische Charakterisierung landwirtschaftlicher

Abwiisser in Deutschland

3.1.1

3.1.2

38

Chemische Charakterisierung von Substrat und Garrest 15 deutscher
Biogasanlagen

36

Wassrige Verfiigbarkeit und Persistenz von Metallen in landwirt-

schaftlichen Abwéssern

41

Erfassung desmikrobiellen Spektrums in Substrat und Gérrest

deutscher Biogasanlagen iiber kultivierungsabhiingige Populationsunter-

suchungen

3.2.1

3.2.2

45

Zusammensetzung der bakteriellen Population in Substrat und

46

Garrest von Biogasanlagen.
Quantitative Erfassung physiologischer und Funktioneller bakterieller

Gruppen

46

Bakterielle Diversitat der haufigsten Isolate

50

Eignung verwendeter Selektivmedien zur Isolation von Schliissel-
organismen aus Substrat und Gérrest

54

Abundanz und Diversitit von resistenten und resistenzgen-tragenden

Schliisselorganismen in landwirtschaftlichen Abwissern unter Beriick-

sichtigung des Riickhaltungspotentials einer biotechnologischen Barriere___59

3.3.1

3.3.2

Distribution der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration veterinar-
medizinisch relevanter Antibiotika in Biogasanlagen

60

Vorkommen und Verbleib von Antibiotikaresistenzgenen in

Umweltproben und auf Isolatebene

64

Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen
ausgewdhlter [solate aus landwirtschaftlichen Abwéssern

Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen

66

69

ausgewdhlter Isolate aus Proben der Fermenterstudie

ii



INHALTSVERZEICHNIS

v

34 Ermittlung des Einflusses biotechnologischer Verfahren auf das Vorkommen
und die Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen in landwirtschaftlichen
Abwissern 72
3.4.1 Labormafistabsversuche zur mikrobiologischen Populations-

verschiebung sowie Entwicklung und Persistenz von Antibiotika-

resistenzgenen iiber den Prozess der Biogasproduktion 73
3.4.2  Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen in Substrat und

Garrest deutscher Biogasanlagen 79

Deutschlandweites screening von Biogasanlagen zur

Evaluierung des Prozesseinflusses auf den Verbleib

von Antibiotikaresistenzgenen 79

Jahresgang dreier ausgewahlter Biogasanlagen zur ndheren Bestim-

mung des Antibiotika- und Fermentationseinflusses auf Antibiotika-

resistenzgene 80

DISKUSSION 83

4.1 Chemisch-analytische Charakterisierung landwirtschaftlicher Abwasser in
Deutschland 83
4.1.1 Chemische Charakterisierung von 15 Biogasanlagen 83
4.1.2  Bewertung der Kupfer- und Zink- Belastung von Umwelt und Acker

durch Abwasser aus Biogasanalgen 84

4.2 Erfassung des mikrobiellen Spektrums in Substrat und Garrest deutscher
Biogasanlagen iiber kultivierungsabhingige Populationsuntersuchungen____ 86
4.1.1  Mikrobielle Diversitét des kultivierbaren bakteriellen Spektrums in

Substrat und Garrest von Biogasanlagen 86

Bakterielle Diversitat er Isolate 88
4.2.2 Bewertung der Selektionseffizienz diagnostischer Wachstumsmedien

zur Charakterisierung komplexen Probenmaterials 91

4.3 Abundanz und Diversitit von resistenten Schliisselbakterien und Resistenz-
genen in landwirtschaftlichen Abwassern unter Beriicksichtigung des
Riickhaltungspotentials durch eine biotechnologische Barriere 92
4.3.1 Verteilung der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration veterinar-

medizinisch relevanter Antibiotika in Biogasanlagen 92
4.3.2  Vorkommen und Verbleib von Antibiotikaresistenzgenen 95
Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen aus-
gewahlter Isolate aus landwirtschaftlichen Abwéassern 96
4.4 Ermittlung des Einflusses biotechnologischer verfahren auf vorkommen und

die Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen in landwirtschaftlichen
Abwissern 98

44.1 Grundlegender Status von Verteilung und Persistenz von Antibiotika-

resistenzgenen in landwirtschaftlichen Abwéassern 98

4.4.2 Beurteilung des Riickhaltungspotentials von Biogasanlagen fiir Antibiotika-

resistenzgene in landwirtschaftlichen Abwassern 99

443 Bewertung der Ubertragbarkeit von labormafistabsversuchen und realen
Anlagen 101

iii



INHALTSVERZEICHNIS

\% SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

VI ZUSAMMENFASSUNG

VII LITERATURVERZEICHNIS

VIII ANHANG

IX ABBILDUNGSVERZEICHNIS

X TABELLENVERZEICHNIS

XI ABKURZUNGSVERZEICHNIS

iv

105
107
109
137
148
150
152



KURZFASSUNG

KURZFASSUNG

Stetige Expansion und Intensivierung der Massentierhaltung lassen grofle Mengen landwirt-
schaftlicher Abwasser entstehen die als Wirtschaftsdiinger in die Umwelt entlassen werden. Die
Ausbringung nicht aufbereiteter Giille auf landwirtschaftlich genutzten Flachen stellt jedoch, ne-
ben einer wertvollen Nahrstoffzufuhr, einen direkten Eintragspfad fiir veterinarpharmakologi-
sche Spurenstoffe, Schwermetallreste, sowie mikrobielle Risikofaktoren in Boden, Grund- und
Oberflaichengewasser dar.

Diese Studie untersucht die Verteilung und Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen (ARG), re-
sistenter und potentiell pathogener Mikroorganismen und antimikrobiell-wirksamer Schwerme-
talle in landwirtschaftlichen Abwassern zur Erfassung des Risikos der Ausbringung auf Ackerland
und des hygienisierenden bzw. riickhaltenden Potentials von Biogasanlagen.

15 Biogasanlagen wurden in einem screening 2012 stichprobenhaft untersucht und drei dieser
Anlagen liber den Jahresgang 2013 zu fiinf Probenahmezeitpunkten weiter betrachtet. Kontinu-
ierliche Durchflussfermenter wurden unter definierter Zugabe von Antibiotika (AB) in der ersten
Versuchshalfte gegeniiber eines Kontrollfermenters iiber einen Gesamtzeitraum von 60 Tagen un-
tersucht.

Mikro- und molekularbiologische Ergebnisse zeigen keine Férderung anaeroberSporenbildner
sowie eine generell niedrige Priavalenz pathogener Bakterien einschliefdlich klinisch relevanter
Organsimen der Enterobacteriaceae und Enterococcaceae, bedingt durch den Einfluss der Pro-
zessbedingungen der Biogasproduktion. Isolate zeigen eine abnehmende Diversitiat und die Re-
duktion gramnegativer Bakterien in Ausgangsproben sowie die Verschiebung der bakteriellen Ge-
meinschaft zugunsten des Phylums Firmicutes.

Obwohl Antibiotikaresistenzgene (ARG) sowohl ubiquitdr in Giille, als auch Garrest quantifiziert
werden, kann ein Riickgang resistenter Bakterien und ARG nach der Fermentation nachgewiesen
werden. Die quantitative Analyse verdeutlicht jedoch auch Anlagen- und ARG-spezifische Niveaus
und Reduktionseffizienzen zwischen 80 % und 30 %. Mit abnehmender Haufigkeit und einer ent-
sprechend verminderten Reduktion treten sul2, tetM, tetA und das kopienschwachste tetO in allen
Anlagen auf. Schwermetalle mit antimikrobieller Wirkung werden im Feststoff von Eingangs- und
Ausgangsproben gleichermafen mit einer deutlichen Pravalenz von Kupfer und Zink bestimmt.
Wiahrend Kupfer zu 30 % im iiberwiegenden Teil der Proben im wassrigen Eluat nachweisbar ist,
zeigt Zink kaum wassrige Verfiigbarkeit.

Letztlich zeigt der Prozess der Biogasproduktion eine vielversprechende hygienisierende Wir-
kung zur Einddammung mikrobiologischer und pharmakologischer Schadstoffe in landwirtschaft-
lichen Abwassern, wenn auch weitere Mafdnahmen wie eine wirkungsvolle Veranderung und Kon-
trolle der landwirtschaftlichen Praxen nétig sind, um 6kologische und umweltmedizinische Risi-
ken aus dem landwirtschaftlichen Sektor zu eliminieren.



ABSTRACT

ABSTRACT

Continuous expansion and intensification of livestock farming facilitates large quantities of agri-
cultural waste which in turn are released into the environment. The application of untreated ma-
nure on agricultural land, however, in addition to a valuable nutrient supply, constitutes a direct
pathway for veterinary pharmacological trace substances, heavy metal residues, pathogenic and
resistant microorganisms and into soil, groundwater and surface water.

This study examines the distribution and persistence of antimicrobial resistance genes (ARG), re-
sistant and potentially pathogenic microorganisms and heavy metals with antibiotic properties in
agricultural effluents ascertaining the risk of manure spreading on farmland and the sanitizing or
rather retaining potential of biogas plants.

15 biogas plants were examined in a screening of random samples in 2012 of which three plants
were monitored over the annual cycle in 2013 with five sampling times. Continuous flow ferment-
ers were investigated under defined addition of antibiotics (AB) in the first half of the experiment
against a control fermenter over a total period of 60 days.

Micro- and molecular biological approaches show a generally low prevalence of anaerobic patho-
genic bacteria as well as a reduction of cultivatable bacteria through the process of biogas produc-
tion, including clinically relevant organisms of Enterobacteriaceae and Enterococcaceae without
promoting anaerobic spore forming pathogens. Isolates show a decreasing diversity and the re-
duction of gram negative bacteria in the output samples and a shift of the bacterial community in
favor of the phylum Firmicutes.

Although antibiotic resistance genes (ARG) can be quantified both ubiquitous in manure and di-
gestate, a decline of resistant bacteria and ARG can be detected after fermentation. However, the
quantitative analysis also illustrates biogas plant and ARG specific levels and reduction efficien-
cies between 80 % and 30 %. With decreasing frequency and a correspondingly decreased reduc-
tion sul2, tet M, tetA and lowest in copy number tetO occur in all systems.

Heavy metals with antimicrobial activity are equally determined in solid samples of input and
output with a significant prevalence of copper and zinc. While copper is detectable with 30 % in
the aqueous effluent of most samples zinc hardly shows aqueous availability.

Ultimately, the process of biogas production demonstrates a promising sanitizing effect for the
containment of microbiological and pharmacological pollutants in agricultural effluent even if fur-
ther measures like the effective change and control of agricultural practices are needed to elimi-
nate environmental and health hazards from the agricultural sector.

vi



EINLEITUNG

I. EINLEITUNG

Als grofdter Flachennutzer Deutschlands, mit 52,2% und 16,7 Millionen Hektar, hat die Landwirt-
schaft einen wesentlichen Einfluss auf Umweltkompartimente wie Boden, Grundwasser, Oberfla-
chenwasser und Luft (UBA 2015; Wings and Dott 2015). Abgesehen von der Riickfiihrung wert-
voller Nahrstoffe in Ackerland, erdffnet die Applikation von Wirtschaftsdiinger einen direkten
Eintragspfad fiir eine Reihe biologischer und klinisch relevanter Verunreinigungen wie veterinar-
pharmakologische Spurenstoffe, Schwermetallriickstdnde und pathogene und Antibiotikaresis-
tenzen-tragende Mikroorganismen in die Umwelt (Abbildung 1). Seit dem EU-weiten Verbot der
prophylaktischen und leistungsférdernden Anwendungen im Jahr 2006 hat der Einsatz von Anti-
biotika sich bis 2012 verdoppelt und die Verwendung von Kupfer- und Zinkverbindungen als Fut-
termittelzusatzstoffe aufgrund ihrer antimikrobiellen Aktivitit kontinuierlich zugenommen
(GERMAP 2012; Casewell et al. 2003; EU 2006; Zethner 2007; GfK 2005). Schwermetalle und An-
tibiotika werden weitgehend unverdndert ausgeschieden und akkumulieren in den oberen Bo-
denhorizonten fiir Monate, wo sie durch die Pflanzen aufgenommen werden kénnen und Eintritt
in nachgelagerte Umweltbereiche sowie die Nahrungskette finden (Fernando Baquero, Martinez,
and Cant6n 2008; Martinez 2009; Seiler and Berendonk 2012; Xiong et al. 2015).

Industrie, Gewerbe ] | Haushalte, Arztpraxen ] [ Krankenhaus ] Landwirtschaft

l

‘ Kanalisation
Kldranlage/Klarschlamm ’ [ Natirliche Quellen ]
Grundwasser — Gewadsser C— Boden
| |
Wasseraufbereitung
|
Trinkwasser Lebensmittel

Abbildung 1 Eintragspfade landwirtschaftlich generierter Kontaminanten in Umwelt und Lebensmittel (Dott
and Ahmad 2002).

Wie Abbildung 2 zeigt, fordert die Gegenwart antibiotisch wirksamer Substanzen in Diinger, auf
landwirtschaftliche Flachen und in der Umwelt auch die Persistenz und Verbreitung mikrobiolo-
gischer Verunreinigungen mit 6kologischer und klinischer Relevanz. Pathogene Bakterien, insbe-
sondere Enterobakterien und Enterokokken, Resistenzgentrager- und resistente Organismen ver-
andern die Bodenokologie und verdrangen Umweltbakterien (Chee-Sanford and Mackie 2009).
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Obwohl die Humanmedizin versucht ist, eine Trennung zwischen veterindr- und humanmedizi-
nisch verwendeten Substanzen zu etablieren, untergraben mikrobiologische Phianomene, wie die
Koselektion verschiedener Resistenzgene aufgrund ihrer genetischen Lokalisierung, die Verwen-
dung von Strukturanaloga der Antibiotika und fitnessneutrale und sogar -férderliche Resistenz-
faktoren, auch ohne selektiven Druck, die Wirksamkeit solcher Mafdinahmen (Kemper 2008;
Essen-Zandbergen, Smith, and Veldman 2009; Allen et al. 2010; Kazimierczak et al. 2009; Luo et
al. 2005; Enne et al. 2005). Aber nicht nur Krankheitserreger, sondern auch kommensale und Um-
welt-Mikroorganismen entwickeln Resistenzen und tragen Gene, die als ein ibertragbares Reser-
voir in landwirtschaftlichen Abfillen und Umwelt verbleiben (Witte 2000). Eine deutliche Zu-
nahme resistenter Bakterien durch Anwendung von Diinger kann im Ackerboden beobachtet wer-
den, die wiederum das Risiko der Rekombination von resistenten und pathogenen Organismen zu
steigern vermag und somit eine Gefahr fiir Mensch und Umwelt darstellt (Rahube and Yost 2012;
Forsberg et al. 2012; Heuer et al. 2009; Heuer, Schmitt, and Smalla 2011). Obwohl eine Infektion
durch direkten Kontakt mit kontaminiertem Material moglich ist, pragt sich das Risiko fiir die
menschliche Gesundheit durch die Landwirtschaft deutlicher in der Verbreitung und Ubertragung
von Resistenzeigenschaften auf humane Krankheitserreger aus (Perry and Wright 2013; Wright
2010; Teuber 2001; Chang et al. 2015).

Metallhaltige Futtermittelzusitze Oberflichenwasser
Viehbestand & Grundwasser
- Antibiotika
Futterpflanzen

Nahrungsmittel

—
(Horizontaler Selektions
Gentransfer -druck ‘

Darm-
Kommensalen

A

Sy
-

NaWaRo

Antibiotika
Antibiotikaresistenzgene
Schwermetalle (Cu, Zn)
Bakterien

Balkterien
Resistente Bakterien

Resistenzgene
Horizontaler Vertikale
Gentransfer Vererbung

\ Bakterien J

Selektions-
druck

Biogasanlage
Reduktion von

Gillelager

St Antllbl.Otllkﬂ . Antibiotika Schwermetalle
Ant!b!ot!ka . — Antibiotikaresistenzgenen f— Abfluss Abfluss
Antibiotikaresistenzgene Pathogenen Bakterien Sarption Sorption
schwermetalle (Cu, Zn) Schwermetallen Degradation Aufnahme durch

Bakterien Aufnahme durch Nutzpflanzen

MNutzpflanzen

Boden

Abbildung 2 Ausbreitung von Antibiotika, Mikroorganismen, Resistenzgenen und Resistenzen aus der Inten-
siv-Tierhaltung und deren Minimierung in Biogasanlagen (Wings and Dott 2015; ]. Chee-Sanford
and Mackie 2009).

Als Mafdnahme zur Einddmmung der Umwelt- und Gesundheitsbelastung durch landwirtschaftli-
che Abwaisser geraten biotechnologische Aufbereitungssysteme wie Biogasanalgen zunehmend
in den Fokus. Seit der Einflihrung des Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG) im Jahr 2000 und
der Novellierungen des Gesetzes hat sich die Anzahl der Biogasanlagen in Deutschland von 2050
im Jahr 2004 auf 8856 im Jahr 2015 erhoht (EEG 2014; Statista 2015). In landwirtschaftlich ge-
nutzten Anlagen entsteht Biogas als Produkt anaerober Fermentation organischen Substrats wie

2
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Gille, Festmist und Nachwachsenden Rohstoffen (NaWaRo) (Krober et al. 2009a; F. H. Liu et al.
2009; FNR 2014). Doch obwohl ein hygienisierender Effekt der Prozessbedingungen auf Antibio-
tikariickstdnde und pathogene Bakterien vielfach beschrieben werden kann, wird auch die Anrei-
cherung anaerober Krankheitserreger wie pathogener Clostridium spp. resistenter Bakterien und
Resistenzgene unterstellt (Sahlstrom 2003b; Watcharasukarn et al. 2009; Fliegerova et al. 2012;
Eikmeyer et al. 2013). Literaturangaben zum Einfluss von Biogasanlagen auf die Abwassermikro-
biologie sind jedoch meist ausschnitthaft auf Einzelanlagen und Momentaufnahmen bezogen, wei-
sen grofse Schwankungsbreiten auf und sind aufgrund sehr unterschiedlicher Bezugsgrofien und
Prozessbedingungen wie Temperatur und Substratbeschaffenheit nicht iibertragbar und schwer
zu generalisieren.

Ein stichprobenhaftes screening 15 deutscher Biogasanlagen (BGA) in 2012 und die weiterrei-
chende Untersuchung dreier Anlagen liber den Jahresgang 2013 zu fiinf Probenahmezeitpunkten
soll anhand einer umfassenden Studie der Verteilung und Persistenz von Antibiotikaresistenzge-
nen (ARG), resistenter und potentiell pathogener Mikroorganismen, sowie antibiotisch wirksa-
mer Schwermetalle im Zulauf und Ablauf deutscher Biogasanlagen, ein Bild des Belastungszustan-
des sowie der Zusammenwirkung der Einzelparameter ermdéglichen und somit die Risikobewer-
tung der Ausbringung landwirtschaftlicher Abwasser und das hygienisierende bzw. riickhaltende
Potential von Biogasanlagen herausstellen.

1.1 VETERINARANTIBIOTIKA UND METALLHALTIGE FUTTERMITTELZUSATZE

Seit den Fiinfzigerjahren werden antibiotische Substanzen in der Viehwirtschaft eingesetzt
(Kemper 2008). Neben der Behandlung akuter Infektionserkrankungen sowohl individueller
Tiere als auch metaphylaktisch zur Verhinderung der Infektionsverbreitung, ist auch der prophy-
laktische Einsatz unter anderem zur Pravention von Mastitis in Milchvieh und Enteritis entwdhn-
ter Ferkel, sowie zur Leistungsforderung in der Mast gangig (GERMAP 2012; Horton et al. 2011;
Cromwell 2002). Lauter werdende Stimmen aus Bevélkerung und Politik sowie wissenschaftliche
Bedenken zu steigender Resistenz und einem Risiko fiir die menschliche Gesundheit kumulierten
letztlich in einem EU-weiten Verbot aller leistungsférdernden Antibiotika in 2006 (Cromwell
2002; EU 2006). Seit dem Verbot des leistungsfordernden Einsatzes hat sich der jahrliche Absatz
von Veterindrantibiotika in Deutschland von 784 tin 2005 auf 1619 tin 2012 mehr als verdoppelt
und liegt europaweit an erster Stelle (Tabelle 1) (GERMAP 2012; Casewell et al. 2003; EU 2006;
GfK 2005). Meyer et al. (2013) zeigen, dass nach wie vor 85 % der verkauften Antibiotika in
Deutschland veterindrmedizinisch verabreicht werden. Zusatzlich hat die Applikation metallhal-
tiger Futtermitteladditive, insbesondere Kupfer- und Zinkverbindungen, aufgrund ihrer antibio-
tischen Wirkung stark zugenommen (Zethner 2007; Hartung et al. 2001; Bednorz et al. 2013).

Viele Antibiotika werden sowohl in Human- als auch Veterindrmedizin eingesetzt (Kemper 2008;
Jjemba 2002). Insbesondere Tetrazykline und Sulfonamide finden in der Landwirtschaft Einsatz
in grofien Mengen (Tabelle 2) und verlassen Gastrointestinaltrakt und ableitende Harnwege der
Nutztiere zu 30 % bis 90 % in unmetabolisierter Form und verbleiben in Giille und Festmist mit
Riickstanden von iiber 100 mg/kg (Sarmah, Meyer, and Boxall 2006; Kiimmerer 2003; Kemper
2008; Jjemba 2002; Keen and Montforts 2012). Aber auch Metaboliten der Substanzen kénnen
antibiotisch wirksam sein oder in Fazes wieder zu der mikrobiologisch aktiven Ausgangssubstanz
reagieren (Kemper 2008; Christian et al. 2003).
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Tabelle 1 Vergleich der Abgabemengen antimikrobieller Substanzen [t] fiir Lebensmittel liefernde Tiere in 25
europdischen Mitgliedsstaaten (GERMAP 2012).

Mitgliedsstaat Abgegebzi)nleln Menge Mitgliedsstaat Abgegebz?lef Menge
Osterreich 53 Italien 1.672
Belgien 299 Lettland 6
Bulgarien 42 Litauen 14
Zypern 52 Niederlande 364
Tschechische Republik 61 Norwegen 7
Danemark 107 Polen 473
Estland 8 Portugal 164
Finnland 14 Slowakei 11
Frankreich 913 Slowenien 8
Deutschland 1.826 Spanien 1.781
Ungarn 148 Schweden 13
Island 0,7 Vereinigtes Konigreich 357
Irland 89 Summe 8.481

Tetrazykline sind Breitspektrumantibiotika die eine Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese
an den Ribosomen grampositiver, gramnegativer und zellwandloser Bakterien durch die Anlage-
rung der Aminoacyl-t-RNA an die 30S-Untereinheit der Ribosomen verhindern (Chopra and
Roberts 2001; Schnappinger and Hillen 1996). In Folge dessen kdnnen Peptidketten nicht weiter
verlangert werden und eine Bakteriostase stellt sich ein. Im Jahr 2012 wurden in Deutschland
566 t Tetrazykline von Tierdrzten abgegeben, was Tetrazyklin zum haufigsten Wirkstoff macht
(Chopra and Roberts 2001; GERMAP 2012). Sulfonamide gehéren zu den ersten eingesetzten
Breitspektrumantibiotika. Im Jahr 2011 wurden 185 t veterindrmedizinisch in Deutschland ver-
abreicht (GERMAP 2012). Als Strukturanaloga der p-Aminobenzoesiure (PABA) inhibieren sie bei
ausreichender Konzentration die Dihydropterat-Synthetase (DHPS), die zur Folatsynthese und
dadurch zur Nukleotidsynthese beitragt (Skold 2000). Sulfonamide werden meist in Kombination
mit Trimethoprim verabreicht um eine synergistische Wirkung auf den Folsdurestoffwechsel zu
erzielen (Hollenbeck and Rice 2012).

Tabelle 2 Abgegebene Menge antimikrobiell wirksamer Grundsubstanz je Wirkstoffklasse [t] an in Deutsch-
land ansdssige Tieradrzte mit einer Hausapotheke in 2011 und 2012 (GERMAP 2012).

. Abgegebenen Menge Abgegebenen Menge .
Wirkstoffklasse 8e8 2011 8 8e8 2012 8 Differenz
Tetrazykline 564 566 +2
Penicilline 527,5 498 -29,5
Sulfonamide 185 162 -23
Makrolide 173 145 -28
Polypeptid-Antibiotika 127 124 -3
Aminoglycoside 47 40 -7
Trimethoprim 30 26 -4
Lincosamide 17 15 -2
Pleuromutiline 14 18 +4
Fluorchinolone 8 10 +2
Fenicole 6 6 0
Cephalosporinel. +2. Generation 2 5 +3
Cephalosporine 3. Generation 2 2,5 +0,5
Cephalosporine 4. Generation 1,5 1,5 0
Summe 1.706 1.619 -87

Schwermetalle wie Kupfer und Zink werden in der Viehwirtschaft und Biogasproduktion als Nahr-
stoffe fiir Vieh und Mikroorganismen eingesetzt (Mudhoo & Kumar 2013; Monteiro et al. 2010;
Yazdankhah et al. 2014; Hartung et al. 2001). Sie sind essentielle Spurenelemente, die wichtige
Strukturkomponenten oder regulatorische Co-Faktoren einer breiten Palette an Enzymen in ver-
schiedenen Stoffwechselwegen in Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen darstellen (Yazdankhah
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et al. 2014). Zu hohe extrazelluldre Konzentrationen haben jedoch eine toxische Wirkung (Mo-
ghaddam & Jahanian 2009). Aufgrund seiner bakteriziden und fungiziden Wirkung wird Kupfer
neben dem Einsatz in Futtermitteln auch in Desinfektionsmitteln fiir die Klauenbehandlung, mi-
neralischen Einstreumittel, Giillezusatzstoffen bzw. Tragermaterialien von Fiitterungsarzneimit-
teln verwendet (Zethner 2007; Schultheiss et al. 2003).

Tabelle 3 Kupfer und Zink als Futtermittelzusatzstoffe (VO (EG) Nr. 1334/2003 2003).

Element Zugelassene Tierart Hochstgehalt
Verbindungen [mg/kg Alleinfutter]
Kupfer -acetat, Ferkel 170
-carbonat, (bis 12. Woche)
-chlorid, Wiederkauer 15
-methionat, Sonstige Tierarten 25
-oxid,
-sulfat,
-aminosdurenchelat
Zink -lactat, Kéalber (Mil- 200
-acetat, chaustauscher)
-carbonat, SonstigeTierarten 150
-chlorid,
-oxid,
-sulfat,
-aminosdurenchelat

Insbesondere in der Schweinemast werden Futtermittel mit Kupfergehalt in groRem Uberfluss
mit fiinfzig- bis hundertfacher Dosis des physiologischen Bedarfs eingesetzt um den leistungsfor-
dernden Effekt, der dem Wirkmuster antibiotischer Leistungsforderer gleicht, zu nutzen (Hartung
et al. 2001; Mudhoo and Kumar 2013; Zethner 2007).

Tabelle 4: Einsatz von Kupfer und Zink als Tierarzneimittel (VO (EU) Nr. 37/2010 2009).

Element Zugelassene Tierart Hochstgehalte
Verbindungen [ug/keg]

Kupfer -chlorid, Alle zur Lebensmitteler- Keine Riickstands-héchst-
-gluconat, zeugung genutzten Ar- menge(n) erforderlich
-heptonat, ten
-methionat,
-oxid,
(IN-oxid,
-sulfat

Zink -acetat, Alle zur Lebensmitteler- Keine Riickstands-héchst-
-aspartat, zeugung genutzten Ar- menge(n) erforderlich
-chlorid, ten
-gluconat,
-oleat,
-oxid,
-stearat,
-sulfat

Zinkhaltige Futtermittelzusatze finden ebenfalls den Haupteinsatz in der Schweinezucht, da sie
neben einem gesteigerten Wachstum der Tiere, auch prophylaktische und in héheren Dosen the-
rapeutische Effekte z. B. bei Absatzdiarrhoe zeigen. Der wissenschaftliche Futtermittel-Ausschuss
der EU kam im Jahr 2003 zu dem Schluss, dass geltende Hochstgehalte von Kupfer und Zink in
Futtermitteln den physiologischen Bedarf des Viehs deutlich libersteigen und angepasste Gehalte
wurden in der Futtermittelverordnung (VO (EG) Nr. 1334/2003 2003) vom 25. Juli 2003 umge-
setzt. Der Kupfergehalt von Futtermitteln wird fiir Schweine und Gefliigel auf 25 mg/kg Futter-
mittel (Ausnahme Ferkel bis zu zwolf Wochen: 170 mg/kg) begrenzt (Tabelle 3). Der Zinkgehalt
von Futtermitteln wird z. B. fiir Schweine und Gefliigel auf 150 mg/kg Futter begrenzt. Eine Aus-
nahme bilden die Milchaustauschfuttermittel mit einem erlaubten Zn-Gehalt von 200 mg/kg (Ta-
belle 3).
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Doch auch der pharmazeutische Einsatz der Schwermetalle erfordert Konzentrationen weit iiber
den physiologischen Bedarf hinaus und wird wie Tabelle 4 zeigt, nicht durch die Festlegung von
Hochstgehalten begrenzt (VO (EU) Nr.37/2010 2009). Insbesondere der Einsatz von Kupfersulfat
(,Kupfervitriol“) in der Klauenbehandlung kann in einzelnen Betrieben bis zu 70 % des gesamten
Kupfereintrages darstellen (Thomas Hillenbrand and (UBA) 2005).

1.1.1 Antibiotika in der Umwelt
Sowohl Schwermetalle als auch Antibiotika konnen liber diverse Eintragspfade in die Umwelt ge-

langen, unter anderem wahrend der Herstellung der pharmazeutischen Prdparate, der Entsor-
gung, sowie durch die Nutzung und Ausbringung belasteter, insbesondere landwirtschaftlicher
Abwasser auf Nutzflichen (J. Chee-Sanford and Mackie 2009). Die Substanzen haben eine limi-
tierte Resorption im Koérper und werden im iiberwiegenden Teil als urspriinglicher Wirkstoff oder
Metaboliten dessen tiber die Exkretion weidender Tiere und vor allem die Ausbringung von Giille
in die Umwelt entlassen (Crane, Boxall, and Barrett 2008; Bailey et al. 2015). Das Schicksal von
Kupfer, Zink und Antibiotika in der Umwelt unterliegt komplexen Matrixeinfliissen sowie den Ei-
genschaften der spezifischen Substanzen.

Insbesondere Antibiotika umfassen ungleiche Klassen organischer Verbindungen mit einer Viel-
falt funktioneller Gruppen, die ihre chemischen Eigenschaften priagen. Halbwertszeiten in Giille
werden fiir viele Veterindrantibiotika, unter anderem Penicilline, auf wenige Tage geschitzt und
der mikrobiologishce Abbau noch vor Ausbringung des Dlingemittels vermutet.

Der hydrolytische Abbau der Antibiotika ist temperaturabhingig, kann jedoch bei Markoliden,
Sulfonamiden und speziell 3-Laktam-Antibiotika nur wenige Stunden umfassen und stellt den
wichtigsten Abbauweg dar (Doi and Stoskopf 2000; C. Huang, Renew, and Smeby 2011). Chinolone
und Tetrazykline zeigen nur geringe hydrolytische Zersetzung bei realen Temperaturen, sind je-
doch potentiell photolytisch instabil (Doi and Stoskopf 2000; C. Huang, Renew, and Smeby 2011).
Da Photolyse nur an Oberflachen von Boden und Giille stattfinden kann, ist ihr Einfluss auf den
Abbau zu vernachlassigen (P Kay, Blackwell, and Boxall 2004; Beausse 2004). Der biologische Ab-
bau von Antibiotika findet vornehmlich durch bakterielle Einfliisse statt und variiert stark zwi-
schen den Substanzklassen. Wahrend Penicilline schnell degradieren, konnen Oxytetrazyklin und
eine Vielzahl klinisch relevanter Antibiotika als biostabil beschrieben werden (Gartiser et al.
2007b; Gartiser et al. 2007a; Alexy, Kiimpel, and Kiimmerer 2004). Auch der Transfer in vitro ge-
wonnener Erkenntnisse auf reale Umweltszenarien ist nicht ohne weiteres mdéglich. Diverse Stu-
dien zeigen neben toxischen Effekten auch eine Habituation mikrobiologischer Populationen an
hohe Antibiotikakonzentration, die mit einer akzelerierten Mineralisierung der Substanzen ein-
hergehen (Barra Caracciolo, Topp, and Grenni 2015; Topp et al. 2016; Kim et al. 2004). Neben
bakterieller Interaktion ist auch die Aufnahme und Bioakkumulation von Antibiotika in pflanzli-
chem Gewebe dokumentiert und stellt einen direkten Eintragspfad in humane Lebensmittel dar
(Dolliver, Kumar, and Gupta 2007; A. Boxall, Johnson, and Smith 2006; Kumar et al. 2005). Chino-
lone und Tetrazykline persistieren iiber mehrere Monate und auch Sulfonamide sind bis zu 30
Tage stabil (Alistair B. A. Boxall 2010). Aber auch Abbauprodukte und sorbierte Fraktionen der
Ausgangssubstanzen gelangen in die Umwelt und verbleiben auf bisher unbestimmte Zeit (J. Chee-
Sanford and Mackie 2009). Insbesondere Tetrazykline zeigen, aufgrund hoher Sorption an Fest-
stoffen, geringe Mobilitat in der Wasserphase von Giille, Boden und Sedimenten (Tolls 2001).

Aufgrund der starken Sorption wird ihr Transport zwischen Umweltbereichen Erosion und der
Bewegung kolloidaler Partikel in Giille und Boden zugeschrieben (Kolz, Moorman, and Ong 2005).
Der adsorbierte Zustand muss jedoch nicht mit einem Funktionsverlust einhergehen, sondern
kann im Falle von Tetrazyklin, durch die Bindung von Metallionen fiir die Aktivitat der Antibiotika
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forderlich sein (Ming 2003). Tabelle 5 gibt einen Uberblick der Antibiotikafunde in diversen Um-
weltkompartimenten, von Giille bis hin zu Trinkwasser. Entsprechend ihres Sorptionsverhaltens
werden Tetrazykline mit den héchsten Konzentrationen bis zu 9,0 mg/kg in Boden-, 41,2 mg/kg
in Giille- jedoch kaum in Wasserproben gefunden (Winckler and Grafe 2000; Gerd Hamscher et al.
2005). Hamscher et al. (2002) schlieféen aus Funden bis zu 30 cm Bodentiefe, dass Tetrazykline
iiber wiederholte Diingung mit Giille aufgrund ihrer Langlebigkeit und eingeschrankten Mobilitat
in signifikanten Konzentrationen in den obersten Bodenhorizonten angereichert werden. Sulfo-
namide hingegen zeigen geringe Sorptionseigenschaften und die hochste Mobilitat der Antibiotika
(Tolls 2001). Trotz einer eingeschrankten Halbwertszeit und deutlich geringerem landwirtschaft-
lichen Einsatz konnen Sulfonamide in Gewassern bis hin zu vereinzelten Trinkwasserproben, so-
wie Boden und Giille nachgewiesen werden (GERMAP 2012; A.B.A. Boxall et al. 2005; Gerd
Hamscher et al. 2005; G Hamscher et al. 2002; Miickter 2006; Hoper et al. 2002; Ratsak et al.
2013). Sowohl Dranageaustrage, als auch Oberflachenabfluss werden als Transportstrome fiir An-
tibiotika in Gewasser in Betracht gezogen, wahrend der Eintrag durch Versickerung zu vernach-
lassigen ist (Paul Kay, Blackwell, and Boxall 2005; P Kay, Blackwell, and Boxall 2004; Burkhardt,
Stamm, and Waul 2005). Weiterhin schlussfolgern die Autoren einen versiegelnden Effekt des Bo-
dens durch mehrfache Diingung mit einhergehender Erhéhung des Oberflachenabflusses sowie
eine Mobilitdtserhohung iiber Deprotonierung durch den alkalischen pH landwirtschaftlicher Ab-
wasser, insbesondere von Sulfonamiden (Burkhardt, Stamm, and Waul 2005). Doch trotz gerin-
gerer Konzentrationen in Oberflichengewassern und Grundwasserproben zeigen diverse Studien
einen deutlichen Zusammenhang der Antibiotikabelastung von Gewassern mit zunehmendem ur-
banen und landwirtschaftlichen Einfluss (Yang and Carlson 2003; Christian et al. 2003; Kolpin et
al. 2002; Krapac et al. 2005; Jc C Chee-Sanford et al. 2001).
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Tabelle 5 Antibiotika in Gewissern, Boden und Landwirtschaftlichen Abwiassern (Kemper 2008; Ratsak et al.

2013).
Probe Klasse Substanz Konzentration Quelle
[ng/L]
Oberflachen- Makrolide Lincomycin 7,3-211,0 (A.B.A.Boxall etal. 2005)
wasser Clarithomycin 3,0 (Kolpinetal.2002)
Erythromycin 17,0 (Hirsch etal. 1999)
Roxithromycin 6,0
Tylosin (Daughton and Ternes
1,0 1999)
Sulfonamide Sulfadiazin 41,0 (A.B.A.Boxall etal. 2005)
Sulfamethoxazol 5,0 (Hirschetal 1999)
Trimethoprim Trimethoprim 0,0-2,0 (A.B.A.Boxall etal. 2005;
Hirsch et al. 1999)
Tetrazykline Chlortetrazyklin 7,0  (Kolpin etal. 2002)
Oberflachenabfluss Oxytetrazyklin (Paul Kay, Blackwell, and
320,0 Boxall 2005)
Grundwasser Sulfonamide Sulfamethazin (G Hamscher, Pawelzick,
2,0 and Hoper 2005)
Sulfamethoxazol 4,0 (Kemper 2008)
Tetrazykline Tetrazyklin 4,0 (Krapacetal.2005)
Trinkwasser Sulfonamide Sulfamethoxazol 1,0 (Miickter 2006)
[ng/ke]
Abwasser Fluorochinoline  Ciprofloxacin 4,0 (Goletetal.2001)
Norfloxacin 1,0
Boden Makrolide Clarithromycin 670,0 (Schiiller 1998)
Lincomycin 85,0 (A.B.A.Boxall etal.2005)
Sulfonamide Sulfadiazin 10,0 (A.B.A.Boxall etal.2005)
Sulfadimidin 110,0 (Hoperetal. 2002)
Sulfametazin (G Hamscher, Pawelzick,
20,0 and Hoper 2005)
Trimethoprim 5,0 (A.B.A.Boxall etal. 2005)
lF(‘)lﬁzrochmo Ciprofloxacin 60,0-520,0 (Schiiller 1998)
Tetrazykline Tetrazyklin 4.500,0-9.000,0 (Winckler and Grafe 2000)
Oxytetrazyklin 3.500,0 (A.B.A.Boxall etal.2005)
Chlortetrazyklin 390,0 (Gerd Hamscher etal. 2005)
Landwirtschaftliche Abwisser Giille Garrest
Fluorchinolone  Enrofloxacin 550,0 1.090,0 (Ratsaketal.2013)
Ciprofloxacin 70,0 1.620,0 (Ratsaketal.2013)
Marbofloxacin 50,0 - (Ratsaketal. 2013)
Danofloxacin 50,0 970,0 (Ratsaketal. 2013)
Difloxacin - 3.400,0 (Ratsaketal.2013)
Sarafloxacin 60,0 20,0 (Ratsaketal. 2013)
Orbifloxacin 20,0 - (Ratsaketal. 2013)
Sulfonamide Sulfadiazin 650,0 6.250,0 (Ratsaketal.2013)
4-Hydroxy-Sulfadiazin 9.050,0 49.400,0 (Ratsaketal. 2013)
N-Acetyl-Sulfadiazin 150,0 460,0 (Ratsaketal 2013)
Sulfadimidin 7.040,0 880,0 (Ratsaketal. 2013)
Sulfamethoxypyridazin 20,0 50,0 (Ratsaketal. 2013)
Sulfaquinoxalin 670,0 - (Ratsaketal. 2013)
Sulfamethoxazol - 160,0 (Ratsaketal.2013)
Sulfametazin - 70,0 (Ratsaketal.2013)
130,0-8.700,0 (G Hamscher et al. 2002)
200,0-7.200,0 (G Hamscher et al. 2002)
Sulfachloropyridazin - 30,0 (Ratsaketal. 2013)
Sulfameter - 230,0 (Ratsaketal. 2013)
Sulfacetamid - 120,0 (Ratsaketal. 2013)
Trimethoprim 50,0 - (Ratsaketal. 2013)
Tetrazykline Tetracyclin 2.450,0 17.030,0 (Ratsaketal. 2013)
Chlortetracyclin 3.600,0 - (Ratsaketal. 2013)
100,0 (G Hamscher et al. 2002)
Oxytetracyclin 1.490,0 - (Ratsaketal. 2013)
4.000,0 (G Hamscher et al. 2002)

14.100,0-41.200,0

(Gerd Hamscher et al.
2005)
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1.1.2 Schwermetalle in der Umwelt
Die anthropogene Schwermetallbelastung der Umwelt insbesondere durch Kupfer und Zink wird,

neben der industriellen Emmission, zum Grofteil durch landwirtschaftliche Nutzung und den Ein-

satz in Aquakulturen generiert (Nicholson et al. 2003; Nemecek et al. 2011).

Tabelle 6 Schwermetallkonzentrationen in Wasser, Sediment, Boden, Kliarschlamm und Giille (Seiler and

Berendonk 2012).
Probe Kupfer Zink Einfluss Quelle
Wasser geloste Metallkonzentration
ug/L 1,31 7,93 landwirtschaftlich, 1andlich, urban (Parketal. 2007)
ug/L - - landwirtschaftlich, urban (Parketal. 2011)
gesamte Metallkonzentration
ug/L - - landwirtschaftlich, urban (Parketal. 2011)
ug/L 4,4-7,4 18-35 landwirtschaftlich, urban, industriell Rieder 2006)
ug/L 1,5-30 0-70 landwirtschaftlich, urban (Power,  Attrill, and
Thomas 1999)
pg/L 8,00 25,00 marine-aquakulturell (Dean, Shimmield, and
Black 2007)
Sediment
mg/kg FM 56,00 267,00 landwirtschaftlich, urban, industriell ~ (Le Cloarec etal. 2011)
mg/kg FM 15-35 50-150 landwirtschaftlich (Tang etal. 2010)
mg/kg TS 15-49 45,60 landwirtschaftlich (Mendiguchia et al.
2006)
mg/kg TS 30,2-35 - landwirtschaftlich (Quinton and Catt 2007)
mg/kg TS - - landwirtschaftlich, urban, industriell ~ (Ouddane et al. 2008)
mg/kg TS 30-166 249-1358 landwirtschaftlich, urban, industriell ~ (Baborowski et al. 2012)
mg/kg TS - - landwirtschaftlich, urban, industriell ~ (Ouddane et al. 2008)
mg/kg TS - 665,00 marine-aquakulturell (Morrisey et al. 2000)
mg/kg TS 100,00 450,00 marine-aquakulturell (Dean, Shimmield, and
Black 2007)
Boden
mg/kg TS 1-4,3 2,7-10,8 Kompost (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 0,8-2,9 3,5-11,4 Kompost (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 0,60 0,7-0,8 NPKS-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 0,80 2,90 NPKS-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 0,6-0,7 0,70 PK-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 0,6-0,7 3,10 PK-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS - - Klarschlamm (Bergkvist etal. 2003)
mg/kg TS 130,50 179,50 Schweinekompost (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 108,20 106,20 N-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 107,00 103,90 PK-Diinger (Zhao et al. 2006)
mg/kg TS 26,7-27,2  66,3-70,7 Biabfallkompost (Erhart, Hartl, and Putz
2008)
mg/kg TS 25,8-26,8 64,8-67,3 NPK-Diinger (Erhart, Hartl, and Putz
2008)
mg/kg TS 7,2-9,3 - landwirtschaft (Quinton and Catt 2007)
mg/kg TS 149-421 - Kupfer-Pestizide (Blume et al. 2010)
Klarschlamm
mg/kg TS - - (Bergkvist etal. 2003)
mg/kg TS 236,00 1640,00 (Saviozzi et al. 1999)
mg/kg TS 184-330 1098- (Matamoros etal. 2012)
1550
mg/kg TS 223,00 1025,00 (H. Chen etal. 2012)
mg/kg TS 800,00 1700,00 (Manara and Zabaniotou
2012)
mg/kg TS 190,00 408,00 (J--Q.Xu et al. 2012)
Giille
Stallmist mg/kg TS 66,00 340,00 (Blume et al. 2010)
Schwein-  mg/kg TS 221,00 691,90 (Zhao et al. 2006)
kompost
Biabfall- mg/kg TS 35-90 152-400 (Bartl, Hartl, and Horak
kompost 2002)
mg/kg TS 23-63 145-240 (Erhart, Hartl, and Putz

2008)
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Aufgrund dieser Praktiken werden Schwermetalle wie Blei, Cadmium, Kupfer und Zink in toxiko-
logisch relevanten Konzentrationen in Umweltbereichen von Abwasser, iber Boden bis hin zu
Flief3gewassern nachgewiesen. Tabelle 6 zeigt am Beispiel der rege eingesetzten Futtermittelzu-
satze Kupfer und Zink die Verteilung der Substanzen in Umweltkompartimenten, sowie eine deut-
liche Korrelation der Schwermetallbelastung und einem landwirtschaftlichen bzw. auqakulturel-
len Einfluss.

Die Toxizitat von Metallspurenstoffen variiert stark zwischen Substanzen wie Blei, Cadmium und
Quecksilber, die auch in Spuren als starkes Zellgift agieren, und Mikronahrstoffen mit hoher phy-
siologischer Relevanz (Nies 1999; Seiler and Berendonk 2012). Die dosisbezogene Toxizitat aller
Metalle hangt jedoch stark von den chemischen Bedingungen der Umweltmatrizes und deren Ef-
fekt auf die Bioverfiigbarkeit ab. Der pH-Wert, das Redoxpotenzial und die Konzentration organi-
scher Substanzen in Abwasser, Boden und Gewdssern beeinflussen die biologische Verfiigbarkeit
von Schwermetallen (Seiler and Berendonk 2012). Wahrend die Kompostierung grofier Mengen
organischer Materie durch die Sauerstoffreduktion bis hin zu anaeroben Mikromileus die Loslich-
keit von beispielsweise Cadmium und Zink reduzieren und hohe Konzentrationen organischer
Substanz Metallverbindungen immobilisieren, fordert ein niedriger pH die Solubilitit (Seiler and
Berendonk 2012; Schulz-Zunkel and Krueger 2009; Nies 1999).

1.2 RESISTENZ UND RESISTENZGENE IN DER LANDWIRTSCHAFT

Die Freisetzung grofder Mengen Antibiotika, antibiotischer Schwermetallverbindungen und Resis-
tenzgene in die natiirliche Umwelt ist ein vergleichsweise junges Geschehen im Evolutionsprozess
(Martinez 2009). Die Auswirkungen, die sich aus landwirtschaftlicher Nutzung von Antibiotika
und der Ausbringung tierischer Abwasser auf Umweltqualitit und Gesundheitswesen ergeben
sind bisweilen unklar und nur mit einem verstarkten Auftreten antibiotikaresistenter Bakterien
in belasteten Umweltbereichen aber auch dem klinischen Alltag verkniipft (Joanne C Chee-
Sanford et al. 2009; R. Aminov and Mackie 2007; H Heuer and Smalla 2007). Grund hierfiir ist die
Komplexitat des Phdnomens, das sich nicht nach einer einfachen Ursache-Wirkung-Beziehung
aufstellt sondern ein Konsortium diffuser abiotischer und biologischer Mechanismen sowie 6ko-
logischer Wechselwirkungen ist (Joanne C Chee-Sanford et al. 2009).

1.2.1 Antibiotikaresistenz in der natiirlichen Umwelt
Uber Vorkommen natiirlicher Antibiotika und selektiven Druck auf Antibiotikaresistenzgene

(ARG) in der praantibiotischen Ara kann nur spekuliert werden (Allen et al. 2010). Aufgrund der
Mobilisierung und Verbreitung von Antibiotika und ARG {iber Luft, Bodenpartikel und tierische
Migration verbleiben keine unberiihrten Landschaftsbereiche (Allen et al. 2010). Auch Daten vor
und aus den 1930er Jahren iiber den frithen Einsatz, vor der grofdtechnischen Produktion von
Antibiotika, konnen nur bedingt Anhaltspunkte liefern denn die Nutzung metallhaltiger Substan-
zen zur Behandlung von Krankheiten lasst sich Jahrhunderte zuriickverfolgen (Baker-Austin et al.
2006). Jedoch zeigen Studien aus dieser Zeit wie auch retrospektive Analysen, dass ARG sowohl
natiirlich vorkamen, als auch genetisch mobil verbreitet wurden, ohne den erhéhten Selektions-
druck der Moderne (D. H. Smith 1967; Hughes and Datta 1983; Houndt and Ochman 2000). Auch
Bakterien weitgehend naturbelassener Bodenbereiche bilden Eigenschaften zur Degradation und
Inaktivierung von Antibiotika aus, unabhdngig von menschlichem Einfluss (Allen et al. 2010).

Jedoch ist die Rolle von Antibiotika und ARG in natiirlichen Bakteriengemeinschaften kaum er-
forscht. Es treten nur wenige Beispiele fiir eine letale Funktion bioaktiver mikrobieller Molekiile
im 6kologischen System auf (Currie et al. 1999; Cafaro and Currie 2005; Neeno-Eckwall, Kinkel,
and Schottel 2001). Subletale Konzentrationen von Antibiotika in natiirlichen Populationen erzie-

len vielmehr einen hormetischen Effekt und weisen auf quorum sensing und bisher ungeklarte
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Signaliibertragungswege hin (Davies and Ryan 2012; Davies, Spiegelman, and Yim 2006;
Calabrese and Baldwin 2002; Ryan and Dow 2008; Lin et al. 2015).

Gencluster zur Antibiotikabiosysnthese sind {iblicherweise mit Genen fiir variable Eigenschutz-
prozesse wie spezifische Resistenzproteine, Veranderungen der Zielstruktur oder multifunktio-
nalen Effluxpumpen verbunden. ARG zeigen jedoch in Umweltpopulationen pleiotrope Funktio-
nen mit einer Reihe physiologischer Phianotypen und Zellfunktionen und vermitteln beispiels-
weise die Fahigkeit, alternative Phosphat, Kohlen- oder Stickstoffquellen zu utilisieren (Perkins
and Nicholson 2008; Tamae et al. 2008; Duo, Hou, and Ren 2008). Demnach wirken in natiirlichen
Bakteriengemeinschaften diverse selektive Faktoren auf Bestdndigkeit und Verbreitung von ARG
unabhédngig von der Anwesenheit oder Konzentration einer antibiotischen Substanz (Allen et al.
2010). Trotz fragmentarer Informationslage wird deutlich, dass Antibiotikaresistenz auch ohne
menschlichen Einfluss in der Umwelt auftritt und verbreitet wird (Allen et al. 2010).

1.2.2 Verbreitung und Persistenz von Resistenzgenen und resistenten Bakterien in Land-
wirtschaftlichen Abwissern und der Umwelt
Doch obwohl der iiberwiegende Anteil von Resistenzgenen seinen Ursprung in natiirlichen bak-

teriellen Populationen hat und dort als schwer greifbares Reservoir bestehen bleibt, wird eine
Zunahme antibiotikaresistenter Bakterien in Umweltkompartimenten mit anthropogener Beein-
flussung vielfach beschrieben (Resende et al. 2014; Marti et al. 2013; Heuer, Schmitt, and Smalla
2011; Heuer et al. 2009; Kyselkova, Kotrbova, et al. 2015; Bednorz et al. 2013; Knapp et al. 2010).

Eine Resistenz ist die Eigenschaft von Bakterien, die Wirkung antibiotisch aktiver Substanzen ab-
zuschwachen oder ganz zu unterbinden. Diese Funktion kann passiver Natur sein, indem ein Or-
ganismus die Zielstruktur des Antibiotikums nicht aufweist, jedoch auch durch eine Veranderung
der Zielstruktur, Effluxsysteme und die Inaktivierung der antibiotischen Substanz erfolgen
(Thaker, Spanogiannopoulos, and Wright 2010; Allen et al. 2010; Lin et al. 2015).

Der Gebrauch von Antibiotika in Landwirtschaft und Humanmedizin in Konzentrationen, die ih-
ren natiirlichen, hormetischen Effekt iibersteigen, iibt einen Selektionsdruck auf sowohl kom-
mensale, Umwelt- und pathogene Bakterien aus, der nicht nur das Wachstum resistenter Organis-
men fordert und die Populationsstruktur verdandert, sondern auch die Entstehung neuer ARG und
derene Verbreitung indiziert und akzeleriert (Martinez 2009; J. A. Perry and Wright 2013).

ARG konnen vertikal tiber die Zellteilung, aber auch iiber horizontalen Gentranfer (HGT), intra-
und interspezifisch libertragen werden. Gemeinschaften mit hohem genetischen Austausch kon-
nen taxonomisch sehr divers sein teilen jedoch dhnliche mobile Elemente wie Plasmid- und Vek-
tortypen (J. A. Perry and Wright 2013). Plasmide kénnen eine Vielzahl an Resistenzgenen in Tan-
dems tragen, wahrend Integrons und Transposons kiirzere DNA-Abschnitte beinhalten (Vo et al.
2010; Barlow 2009). Der DNA-Austausch kann passiv ablaufen, jedoch auch aktiv kontrolliert
werden. Natiirlich kompetente Spezies konnen tiber Autolyse ihre DNA freisetzten und das gleiche
Signal zur DNA-Aufnahme vitaler Organismen nutzen, wihrend andere Gattungen DNA sekretie-
ren (Guiral et al. 2006; ]. A. Perry et al. 2009; C. M. Thomas and Nielsen 2005). Der DNA-Austausch
erfolgt in allen Umweltbereichen, jedoch besonders ausgepragt im Boden, der durch chemische
und physikalische Bedingungen wie Temperatur, pH, Nahrstoff- und Sauerstoffkonzentration und
biologische Faktoren vor allem in Bereichen hoher Nahrstoffkonzentration wie Rhizosphare und
nach Wirtschaftsdiinger-Applikation Austauschereignisse fordert (Rustam . Aminov 2011; J. A.
Perry and Wright 2013). Durch Transformation wird freie DNA von kompetenten Bakterienzellen
aufgenommen und genetisch integriert. Sowohl Umwelt- als auch klinisch-relevante Bakterien
konnen diesen Prozess nutzen, wenn auch die Fahigkeit zur Kompetenz nicht ubiquitar auftritt
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(Rustam I. Aminov 2011; I. Chen, Christie, and Dubnau 2005). Mittels Transduktion werden gene-
tische Sequenzen iiber Bakteriophagen tibertragen. Diese kdnnen in 30 % kultivierbarer Bakte-
rien und bis zu 70 % metagenomisch getesteter Bakterien in der Umwelt nachgewiesen werden
(Ghosh et al. 2008). Dariiber hinaus ist dieser DNA-Transfer mit der Ubertragung von Pathogeni-
tatsinseln und Virulenzfaktoren assoziiert und stellt eine Verbindung zwischen Umwelt und Kili-
nik dar (J. A. Perry and Wright 2013). Der verbreiteste Transfer erfolgt bei Zellkontakt {iber eine
konjugative Briicke zwischen einer Donorzelle und dem Rezipienten. Plasmide, die diesen Uber-
tragungsweg induzieren sind weit verbreitet und tragen neben diversen ARG, auch Gene, die Re-
sistenz gegeniiber Schwermetallen vermitteln (Popowska and Krawczyk-Balska 2013; C. M.
Thomas and Nielsen 2005). Der Austausch genetischen Materials zwischen Bakterien in Umwelt-
kompartimenten ist hochfrequent, was von der Abundanz transformierbarer Bakterien, transdu-
zierender Phagen und konjugativer Elemente unterstrichen wird (J. A. Perry and Wright 2013).

Doch der Einsatz antibiotischer Substanzen fordert nicht nur die Verbreitung und Entstehung von
ARG, sondern tragt auch zum Erhalt und der Stabilisation in Bakteriengemeinschaften bei. ARG
treten oft in genetischer Assoziation mit anderen ARG, Metallresistenzgenen und fitnessférdern-
den Toxin-Systemen oder Bacteriocinen auf, so dass iiber Koselektion und Wachstumsstress ARG
erhalten bleiben (Martinez 2012; Perry and Wright 2013). Ebenso verursachen viele Antibiotika-
resistenzen keine metabolische Beeintrachtigung fiir den Trigerorganismus und gehen stattdes-
sen mit neutraler oder sogar einer erhohter Fitnessbilanz einher (Martinez 2012).

Diverse Studien beschreiben eine positive Korrelation zwischen dem Einsatz von Antibiotika und
dem Auftreten resistenter Bakterien in Giille, Mist und nachfolgenden Umweltkompartimenten
wie Boden, Grund- und Oberflichenwasser (Byrne-Bailey et al. 2009; Heuer, Schmitt, and Smalla
2011). Ein Zusammenhang stellt sich sowohl zwischen den spezifischen Einsatzpraxen bei unter-
schiedlichem Tierbestand als auch verschiedener Haltungssysteme heraus. Demnach sind h6chste
Resistenz- und Resistenzgenfunde in konventioneller Masthaltung und merkbar geringere Level
in Kleinbetrieben, insbesondere 6kologisch-arbeitenden Stallen zu finden (Heuer et al. 2011). Die
Ausbringung landwirtschaftlicher Abwasser als Wirtschaftsdiinger geht mit der Freisetzung bak-
terieller Biomasse, sowie ARG einher (Byrne-Bailey et al. 2009). Mikrokosmosexperimente land-
wirtschaftlicher Boden zeigen anhaltende synergistische Effekte von Giille und Sulfonamidantibi-
otika auf das Resistenzprofil der Bakteriengemeinschaften mit erh6hten Gesamt- und Sulfona-
midresistenten kultivierbaren Bakterien im Boden (Heuer and Smalla 2007). Der Effekt antibio-
tisch unbelasteter Giille zeigt sich transienter, ebenso wie langfristig bearbeiteter Boden einen
geringer ausgepragten Einfluss von Resistenz- und ARG-Eintrag aufweist als naturbelassener Bo-
den. Weitere Studien zeigen, dass der regelmafiige Eintrag auch von subtherapeutischen Antibio-
tikakonzentrationen von 100 pg/L Sulfonamid und 20 pg/L Tetrazyklin einen selektiven Effekt
auf die resistente Bakterienpopulation hat. Der anthropogene Einfluss auf ARG-Vorkommen lasst
sich auch am Beispiel des South Platte River Basin nachvollziehen da das Flief3gewdasser in land-
wirtschaftlich und urban gepragten Abschnitten deutlich stirker belastet ist, als im Bereich unbe-
rihrter Naturschutzgebiete (Storteboom et al. 2010). Trotz dem ubiquitiren Auftreten von anti-
biotisch wirkenden Substanzen und ARG in der natiirlichen Umwelt unterscheidet sich das Re-
sistom sowohl quantitativ als auch in Qualitdt und Mobilitdt von dem landwirtschaftlich, bzw.
anthropogen gepragter Bakteriengemeinschaften (Baquero, Alvarez-Ortega, and Martinez 2009;
Heuer, Schmitt, and Smalla 2011).

1.2.3 Verkniipfung mit der Klinik
Die Verbreitung und Evolution von ARG und resistenten Bakterien, insbesondere pathogener Bak-

terien ist eine der grofdten Herausforderungen der modernen Medizin (Arias and Murray 2009).
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Ein wichtiger Aspekt in diesem Zusammenhang ist der Austausch von ARG-Determinanten
(ARGD) aus natiirlichen und Umweltsystemen aus Landwirtschaft, Abwasser, Boden und der
kommensale Bakterienpopulation auf klinisch relevante Pathogene (Lin etal. 2015). Das Resistom
anthropogen gepragter, aber auch unberiihrter Umweltbereiche stellt ein umfangreiches und
hoch diverses Reservoir fiir ARGD dar, dessen Mobilitat gut dokumentiert ist (Perry and Wright
2013). Und obwohl ARGD in klinischen Isolaten weniger divers auftreten, werden sie liber diesel-
ben genetischen Elemente mobilisiert und zeigen aufgrund ihrer sequenziellen und funktionellen
Aufmachung den selben Ursprung wie 6kologisch und landwirtschaftlich hervorgebrachte Resis-
tenzen (Forsberg et al. 2012; Perry and Wright 2013). Die Beriihrungspunkte zwischen Klinik,
Umwelt und kommensaler Flora sind allgegenwartig und die Bewertung des Risikos einzelner
Ubertragungswege bleiben aufgrund der genetischen Diversitit und rapiden Evolutionsfahigkeit
bakterieller DNA schwer greifbar (Perry and Wright 2013). Bislang kénnen nur wenige Beispiele
eines direkten Gentransfers zwischen dem Umweltresistom und klinischen Isolaten nachgewie-
sen werden und der Einfluss landwirtschaftlicher Kontamination mit Antibiotika und resistenten
Bakterien auf die nachlassende Wirksamkeit antibiotischer Substanzen in der Klinik erscheint
derzeit gering. Dennoch bleibt sowohl das Umweltreservoir von Resistenzen, als auch der land-
wirtschaftliche Missbrauch antimikrobieller Substanzen fiir die Umweltmedizin und zukiinftige
Infektionsbekdmpfung von entscheidender Bedeutung, da die Antibiotikatherapie die primare
und haufig einzige Behandlungsmethode von Infektionserkrankungen ist (Allen et al. 2010;
Aminov and Mackie 2007; Perry and Wright 2013; Forsberg et al. 2012).

1.3 BIOGASANLAGEN ALS TECHNOLOGISCHE BARRIERE

Seit der Einfiihrung des Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG) im Jahr 2000 mit dem Ziel, bis zum
Jahr 2025 40 bis 45 Prozent des Bruttostromverbrauchs durch erneuerbare Energien abzudecken
spielen Biogasanlagen eine zunehmende Rolle. Seit der Novellierung des Gesetzes im Jahr 2004
konnte sich die Anzahl der Biogasanlagen in Deutschland von 2050 im Jahr 2004 auf 7850 im Jahr
2013 erhohen (EEG 2014; FNR 2014). Biogas entsteht durch die anaerobe mikrobielle Umsetzung
organischer Substanz (Krdber et al. 2009c).

Der Fermentationsprozess lauft, wie Abbildung 3 zu entnehmen ist, in vier Phasen ab die durch
die physiologischen und metabolischen Funktionen disparater Mikroorganismen-Gruppen ver-
mittelt werden (Wirth et al. 2012). Zunichst werden die langkettigen Fett-, Eiweif3- und Kohlen-
hydratpolymere des Substrats durch Enzyme, wie Zellulasen, Lipasen und Proteasen, in kurzket-
tige Fettsauren, Aminosauren und Zucker, hydrolysiert (Weiland 2010). Die entstandenen Mono-
und Dimere werden in der Acidogenese zu kurzkettigen organischen Sauren und Alkoholen ver-
sduert (Schink 1997). In der Essigsdurebildung, entsteht durch obligat wasserstoffproduzierende
acetogene und homoacetogene Bakterien grofitenteils Acetat, Kohlendioxid und Wasserstoff. In
der letzten Phase, der Methanogenese, verwerten acetotrophe Archaea Acetat unter Freisetzung
von Methan und Kohlenstoffdioxid sowie methanogene Archaea die Wasserstoff und Kohlenstoft-
dioxid zu Methan verstoffwechseln (Nettmann et al. 2010; Wirth et al. 2012). Kontinuierlich be-
triebene Reaktoren mit stetiger Substratzufuhr lassen die subsequenten Phasen der Fermentation
zeitlich parallel ablaufen.

Als Substrat sowohl hofgebundener als auch industrieller Anlagen werden nachwachsende Roh-
stoffe (NaWaRo) sowie landwirtschaftliche Abwasser tierischen Ursprungs eingesetzt. Als Sub-
strat werden jedoch auch Lebensmittelreste und organische Industriereststoffe eingesetzt. In
Deutschland machen Maissilage mit 73 % und Grassilage mit 12 % den grofdten Teil der einge-
setzten NaWaRo aus (FNR 2014). Bei den eingesetzten tierischen Abwassern handelt es sich um
Giille und Festmist von Nutztieren.
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Acetotrophs: Methanosarcina barkeri, Methanosarcina ace-
tivorans

Methanogenese Hydrogenotrophs: Methanoculleus marisnigri, Methanore-
gula boonei, Methanosphaerula palustris, Methanospirillum
hungatei, Methanoplanus petrolearius, Methanocorpus-
culum labreanum

Methan, Kohlendioxid

Abbildung 3 Prozess der Biogasproduktion in und die haufigsten Gattungen die an den Prozessphasen
beteiligt sind (Wirth et al. 2012).

Neben der Warme- und Stromerzeugung durch das entstandene Biogas kann auch das Fermenta-
tionsprodukt verwendet werden. Der Garrest weist hohe Mengen leicht pflanzenverfiigbaren
Stickstoffs und anderer Ndhr- und Spurenelemente auf, und eignet sich damit als hochwertiger
organischer Diinger fiir die Landwirtschaft (Weiland 2010). Die physikalischen und chemischen
Bedingungen sowie die biologischen Prozesse wahrend der Fermentation formen die mikrobio-
logische Gemeinschaft und zeigen einen hygienisierenden Effekt auf landwirtschaftliche Abwas-
ser insbesondere im Hinblick auf mikrobiologische Risikofaktoren wie Pathogene und ARGD
(Wirth et al. 2012; Krober et al. 2009¢; Juliana Alves Resende et al. 2014).

1.3.1 Die Biogasproduzierende bakterielle Gemeinschaft
Ein detailliertes Verstdndnis der biogasproduzierenden mikrobiellen Gemeinschaft ist sowohl fiir

die Prozessoptimierung als auch die Bewertung des hygienisierenden Potentials relevant. Da je-
doch kultivierungsabhangige Methoden nur ca. 10 % des taxonomischen Spektrums abbilden
koénnen sind moderne metagenomische Ansdtze zur Aufklarung notig (Amann, Ludwig, and
Schleifer 1995; J. A. Perry and Wright 2013). In einer Studie von Wirth et al. (2012) kann iiber
short-read next-generation sequencing die Komposition eines mikrobiellen Konsortiums durch die
taxonomische und funktionelle Zuordnung von 90 % der Daten aufgeklart werden. Das taxonomi-
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sche Profil der Biogasgemeinschaft bestétigt, wie in Abbildung 4 dargestellt, nicht nur die Domi-
nanz der prokaryotischen Doméne mit sowohl Eubacteria als auch Archaea sondern auch eine
Aufschliisselung dieser systematischen Gruppen. Eubacteria werden tiberwiegend durch das Phy-
lum Firmicutes vertreten wiahrend Methanomicrobiales in den Archaea dominiert.

Der anaerobe Abbau komplexer organischer Substrate durch Hydrolyse von lignozelluloserei-
cher, pflanzlicher Biomasse erfolgt vornehmlich durch Gattungen der Clostridia und Bacilli. Eine
erwartungsgemafde Dominanz von Clostridia (36%) und Bacilli (11%) tritt unter den identifizier-
ten Arten auf. Weniger verbreitet sind Bacteroidia (3%), Mollicutes (3%), Gammaproteobakterien
(3%) und Actinobakterien (3%) (Wirth et al. 2012). Der grof3e Anteil der Clostridiales-Ordnung
am bakteriellen Spektrum weist auf eine essenzielle Rolle der darin zusammengefassten funktio-
nellen Gruppen am Ablauf des Fermentationsprozesses hin. Sie sind am Abbau von Polysaccha-
ridmolekiilen durch zellulolytische Aktivitat beteiligt, utilisieren diverse Fermentationswege und
verstoffwechseln Zucker zu organischen Sduren (Demain, Newcomb, and Wu 2005). Pathogene
Vertreter der Ordnung treten selten und nur in Form von C. perfringens auf.

Erysipelotrichi 1%

ammaproteobacteria
% Deltaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Betaprotecbacteria

Eukaryota 0,3% (44)
unclassified (derived from unclassified sequences) 0,05% (6)

8 more unclassified (derived from other sequences) 0,04% (5)

unclassified (derived from Viruses) 0,03% (4)

Abbildung 4 Taxonomische Verteilung der mikrobiologischen Gemeinschaft in einer Biogasanlage (Wirth et al.
2012). Bakterien dominieren die Gemeinschaft, Archaea vertreten ca. 10% des Mikrobioms. Innerhalb
des dominierenden Phylums Firmicutes herrschen Clostridia und Bacilla vor.
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Die zweitgrofdte Gruppe der Eubacteria in der Population ist die Klasse der Bacilli mit der hau-
figste Spezies Enterococcus spp. deren hydrolytischen Fahigkeiten zum Abbau von Mehrfachzu-
ckern bekannt ist. Zusatzlich zu den bekannten phylogenetischen Kategorien wurden 7 % der
bakteriellen Sequenzen nicht detailliert klassifiziert werden (Wirth et al. 2012).

Produkte der bakteriellen Fermentationswege werden durch acetoklastische Archaea des metha-
nogenen Konsortiums in Biogas umgewandelt. Korrelierend mit den Ergebnissen anderer Studien
gehoren ca. 10 % der identifizierten Mikroorganismen den Archaea an (Krause et al. 2008;
Jaenicke et al. 2011).

Ein empfindliches Gleichgewicht zwischen der Aktivitdt von Hz-produzierenden Clostridien und
den hydrogenotrophen Methanogenen innerhalb des biogasproduzierenden mikrobiellen Kon-
sortiums ist notig um den Partialdruck von H; zu regulieren und eine vollstindige Fermentation
zu gewahrleisten (Boone, Whitman, and Rouviere 1993).

Als dominierende Ordnung tritt Methanomicrobiales auf. Archaea dieser Ordnung nutzen die von
acetogenen Bakterien erzeugten fliichtigen organischen Sauren, CO2, und H; als Substrate der Me-
thanogenese. Die Vorherrschaft hydrogenotropher Methanogener deutet auf die Bevorzugung des
hydrogenotrophischen Stoffwechselweges zur Menthanbildung und einer minderwichtigen Rolle
der acetoklastischen Methanogenese hin (Wirth et al. 2012).

Die Funde von Wirth et al. (2012) bestétigen die Ergebnisse anderer metagenomischer Studien
der taxonomischen Zusammensetzung der Biogasgemeinschaft und zeigen dass next-generation
sequencing als vertrauensvolle Methode eingesetzt werden kann (Kréber et al. 2009¢; Huang et
al. 2002; Klocke et al. 2007; McHugh et al. 2003; Mladenovska, Dabrowski, and Ahring 2003).

1.3.2 Hygienisierendes Potenzial landwirtschaftlicher Abwasserbehandlung
Unbehandelte landwirtschaftliche Abwasser stellen einen Eintragspfad fiir Antibiotika, pathogene

Bakterien, Resistenzen und Resistenzgene in Boden, Wasser und Nutzpflanzen dar (Chee-Sanford
et al. 2009). Die Zwischenschaltung von Biogasanlagen kann als eine effiziente Emissionsminde-
rungsstrategie vor der Ausbringung von Wirtschaftsdiingern utilisiert werden, wie in Abbildung
5 dargestellt. Der Reduktionseffekt von Biogasanlagen auf Antibiotika ist bereits durch diverse
Studien gut dokumentiert (Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher 2014; Spielmeyer et al. 2015;
Ratsak et al. 2013; Manyi-Loh et al. 2013). Doch lassen die chemischen, physikalischen und biolo-
gischen Bedingungen in anaeroben Fermentern eine hygienisierende bzw. reduzierende Wirkung
auch auf Krankheitserreger und ARG vermuten.

Das pathogene Potential landwirtschaftlicher Abwésser wird unter andrem durch Enterobacteri-
aceae gebildet. Bakterien dieser Familie sind typische Darmkommensalen in Mensch und Tier.
Pathogene Vertreter wie Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. und Citro-
bacter spp konnen Sepsis, Meningitis, Wund-, Atem- und Harnwegsinfektionen beim Menschen,
sowie Mastitis bei Rindern und Enteritis bei Schweinen und Rindern hervorrufen (GERMAP
2012). Klinische Relevanz erlangen diese Bakterien insbesondere durch die verbreitete Resistenz
gegeniiber diversen [3-Lactam Antibiotika wie Penicilline, Aztreonam und Cephalosporine der ers-
ten, zweiten und dritten Generation, wie sie ESBL-bildende E. coli sowie Enterobacteriaceae der
KESC-Gruppe (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. und Citrobacter spp.) tragen und in
diversen Studien landwirtschaftlicher Abwasser nachgewiesen werden kénnen (Pitout et al.
2005; Horton et al. 2011; C. S. Holzel et al. 2010; Witte and Mielke 2003; Glaeser, S.P., Schauss, T.,
Brunner, ].S., Sowinsky, O., Breves, G., Kimpfer 2016).

Pathogene Vertreter der kommensalen Enterococcaceae konnen Wund-, Harnwegsinfektionen,
Endokarditis und Sepsis hervorrufen und zdhlen zu den haufigsten Erregern nosokomialer Infek-
tionen (Linden 2007; Hammerum 2012; GERMAP 2012). Speziell E. faecalis und E. faecium treten
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haufig in fakalem Abwasser auf und stellen neben ihrer opportunistischen Pathogenitdt durch
eine erworbene Vancomycin-Resistenz ein Gesundheitsrisiko dar (GERMAP 2012). Und auch Van-
comycin-ressitente Enterokokken (VRE) werden in Schwein- und Gefliigelbetrieben, sowie tieri-
schen Lebensmitteln nachgewiesen (Boerlin et al. 2001; Butaye et al. 1999; Braga et al. 2013;
Hermanovska et al. 2016; Robredo et al. 2000).

Auch Staphylococcus spp. besiedelt als kommensaler Organismus Haut und Schleimhédute von
Mensch und Tier und umfasst ebenfalls pathogene Vertreter wie S. aureus. Dieser kann Endokar-
ditis, Haut- , Lungenentziindungen und Wungdinfektionen im Menschen und zudem Enteritis bei
Schweinen, Mastitis bei Rindern und Sepsis bei Gefliigel hervorrufen (GERMAP 2012) Der Methi-
cillin-resistente S. aureaus (MRSA) ist aufgrund seiner multiresistenten Eigenschaften gegeniiber
-Lactam Antibiotika, und haufig auch weiterer Antibiotika von besonderem klinischen Interesse
(GERMAP 2012). MRSA wird in landwirtschaftlichen Betrieben der Schweine- und Rinderhaltung
nachgewiesen werden und die bisherige Trennung zwischen livestock-associated MRSA (LA-
MRSA) und healthcare-associated MRSA (HA-MRSA) sowie community-associated MRSA (CA-
MRSA) verschwimmt zunehmend (Bal et al. 2016; Grgntvedt et al. 2016; Dierikx et al. 2016; Klous
etal. 2016)
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Abbildung 5 Reduktion von Schadstoffen durch die biotechnologische Behandlung langwirtschaftlicher Ab-
wasser (Wings and Dott 2015).

Zur Reduktion dieser bekannten Pathogene wurde die Prozesstemperatur von bis zu 60 Cin ther-
mophilen Anlagen als ein entscheidender Faktor identifiziert (Beneragama et al. 2013; Sahlstrém
et al. 2008a; Sahlstrém 2003b). Jedoch tragt auch die mikrobiologische Gemeinschaft, die unter
Prozessbedingungen entsteht und sich von denen unbehandelter Abwasser unterscheidet, dazu
bei. Die Prozessphasen sind Teil des natiirlichen Stoffwechsels bestimmter Organsimengruppen,
insbesondere Clostridia und den methanogenen Archeae, die wie bereits beschrieben hauptsach-
lich von nicht kultivierten oder schwer kultivierbaren Organsimen geformt werden und einen
sehr geringen Anteil bekannter (C. perfringens) bzw. keine (Archaea) pathogenen Vertreter haben
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(Wirth et al. 2012). Studien zur Reduktion bestimmter Bakterien wie die von Sahlstrom (2003),
Eikmeyer et al. (2013), Schauss et al. (2015) und Schauss et al. (2016) bleiben selten und sind
aufgrund der Komplexitat der biologischen Systems schwer zu generalisieren. Erkenntnisse iiber
den Effekt der Fermentation auf ARG und resistente Bakterien ist sogar elusiver und deuten neben
thermischen und zeitlichen Faktoren auf eine ARG-abhédngige Reduktions- bzw. Proliferationsak-
tivitat hin (Resende et al. 2014; Resende et al. 2014; Storteboom et al. 2007).

ZIELSETZUNG

Kolonie-bildende Einheiten (KBE) auf diversen Komplex- und Selektivmedien sowie eine stich-
probenhaft erstellte Isolatbibliothek sollen, neben der Erfassung der kultivierbaren bakteriellen
Ladung, der Pravalenz medizinisch relevanter Schliisselorgansimen und des Riickhaltungs- bzw.
Eliminationspotential des Fermentationsprozesses auf unerwiinschte Bakterien, auch die Eig-
nung klinisch genutzter Wachstumsmedien fiir die Charakterisierung der komplexen Umweltpro-
benmatrizes klaren.

Ein Antibiogramm mit acht veterindrmedizinisch relevanten Antibiotika, unter anderem f£3-
Lactam-Antibiotika, Tetrazyklin und Sulfonamid, soll erstellt werden um die Empfindlichkeit po-
tentiell pathogener Bakterien wie Enterobacteriaceae und Enterococcaceae, aber auch Umwelt-
bakterien, vergleichend in Substrat und Garrest der Anlagen zu bestimmen.

Langwierige und materialaufwandige mikrobiologische Methoden sind ndtig um die Gefdhrdung
durch resistente Pathogene aufklinischer Ebene aufzuklaren. Die molekularbiologische Erfassung
und Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen zur Bewertung der umweltrelevanten Be-
schaffenheit einer Abwasserprobe soll eine 6konomische Alternative darstellen, der der zeitliche
Aufwand kultivierungsabhangiger Verfahren fehlt.

Der qualitative und quantitative Nachweis von Tetrazyklin- und Sulfonamidresistenzgenen soll
Einblick in Spektrum und Niveau von Resistenzgenen in landwirtschaftlichen Abwéssern unter-
schiedlicher Herkunft, sowie den Einfluss von Antibiotika, Schwermetallen und der anaeroben
Abwasserbehandlung gewadhren. Neben der Analyse realer Anlagen sollen zwei kontinuierliche
Durchflussfermenter im Labormaf3stab unter definierter Zugabe von Antibiotika (AB) in der ers-
ten Halfte des Versuchsverlaufs gegeniiber eines Kontrollfermenters iiber einen Gesamtzeitraum
von 60 Tagen untersucht werden, um die Wirkung hoher Antibiotikakonzentration tiber kurze
Zeitraume, ebenso wie die Ubertragbarkeit zu realen Systemen zu erhellen. Das breite Spektrum
an Analyseverfahren soll die genaue Charakterisierung des Probenmaterials und, dariiber hinaus
eine Bewertung der verwendeten Methoden im Hinblick auf die Vergleichbarkeit zukiinftiger Stu-
dien mit minimalem Aufwand ermdoglichen.
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II. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Probenahme und Kennung

Screening 2012 und Jahresgang 2013
Fiir ein landesweites screening wurden 15 deutsche Biogasanlagen stichprobenartig im Jahr 2012

mit Eingangsproben E (Giille / Mist) und Ausgangsproben A (Garrest, nachwachsende Rohstoffe,
vergoren) beprobt (Abbildung 9). Im Screening wurden E- und A-Proben zeitgleich entnommen
wodurch kein direkter Zusammenhang zwischen dem Probematerial besteht.

Im Jahr 2013 wurden die Biogasanlagen 1, 8 und 15 der Beprobung 2012, an fiinf weiteren Ter-
minen beprobt, um eine groflere zeitliche Auflosung der Daten zu erzielen. Bis auf den ersten und
letzten Termin wurden jeweils zwei Proben aus Substrat und Garrest genommen. Bei der ersten
Probennahme entfiel die Garrestprobe und bei der letzten wurde kein Eingangssubstrat beprobt.
Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber die zeitliche Staffelung der Probennahmen im Jahr 2013
wieder. Die Kennzeichnung der Proben fiir das screening 2012 und den Jahresgang 2013 kann
Tabelle 7 entnommen werden.

Tabelle 7 Probenkennzeichnung.

. Biogasanlage Substrat/Garrest Kennzeich-
Zeitpunkt (BGA) (E/A) nung
screening 2012 03.07.12 BGA1 Substrat BGA1E
03.07.12 BGA1 Garrest BGA1A
02.07.12 BGA2 Substrat BGA2E
02.07.12 BGA2 Garrest BGA2A
06.03.12 BGA3 Substrat BGA3E
06.03.12 BGA3 Garrest BGA3A
05.03.12 BGA4 Substrat BGA4E
05.03.12 BGA4 Garrest BGA4A
04.07.12 BGA5 Substrat BGASE
04.07.12 BGA5 Garrest BGASA
04.09.12 BGA6 Substrat BGAG6E
04.09.12 BGA6 Garrest BGA6A
07.03.12 BGA7 Substrat BGA7E
07.03.12 BGA7 Garrest BGA7A
07.05.12 BGAS8 Substrat BGASE
07.05.12 BGAS8 Garrest BGASA
08.05.12 BGA9 Substrat BGA9E
08.05.12 BGA9 Garrest BGA9A
09.05.12 BGA10 Substrat BGA10E
09.05.12 BGA10 Garrest BGA10A
03.09.12 BGA11 Substrat BGA11E
03.09.12 BGA11 Garrest BGA11A
05.09.12 BGA12 Substrat BGA12E
05.09.12 BGA12 Garrest BGA12A
08.10.12 BGA13 Substrat BGA13E
08.10.12 BGA13 Garrest BGA13A
09.10.12 BGA14 Substrat BGA14E
09.10.12 BGA14 Garrest BGA14A
10.10.12 BGA15 Substrat BGA15E
10.10.12 BGA15 Garrest BGA15A
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Tabelle 7 fortgesetzt.

Jahresgang 2013 Feb.2013 BGA1 Substrat — 13.1BGA1E
Apr. 2013 BGA1 Substrat 13.2BGA1E
Apr. 2013 BGA1 Gérrest - 13.2BGA1A
Jul. 2013 BGA1 Substrat - 13.3BGA1E
Jul. 2013 BGA1 Géarrest —13.3BGA1A
Okt. 2013 BGA1 Substrat - 13.4BGA1E
Okt. 2013 BGA1 Géarrest [ 13.4BGA1A
Jan. 2014 BGA1 Géarrest 13.5BGA1A
Feb.2013 BGAS Substrat r 13.1BGASE
Apr. 2013 BGAS Substrat ~ 13.2BGASE
Apr. 2013 BGAS Gérrest ~13.2BGA8A
Jul. 2013 BGAS Substrat ~ 13.3BGASE
Jul. 2013 BGAS Géarrest 13.3BGA8A
Okt. 2013 BGAS Substrat 13.4BGASE
Okt. 2013 BGAS Gérrest 13.4BGA8A
Jan.2014 BGAS Gérrest 13.5BGA8A
Feb.2013 BGA15 Substrat 13.1BGA15E
Apr. 2013 BGA15 Substrat 13.2BGA15E
Apr. 2013 BGA15 Garrest 13.2BGA15A
Aug. 2013 BGA15 Substrat 13.3BGA15E
Aug. 2013 BGA15 Garrest 13.3BGA15A
Okt. 2013 BGA15 Substrat 13.4BGA15E
Okt. 2013 BGA15 Gérrest 13.4BGA15A
Jan.2014 BGA15 Gérrest 13.5BGA15A

Eingangsproben wurden durch die Kombination von Giille und Mist von mindestens 10 Entnah-
mestellen in den spezifischen Verhiltnissen die in jeder Biogasanlage Verwendung finden erstellt.
Nachwachsende Rohstoffe (NaWaRo) wurden nicht beigemischt. Ausgangsproben wurden nach
der Durchmischung des Fermenters von mindestens 30 min unter kontinuierlichem Riihren di-
rekt aus dem Fermenter iiber eine Zeitspanne von 1 h entnommen. Aus jeder dieser Meta-Proben
wurden Triplikate fiir die Bearbeitung im Labor entnommen. Proben fiir die molekularbiologische
Verwendung wurden auf Trockeneis transportiert und langfristig bei -20°C gelagert. Mikrobiolo-
gisches, sowie chemisch-, analytisches Probenmaterial wurde bei 4°C transportiert und gelagert
und innerhalb von 12 h verarbeitet. Die Probenkennzeichnung ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Fermenterstudie 2013

In zwei Fermenterstudien wurden drei kontinuierliche Labormafdstabsfermenter mit einem Vo-
lumen von 30 L taglich mit einem Substrat aus Giille und Maissilage in einem Verhaltnis von 1 zu
3 beladen und bei einer Prozesstemperatur von ca. 42 °C fiir 61 Tage gefahren. Das Substrat
wurde aus dem Vorlager von BGA15 bzw. 14 bezogen.

Das Probenmaterial wurde von der Fritzmeier Umwelttechnik GmbH & Co. KG, Abteilung Inocre
(Grofshelfendorf, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Bei dem Probenmaterial handelt es sich um
Garreste einer zweimonatigen Fermenterstudie. Fiir die Studie wurden Fermenter mit Inokulum
aus den Biogasanlagen 14 und 15 beladen. Tagliche Fiitterungen mit Rindergiille und Maissilage
im Verhaltnis eins zu drei wurden vorgenommen, wahrend die Temperatur bei 42 °C gehalten
wurde. Abbildung 19 zeigt schematisch die Beschickung und tégliche Fiitterung aller Versuchsfer-
menter. Im Verlauf der Fermenterstudie wurden insgesamt sechs Fermenter wie in Abbildung 19
dargestellt bezogen und iiber einen Zeitraum von 61 Tagen in Versuch 1 und 63 Tagen in Versuch
2, gefiittert und beprobt. Uber die Hilfte der Zeit wurde jeweils zwei Fermentern tiglich Antibio-
tika zugesetzt, wie der Abbildung 19 entnommen werden kann. Bei beiden Versuchen wurden alle
drei Fermenter zweimal wochentlich beprobt.
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Das Probenmaterial einer der beiden wochentlichen Beprobungen aus Versuch 1 wurde fiir jede
Woche qualitativ auf das Vorhandensein einer in Tabelle 8 gezeigten Auswahl von 14 ARG und
quantitativ auf das Vorhandensein der ARG sul2, tetA, tetM und tetO untersucht. Die Probennah-
men von Tag 12, Tag 33, Tag 40 und Tag 60 wurden ausgewahlt, um ein Probenset vom Beginn
des Versuchs, eines kurz vor Absetzen der Antibiotika, eines kurz danach und eines kurz vor Ende
des Versuchs zu untersuchen. Nach den gleichen Kriterien wurden die Probensets fiir Versuch 2
ausgewahlt. Verwendet wurden die Proben der Tage 8 und 29 (wahrend der Antibiotikagaben),
sowie 36 und 57 (nach Ende der Antibiotikagaben). Die Proben aus Versuch 2 wurden ebenfalls
qualitativ auf die, in Tabelle 8 dargestellten ARGs untersucht.

2.1.2 Oligonukleotide
Oligonukleotide fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) oder fiir Sequenzierungsreaktionen

wurden von der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg synthetisiert. In Tabelle 8 sind die in
dieser Arbeit verwendeten Primer mit Angabe ihrer Sequenz dargestellt.

Tabelle 8 Oligonukleotide.

Name Sequenz (5° —»3) Linge (bp) Referenz
tetA-for  GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC 20

tetA-rev  CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG 20

tetB-for  TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 20

tetB-rev  GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 20

tetC-for  CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG 20

tetC-rev. ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC 20 Ng et al,
tetG-for  GCT CGG TGG TAT CTC TGC TC 20 2001
tetG-rev  AGC AAC AGA ATC GGG AAC AC 20

tetS-for  CAT AGA CAA GCC GTT GAC C 19

tetS-rev  ATG TTT TTG GAA CGC CAG AG 20

tetX-for  CAA TAA TTG GTG GTG GAC CC 20

tetX-rev. TTC TTA CCT TGG ACA TCC CG 20

tetM-for ~ ACA GAA AGC TTA TTA TAT AAC 21

tetM-rev. TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC 21

tetO-for ~ ACG GAR AGT TTA TTG TAT ACC 21

tetO-rev. TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC 21

tetQ-for  AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG 21

tetQ-rev. CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA 21

tetT-for ~ AAG GTT TAT TAT ATA AAA GTG 21 Aminov,
tetT-rev. AGG TGT ATC TAT GAT ATT TAC 21 etal, 2001
tetW-for  GAG AGC CTG CTA TAT GCC AGC 21

tetW-rev GGG CGT ATC CAC AAT GTT AAC 21

tetB/P-for AAA ACT TAT TAT ATT ATA GTG 21

tetB/P-rev  TGG AGT ATC AAT AAT ATT CAC 21

otrA-for  GGC ATY CTG GCC CAC GT 21

otrA-rev CCC GGG GTG TCG TAS AGG 21

sull-L GTG ACG GTG TTC GGC ATT CT 20

sull-R TCC GAG AAG GTG ATT GCG CT 20 Graves
sul2-L CGG CAT CGT CAA CAT AAC CT 20 etal, 2011
sul2-R TGT GCG GAT GAA GTC AGC TC 20

sul2-FW  TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 22 Pei ot al. 2006
sul2-RV CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG 22 :
sul3-L GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG 20 g‘zrerr‘;tsn &
sul3-R CAT CTG CAG CTA ACC TAG GGC TTT GGA 27 003
MRforA  GAG TTT GAT CAT GGC TCA G 19 Weisburg
MRrevC  ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 21 etal, 1991
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2.1.3 Versuchsstimme
Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchsstamme sind in Tabelle 9 abgebildet.

Tabelle 9 Versuchsstimme.

Versuchsstamm Genotyp Referenz
E. coli JM109 pGEM-T recAl, endA1l, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-,mK+), relAl, supE44, A(lac- (Kobs
proAB), [F’, traD36, proAB, lacliZAM15]] 1995)
Escherichia coli JM109 recA1l, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-,mK+), relA1, supE44, A(lac- Wings, T.;
pGEM-T /tetA proAB), [F’, traD36, proAB, lacla"ZAM15]]; tetA-PCR Produkt wurde [HU, Aa-

in die MCS des Ampr pGEM-T cloning Vektor (Promega, Madison, chen
USA) einkloniert
Escherichia coli ][M109 recAl, endA1l, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-,mK+), relAl, supE44, A(lac- Wings, T.;
pGEM-T/tetB proAB), [F’, traD36, proAB, laclaZAM15]]; tetB-PCR Produkt wurde IHU, Aa-
in die MCS des Ampr pGEM-T cloning Vektor (Promega, Madison, chen
USA) einkloniert
Escherichia coli JM109 recAl, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-,mK+), relA1, supE44, A(lac- Busse, M.;
pGEM-T/tetO proAB), [F’, traD36, proAB, laclqZAM15]]; tetO-PCR Produkt wurde  1HU Aa-
in die MCS des Ampr pGEM-T cloning Vektor (Promega, Madison, chen
USA) einkloniert
Escherichia coli [M109 recAl, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK-,mK+), relA1, supE44, A(lac- Busse, M,;
pGEM-T/sul2 proAB), [F, traD36, proAB, laclqZAM15]]; sul2-PCR Produkt wurde ~ IHU
in die MCS des Ampr pGEM-T cloning Vektor (Promega, Madison, Aachen
USA) einkloniert

2.1.4 Kulturmedien
Zur mikrobiologischen Untersuchung von Substrat und Garrest der Biogasanlagen wurden die fol-

genden Medien verwendet. Die Medien wurden, sofern nicht anders angegeben, von der Firma
Neogen Acumedia (Michigan, USA) bezogen.

Caseinpepton-Sojamehl-Agar (CASO)

CASO-Agar ist ein Universalmedium, welches zur Kultivierung von vielen aeroben und anaeroben
Mikroorganismen verwendet werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde es verwendet um
die Gesamtzahl der mesophilen und psychrotoleranten Mikroorganismen durch Inkubation bei
37°Cin den verschiedenen Proben zu ermitteln.

Chromogenes Medium zur Detektion ESBL-produzierender Organismen

Zur Detektion von Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) produzierenden gramnegativen
Bakterien wurden CHROMagar ESBL (Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld) und chromID ESBL (Bi-
omérieux, Niirtingen) Agarplatten verwendet. Beide Medien enthalten das Antibiotikum Cefpodo-
xime, welches als Marker zur Identifizierung von ESBL produzierenden Organismen dient
(Glupczynski et al. 2007). Die Enterobacteriaceae E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter und
Proteus konnen aufgrund von chromogenen Reaktionen auf dem Medium anhand der Kolonie-
farbe differenziert werden. Auf CHROMagar ESBL und chromID ESBL sollen ESBL E. coli rétlich-
pinke, ESBL KECS (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp.) griinblaue und
Vertreter der Proteae braune Kolonien ausbilden. Andere gramnegative, sowie grampositive Bak-
terien und Hefen sollen auf den ESBL-Chrommedien im Wachstum inhibiert werden.

Chromogenes Medium zur Detektion von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA)
Die Selektion von MRSA erfolgte auf CHROMagar MRSA (Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld) und

chromID MRSA (Biomérieux, Niirtingen) Agarplatten. Beide Medien enthalten eine hohe Salzkon-
zentration um Staphylokokken und das Antibiotikum Cefoxitin um MRSA zu isolieren (]. D. Perry
et al. 2004). Das Wachstum Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus wird gehemmt. Andere
Bakterien erscheinen farblos, mit blauer Farbung oder werden ebenfalls im Wachstum gehemmt.
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MRSA werden auf CHROMagar MRSA als rosafarbene und auf chromID MRSA als griine Kolonien
beschrieben.

Chromogenes Medium zur Detektion von Vancomycin-resistenten Enterococcus faecalis
und Enterococcus faecium (VRE)
Die Detektion von Vancomycin-resistenten Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium, wel-

che hauptsichlich ihre Resistenz erworben haben, erfolgte auf CHROMagar VRE (Mast Diagnos-
tica GmbH, Reinfeld) und chromID VRE (Biomérieux, Niirtingen) Agarplatten. Die Selektion be-
ruht auf der Zugabe der chromogenen Substanzen alpha-Glucosidase und beta-Galactosidase so-
wie 8 mg/L des Antibiotikums Vancomycin (Ledeboer et al. 2007). VRE. faecalis und VRE. faecium
erscheinen, nach Angaben des jeweiligen Herstellers, auf CHROMagar VRE pink und auf chromID
VRE blaugriin bzw. violett. Intrinsisch resistente Enterokokken, sowie andere Mikroorganismen,
werden auf beiden Selektionsmedien gehemmt oder bilden eine andere Farbung der Kolonie aus.

Columbia-Agar mit Schafblut (ColSB)
Columbia-Agar mit 5% Schafblut (Oxoid, Wesel) ist ein Universalmedium und dient zur Anzucht

von anspruchsvollen aeroben und anaeroben Organismen. Aufgrund des zugesetzten Schafbluts
sind Hamolysereaktionen der Organismen sichtbar. In der vorliegenden Arbeit wurde es ebenfalls
zur Ermittlung der Gesamtzahl von aeroben Mikroorganismen und anaeroben Sporenbildnern in
den verschiedenen Proben verwendet. Zudem fand es Anwendung zur Anzucht von Mikroorga-
nismen vor der Identifizierung tiber MALDI-TOF und vor der Bestimmung der MHK iiber Mikro-
bouillondilutionsverfahren.

Eosin-Methylenblau-Agar (EMB)
EMB-Agar dient zur Isolation und Differenzierung von gramnegativen coliformen Bakterien aus

klinischem und nicht klinischem Material. Die urspriingliche Rezeptur von HOLT-HARRIS und
TEAGUE (1916) beinhaltete Saccharose und Lactose, sowie die zwei Indikatorfarbstoffe Eosin Y
und Methylenblau. (Levine 1943) modifizierte diese Rezeptur, indem er Saccharose entfernte und
die Lactose-Konzentration verdoppelte. Der Selektionsmechanismus beruht auf der Hemmung
von grampositiven Organismen durch Methylenblau. Zudem fiihren beide Indikatorfarbstoffe
iiber die Ansduerung des Mediums durch Lactose-Fermenter zu blauschwarzen Kolonien und ei-
nem griin-metallischen Glanz bei E. coli. Organismen, welche keine Lactose fermentieren kdnnen,
erscheinen farblos und transparent.

Galle-Aeskulin-Azid-Agar (GEA)

GEA-Agar wird zur selektiven Isolation und Differenzierung von Enterokokken verwendet.
gramnegative Organismen sollen im Wachstum durch Natriumazid gehemmt werden. Die hohe
Gallensalz-Konzentration im Medium erschwert zudem das Wachstum anderer grampositiver
Bakterien, wohingegen halophile Enterokokken nicht beeintrachtigt werden. Ein weiterer Selek-
tionsmechanismus beruht auf dem Glycosid Aesculin, welches von Enterokokken zu Aesculetin
und Glucose hydrolysiert wird. Das Aesculetin reagiert mit dem im Medium befindlichen Eisen-

Ammonium-Citrat und es bildet sich ein dunkelbrauner bis schwarzer Hof um die Kolonie (Swan
1954).

MacCONKEY-Agar
Das MacCONKEY Selektivmedium dient, wie auch EMB, zur Isolation und Differenzierung von

coliformen Bakterien aus klinischem und pharmazeutischem Material sowie zur Untersuchung
von Lebensmitteln und Trinkwasser. Der Agar basiert auf Gallensalzen, Neutralrot und Lactose
(MacConkey 1905) und diente zur Differenzierung von Salmonella typhosa von anderen Entero-
bakterien. Durch Modifikationen der Konzentrationen von Gallensalzen und Neutralrot, sowie der
Zugabe von Natriumchlorid konnte eine Differenzierung innerhalb der Enterobacteriaceae er-
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moglicht werden. Die im Medium enthaltene Gallensalz-Mixtur und das Kristallviolett sind selek-
tive Agenzien, welche das Wachstum von grampositiven Kokken inhibieren, jedoch das Wachstum
von gramnegativen Organismen nicht beeintrachtigen sollen. Die Ansduerung des Mediums bei
der Lactose-Fermentation fiihrt zu einem Umschlag des pH-Indikators Neutralrot und zur Ausfal-
lung der Gallensalze. E. coli bildet, nach Angaben des Herstellers, auf diesem Agar pinke Kolonien
mit und ohne Gallensalz-Prazipitation aus, wohingegen Nicht-Lactose-Fermenter farblose Kolo-
nien ausbilden.

Mannitol-Salz-Agar (MS)

MS-Agar wird zur Isolation von Staphylokokken verwendet und basiert auf der Rezeptur von
(Chapman 1945). Aufgrund der Toleranz von Staphylokokken gegeniiber hohen Salzkonzentrati-
onen, konnen diese auf dem Medium mit 7,5% Natriumchlorid wachsen, wahrend andere Mikro-
organismen im Wachstum gehemmt werden sollen. Durch die Fermentation des Mannitols wird
das Medium angesauert und es findet ein pH-Umschlag des Indikators Phenolrot von rot zu gelb
statt. Pathogene, Koagulase-positive Staphylokokken kénnen Mannitol fermentieren und bilden
gelbe Kolonien mit gelben Hofen. Nicht pathogene Staphylokokken verwerten kein Mannitol und
bilden rote Kolonien ohne Farbung des Mediums.

Neomycin-Blutagar
Anaerobier-Blutagar mit Neomycin (Merck Millipore, Darmstadt) dient zur Isolierung anaerober

Bakterien aus klinischem Untersuchungsmaterial. Das ndhrstoffreiche Medium begiinstigt das
Wachstum von anspruchsvollen anaeroben Organismen und das supplementierte Antibiotikum
Neomycin inhibiert das Wachstum von vielen fakultativen Anaerobiern, insbesondere Enterobac-
teriaceae, welche als Begleitflora auftreten kénnen (Waksman 1950). Um eine Selektion zu be-
glinstigen, wurden die Agarplatten 48 h vor der Beimpfung in einer anaeroben Atmosphére vor-
reduziert.

Lysogeny Broth (LB)

Lysogeny Broth (LB) ist ein Vollmedium aus Hefeextrakt, Pepton und Natriumchlorid (Bertani
1951). LB-Medium und -Agar wurde fiir die Klonierung und bei der Plasmidpradparation einge-
setzt.

R2A-Agar

RZA—Aggar ist ein Minimalmedium, welches von Reasoner et al. (1979) zur Ermittlung der Gesamt-
zahl an Organismen in Trinkwasser entwickelt wurde. Das nahrstoffarme Medium soll in Kombi-
nation mit einer niedrigen Inkubationstemperatur und einer Inkubationszeit von einer Woche das
Wachstum von gestressten, langsam wachsenden und oligotrophen Mikroorganismen ermdogli-
chen ohne dass diese von schnell wachsenden Organismen verdrangt werden.

Salmonella-Shigella-Agar (SS)
SS-Agar wird zur Isolation von Salmonellen und einigen Shigellen-Arten aus klinischem Material

und Lebensmittelproben verwendet und wurde von Desoxycholat-Citrat-Agar (Einar Leifson
1935) weiter entwickelt. Die Gallensalze, Natriumcitrat und Brilliantgrin sollen das Wachstum
von grampositiven Bakterien sowie einigen coliformen Mikroorganismen inhibieren und verhin-
dern das Schwarmen von Proteus spp.. Lactose dient als Kohlenstoffquelle und Neutralrot als pH-
Indikator. Da Salmonellen und Shigellen keine Lactose verwerten kénnen, bilden sie auf dem SS-
Agar farblose Kolonien. Lactose fermentierende Organismen, wiez. B. E. coli bilden pinke Kolonien
aus. Durch das supplementierte Eisencitrat und Natriumthiosulfat sollen Schwefelwasserstoff-bil-
dende Salmonellen iiber ein schwarzes Zentrum identifiziert werden kénnen. Da nur einige Shi-
gellen-Arten auf diesem Medium kultiviert werden konnen, ist dieses Medium nur bedingt zur
Isolation von Shigellen geeignet.
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Slanetz & Bartley-Agar (S&B)

S&B-Agar, oder auch m-Enterococcus Agar genannt, wurde von (Slanetz and Bartley 1957) zur
Isolation von Enterokokken aus Trinkwasser mittels Membranfilter-Methode entwickelt. gram-
negative Organismen werden in ihrem Wachstum durch Natriumazid gehemmt. Der Selektions-
mechanismus des Mediums beruht auf dem Redox-Indikator 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid,
welches in den Bakterienzellen zu dem roten Farbstoff Formazan reduziert wird und die Kolonien

von hellrot bis dunkelrot farbt.

2.1.5 Losungen und Puffer
1X PBS

Lysepuffer
Matrixlosung

Organic Solvent

2.1.6 Enzyme
KOD Hot Start DNA Polymerase
Lysozym
Proteinase K (20 mg/ml)

2.1.7 Kits und Marker
6X Loading Dye
GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
GeneRuler 1kB DNA Ladder
GeneRuler 1kB DNA Ladder plus

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), ROX so-
lution provided
QIAamp DNA Stool Minikit

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick PCR Purification Kit

Ammonium Kiivetten-Test 2,0-47,0 mg/L NH4-N
CSB Kiivetten-Test 150-1000 mg/L 02

Laton Gesamt-Stickstoff Kiivetten-Test 20-100
mg/L TNb

Phosphat (ortho/gesamt) Kiivetten-Test 2,0-20,0
mg/L PO4-P

2.1.8 Chemikalien

0,5 McFarland-Standard

10X PCR Puffer fir die KOD Hot Start DNA Poly-
merase

Acetonitril

Agarose

Aztreonam

BSA

CASO-Bouillon

Cefoxitin

25

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4+-2 Hz20;
pH 7,4

200 mM NaCl, 100 mM Tris (pH 8), 20 mM EDTA,
20 mg/ml Lysozym

250 pl Organic Solvent, 2,5 mg a-Cyano-4-hydro-
xoxyzimtsaure

500 pl Acetonitril, 475 ul Millipore-Wasser, 25 pl
Trifluoressigsaure

Novagen, Madison, USA
AplliChem, Darmstadt
Quiagen, Hilden

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Hach Lange, Diisseldorf, Deutschland
Hach Lange, Diisseldorf, Deutschland
Hach Lange, Diisseldorf, Deutschland

Hach Lange, Diisseldorf, Deutschland

Biomérieux, Niirtingen
Novagen, Madison, USA

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Seelze
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Mast GmbH, Reinfeld
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Chloroform Merck, Darmstadt
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Sigma-Aldrich, Seelze
dNTPs (je 2 mM) Novagen, Madison, USA
EDTA Merck, Darmstadt
Ethanol p. a. Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid AplliChem, Darmstadt
Glycerin Merck, Darmstadt
H-Medium Merck, Darmstadt
Isoamylalkohol Sigma-Aldrich, Seelze
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kalziumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat Novagen, Madison, USA
Mueller-Hinton-Bouillon (Fertigmedium) Merck, Darmstadt
Mueller-Hinton-Bouillon (Trockenmedium) Merck, Darmstadt
Multielementstandards (ICP-MS) Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Phenol Merck, Darmstadt

SDS Merck, Darmstadt
Selenit-Bouillon Merck, Darmstadt
TAE-Puffer (50 X), pH 8,0 VWR, Haasrode, Belgien
Tetranatriumpyrophosphat Merck, Darmstadt
TOC-Standard 1000 mg/LKohlenstoff DIMATEC Analysetechnik, Essen
Tris BioRad, Miinchen
a-Cyano-4-hydroxoxyzimtsaure Bruker Daltonik, Bremen

2.1.9 Gerate und Verbrauchsmaterialien

10 pl Pipettenspitzen Ratiolab GmbH, Dreieich
100 pl Safe Seal Tips Premium Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
1000 pl Pipettenspitzen Heinz Herenz Medizinbedarf, Hamburg
200 pl Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
48-PCR Plate Brand, Wertheim
5 pl Safe Seal Tips Premium Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
5000 pl epT.L.P.S Eppendorf, Hamburg
12-Kanal Reagenzreservoire Brand, Wertheim
AnaeroPack; Anaerogen Oxoid, Wesel
Acrodisc-Sprtizenvorsatzfilter, Protenweite DIMATEC Analysetechnik, Essen
0,45 pm
Autoklaven
Systec DX-150 Systec GmbH, Wettenberg
Varioklav Dampfsterilisator TYP 25T Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
Brutschranke
BK 5060 E Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
K 6160 Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
Cryogenic Vials VWR, Darmstadt
Elektrophoresekammern
Compact M Biometra, Jena
Compact L/XL Biometra, Jena
GiefSkammer: Casting System Compact Biometra, Jena
Glasperlen 0,25-0,50 mm Roth, Karlsruhe
Heiz-Magnetriihrer
MR 3001 K Heidolph, Schwabach
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RCT Basic

RET Basic
HTS 100
ICP-MS ELAN DRC II
iEMS-Reader MP Type 1401
Inkubationsschiittler

CH-4103

GFL 3033
Kamera: Power Shot G10/ G2
Kugelmiihle MM200
Low Profile Flat 96 PCR Plate, 0,2 ml
Cellulose-Nitrate-Filter 0,45 pm
MilliQ® Synthesis A10
Mikroflex MALDI-TOF MS
Mikrowellensystem Ethos 1600
MS2 Minishaker
MSP 96 Target ground steel
Nitrilhandschuhe
PCR 8er SoftStrips, 0,2 ml
PCR SoftTubes, 0,2 ml
Pipetten

0,1-2,5 pl; 2-20 pl; 50-200 pl; 500-1000 pl;

500-5000 pl Research

20-200 pl; 500-1000 pl Research plus
0,5-10 pl; 10-100 pl; 50-200 pl Reference

pH-Meter QpH70
Photometer DR 2800
Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Safe-Lock Tubes 2,0 ml

Spannungsgerat: Standard Power Pack P25

Sterilbank BDB 4A
Sterilfilter PharmAssure®, 0,2 pl
Thermocycler

T Gradient Whatman Professional TRIO

TGradient Thermocycler
realplex? Mastercycler epgradient S
Thermomixer 5436
TOC-Analysator DIMATOC 100
Trockenschrank 6060
Waagen
2004 MP
4503 MICRO
BL 3100
Zentrifugen
Fresco 17 Tischzentrifuge
Galaxy MiniStar Centrifuge
Multifuge 1S-R
Multifuge 3SR+
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IKA® Works, INC. Wilmington, USA

IKA® Works, INC. Wilmington, USA

Hach Lange, Diisseldorf

PerkinElmer SCIEX, Waltham, USA

Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

GFL, Burgwedel

Canon, Krefeld

Retsch, Haan

VWR, Darmstadt

Sartorius, Gottingen

Millipore, Darmstadt

Bruker Daltonik, Bremen

MLS, Leutkirch im Allgau

IKA® Works, INC. Wilmington, USA

Bruker Daltonik, Bremen

verschiedene Hersteller

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Merck Eurolab, Darmstadt
Hach Lange, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Jena

Gelaire Flow Laboratories
PALL GmBH, Dreieich

Biometra, Jena

Biometra, Jena

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

DIMATEC Analysentechnik, Essen

Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
VWR, Darmstadt

Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Scentific, Waltham, Massachusetts, USA
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2.1.10 Software und Websiten
Folgende Software und Websiten wurden in dieser Arbeit verwendet:

BioDoc Analyzer 2.1, Biometra, Géttingen

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (blast.ncbi.nlm.nih.gov)

Clone Manager Professional 9 for Windows

EUCAST: Antimicrobial wild type distributions of microorganisms (www.mic.eucast.org)
GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Programm)

Microsoft® Office Excel 2007

Microsoft® Office Picture Manager

Microsoft® Office Word 2007

National Center for Biotechnology Information NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

2.2 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

Tetranatriumpyrophosphat-Extraktion
Um Mikroorganismen aus Substrat und Garrest der Biogasanlagen aus der festen Matrix zu l6sen,

wurde Tetranatriumpyrophoshat als Dispersionsmittel verwendet. Dabei wurden 20 g der jewei-
ligen Probe mit 200 ml 0,2 % Tetranatriumpyrophosphat (pH 10, sterilfiltriert) in einer sterilen
500 ml Duran-Flasche gelést. Die Suspension wurde fiinf Minuten bei 10 U/min in einem Uber-
kopfschiittler geschiittelt und 30 Minuten zum Absedimentieren stehen gelassen. Der Uberstand
fand zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten, Differenzierung von verschiedenen Mikro-
organismen und Detektion von ESBL-bildenden Mikroorganismen mittels Membranfiltration Ver-
wendung.

Bestimmung von koloniebildenden Einheiten (KBE)
Zur Bestimmung der KBE und zur Differenzierung verschiedener Organismen wurde der Uber-

stand nach der Tetranatriumpyrophosphat-Extraktion zur Erstellung einer dezimalen Verdiin-
nungsreihe verwendet. Hierzu wurden 3 ml des Uberstandes in 27 ml 0,9 % steriler Natriumchlo-
rid-Losung geldst und durch anschliefdendes Vortexen homogenisiert. Dieser Prozess wurde bis
zu einer Verdiinnungsstufe von 107 wiederholt. Aus dieser Verdiinnungsreihe wurden je 10 ml
jeder Verdiinnungsstufe abgenommen und zur Isolation von anaeroben Sporenbildnern zehn Mi-
nuten bei 75 °C in einem Wasserbad pasteurisiert. Je 100 ul wurden nach dem Schema in Tabelle
10 ausplattiert, indem sie auf die jeweilige Agarplatte pipettiert und mittels eines sterilen Spatels
gleichmaf3ig verteilt wurden. Dabei wurden die Verdiinnungsstufen von Substrat und Garrest von
BGA 8, 9 und 10 in Triplikaten ausplattiert. Bei den Proben von BGA 11 wurden die Verdiinnun-

gen, bis auf CASO 37 °C/ 22 °C und R2A 10-4-10-6, im Einfachansatz ausplattiert.

Je 100 pl folgender Verdiinnungsstufen von Substrat und Garest diverser Biogasanlagen wurden
auf die Nahrmedien ausplattiert. Auf ColSB anaerob pasteurisiert und Neomycin anaerob pasteu-
risiert wurden die Verdiinnungsstufen der pasteurisierten Verdiinnungsreihe ausplattiert.

Nach der Kultivierung wurden zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl die KBE auf allen Agarplat-
ten gezahlt. Zusatzlich wurden auf den Selektivmedien die Kolonien gezahlt, welche eine spezifi-
sche Wachstumsform zeigten. Die Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter Eluat wurden wie
folgt bestimmt:

Formel1l Kolonie-bildenden Einheiten pro Milliliter Eluat

* 10

KBE/ _ Y. aller gezahlten Kolonien
ml ™ Y Anzahl der Platten pro Verdiinnungsstufe * Verdinnungsstufe
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Tabelle 10 Ausplattierte Verdiinnungsstufen zur Ermittlung von Gesamt-KBE und Differenzierung von Orga-

nismen.
ausplattierte Verdiinnungsstufen

Niahrmedium BGA 8 und BGA 9 BGA 10 BGA 11
CASO 37°C 100-107 103 -10° 100-107
CASO 22°C 100-107 103 -10° 100-107
R2A 100-107 103 -10° 100-107
EMB 100-107 10-2-10° -
ColSB 100-107 100-10-6 -
MacCONKEY 100-107 102-10"° 100-107
MS 100-107 10-1-10"° 100-107
S&B 100-107 100-10-5 100-107
GEA 100-107 100-10-5 -

SS 100-107 100-104 100-107
VRE 100- 104 100-10+ 100-104
MRSA 100- 104 100-10+ -
ESBL 100-104 100-10+4 100-104
ColSB anaerob pasteurisiert 100-107 100-10° -
Neomycin anaerob 100-10- 100-10-° -
Neomycin anaerob pasteurisiert 100-10-6 100-10-6 100-107

Membranfiltration zur Detektion von ESBL
Zusatzlich zum Ausplattieren von je 100 pl jeder Verdiinnungsstufe auf die ESBL-Chromagarplat-

ten wurde eine Membranfilter-Methode zur Detektion von potentiellen ESBL-produzierenden
Mikroorganismen angewendet. Zu diesem Zweck wurde ein steriler Membranfilter mit sterilem
Millipore-Wasser angefeuchtet und in einen Biichnertrichter gegeben. 4 ml des Uberstandes, nach
der Tetranatriumpyrophosphat-Extraktion, wurden auf den Filter pipettiert und mittels Wasser-
strahlpumpe abgesaugt. Aufgrund der 0,45 pm Porengrofie des Membranfilters, blieben die Mik-
roorganismen auf dem Filter zuriick. Der Filter wurde mit einer sterilen Pinzette auf eine ESBL-
Chromagarplatte tiberfiihrt und kultiviert. Alle Ansatze erfolgten pro Probe im Triplikat.
Selektive Anreicherung von MRSA

Um Methicillin-resistente Staphylococcus aureus selektiv anzureichern und qualitativ nachzuwei-
sen wurde eine Methode entwickelt, die auf dem qualitativen MRSA-Nachweis in Lebensmitteln
des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (Johne et al. 2011) basiert. Hierzu wurden 10 g der
Probe zur Anreicherung von Staphylokokken in 100 ml Mueller-Hinton-Bouillon mit 6 % Natri-
umchlorid tberfiihrt und 24 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Davon wurden 1 ml in 9 ml CASO-
Bouillon mit 3,5 mg/1 Cefoxitin und 50 mg/1 Aztreonam tiberfiihrt. Diese Suspension wurde 24 h
bei 37 °C schiittelnd kultiviert. Nach der Inkubation wurde eine dezimale Verdiinnungsreihe bis
103 in 0,9 % steriler Natriumchlorid-Lésung von der Anreicherung hergestellt. Je 100 pl jeder
Verdiinnungsstufe wurden auf MRSA-Chromagar ausplattiert.

Selektive Anreicherung von Salmonella spp. und Shigella spp.

Zur selektiven Anreicherung von Salmonellen und einigen Shigellen wurde Selenit-Bouillon nach
(E Leifson 1936) verwendet. Das Natriumselenit soll eine hemmende Wirkung auf das Wachstum
von coliformen Bakterien und anderen Spezies wie z. B. Enterococcus spp. haben. Zur Anreiche-
rung wurden 5 g der Probe in 50 ml Selenit-Bouillon tiberfiihrt und 48 h bei 41 °C schiittelnd kul-
tiviert. Nach der Absedimentation wurden 2 ml des Uberstandes verwendet um eine dezimale
Verdiinnungsreihe in steriler 0,9 %iger Natriumchlorid-Losung bis 10-¢ zu erstellen. Je 100 pl je-
der Verdiinnungsstufe wurden auf SS-Agar ausplattiert.
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Anlage von Reinkulturen
Zur weiteren Charakterisierung der Proben wurden von jedem Selektivmedium 5-10 und von den

Komplexmedien 10-30 Kolonien ausgewahlt und auf dem Ursprungsmedium bis zur Reinkultur
vereinzelt.

Kultivierungsbedingungen
Zur Kultivierung von Mikroorganismen wurden die Agarplatten bei 37 °C im Brutschrank inku-

biert. Psychrotolerante Organismen wurden auf R2A und CASO-Agar bei 22 °C kultiviert. Die Aus-
wertung der Agarplatten erfolgte nach 24 h bzw. 48 h und im Fall von R2A nach einer Woche.

Zur Bestimmung der KBE und weiteren Anzucht von anaeroben Organismen wurden die Agar-
platten 48 h vor der Beimpfung in Anaerobier-Tépfen unter Verwendung von AnaeroPacks vor-
reduziert. Nach dem Ausplattieren wurden diese wieder in einer anaeroben Atmosphére bei 37 °C
fiir 48 h inkubiert.

Alle Fliissigkulturen wurden bei der entsprechenden Temperatur bei 150 - 170 U/min kultiviert.

Anlage von Dauerkulturen
Zur Konservierung der Umweltisolate werden Kryokulturen in Parallelansitzen angelegt. Dabei

werden die Zellen iiber Nacht in 5 ml CASO-Bouillon angezogen und am Folgetag fiinf Minuten bei
8000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1 ml CASO-Bouillon mit 50% sterilem Glycerin (v/v)
suspendiert. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C in 2 ml safe lock - Reaktionsgefafden oder in Kryoréhr-
chen (VRW, Darmstadt). Anaerobe und anspruchsvolle Organismen, welche nicht in CASO-Bouil-
lon kultiviert werden konnten, werden auf dem entsprechenden Agar angezogen. Mittels Impfose
wuird das Zellmaterial von der Agarplatte entnommen und in 1 ml CASO-Bouillon mit 50 % steri-
lem Glycerin (v/v) suspendiert.

Zur Konservierung erzeugter E. coli.-Klone werden 5 ml CASO Boullion mit 100 pg / ml des Anti-
biotikums Ampicillin versetzt und mit einer Reinkultur des jeweiligen Bakterienstamms ange-
impft. Diese Fliissigkultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm in einem Schiittelbrutschrank
inkubiert und am Folgetag fiinf Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. Nach Verwurf des Uberstan-
des wird das Pellet in einem 2 ml safe lock Reaktionsgefafi in 1 ml CASO Boullion mit 50 % steri-
lem Glycerin (v / v) mit 100 pg / ml Ampicillin resuspendiert. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.

Bestimmung der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration (MHK) ausgewdihlter Isolate mit-
tels Mikrobouillondilutionsverfahren (MID)
Die Bestimmung der MHK mittels MID-Verfahren von ausgewahlten Organismen beruht auf den

Vorgaben des Herstellers MERLIN Diagnostica, Bornheim-Hersel und wurde gemafi den aktuellen
Vorgaben des National Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS 2012) mit MICRONAUT-
S Veterinire Platten durchgefiihrt. Die vom IHU gestaltete Plattenkonfiguration befindet sich im
Anhang (Abbildung A2). Fiir die Anzucht der Isolate wurde Columbia-Agar mit 5 % Schafblut ver-
wendet. 5 ml sterile 0,9 % Natriumchlorid-Loésung wurden mit dem Zellmaterial beimpft, bis die
Triibung einem McFarland-Standard von 0,5 entsprach und somit eine definierte Zelldichte ein-
gestellt war. Zur Herstellung des Inokulums wurden bei gramnegativen Bakterien je 50 ul und bei
grampositiven Bakterien je 100 pl der Bakteriensuspension in 11 ml Mueller-Hinton Bouillon pi-
pettiert und gut homogenisiert. Bei anspruchsvollen Mikroorganismen wie z. B. Enterokokken o-
der einige Anaerobier wurden 200 pl der Bakteriensuspension und 11 ml H-Medium verwendet
(NCCLS 2012). Zur Beschickung der Mikrotiterplatten wurde das beimpfte Medium in ein steriles
Reagenzreservoires gegeben und mittels 12-Kanal Pipette je 100 pl in jeden well pipettiert. Die
Platten, welche mit Mueller-Hinton Bouillon beimpft wurden, wurden mit Abklebefolien ver-
schlossen und 18-24 h bei 37 °C inkubiert. Die mit H-Medium beimpften Platten wurden zu maxi-
mal flinf Platten gestapelt und mit einem Deckel abgedeckt. Die Bebriitung der Platten fand fiir

22-24 h bei 37 °C statt. Platten, welche mit anaerob wachsenden Organismen beimpft wurden,
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wurden in Anaerobier-Topfen mittels AnaeroPacks in anaerober Atmosphare inkubiert (NCCLS
2012). Nach der Inkubation wurden die Klebefolien bzw. die Deckel von den Platten entfernt. Auf
einem Schiittler wurden die Mikrotiterplatten bis zur vollstindigen Homogenisierung der Bakte-
riensuspension in den wells geschiittelt und vor der Messung wurde mit einem Tuch vorhandenes
Kondenswasser entfernt. Die photometrische Messung der Testplatten wurde mit dem iEMS-Rea-
der MP Type 1401 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gegen das jeweilige Medium
durchgefiihrt. Als MHK wurde diejenige Antibiotika-Konzentration gewahlt, bei der kein Wachs-
tum mehr sichtbar bzw. die OD = 0,4 war. Konnte nach 24 h kein Wachstum beobachtet werden,
wurden die Platten weitere 24 h bebriitet und erneut gemessen.

Identifizierung von Mikroorganismen iiber MALDI-TOF MS
Die Identifizierung der Bakterienisolate erfolgte iiber MALDI-TOF MS (Matrix-unterstiitzte Laser-

desorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie) in Kooperation mit dem mikrobiologi-
schen Institut des Labordiagnostischen Zentrums (LDZ) der Uniklinik Aachen. Die MALDI-TOF
Massenspektrometrie basiert auf der lonisation von iiberwiegend ribosomalen Proteinen des ko-
kristallisierten Probenmaterials durch kurze Laserpulse im Hochvakuum. Durch die Beschleuni-
gung der Ionen in einem starken elektrischen Feld, kann die Flugzeit (TOF = time of flight) der
Analyten gemessen werden. Beeinflusst wird die Flugzeit von der Masse und dem lonisierungs-
grad der ribosomalen Proteine und zeigt somit ein Spezies-spezifishces Spektrum (Marvin,
Roberts, and Fay 2003). Das erhaltene Spektrum wird automatisch vom angeschlossenen Compu-
ter mit vorhandenen Datenbanken verglichen und man erhilt einen score, welcher auf den Ahn-
lichkeiten zwischen dem gemessenen und dem Spektrum aus der Datenbank basiert (Jarman et
al. 2000). Ein score von 1,7 - 2,0 bedeutet, dass die Gattung identifiziert werden konnte. Eine ein-
deutige Identifizierung der Spezies liegt bei einem score = 2,0 vor.

Zur Vorbereitung der Mikroorganismen wurden diese auf Columbia Agar mit 5 % Schafblut ange-
zogen, da sie auf diesem Komplexmedium gut anwachsen und ihren Proteinbiosyntheseapparat
optimal ausbilden. Mittels eines Zahnstochers wurde eine Einzelkolonie von der Agarplatte ent-
nommen und auf einem spot des Targets von innen nach aufden kreisend aufgetragen. Mit dem-
selben Zahnstocher wurde ein zweiter spot beimpft und somit die Probe leicht verdiinnt nochmal
aufgetragen. Zur Ko-Kristallisation des bakteriellen Zellmaterials wurde jeder spot mit 1 pl Mat-
rixlosung iiberschichtet. Als Target wurde das MSP 96 Target ground steel (Bruker Daltonik, Bre-
men) mit 96 Probenfeldern verwendet. Zur Analyse wird das Target mit den fixierten Proben in
den Mikroflex MALDI-TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen) gegeben. Da diese
Methode der Identifizierung auf der Analyse des Proteinprofils von iiberwiegend ribosomalen
Proteinen beruht, ist sie der 16S-rDNA Sequenzierung dhnlich. Sehr eng verwandte Organismen
konnen mit dieser Methode nicht zuverlassig identifiziert werden, welches sich in einem geringen
score widerspiegelt. Da die Datenbanken, mit denen die gemessenen speziesspezifischen Spektren
verglichen wurden, iiberwiegend klinisch relevante Isolate enthielten, konnten iiber diese Me-
thode nicht alle Mikroorganismen aus den Umweltproben identifiziert werden. Diese und Orga-
nismen mit einem geringen Auswertungs-score wurden iiber die klassische 16S-rDNA Se-
quenzanalyse mittels PCR und den Primern MRforA und MRrevC identifiziert.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Klonierung

Die Klonierung dient der identischen Vervielfaltigung von DNA (Green and Sambrook 2012). Dazu
wird das gewiinschte DNA-Fragment in einen Vektor integriert und in E. coli in vivo vervielfaltigt.
Alle Klonierungen wurden mit dem pGEM-T Easy Vector Kit von Qiagen (Hilden, Deutschland)
nach Herstellerangaben im Doppelansatz durchgefiihrt, wobei jeweils ein Ansatz eine Stunde bei
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Raumtemperatur, der andere fiir 24 Stunden bei 7 °C zur Ligation inkubiert wurde. Von den so
erzeugten Klonen wurden Dauerkulturen angelegt, mit denen die mit dem Vektor eingefiigten
ARGs vervielfaltigt wurden.

Plasmidisolation
Fiir die Plasmidisolation wurden das QIAprep Spin Miniprep Kit und das Plasmid Midi Kit der

Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben genutzt. Die Isolation der Plasmide
erfolgt dabei nach einer alkalischen Lyse durch Binden der DNA an eine Silikatgelmembran in den
im Kit enthaltenen spin columns. Die Salze werden durch Waschschritte entfernt und die isolierten
Plasmide in Wasser eluiert. Es wurden abweichend von den Herstellerangaben 30 pl Wasser fiir
die Elution genutzt. Diese Methode wurde eingesetzt, um die vervielfaltigten, klonierten ARGs aus
bakteriellen Fliissigkulturen zu praparieren.

Plasmidaufreinigung
Die isolierten Plasmide wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen (Hilden,

Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Diese Art der Aufreinigung basiert auf der Bin-
dung der Plasmide an einer Silikatmembran. Verunreinigungen werden wahrend der Wasch-
schritte entfernt, wiahrend die Plasmide bis zur Elution mit 30 pl Wasser an die Membran gebun-
den bleiben.

Gesamt-DNA Extraktion
Die Gesamt-DNA wurde nach einem Protokoll fiir schwer zu isolierende DNA von Carroll et al.

(2010) isoliert. Abweichend vom Protokoll wurden 200 mg Giille zu Beginn der Isolation einge-
wogen, der Ansatz im Rahmen der Extraktion bei -80 °C iber Nacht eingefroren und abschlief3end
das QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) anstelle des DNeasy Blood and
Tissue Extraction Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Es wurden Triplikate aller Pro-
ben extrahiert.

In vitro Amplifikation von DNA durch PCR
Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Amplifikation von DNA-

Fragmenten (Mullis et al. 1992). Bei dieser Methode dupliziert eine thermostabile Polymerase
mithilfe von Oligonukleotiden, die zu den Enden des zu amplifizierenden Fragments komplemen-
tar sein miissen, das DNA-Fragment. Bei Wiederholung dieses Vorgangs nimmt die Menge des ge-
wilnschten Fragments exponentiell zu. Fiir diese Arbeit wurde die KOD Hot Start Polymerase von
Novagen (Madison, USA) nach Angaben des Herstellers genutzt. Diese Polymerase ist durch zwei
monoklonale Antikérper bei Raumtemperatur inhibiert und nimmt erst nach einem initialen De-
naturierungsschritt, der die Antikorper abspaltet, ihre Tatigkeit auf. Diese Eigenschaft verhindert,
dass sich Primer falsch anlagern und erhoht so die Spezifitat. Die 3‘ - 5* Exonukleaseaktivitat die-
ser Polymerase verringert aufierdem die Anzahl falsch eingebauter Nukleotide (Benson, Null, and
Muddiman 2003). Tabelle 11 zeigt die finale Konzentration der fiir die PCR eingesetzten Chemi-
kalien.

Tabelle 11 Konzentrationen der in der PCR-Reaktionen eingesetzten Reagenzien.

10X Puffer 1X
Primer 1 0,3 uM
Primer 2 0,3 uM
dNTPs 0,2 mM
MgS0a4 1,5 mM
DMSO 5%
Polymerase 0,1U0/ul
Template ca. 30 ng
H20
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Die PCR lauft in drei zyklisch wiederholten Schritten ab: Denaturierung, Annealing und Elongation
(Mullis et al. 1992). Die initiale Denaturierung findet nur einmal statt und ist dem folgenden zyk-
lischen Ablauf vorangestellt. Sie dient der Aktivierung der Polymerase. Die Denaturierung findet
bei 95 °C statt. Bei dieser Temperatur brechen die Wasserstoffbriickenbindungenzwischen den
Doppelstrangen der DNA auf. Bei der Primerhybridisierung (Annealing) wird die Temperatur auf
einen Wert gesenkt, der in der Regel 5 - 10 °C unter dem Schmelzpunkt der entsprechenden Pri-
mer liegt. So konnen die Primer effizient binden und unspezifische Produkte werden vermieden
(Saiki et al. 1988). Es folgt die Elongation, wahrend der die Polymerase vom 3‘-Ende der angela-
gerten Primer aus, die komplementare, fehlende Sequenz aus den freien Nukleotiden syntheti-
siert. Dieser Schritt findet, abhangig von der gewahlten thermostabilen Polymerase, bei ungefahr
70 °C statt (Saiki et al. 1988). Die Dauer der Elongation richtet sich nach der Grofde der Zielse-
quenz. Es wurde eine Leistung von einer Kilobase pro Minute angenommen. Nachfolgend sind in
Tabelle 12 die einzelnen Schritte der PCR unter Angabe der Temperatur, der Dauer und der ent-
sprechenden Wiederholungen dargestellt.

Tabelle 12 PCR-Phasen.

Initiale Denaturierung 94 °C 2 Min.

Denaturierung 94 °C 15 Sek.

Annealing Tm - (5-10°C) 30 Sek. 33X
Elongation 72°C 1 Min./ kb

Finale Elongation 72°C 2 Min.

Kiihlung 10 °C o

Die PCR diente, neben Qualitdtskontrollen nach der Plasmidaufreinigung und der DNA Extraktion,
dem qualitativen Nachweis von ARG in Probenmaterial.

Grofdenauftrennung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Nukleinsdureauftrennung nach Fragmentgrofie (Aaij and
Borst 1972). Da die DNA negativ geladen ist bewegt sie sich, bei angelegter Spannungsquelle von
der Anode zur Kathode durch das Agarosegel. Je schwerer ein DNA-Fragment ist, desto langsamer
bewegt es sich durch das Gel, wodurch eine Auftrennung stattfindet. Die mit 1 pl Loading Dye
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) vermischten Proben und der GeneRuler 1 kb DNA Ladder
oder der GeneRuler 1 kb DNA Ladder plus (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) wurden in die
Kammern eines 1 % Agarosegels (Agarose in 1X TAE) pipettiert und Strom an die Gelelektropho-
resekammer angelegt. Das Gel wurde vollstandig mit 1X TAE-Puffer bedeckt. Bei 400 mA und
120 V bendtigen Marker und Proben 30 - 40 Minuten um sich reprisentativ aufzutrennen. Um die
DNA Im Agarosegel sichtbar zu machen wurden Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) und Midori Green
Advance (0,05 ug/ml) verwendet. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der durch Interkalation mit
DNA seine Fluoreszenzemission dahingehend verandert, dass er durch Anregung mit ultraviolet-
tem Licht sichtbar gemacht werden kann (Waring 1965; Le Pecq and Paoletti 1966).

Nukleinsaurekonzentrationsmessung mittels Spektrophotometer
Um eine Nukleinsdurekonzentration als Ausgangswert fiir die Standardreihe der qPCR zu erhal-

ten, wurde die Absorption bei 260 nm zuvor isolierter und aufgereinigter Plasmid DNA mit einem
NanoDrop ND-1000 der Firma Thermo Scientific (Waltham, USA) spektrophotometrisch gemes-
sen. Das Gerat misst die Absorption nicht nur bei den fiir Nukleinsduren typischen 260 nm, son-
dern auch bei 230 nm und 280 nm. Eine Absorption bei 280 nm kann ein Hinweis auf die Anwe-
senheit von Proteinen, Phenol oder anderen Stoffen sein, wiahrend Absorption im Bereich um 230
nm fiir eine Verunreinigung mit EDTA, Kohlenhydraten und Phenol spricht. Aus diesem Grund
wird die Absorption bei 230 nm und 280 nm mit der Absorption bei 260 nm ins Verhaltnis gesetzt.
Fiir die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden nur Proben verwendet, die sowohl ein
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260/280 Absorptionsverhaltnis von iiber 1,8, als auch ein 260/230 Absorptionsverhéltnis grofer
als 2,0 hatten, um Verunreinigungen weitestgehend auszuschlief3en.

Quantitative Real-Time PCR
Die quantitative Real-Time PCR wurde mit dem Maxima SYBR Green qPCR Master Mix von

Thermo Scientific (Waltham, USA) nach Herstellerangaben, ohne die Verwerdnung des ROX Farb-
stoffs durchgefiihrt. Die Methode der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) beruht auf dem glei-
chen Vervielfaltigungsprinzip wie die PCR, ermdglicht aber dariiberhinausgehend eine Quantifi-
zierung der entstandenen PCR-Produkte in Echtzeit (Holzapfel and Wickert 2007). Die Quantifi-
zierung wird mithilfe von Fluoreszenzmessungen in jedem Zyklus vorgenommen, wobei die Flu-
oreszenz proportional mit dem PCR-Produkt zunimmt. In dieser Arbeit wurde der Fluoreszenz-
farbstoff SYBR Green I verwendet, der in der kleinen Furche der DNA interkaliert (Zipper and
Brunner 2004) und dessen Fluoreszenz am Ende der Elongationsphase der PCR gemessen wird.
Nach Beendigung des letzten Zyklus wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Da jede
dsDNA eine spezifische Schmelztemperatur (Tm) hat, kann durch Erhitzen der DNA bei gleichzei-
tiger Messung der Anderung der Fluoreszenz festgestellt werden, ob einzig das gewiinschte Amp-
lifikat vorliegt. Den folgenden Tabellen 13 und 14 kann die finale Konzentration der Chemikalien
eines 25 pl qPCR Reaktionsansatzes, sowie die Schritte des verwendeten Programms zur Durch-
fithrung der qPCR unter Angabe von Temperatur, Dauer und der Zyklenzahl entnommen werden.

Tabelle 13 Konzentrationen (uM) und Mengen (ul) der in der qRT-PCR eingesetzten Reagenzien.
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X), no ROX 12,5 pl

Primer 1 0,3 uM
Primer 2 0,3 uM
Wasser, nukleasefrei 4,5 ul
Template, < 500 ng 5ul

Tabelle 14 gRT-PCR-Phasen unter Angabe von Temperatur (°C), Dauer (Min./Sek.) und der
Wiederholungszahl der Zyklen.

Initiale Denaturierung 95 °C 10 Min. 1
Denaturierung 95°C 30 Sek.

Annealing Primerabhingig, siehe Tabelle 8 30 Sek. 40
Elongation 70 °C 30 Sek.

Schmelzkurve 60-95°C 20 Min. 1

Alle unter 2.1.1 beschriebenen Proben wurden mit dieser Technik quantitativ auf das Vorhanden-
sein der ARGs sul2, tetA, tetM und tetO im Triplikat untersucht. Bei jedem Assay wurde ein Stan-
dard mit fiinf Messpunkten im Triplikat parallel zu den Proben gemessen. Die Standardkurve
hatte stets einen Korrelationskoeffizienten, der um nicht mehr als 0,005 von 1 abwich. Alle Werte
aufderhalb der resultierenden Standardkurve wurden bei der Zusammenstellung der Ergebnisse
nicht beachtet. AufRerdem wurden Ergebnisse aus Assays nur dann verwendet, wenn die Effizienz
um weniger als 0,15 von 1 (entspricht 100 % Effizienz) abwich. Zur weiteren Qualitdtssicherung
wurde darauf geachtet, dass die drei no template controls (NTC) negativ waren und die Ableitung
der Schmelzkurve lediglich einen spezifischen peak aufwies. Die einzige Ausnahme zu der zuletzt
genannten Regel ist tetA. Die Ableitung der Schmelzkurve der NTCs von tetA weifst zwei peaks vor
dem peak auf, der fiir das Amplifikat spezifisch ist. Da diese unspezifischen peaks nur in den NTCs
und in Proben auftraten, deren Konzentration auf3erhalb des gewahlten Standards lagen, wurden
die Daten zu tetA verwendet.
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Grofdenauftrennung von DNA mittels DNA-Gelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden in 1 %igen Agarosegelen mit 1X TAE als Laufpuffer elektrophoretisch

bei 80-130 V in Horizontalelektrophoresekammern nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in 1X TAE-Puffer geldst und vor dem Giefen mit Ethidiumbromid ver-
setzt. Zur Beschwerung der DNA-Fragmente wurden diese mit 1/6 Probenvolumen 6X Loading
Dye (Fermentas, St. Leon-Rot) vor dem Beladen gemischt. Als Lingenmarker wurde entweder der
GeneRuler 1 kB DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) oder der GeneRuler 1 kB DNA Ladder plus
(Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Durch das in die DNA interkalierende Ethidiumbromid
konnten die Fragmente im UV-Licht {iber Fluoreszenz sichtbar gemacht werden.

Standard DNA-Sequenzierung
Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) nach der

Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) durchgefiihrt. 5 ng/ml des aufgereinigten PCR-
Produktes wurden mit 15 pmol Primer in einem Gesamtvolumen von 15 pl mit bi-destilliertem
Wasser in 1,5 ml safe lock Eppendorf-Reaktionsgefafden angesetzt und verschickt. Mittels des
Computerprogrammes Clone Manager Professional 9 for Windows konnten die DNA-Sequenzen
analysiert und bearbeitet werden. Mithilfe der Datenbanken des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Washington, USA) konnten die Sequenzen iiber das Programm BLASTn mit
bekannten Sequenzen verglichen werden (Altschul et al. 1997).

2.4 CHEMISCHE UND PHYSIKALISCHE METHODEN

Bestimmung der Trockensubstanz
Die Bestimmung der Trockensubstanz der Giille erfolgte gravimetrisch nach der Deutschen Norm

fiir die Bestimmung des Trockenriickstandes und des Wassergehalts auf Grundlage der Masse
nach DIN ISO 11465:1993. Dazu wurden leere Porzellanschalen, die vor der Einwaage getrocknet
wurden, ausgewogen, mit dem Probematerial befiillt und die gefiillten Schalen wieder ausgewo-
gen. Die Menge des Probenmaterials sollte 10 g Feuchtgewicht betragen. Die gefiillten Porzellan-
schalen werden iiber Nacht bei 105°C im Trockenschrank getrocknet. Die Abkiihlung der Proben
erfolgte im Exsikkator. Nach dem Abkiihlen wurden die Schalen erneut, bis zum Erreichen der
Gewichtskonstanz, ausgewogen. Das Trockengewicht wird nach Formel 2-2 und die Trockensub-
stanz nach Formel 2-3 bestimmt.

Formel 2
TG [%]100--—2
b-a
Formel 3
TG
TS [g]=(b-a) —
[0]=(b-2) -~

TG: Trockengewicht der Giille [%]
TS:  Trockensubstanz der Giille [g]

a: Gewicht der leeren Schale

b: Gewicht der feuchten Schale mit Giille

o Gewicht der Schale mit Giille nach Trocknung im Trocken-
) schrank

Bestimmung der organischen Trockensubstanz
Die Bestimmung des Gliihverlustes bzw. der organischen Trockensubstanz erfolgte gravimetrisch

nach Verglithen des organischen Kohlenstoffs bei 500°C nach DIN EN 12879:2001-02 mit Probe-
material getrocknet nach ISO 11465:1993.
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Bestimmung von Schwermetallen mit ICP-Massenspektrometrie
Neben der Untersuchung auf Antibiotika wurden Umweltproben auf Schwermetalle, insbeson-

dere Kupfer und Zink untersucht. Hierzu wurden die Proben sowohl im wassrigen Eluat als auch
getrocknet und anschliefSend nach DIN-EN-13346:2001-04 zur Charakterisierung von Schlam-
men - Bestimmung von Spurenelementen und Phosphor-Extraktionsverfahren mit Kdnigswasser
aufgearbeitet.

Zur Bestimmung der Schwermetalle werden Proben zunachst mit Kénigswasser Mikrowellen-un-
terstiitzt aufgeschlossen. Danach erfolgt die Konzentrationsbestimmung der Schwermetalle mit-
tels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS).

Die ICP-MS beruht auf einer lonisierung der Probe im Plasma bei ca. 5000 °C. Das Plasma wird
durch ein in Argon-Gas induzierten, hochfrequenten Strom erzeugt. Die im Plasma erzeugten lo-
nen werden durch ein elektrisches Feld in das Vakuum des Massenspektrometers geleitet und
dort in lonen unterschiedlicher Masse getrennt. Die charakteristische Masse wird zum qualitati-
ven und quantitativen Nachweis genutzt.

Tabelle 15 ICP-MS Parameter und Grenzwerte

ICP-MS Elan-DRCII (Perkin-Elmer)
Nebulizer Meinhard Type A quartz Part No.: WE02-4372
Spray Chamber Quartz Cyclonic Part No.: WE02-5222
RF Power 1100 Watt
Plasma Ar Flow 15 L/min
Nebulizer Ar Flow 0,93 L/min
Aux. Ar Flow 1,1 L/min
Injector 2,0 mm i.d. Quartz Part No.: WE02-3916
CeO+/Ce+ <3%
DRC-Gas B (NH4) Flow 0,6 ml/min
DRC-Gas B (NH4) RPQ 0,6
DRC-Gas B (02) Flow 0,7 ml/min
DRC-Gas B (02) RPQ 0,7

Nachweisgrenze
Element Wassriges Eluat [pug/L] Feststoff [ug/kg]
Arsen <5 <600
Barium <2
Cadmium <2
Cobalt <2
Chrom <2 <200
Kupfer
Nickel <2
Blei <2
Selen <8 <900
Zinn <2 <200
Vanadium <2 <30
Zink <50

Fiir den Aufschluss wird die Giille-Probe auf ca. 0,1 g mit einer Genauigkeit von 0,001 g direkt in
die PTFE Mikrowelleneinsatze eingewogen und es werden 5 mL 65 %ige Salpetersaure und 7 mL
Wasserstoffperoxid hinzugegeben. Als interner Standard wird Rhodium mit 1 pg/mL hinzugefiigt.
Danach wird die Probe noch einmal ausgewogen und mittels Mikrowellenunterstiitzung aufge-
schlossen. Dazu wird die Probe in den Rotor der Mikrowelle gestellt und das Programm fiir den
Aufschluss gestartet.

Das Aufschlussprogramm besteht aus einer 30-mintitigen Aufschlussphase in der von Raumtem-
peratur auf 210 °C aufgeheizt wird. Danach wird die Temperatur fiir 15 Minuten gehalten und
anschliefSend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt.
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Nach Beendigung des Aufschlusses wird das Reaktionsgefafd wieder gewogen, um evt. Massenver-
luste auszuschlief3en. Die Elementaranalyse erfolgt mittels Plasmaemissions-Massenspektromet-
rie (ICP-MS). Das verwendete ICP-MS Gerat der Firma PerkinElmer wird mit den in Tabelle 15
aufgefiihrten Gerate-Parametern betrieben.

Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs
Die Bestimmung der Menge des gelosten organischen Kohlenstoffs erfolgt nach DIN EN 1484

(1997) als DOC-Wert im filtrierten wassrigen Eluat. Zur Filtration des zuvor sedimentierten
Eluats wurden Acrodisc-Spritzenvorsatzfilter mit der Protenweite 0,45 pm (DIMATEC Analyse-
technik, Essen) auf 10 ml Einmalspritzen verwendet. Als Messgerat diente der TOC-Analysator
DIMATOC 100 (DIMATECK Analysetechnik, Essen) mit einem TOC-Standards 1000 mg/1 (DIMA-
TEC Analysetechnik, Essen). Zur Bestimmung des DOC werden je nach Methode die in Tabelle 16
dargestellten Parameter unterschieden.

Tabelle 16 Parameter der Methoden zur Ermittlung der DOC im wéssrigen Eluat.

Messbereich  Injektionsvolumen

Methode Ansduerung Ausgasen Reaktor
[mg/L] [ul]
21 5-1000 100 30 pl 20% HCI 10 min mit Oz Kugelkatalysator
22 0-14,5 400 30 pl 20% HCI 10 min mit O2 Platinwolle

Die Probe wird vor der Messung angesduert und der organische Kohlenstoffanteil durch das ent-
stehende CO; bestimmt. Aus 5-10-facher Messwetbestimmung werden Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen errechnnet.

Bestimmung von Abwasserparametern
Abwasseparameter wurden photometrisch in einem wassrigen Eluat des Probenmaterials be-

stimmt. Das Eluat wird aus 10 g Probenmaterial in 1000 ml Milliporewasser erstellt und fiir 12 h
geschiittelt (Uberkopfschiittler). Danach erfolgt eine einstiindige Zentrifugation sowie die Erstel-
lung eines Filtrats mittels Acrodisc-Sprtizenvorsatzfilter mit der Porenweite 0,45 pm (DIMATEC
Analysetechnik, Essen) auf 10 ml Einmalspritzen.

Gelostes ortho-Phosphat wird im Filtrat ohne Aufschluss, der Chemische Sauerstoffbedarf (CSB)
und der Gesamtstickstoff nach Hitzeaufschluss im HTS 100 (Hach Lange, Diisseldorf) im Zentrifu-
gat nach Herstellerangaben bestimmt. Die verwendeten Kiivettentests sind Tabelle 17 zu entneh-
men.

Tabelle 17 Testkits zur Bestimmung der Abwasserparameter.

Parameter Testkit

CSB LCK 114 150-1000 ml/L Oz

Gesamtstickstoff LCK 338 20-100mg/L TN:

Phosphat LCK 350(ortho/gesamt) 2,0-20,0 mg/L POs-P
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I11. ERGEBNISSE

Um die Risiken fiir Umwelt und Gesundheit erfassen zu kénnen und dartiber hinaus den Nutzen
biotechnologischer Aufbereitungsverfahren zu evaluieren werden in den folgenden vier Kapiteln
Ergebnisse der chemischen sowie Mikro- und molekularbiologischen Analyse Landwirtschaftli-
cher Abwasser und dem Garrest aus Biogasanlagen dargestellt. Eine Zusammenfassung jeden Ab-
schnitts ist durch Fettgedruck gekennzeichnet.

3.1 CHEMISCH-ANALYTISCHE CHARAKTERISIERUNG LANDWIRTSCHAFTLICHER ABWASSER IN DEUTSCH-
LAND

15 Biogasanlagen wurden deutschlandweit in einem screening 2012 stichprobenhaft untersucht
und drei dieser Anlagen iiber den Jahresgang 2013 zu flinf Probenahmezeitpunkten weiter be-
trachtet um saisonale und Anlangen-spezifische Schwankungen zu ermitteln. Die betrachteten Bi-
ogasanlagen laufen mesophil, bei einer Temperatur von ca. 40 ° C, mit Ausnahme der thermophi-
len Anlagen BGA11 und BGA12. Ein Grofsteil der Anlagen wird mit Giille und Mist konventioneller
Rindermast und Milchviehhaltung sowie dem haufigsten NaWaRo Maissilage beladen. Ausnah-
men stellen BGA9 mit Giille eines 6kologisch arbeitenden Milchviehbetriebs und BGA7 einer Le-
bensmittelabfall-verwertenden Anlage dar. Betriebsmethoden, die Substratzusammensetzung,
NaWaRo und Prozessbedingungen der Biogasanlagen sind in Tabelle A1 im Anhang aufgefiihrt.

3.1.1 Chemische Charakterisierung von Substrat und Gérrest 15 deutscher Biogasanlagen
Zur Unterstitzung der extensiven mikrobiologischen Untersuchung des Probenmaterial wurden
einige chemische und physikalische Parameter erhoben. Der pH-Wert, Leitfahigkeit und die Sum-
menparameter DOC (geldster organischer Kohlenstoff), CSB (chemischer Sauerstoffbedarf), Ge-
samtstickstoff und Phosphat wurden im wassrigen Eluat mit einem Teil Probe in zehn Teilen Was-
ser bestimmt, wahrend Trockensubstanz (TS) und die organische Trockensubstanz (oTS) direkt
am Probenmaterial ermittelt wurden.

Der pH-Wert der Proben liegt zwischen 4,4 (BGA7) und 7,8 (BGA1) in Eingangs- und 7,7 (BGA3)
bis 8,7 (BGA1) in Ausgangsproben des screenings 2012. Dabei tritt in allen Anlagen eine Verschie-
bung um durchschnittlich 1,3 in den alkalischen Bereich in Garrestproben auf, die in BGA7 mit
einer Differenz von 3,7 am ausgepragtesten ist. Die Mehrfachbeprobung der Anlagen BGA1, BGA8
und BGA15 in 2013 zeigt einen weniger gleichférmigen Bezug zwischen Eingangs- und Ausgangs-
proben. Der pH-Wert wiederfahrt im Durchschnitt nur in Proben der BGA15 eine Alkalisierung
von 7,5 zu 8,2. Proben der BGA1 und BGAS8 zeigen durchschnittlich einen sauren pH von 6,8 in
Ausgangsproben jedoch pH 8,3 bzw. 8,2 in zugehorigen Eingangsproben (Tabelle 18).

Die elektrische Leitfahigkeit der wassrigen Eluate liegt im Durchschnitt bei 0,31 mS/ cm in Ein-
gangs- und 0,36 mS/ cm in Ausgangsproben des screenings. Nur die Substratprobe der BGA12
zeigt einen ungewohnlich hohen Wert von 11,73 mS/ cm. Auch Werte des Jahresgangs zeigen ein
homogenes Bild sowohl der Anlagen als auch der Substrat- du Garrestproben zwischen
0,21 mS/ cm in BGA8 bis 1,67 mS/ cm in BGA1 (Tabelle 18).

Die Trockensubstanz der Proben liegt durchschnittlich bei 10,5 % TS in Eingangsproben. Nur
BGA12E mit 54,3 % TS und BGA15E mit 4,5 % TS weichen deutlich von den anderen Proben im
screening ab. In Ausgangsproben liegt die Trockensubstanz bei durchschnittlich 8 % TS mit einer
Reduktion von Eingangsproben um 2,5 %. BGA12 und BGA15 zeigen wiederum ein anderes Bild.
Wahrend die Substratprobe eine deutlich erh6hte Trockensubstanz erbringt ist die Garrestprobe
mit 47,3 % TS Differenz nicht von denen anderer Anlagen zu unterscheiden. Einzig BGA15 zeigt

einen hoheren TS-Gehalt in der Ausgangsprobe des screenings 2012. Dies wiederholt sich in den
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korrelierten Eingangs- und Ausgangproben des Jahresgangs mit einer durchschnittlichen Erho-
hung der Trockensubstanz in Garrestproben der BGA15 um durchschnittlich 0,2 % TS. Die ande-
ren Anlagen zeigen eine Reduktion von 3,9 % in BGA1 und 2,03 % in Ausgangsproben der BGAS.
Jedoch zeigen beide Anlagen einen leichten Anstieg von 0,1 % bzw. 0,6 % in Garresten der Pro-
benahme 13.5 (Tabelle 18).

Tabelle 18 Chemisch-physikalische Daten der Substrat- bzw. Girrestproben im screening 2012 und Jahres-

gang 2013.
pH Leitfahigkeit
wissriges Eluat widssriges Eluat TS oTS
[mS/cm] [%] [% FM]
2012  BGA E A E A E A E A
1 7,8 8,9 0,42 0,48 11,6 9,8 22,0 35,9
2 7,0 8,6 0,51 0,47 15,2 9,6 19,9 29,8
3 7,2 7,7 0,15 0,12 11,0 8,3 n.b. n.b.
4 7,6 7,8 0,15 0,14 10,7 9,2 n.b. n.b.
5 6,8 8,4 0,35 0,47 12,9 6,5 18,2 28,1
6 7,5 8,5 0,31 0,39 8,5 7,7 23,7 29,1
7 4,4 8,1 0,10 0,10 10,7 9,2 n.b. n.b.
8 7,0 8,5 0,29 0,34 10,2 6,8 17,9 25,3
9 7,0 8,7 0,26 0,30 9,6 6,5 27,0 33,6
10 7,3 8,7 0,33 0,49 9,6 8,3 20,4 25,7
11 7,3 83 0,32 0,35 8,0 6,9 26,1 28,9
12 7,2 8,5 11,73 0,44 54,3 7,0 26,4 24,4
13 7,3 8,5 0,25 0,41 9,9 7,4 21,1 22,0
14 7,8 8,5 0,41 0,43 8,8 8,0 15,7 27,1
15 7,5 8,6 0,47 0,54 4,5 8,8 22,4 28,9
2013 BGA
131 1 7,0 0,27 9,3 74,3
8 7,3 0,35 11,5 81,4
15 7,2 0,36 8,4 80,5
13.2 1 6,9 7,7 0,37 0,45 14,7 8,9 78,3 71,0
8 7,0 8,3 0,21 0,35 6,6 6,8 79,1 71,8
15 7,1 7,8 0,47 0,58 9,3 8,7 80,6 734,0
13.3 1 7,4 7,7 1,11 0,30 13,2 7,7 78,1 69,8
8 9,0 5,6 0,29 0,26 8,0 5,6 77,8 72,8
15 7,5 9,0 0,44 0,44 7,5 9,0 76,3 72,6
134 1 12,1 4,7 0,29 0,48 12,1 4,7 67,9 64,2
8 9,5 6,1 0,48 0,28 9,5 6,1 75,3 73,2
15 81 81 0,34 0,42 8,1 81 74,3 71,7
13.5 1 7,1 0,44 12,2 34,0
8 7,5 0,33 10,1 61,0
15 7,9 0,56 8,3 73,4

n.b. nicht bestimmbar

Die organische Trockensubstanz liegt in einem Bereich zwischen 15,7 % oTS in Eingangs- und
35,9 % oTS in Ausgangsproben des screenings. Mit Ausnahme von BGA12, in deren Garrest der
oTS um 2 % niedriger liegt zeigen alle anderen Anlagen eine um durchschnittlich 7,3 % erhohte
organische Trockensubstanz in Ausgangsproben. Ein vollig anderes Ergebnis zeigt der Jahres-
gang. Hier ist in jedem Proben-Korrelat die organische Trockensubstanz in Ausgangsproben um
durchschnittlich 14,9 % (BGA1), 8,7 % (BGA8) und 5,0 % (BGA15) reduziert (Tabelle 18).

Der geloste organische Kohlenstoff wurde im wassrigen Eluat der Proben des screenings und Jah-
resgangs bestimmt und ist in Abbildung 6 und Tabelle A2 im Anhang dargestellt. Die Werte liegen
zwischen 16,3 mg/kgTS und 113,2mg/kgTS in Eingangs- und 18,8 mg/kgTS und
100,8 mg/ kg TS in Ausgangsproben. Das screening zeigt eine durchschnittlich niedrigere Kon-
zentration in Ausgangsproben mit Ausnahme der BGA9 und BGA13 deren Werte im Garrest er-
hoht sind. Besonders grof3e Divergenzen zeigen Proben der BGA2, BGA5, BGal2 und BGA15 mit
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Abweichungen zwischen 44 mg/ kg TS und 83 mg/ kg TS. In den Proben-Korrelaten des Jahres-
gangs schwanken die Werte jeder Anlage stark und sowohl erhohte als auch deutlich reduzierte
Werte treten in Ausgangsproben auf. Die niedrigsten Werte mit 20,9 mg/ kg TS in Eingangs- und
30,7 mg/ kg TS in Ausgangsproben sowie die deutlichste Zunahme von durchschnittlich
10 mg/ kg TS ist in Proben der BGA8 zu sehen. Auch BGA1 zeigt erhohte Ausgangswerte von
durchschnittlich 8 mg/ kg TS wahrend BGA15 eine Reduktion von 13 mg/ kg TS in Garresten auf-
weist.

Der chemische Sauerstoffbedarf liegt durchschnittlich bei 797,40 mg/ kg TS in Eingangs- und
810,54 mg/ kg TS in Ausgangsproben. Besonders hohe Werte zeigen BGA1 und BGA15 in Sub-
strat- sowie BGA5, BGA11 und BGA12 in Garrestproben. Mit Ausnahme der BGA1, BGA9 und
BGA15 zeigen Anlagen erhohen CSB in Ausgangsproben um durchschnittlich 140 mg/ kg TS. Im
Jahresgang zeigen alle Anlagen durchschnittliche Werte in einem enggefassten Bereich zwischen
615 mg/ kg TS und 802 mg/ kg TS. Vereinzelte Hohenereignisse mit CSB tber 1.200 mg/ kg TS
treten jedoch sowohl fiir BGA1 als auch BGA8 auf. Die durchschnittliche Reduktion der Werte in
Ausgangsproben ist wiederum nur in BGA15 zu erkennen, wahrend BGA1 und BGA8 eine Zu-
nahme von 177 mg/ kg TS und 103 mg/ kg TS aufweisen (Abbildung 6, Tabelle A2).

Werte des Gesamtstickstoffs (Nges) liegen zwischen 19,7 mg/ kg TS (BGA7) und 102,1 mg/ kg TS
(BGA15) in Eingangs- und 38-39 mg/ kg TS (BGA9 bzw. BGA12) und 175,9 mg/ kg TS (BGA7) in
Ausgangsproben des screenings. Erhohte Werte im Ausgang von durchschnittlich 30,4 mg/ kg TS
konnen in allen Anlagen mit Ausnahme von BGA1 und BGA15 ermittelt werden. Auch der Jahres-
gang zeigt deutlich erh6hte Nges-Konzentrationen in Géarrestproben von durchschnittlich
37,6 mg/ kg TS fiir BGA1, 16,2 mg/ kg TS fiir BGA8 und 20,9 mg/ kg TS fiir BGA15 (Abbildung 6,
Tabelle A2).

Die Bestimmung von Phosphat zeigt Werte im Bereich von durchschnittlich 20 mg/ kg TS in Ein-
gangs- und 21 mg/ kg TS in Ausgangsproben des screenings. Maximale Konzentrationen finden
sich in Substratproben nur fiir BGA15 mit 67 mg/ kg TS wahrend in Ausgangsproben die Maxima
deutlich ndher bei einander liegen fiir BGA2, BGA6, BGA10 und BGA15 zwischen 29 mg/ kg TS
und 35 mg/ kg TS. Mit Ausnahme der Anlagen BGA1, BGA2, BGA4, BGA13 und BGA15 die redu-
zierte Werte in Ausgangsproben zeigen sind erh6hte Konzentrationen in 10 Garrestproben zu fin-
den. Phosphat-Werte im Jahresgang liegen bei durchschnittlich 21 mg/kg TS (BGA1),
13 mg/ kg TS (BGA8) und 32 mg/ kg TS (BGA15) in Eingangsproben und 20 mg/ kg TS (BGA1),
21 mg/ kg TS (BGA8) und 35 mg/ kg TS (BGA15) in Ausgangsproben. Eine Zunahme der Werte
lasst sich sowohl fiir BGA8, als auch BGa1l5, jedoch nicht fiir BGA1 erkennen (Abbildung 6, Tabelle
A2).

Die chemisch-physikalische Charakterisierung verdeutlicht Verianderungen in der Proben-
matrix durch den Prozessdurchlauf der Biogasanlagen. Gesenkte Werte des chemischen
Sauerstoffbedarfs, l6slichen organischen Kohlenstoffs sowie den Trockensubstanzen die

Umsetzung organischer Verbindungen in Biogas signalisieren werden Nihrstoffe wie
Phosphat und Stickstoff im Garresten angereichert.
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Abbildung 6 Chemische Charakterisierung der Substrat- bzw. Girrestproben im screening 2012 und Jahresgang
2013. Eingangs-und Ausgangsproben wurden stichprobenhaft zum selben Zeitpunkt genommen und stehen
somit in keinem direkten Zusammenhang; abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen von
Triplikater Bestimmung der Parameter aus jeweils drei parallelen Proben. CSB und Gesamt-Stickstoff wur-
den im wéssrigen Eluat, Phophat im Filtrat bestimmt. Ergdnzende Daten konnen dem Anhang entnommen
werden.

3.1.2 Wassrige Verfiigbarkeit und Persistenz von Metallen in landwirtschaftlichen Ab-
wadssern

Metallverbindungen werden in der Viehwirtschaft intensiv in Futtermittelzusitzen und Klauen-

badern verwendet. Insbesondere Kupfer und Zink werden weit tiber ihrer physiologischen Not-

wendigkeit gefiittert und wirken antibiotisch und als Leistungsforderer (Hartung et al. 2001).

Kupfer und Zink wurden sowohl direkt im Probenmaterial als auch im wéssrigen Eluat der Proben
bestimmt (Tabelle A3, Abbildung 7). Sowohl Kupfer- als auch Zinkwerte liegen in Eingangsproben
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des screenings in den Anlagen BGA9 und BGA7 am niedrigsten mit 16,3 mg/ kg TS bzw.
40,2 mg/ kg TS Kupfer und 109 mg/ kg TS bzw. 48,6 mg/ kg TS Zink. Maximale Werte im Bereich
166,6 g/ kg TS Kupfer und 1.168,6 g/ kg TS Zink treten ausschliefilich in der Eingangsprobe von
BGA6 auf. In Ausgangsproben zeigt sich ein anderes Bild. Die Werte liegen zwischen
19,9 mg/ kg TS Kupfer bzw. 117,93 mg/ kg TS Zink in BGA9 und 102,7 mg/ kg TS Kupfer bzw.
592,62 mg/ kg TS Zink in BGAZ2. In acht (Kupfer) bzw. sieben (Zink) Anlagen liegen Ausgangs-
werte Uiber denen von Eingangsproben mit einer Zunahme von durchschnittlich 17 mg/ kg TS
Kupfer und 131 mg/ kg TS Zink. Besonders ausgepragt ist diese Differenz in den BGA7, BGA5 und
BGA2 sowohl fiir Kupfer als auch Zink. Geringere Werte in Ausgangsproben um durchschnittlich
24 mg/ kg TS Kupfer und 173 mg/ kg TS Zink kénnen in sieben (Kupfer) bzw. acht (Zink) der An-
lagen betrachtet werden. Maximale Auspragung findet diese Differenz in Proben der BGA6, die im
Eingang auffallend hohe Konzentrationen, im Ausgang jedoch Werte im mittleren Bereich zeigt.
Eine Einzelprobe frischer Maissilage der BGA15, die als Kosubstrat im Hauptteil der untersuchten
Anlagen zum Einsatz kommt, zeigte sehr niedrige Werte mit 5 mg/ kg TS Kupfer und 29 mg/ kg TS
Zink.

Die wassrige Verfiligbarkeit von Kupfer und Zink variiert stark. Im wassrigen Eluat wird Kupfer
mit durchschnittlich 10 % des Kupfergehalts in Eingangs- und 15 % in Ausgangsproben detektiert
wahrend die Anlagen BGA2, BGA5, BGA7 und BGA9 kein wassrig verfiigbares Kupfer in beiden
Probentypen aufweisen. Die hochsten Werte in sowohl Substrat als auch Garrest zeigt BGA12 mit
33 % bzw. 30 % und BGA13 in der Ausgangsprobe mit 37 %. Zink hingegen kann nur in zwei der
30 Proben des screenings im wassrigen Eluat nachgewiesen werden, in den Proben BGA12E und
BGA7A mit jeweils 13 % (Tabelle A3).

Im Jahresgang wurden BGA1, BGA8 und BGA15 zu fiinf Zeitpunkten in einem ca. 60 tagigen Inter-
vall beprobt. Kupferwerte liegen in Eingangsproben der Anlagen zwischen 40 mg/ kg TS in BGA8
80 mg/ kg TS in BGA1 und 82 mg/ kg TS in BGA15. Alle Anlagen zeigen niedrigere Werte in Aus-
gangsproben um durchschnittlich 3 g/ kg TS- 5 mg/ kg TS. Die wéssrige Verfiigbarkeit hingegen
ist in Proben der BGA1 und BGA8 im Garrest erhoht wahrend BGA15 eine leichte Erniedrigung
der Werte zeigt. Wie bereits fiir Kupfer beschrieben treten durchschnittlich hohere Zinkwerte in
Eingangs- und Ausgangsproben der BGA15 auf mit 576,6 mg/ kg TS bzw. 387,3 mg/ kg TS wah-
rend BGA8 die niedrigsten Werte mit durchschnittlich 223,7 mg/ kg TS bzw. 184,2 mg/ kg TS
Zink zeigt. Eine Reduktion der Zinkgehalte in Ausgangsproben werden fiir alle Anlagen mit durch-
schnittlich 25 mg/ kg TS in BGA8, 71 mg/ kg TS in BGA1 und 163 mg/ kg TS in BGA15 erfasst.
Keine Probe zeigt eine wassrige Verfiigbarkeit von Zink Tabelle A3 (Abbildung 7). Der Gehalt wei-
terer Metalle im Feststoff sowie dem wassrigen Eluat der Proben des screenings 2012 istin Tabelle
19 dargestellt. Arsen, Selen und Zinn werden nur im Feststoff von zwei bis drei Eingangsproben
und bis zu sechs Ausgangsproben detektiert. Die Konzentrationen bewegen sich zwischen
0,02 mg/ kg TS - 1,42 mg/ kg TS Arsen, 0,8 mg/ kg TS - 1,48 mg/ kg TS Selen und 0,41 mg/ kg TS
- 10,3 mg/ kg TS Zinn.
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Abbildung 7 Kupfer, Zink im Feststoff der Substrat- bzw. Girrestproben sowie einer Stichprobe Maissilage
(BGA15) im screening 2012 und Jahresgang 2013. Zu finf Zeitpunkten wurden Eingangs-und Aus-
gangsproben genommen, mit Beriicksichtigung einer mittleren Verweilzeit von zwei Monaten in der An-
lage; abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen triplikater Extraktionen.

Auch Chrom und Vanadium werden nicht in allen Anlagen im Feststoff detektiert und zeigen keine
wassrige Verfiigbarkeit. Beide Elemente konne jedoch in der exemplarischen NaWaRo-Probe
nachgewiesen werden. Chrom liegt in einem Konzentrationsbereich von 0,52 mg/ kg TS in BGA6A
und 29,23 mg/ kg TS und 23,19 mg/ kg TS BGA9E bzw. A. Vanadium kann im zwischen
0,38 mg/ kg TS in BGA6A und 10,33 mg/ kg TS in BGA4A. Barium, Cadmium, Colbalt, Nickel und
Blei kdnnen in jeder Feststoffprobe des screenings nachgewiesen werden. Jedoch nur Barium und
Nickel zeigen wassrige Verfiigbarkeit in zwolf bzw. zwei Anlagen. Sowohl die hchsten Konzent-
rationen im Feststoff der Proben wie auch dem Eluat zeigt Barium in einem Bereich von
3,09 mg/ kg TS (BGA6A) bis 128,30 mg/ kg TS (BGA3A) bzw. 1,01 mg/ kg TS (BGA9A) und
35,46 mg/ kg TS (BGA10A). Nickel wird mit Werten von 0,60 mg/kgTS (BGA6A) und
20,50 mg/ kg TS (BGA7A) in allen Feststoffproben nachgewiesen, kann jedoch nur im wassrigen
Eluat der Proben BGA4A und BGA15A detektiert werden. Cadmium, Cobalt und Blei werden im
Feststoff aller Anlagen in Konzentrationsbereichen zwischen 0,01 mg/ kg TS und 3,19 mg/ kg TS,
0,08 mg/ kg TS und 29,23 mg/ kg TS sowie 0,15 mg/ kg TS und 5,89 mg/ kg TS, jedoch nicht im
wassrigen Eluat detektiert. Auch im Feststoff der exemplarischen Maissilage kann Barium, Cad-
mium, Chrom, Blei und Vanadium in Konzentrationen die dem unteren Bereich der Substrat- und
Garrestproben gleichen (Tabelle 19).

Metalle werden in Feststoffproben jeder Anlage mit einer deutlichen Hauffigkei von Kupfer
und Zink bestimmt. Wahrend Kupfer zu 30 % und Barium zu 25% im iiberwiegenden Teil

der Proben im wassrigen Eluat nachweisbar sind zeigen aufderdem nur noch Zink und Ni-
ckel vereinzelt wiassrige Verfiigbarkeit.
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Tabelle 19 Metallgehalte im Feststoff und wassrigen Eluat der Substrat- bzw. Girrestproben im Screening 2012 und einer NaWaRo-Probe (Maissilage, BGA15). [mg/Kg TS].
Farbkodierung: gelb <1 mg/kgTS, senfgelb < 10mg/kg TS, orange < 50 mg/kgTS$, rot >50 mg/kgTS§, n.b. (nicht bestimmbar, Nachweisgrenzen siehe 2.4 ICPMS).

As Ba Cd Co Cr Ni Pb Se Sn \%
Arsen Barium Cadmium Cobalt Chrom Nickel Blei Selen Zinn Vanadium
Feststoff

BGA E A E A E A E A E A E A E A E A E A
1 091 087 046 049 209 241 | 1039 894 | 1038 1042 336 330 nb. nb. 050 056 872 780
2 0,52 0,38 0,38 0,24 2,12 1,40 5,74 2,96 8,67 3,69 1,74 1,02 n.b. n.b. n.b. n.b. 5,43 3,24
3 n.b. 1,36 0,45 0,34 1,31 1,71 n.b. 5,84 8,85 2,02 3,83 n.b. 1,48 n.b. n.b. 3,73 8,76

4 n.b. n.b. 0,71 0,83 1,44 0,10 n.b. n.b. 4,97 8,50 2,55 4,44 n.b. 1,79 n.b. n.b. 6,14
5 0,42 0,60 0,43 0,73 1,44 1,95 4,85 5,68 6,99 8,85 1,43 2,47 n.b. n.b. n.b. n.b. 4,09 6,16
6 n.b. 0,02 0,91 0,01 2,33 0,08 7,51 0,52 0,60 2,91 0,15 n.b. n.b. n.b. n.b. 8,05 0,38
7 nb. | 1,42 036 068 033 3,13. nb. 2,31 1,38 589 nb. 238 099 003 nb. | 829
8 n.b. n.b. 1,33 3,19 1,11 1,19 4,51 7,08 5,64 5,55 1,81 3,15 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 3,92
9 n.b. n.b. 1,45 087 090 1,14 2923 2319 770 1333 330 370 nb. n.b. n.b. nb. | 645  nb.
10 n.b. n.b. 1,18 0,52 1,59 1,28 5,72 6,14 6,49 4,79 1,82 1,43 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
11 n.b. n.b. 0,88 1,20 1,53 2,45 6,72 7,26 8,14 7,74 2,98 2,05 n.b. n.b. n.b. n.b. 6,14 3,71
12 n.b. n.b. 051 119 127 136 382 482 870 [1033 153 213  nb. n.b. n.b. nb. = 334 327
13 n.b. n.b. 0,44 0,56 2,15 1,03 2,94 2,40 9,15 4,80 0,69 0,91 1,59 n.b. n.b. n.b. 2,68 1,91
14 n.b. n.b. 0,57 0,69 1,62 2,13 2,15 5,25 3,80 5,99 0,79 1,56 0,83 1,00 n.b. 0,41 n.b. 2,61
15 n.b. n.b. 0,59 0,54 1,69 2,87 7,27 8,61 7,27 1,35 2,55 1,09 1,03 n.b. n.b. 5,87 6,72

NaWaRo n.b. 2,70 0,16 n.b. 0,34 n.b. 1,59 n.b. n.b. 0,34

Wissriges Eluat

1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
2 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
4 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 2,59. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
5 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
6 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
7 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
8 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
9 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
10 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
11 n.b. n.b. .b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
12 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 1,96 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
13 n.b. n.b. 9,16 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
14 n.b. n.b. 9,52 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
15 nb. nb. 1060 459 nb. nb.  nb. n.b. n.b. n.b. nb. | 452  nb. n.b. n.b. n.b. n.b. nb.  nb. n.b.
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3.2 ERFASSUNG DES MIKROBIELLEN SPEKTRUMS IN SUBSTRAT UND GARREST DEUTSCHER BI0O-
GASANLAGEN UBER KULTIVIERUNGSABHANGIGE POPULATIONSUNTERSUCHUNGEN

AUSGANGSPROBE EINGANGSPROBE
Fermenter- oder Nachgdrerinhalt inklusive Glille/Mist exclusive NaWaRo
NaWaRo

KULTIVIERUNGSABHANGIG
Kolonie-bildende Einheiten

KOMPLEXMEDIEN
R2A langsam wachsende, oligotrophe Organismen
CASO anspruchsvolle Organsimen

SELEKTIVEMEDIEN

EMB/MC Enterobacteriaceae

SS Salmonella/Shigella
MSA Staphylococcaceae
GEA/ S&B Enterococcaceae

ColSB (anaerob pasteurisiert) anaerobe Sporenbildner

SELEKTIVE CHROMMEDIEN

VRE Vancomycinresistente Enterobacteriaceae
MRSA Methicillinresistente Staphylococcus aureus
ESBL Extended Spectrum-Beta-Lactamase

bildende Enterobacteriaceae

STAMMBIBLIOTHEK

DNA-EXTRAKTION
AUS ISOLATEN

Identifizierung durch 16S rRNA
Gen-Seauenzierung

Abbildung 8 Ubersicht des methodischen Ablaufs und der verwendeten Testverfahren zur mikrobiologischen
Charakterisierung landwirtschaftlicher Abwasserproben.

Um die Zusammensetzung der kultivierbaren mikrobiologischen Gemeinschaft in landwirtschaft-
lichen Abwassern darzustellen wurden 15 Biogasanlagen deutschlandweit stichprobenhaft unter-
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sucht und eine dieser Anlagen tiber einen Jahresgang weiter betrachtet um saisonale und Anlan-
gen-spezifische Schwankungen zu ermitteln. Die betrachteten Biogasanlagen werden mesophil,
bei einer Temperatur von ca. 40 ° C betrieben, mit Ausnahme der thermophilen Anlagen BGA11
und BGA12. Ein Grofsteil der Anlagen wird mit Giille und Mist konventioneller Rindermast und
Milchviehhaltung sowie dem héufigsten NaWaRo Maissilage beladen. Ausnahmen stellen BGA9
mit Giille eines 6kologisch arbeitenden Milchviehbetriebs und BGA7 einer Lebensmittelabfall-ver-
wertenden Anlage dar. Betriebsmethoden, die Substratzusammensetzung, NaWaRo und Prozess-
bedingungen der Biogasanlagen sind in Tabelle A1 im Anhang aufgefiihrt.

Wie Abbildung 8 zu entnehmen, wurden zur Bestimmung des allgemeinen bakteriellen Wachs-
tums und der Pravalenz medizinisch relevanter Schliisselorgansimen zunichst Kolonie-bildende
Einheiten (KBE) auf diversen Komplex- und Selektivmedien bestimmt (Abbildung 8). Eine stich-
probenhaft erstellte Isolatbibliothek ermdglichte dartiiber hinaus eine genauere Charakterisie-
rung des Populationsspektrums sowie eine Bewertung der genutzten Wachstumsmedien fiir das
vorliegende Probengepréage. Die Gegeniiberstellung von Substrat und Géarrest soll als Grundlage
dienen das Riickhaltungs- bzw. Eliminationspotential des Fermentationsprozesses auf uner-
wiinschte Bakterien zu ermitteln.

3.2.1 Zusammensetzung der bakteriellen Population in Substrat und Girrest von Biogas-
anlagen.

Eine kulturabhangige Analyse von Veranderungen in der Bakterienpopulation der Eingangs- und
Ausgangproben von 15 Biogasanlagen fiir verschiedene funktionelle und phylogenetische Grup-
pen aufgrund von Unterschieden in der landwirtschaftlichen Betriebsfithrung und Tierhaltungs-
systemen konnte in 2012 durch ein stichprobenhaftes screening erfolgen (Abbildung 9). Drei die-
ser Anlagen wurden lber den Jahresgang 2013 mit fiinf separaten Probenahmen weiter unter-
sucht (Abbildung 10).

Quantitative Erfassung physiologischer und funktioneller bakterieller Gruppen
Kolonie-bildenden Einheiten wurden auf verschiedenen Nahrmedien bestimmt um die Gesamt-
heit kultivierbarer Bakterien in landwirtschaftlichen Abwassern abzubilden und dariiber hinaus
den Verbleib gesundheitsrelevanter Schliisselorganismen zu beobachten. Die Konzentration me-
sophiler anspruchsvoller Bakterien (kultiviert auf CASO-Agar, 25 ° C) lag im Screening in einem
Bereich von 106 (BGA14) bis 1010 KBE/g TS (BGA6) in Eingangs- und in dem Bereich von 106
(BGA7) bis 102 (BGA14) KBE/g TS in Ausgangsproben (Abbildung 11, Abbildung 12). Eine gene-
relle Abnahme kultivierbarer mesophiler Bakterien um ein bis zwei Gréféenordnungen nach Pas-
sage der BGA wird deutlich mit Ausnahme von BGA14 in der ein Anstieg von drei Gréf3enordnun-
gen zur Garrestprobe auftritt. Im Jahresgangs 2013 liegt die KBE fiir BGA8 bei 108 bis
109 KBE/g TS in Eingangs- und 108 bis 1019 im Ausgangsproben mit sowohl Anstieg als auch Ab-
nahme der KBE zur Ausgangsprobe im Bereich unter einer Gréf3enordnung (Abbildung 12). Me-
sophile oligotrophe Bakterien (kultiviert auf R2A-Agar, 25 ° C) bewegen sich im Bereich von 107
bis 1010 KBE/g TS in Ein- und 10¢ bis 10° KBE/g TS in Ausgangsproben in 2012 und 107 bis
109 KBE/g TS in 2013, was einer durchschnittlichen Erniedrigung von 1,5 Gréfdenordnungen
gleichkommt (Abbildung 11, Abbildung 12). Die Kolonie-bildenden Einheiten anaerober Sporen-
bildner (kultiviert anaerob, nach Pasteurisierung auf ColSb, 37°C) liegen im Bereich 105 bis 107 in
Eingangsproben und 104 bis 101° in Ausgansproben im Screening 2012.
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Abbildung 9 Schematischer Ablauf der Probenahme im screening 2012. 15 deutsche Biogasanlagen wurden
stichprobenartig im Jahr 2012 mit Eingangsproben E (Giille / Mist) und Ausgangsproben A (Garrest,
nachwachsende Rohstoffe vergoren einschliefilich) beprobt (siehe Abbildung A1, Anhang).

In elf Anlagen war eine erhohte KBE in Ausgangsproben zu erkennen mit einem durchschnittli-
chen Anstieg von einer GrofRenordnung (Abbildung 12). Vier Anlagen zeigten eine geringere Kon-
zentration in Ausgangsproben die ebenfalls einer durchschnittlichen Reduktion von einer Gro-
Renordnung gleichkommt (Abbildung 11). Die Ergebnisse der mehrfach-Beprobung von BGA8 in
2013 zeigen eine Organismendichte von 104 bis 105 KBE/G TS in Eingangs- und Ausgangsproben
mit einer Einzelspitze bei 107 KBE/g TS im Eingang 13.2 (Abbildung 12). Die unabhéngige Probe
frischer Maissilage aus BGA15 (NaWaRo) zeigt eine Dichte anaerober Sporenbildner von
107 KBE/kgTS (Abbildung 12).

13.1 13.2 13.3 13.4 13.5
Winter Friihling Sommer Herbst Winter

| ! | | | |

Probenahme Probenahme Probenahme Probenahme Probenahme
Eingang Eingang Eingang Eingang Ausgang
| Ausgang Ausgang Ausgang
| | |
I VT 1T Vo l T )

BGAS8 BGAS8 BGAS8 BGAS8 BGAS8

Abbildung 10 Schematischer Ablauf der Probenahme im Jahresgang 2013. Im Jahr 2013 wurden die Biogasanla-
gen 1, 8 und 15 zu fiinf Zeitpunkten unter Berlicksichtigung einer mittlernen Verweilzeit von ca. 60 Ta-
gen beprobt,

Selektivmedien fiir Salmonella und Shigella (Salmonella-Shigella) zeigen Konzentrationen kulti-
vierbarer Bakterien in einem Bereich von 102 bis 107 KBE/g TS in Eingangs- und 103 bis
105 KBE/g TS in Ausgangsproben (Abbildung 11). In 14 Anlagen besteht eine reduzierte Organis-
mendichte in Ausgangsproben um durchschnittlich 2,3 Gréfsenordnungen. Nur BGA7 zeigt eine
erh6hte Dichte um drei Gréfsenordnungen im Ausgang.

Zur selektiven Anreicherung von Enterobacteriaceae wurden zwei selektive Medien verwendet
(EMB und MC, 37°C). Die Dichte aller kultivierbaren Organsimen auf diesen Medien liegt zwischen
105 und 108 KBE/g TS in Eingangs- und 102 und 108 KBE/g TS in Ausgangsproben fiir 2012 (Ab-
bildung 11). In 13 den Anlagen kann im Ausgang eine um durchschnittlich 2 Gréfdenordnungen
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reduzierte KBE dargestellt werden. Zwei Anlagen (BGA3 und 4) zeigen eine erhéhte Organismen-
dichte im Ausgang. Im Jahresgang 2013 kann eine durchschnittliche KBE von 105 in Eingangs- und
104 KBE/g TS in Ausgangsproben detektiert werden (Abbildung 12).

Enterococcaceae wurden auf zwei selektiven Medien (Slanetz & Bartley (SB) und Galle Esculin Azi
(GEA), 37° C) kultiviert. Die Dichte aller kultivierbaren Organsimen auf diesen Medien liegt in Ein-
gangsproben bei 104 - 108 und bei 103 - 106 in Ausgangsproben im Screening 2012 (Abbildung
11). In allen Anlagen mit Ausnahme von BGA11 ist eine um durchschnittlich 2,1 Gréf3enordnun-
gen reduzierte KBE in Ausgangsproben zu finden. Die stiarkste Divergenz von vier GréfRenordnun-
gen zwischen Eingang und Ausgang trittin BGA14 auf (Abbildung 11). Im Jahresgang 2013 bewegt
sich die Organismendichte in Eingangs- und Ausgangsproben im Bereich von 106 KBE/g TS ohne
nennenswerte Schwankungen (Abbildung 12).

Auf Selektivmedien fiir Staphylokokken (Mannit-Salz-Agar), wurde die Konzentration der gesam-
ten kultivierbaren Bakterien in einem Bereich von 103 bis 109 KBE/g TS in Eingangs- und 105 bis
108 KBE/g TS Ausgangsproben ermittelt. In vier Biogasanlagen ist eine grofiere Dichte kultivier-
barer Bakterien in Ausgangsproben von bis zu zwei Gréfdenordnungen (BGA7) nach zu weisen.
Sieben Biogasanlagen zeigen eine reduzierte Organismendichte in Ausgangsproben. Die KBE/g TS
ist um ein bis zwei Potenzen reduziert (Abbildung 11).

Anlagen tritt eine deutlich reduzierte Bakteriendichte in den Ausgangsproben von bis zu 4 Gro-
f8enordnungen (BGA1 und 2) auf. In den Anlagen BGA3, 4 und 7 kann kein bakterielles Wachstum
festgestellt werden, ebenso in den Ausgangsproben von BGA8 und 10. Drei Anlagen zeigen eine
leicht erhohte Bakterienzahl im Ausgang mit einer Differenz von maximal einer Gréfienordnung
(Abbildung 11). Im Jahresgang 2013 ist das Wachstum in Eingang und Ausgang gleichmaf3ig zwi-
schen 103 und 105 KBE/g TS mit einer Reduktion von ein bis zwei Grofdenordnungen (Abbildung
12).

CHROMagar MRSA zeigen eine bakterielles Wachstum zwischen103 bis 108 KBE/g TS in Eingangs-
und 105 bis 108 KBE/g TS Ausgangsproben. Sechs Anlagen zeigten eine geringe Zunahme der Bak-
terienlast unterhalb einer Gréflenordnung, wahrend eine Reduktion von bis zu zwei GréfRenord-
nungen in Ausgangsproben aufweisen. Kein Wachstum konnte in den Anlagen BGA6, 8,11, 12 und
15A nachgewiesen werden (Abbildung 11).

Das gesamte kultivierbare Spektrum an Bakterien auf CHROMagar ESBL liegt zwischen 103 bis
107KBE/g TS in Eingangs- und 10! bis 108 KBE/g TS Ausgangsproben im screening 2012. In sechs
Anlagen tritt eine deutlich reduzierte Bakteriendichte in den Ausgangsproben von bis zu 4 Gro-
Benordnungen (BGA1 und 2) auf. In den Anlagen BGA3, 4 und 7 kann kein bakterielles Wachstum
festgestellt werden, ebenso in den Ausgangsproben von BGA8 und 10. Drei Anlagen zeigen eine
leicht erh6hte Bakterienzahl im Ausgang mit einer Differenz von maximal einer Gréfdenordnung
(Abbildung 11). Im Jahresgang 2013 ist das Wachstum in Eingang und Ausgang gleichmafdig zwi-
schen 103 und 105 KBE/g TS mit einer Reduktion von ein bis zwei Gréfdenordnungen (Abbildung
12).
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Abbildung 11 Auszdhlung der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) von Eingangs- und Ausgangsproben 15 deutscher

Biogasanlagen in einem landesweiten Screening 2012. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabwei-
chung von triplikater Ausplatierung iiber multible Verdiinnungsstufen. Daten der Anlagen BGA1-BGA7 und
BGA12 wurden vom IAM (Justus-Liebig-Universitat, GiefRen) erhoben.
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Die Dichte kultivierbarer Bakterien auf CHROMagar VRE liegt zwischen zwischen10+4 bis
107KBE/g TS in Eingangs- und 102 bis 105 KBE/g TS Ausgangsproben In 12 Anlangen findet eine
Reduktion der Kolonie-bildenden Einheiten um durchschnittlich 1,9 Gréfdenordnungen in Aus-
gangsproben statt. BGA7, 11 und 15 zeigen kein Wachstum in einer oder beiden Proben (Abbil-
dung 11).

CASO Anaerobe Sporenbildner
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1,E+03 ~ ‘ ‘
1,E+00 -

Enterobacterl- Enterococcaceae ESBL
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Abbildung 12 Auszdhlung der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) von Eingangs- und Ausgangsproben von
BGAS8 iiber den Jahresgang 2013 sowie einer Einzelprobe NaWaRo (Maissilage) aus BGA 15. Ab-
gebildet sind Mittelwerte und Standardabweichung triplikater Ausplatierung tiber multible Verdiin-
nungsstufen.

Bakterielle Diversitit der hiufigsten Isolate
Insgesamt konnten 1815 Isolate durch eine stichprobenhafte Selektion der haufigsten Morpholo-

gien auf allen verwendeten Medien aus Eingangs- und Ausgangsproben gewonnen werden. Die
Isolate konnen den vier bakteriellen Phyla Actinobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes und Prote-
obacteria mit insgesamt 34 Familien und 71 Gattungen zugeordnet werden (Tabelle 20). In Allen
Anlagen herrschen die Phyla Firmicutes und Proteobacteria vor. Die Diversitat der Isolate aus
Eingangsproben mit 62 Gattungen und 34 Familien aus vier Phyla ist deutlich hoéher als die der
Ausgangsproben mit nur 50 Gattungen und 14 Familien und zwei Phyla. 60 % aller Isolate aus
Eingangs- und 74 % aller Isolate aus Ausgangsproben waren dem Phylum Firmicutes, 31 % aller
Eingangs- und 25% aller Ausgangsproben dem Phylum Proteobacteria angehérig, wahrend Ac-
tinobacteria und Bacterioidetes 6 % und 3 % in Eingangsproben und jeweils 1% in Ausgangspro-
ben ausmachen. Eine Verschiebung der Phyla von Eingangs-zu Ausgangsproben lasst sich auch
auf Ebene der einzelnen Anlagen beobachten. Gattungen des Phylums Firmicutes konnten in Aus-
gangsproben durchschnittlich 30% haufiger isoliert werden als in Eingangsproben. Proteobacte-
ria konnten in elf Anlagen durchschnittlich 20 % héufiger aus Eingangsproben isoliert werden
wahrend vier Anlagen einen leichten Anstieg der Proteobacteria zeigten. Isolate der Actinobacte-
ria und Bakterioidetes sind in Ausgangsproben weitgehen eliminiert.
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Isolate des Phylums Firmicutes wurden vornehmlich von den Medien CASO, R2A, MSA, S&B und
GEA gewonnen (Tabelle 20). Innerhalb des Phylums herrschen die Gattungen Bacillus, Enterococ-
cus und Staphylococcus in Eingangs- und Bacillus, Enterococcus und Paenibacillus in Ausgangspro-
ben vor (Abbildung 13). Mit Ausnahme der Proben BGA3E konnte Bacillus aus jeder Probe isoliert
werden mit einer Pravalenz der Bacillaceae von 17 % aller Isolate in Eingangs- und 50 % aller
Isolate in Ausgangsproben. In Ausgangsproben wurden 44% der Isolate der Gattung Bacillus von
CASO-Agar isoliert. Enterococcaceae wurden in allen Proben aufler BGA2E und BGA11A detek-
tiert und liegen sich zwischen 14 % und 13 % aller Isolate in Eingangs- und Ausgangsproben. [so-
late der Gattung Clostridia werden in den Anlagen BGA8, BGA9, BGA10 und BGA13 und aus-
schliefdlich auf ColSB-Medium detektiert. Funde der Clostridiaceae bleiben konstant und machen
3 % der Isolate in Eingangs- und 4 % in Ausgangsproben aus (Abbildung 13).

Die haufigsten Vertreter der Phylums Proteobacteria sind Ochrobactrum spp., Escherichia spp.,
Morganella spp., Serratia spp. und Pseudomonas spp. in Eingangs- sowie Ochrobactrum spp., Pro-
teus spp. und Pseudomonas spp. in Ausgangsproben (Abbildung 13). Enterobacteriaceae ist die Fa-
milie mit dem grofdten Spektrum an Gattungen und kann in allen Eingangsproben aufier BGA7E
detektiert werden (Abbildung 13).

Isoliert wurden diese Gattungen vermehrt von den selektiven Medien EMB, MC, SS und ESBL so-
wie den Komplexmedien CASO und R2A. In Ausgangsproben kénnen Vertreter der Familie in 10
der Anlagen nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgte nur auf den Medien EMB, MC, SS und
ESBL (Tabelle 20). Wahrend Enterobacteriaceae, die am starksten vertretene Familie der Prote-
obacteria in Eingangs-und Ausgangsproben darstellt, machen die zugehorigen Isolate 14 % bzw.
7 % aller Isolate aus (Abbildung 13, Tabelle 20).

Gramnegative Organismen konnten hdufiger aus Eingangsproben isoliert werden, hier machen
sie durchschnittlich 40 % aller Isolate aus. In 13 der Anlagen ist die Anzahl gramnegativer Bakte-
rien in Ausgangsproben um durchschnittlich 18 % geringer und liegt bei 25 % aller Isolate, bis hin
zu einer absoluten Reduktion in BGA10 (Tabelle 20).

Generell wird eine hohere Diversitat mit einem grofieren Spektrum an Familien und Gattungen in
den Eingangsproben aller Anlagen gefunden. Durchschnittlich treten 30 % weniger Gattungen in
Ausgangsproben auf mit Ausnahme der BGA7 in der eine h6here Diversitit der Ausgangsproben
vorliegt (Tabelle 20). Die grofdte Diversitat ist in BGA4E (19 Isolate), BGA13E-BGA15E mit 21-24
verschiedenen Gattungen zu finden. Ahnlich Werte treten bei der Isolat-reichsten Probe BGASA
(160 Isolate) auf. Die generelle Haufigkeit der Gattung Bacillus lasst sich auch in den einzelnen
Anlagen erkennen. Bacillus ist die hdufigste Gattung in 14 von 15 Ausgangsproben und macht zwi-
schen 10 % (BGA4A) und 40 % (BGA/ und BGA9) der gesamten Isolate der Proben aus (Abbildung
13). Einzig BGA2A zeigt eine Pravalenz der Gattung Entercococcus mit 10 % der Isolate (10 Iso-
late) dieser Probe. Eingangsproben gestalten ein diverseres Bild der vorherrschenden Gattung.
Sieben der Proben (BGA4, BGA6-BGA11) haben Bacillus als haufigste Gattung mit 10 % (BGA4E)
bis 40 % (BGA9E) der Isolate der jeweiligen Probe. BGA1E, BGA3E undBGA14E zeigen eine Pra-
valenz der Gattung Enterococcus zwischen 15 % und 25 % wahrend anderen Proben verstarkt
Acinetobacter (BGASE, 16 %), Pseudomonas (BGA12E, 25 %), Stapylococcus (BGA13E, 15 %) oder
Mpyroides (BGA15E, 20 %) auspragen (Abbildung 13).

51



ERGEBNISSE

BGA1l

BGA2

BGA3

BGA4

BGAS

BGA6

BGA7

BGA8, BGA9 BGAl

BGA1l

BGA12BGA13BGA1l

BGA15

Actinobacteria

Cellulomonas

Corynebacterium

Brachybacterium

Janibacter

Jonesia

Arthrobacter

Citricoccus

Leucobakter

Microbacterium

Nakamurella

Sanguibacter

Bacteroidetes

Chryseobacterium

Myroides

Ornithobacterium

Empedobacter

Sphingobacterium

Firmicutes

Aerococcus

Bacillus

m"n Juwwuuuf®

NIIIIIIIII

Gracilibacillus

Lysinibacillus

mlll -

fm

Oceanobacillus

Ornithinibacillus

Virgibacillus

Clostridium

Enterococcus

frm
e

Vagococcus

Lactobacillus

Pediococcus

Weissella

Brevibacillus

Paenibacillus

Planococcus

Kurthia

Solibacillus

Sporosarcina

Viridibacillus

Jeotgalicoccus

Staphylococcus

Streptococcus

funn

Proteobacteria

Acetobacter

Aeromonas

Achromobacter

Advenella

Alcaligenes

Bordetella

Paenalcaligenes

Pusillimonas

Ochrobactrum

Pseudochrobactr...

Brevundimonas

Comamonas

Hydrogenophaga

Citrobacter

Hafnia

Enterobacter

Escherichia/Shige...

_F

Morganella

Proteus

Providencia

Serratia

Yersinia

Halomonas

Acinetobacter

Psychrobacter

Aquamicrobium

Pseudomonas

Castellibacterium

Paracoccus

Pseudoxanthomo...

Ignatzschineria

Stenotrophomonas

| [l (LI}

B Eingang

il Ausgang




ERGEBNISSE

Abbildung 13 Spektrum kultivierbarer, identifizierter Bakterien in Eingangs- und Ausgangsproben von Bio-
gasanlagen BGA1-BGA15 aus dem Screening 2012. Die Anzahl der Organismen ist logarithmisch
gegen Phylum und Gattung aufgetragen. Die Bakterien wurden aus einer Reihe selektiver und komple-
xer Medien isoliert und identifiziert mittels MALDI TOF-MS oder 16S-rRNA-Gen-Sequenzierung.

Insgesamt konnte eine Reduktion sowohl der gesamten KBE als auch der verschiedenen
Schliisselfamilien festgestellt werden. Eine Ausnahme bilden obligate anaerobe Sporen-
bildner, die im Gegensatz zu anderen Schliisselorgansimen wie Enterococcaceae und
Enterobacteriaceae eine ansteigende Tendenz in Ausgangsproben zeigen. Eine signifikante
Anderung der KBE im jahreszeitlichen Kontext kann nicht ermittelt werden. Die Betrach-
tung der Isolatsammlung zeigt eine hohere Diversitat auf Gattungs- und Familienebene in
Eingangsproben, eine Reduzierung gramnegativer Bakterien in Ausgangsproben und eine
generelle Privalenz der Gattung Bacillus mit gréfdter Auspragung in Ausgangsproben.

Tabelle 20 Spektrum kultivierbarer, identifizierter Bakterien in Eingangs- und Ausgangsproben von Biogas-
anlagen BGA1-BGA15 aus dem Screening 2012. Weiterfithrende Information zu Abbildung13.

Eingang

BGA ges. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Isolate [n] 879 41 21 29 35 37 25 24 142 110 110 75 20 69 75 66
Familie [n] 34 14 12 15 17 15 10 6 14 10 14 11 9 14 14 15
Gattung [] 62 20 16 17 24 19 15 8 21 19 21 17 13 23 22 22

Anteil der Isolate/Phylum [%)
Actinobacteria 6 12 2 10 10 23 8 0 21 17 3 19 1 35 5 24
Bakterioidetes 3 5 2 5 7 3 0 12 0 1 4 4 11 0 3 1
Firmicutes 60 46 54 29 41 37 41 44 67 45 61 43 48 25 51 37

Proteobacteria 31 37 41 57 41 37 51 44 13 37 32 34 39 40 42 37

Anteil gramnegati-

39 44 57 45 37 51 56 13 35 30 35 39 40 42 37 56
ver Isolate [%]

Ausgang

BGA ges. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Isolate [n] 936 24 31 21 20 38 27 24 170 130 106 64 19 80 78 101
Familie [n] 14 9 7 6 7 8 10 7 13 10 6 6 8 9 9 10
Gattung [n] 50 14 11 9 8 11 14 10 25 16 14 11 10 14 14 17

Anteil der Isolate/Phylum [%]
Actinobacteria 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 0 0 0 0 0
Bakterioidetes 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 11 0 0 0
Firmicutes 74 83 58 57 55 63 59 75 66 77 99 74 68 76 87 65
Proteobacteria 25 17 42 43 45 37 41 25 31 21 0 26 21 24 13 35

Anteil gramnegati-
ver Isolate [%] 24 17 42 43 45 37 41 25 29 18 0 23 21 23 13 35
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3.2.2 Eignung verwendeter Selektiviedien zur Isolation von Schliisselorganismen aus
Substrat und Girrest

Zwei Komplexmedien (CASO, R2A), sechs selektive Medien fiir die Erfassung klinisch relevanter
Schliisselorganismen (MC/EMB, GEA/SB, SS, MSA) und drei Antibiotika-angereicherte
CHROMagar-Medien zur selektiven Erfassung resistenter Pathogene (CHROMagar ESBL,
CHROMagar VRE, CHROMagar MRSA) wurden eingesetzt um das kultivierbare Spektrum der Bak-
terien in Giille-, Mist- und Garrestproben zu erfassen. Der intendierte Einsatz der selektiven Me-
dien zu diagnostischen Zwecken mit medizinischem Probenmaterial veranlasst eine Priifung der
selektiven Funktionalitit dieser Medien zum Einsatz an komplexen Umweltprobenmatrizes.

Auf allen Medien aufler SS ist eine grofdere Diversitat der Phyla im Eingang zu sehen. Auf den Me-
dien CASO, R2A, GEA/SB und MSA ist das dominanteste Phylum Firmicutes mit 40% (R2A, Ein-
gang) bis 100 % (GEA/SB, Ausgang) der Isolationen (Abbildung 14). Auf EMB/MC (84 % im Ein-
gang, 53 % im Ausgang) und SS (94 % im Eingang, 90 % im Ausgang) herrschen Isolationen des
Phylums Actinobacteria vor. Firmicutes ist auf allen Medien im Ausgang stirker vertreten mit ei-
ner Divergenz von 1 % auf GEA/SB, iiber 4 % auf SS bis hin zu 58 % und 52 % auf den Kom-
plexmedien R2A und CASO. Vertreter des Phylums Actinobacteria werden mit 1 % aus der Aus-
gangsprobe von R2A isoliert und sonst nur in Eingangsproben mit 3 % (EMB/MC) bis 27 % und
24 % (CASO, R2A) isoliert. Bacterioidetes konnten ausschliefdlich in Eingangsproben der Kom-
plexmedien (CASO 6 %, R2A 7%) detektiert werden (Abbildung 14).

Vertreter des Phylums Actinobacteria konnten von flinf der verwendeten Medien isoliert werden.
Insgesamt konnen acht Familien dieses Phylums identifiziert werden. Nur auf den Kom-
plexmedien CASO und R2A konnte das Phylum in Eingangs- und Ausgangsproben detektiert wer-
den. Die Medien SS, GEA/SB, ESBL und VRE generierten keine zugehorigen Isolate. Isolate dieses
Phylums gehorten mit abnehmender Haufigkeit den Familien Micrococcaceae, Corynebacteri-
aceae, Cellulomonadaceae und Dermabacteraceae an (Abbildung 14).

Zwei Familien des Phylums Bacterioidetes (Sphingobacteriaceae und Flavobacteriaceae) konnten
von insgesamt flinf Medien isoliert werden. CASO, R2A und CHROMagar ESBL generierten Isolate
nur in Eingangs- wahrend Sphingobacteriaceae von CHROMagar VRE auch in Ausgangsproben in-
soliert werden konnte (Abbildung 14). Firmicutes konnten von allen Medien mit insgesamt neun
Familien isoliert werden. Nur CHROMagar ESBL generierte keine Isolate des Phylums in Eingangs-
proben. Isolate dieses Phylums gehorten vermehrt der Familie der Bacillaceae an. Auf sieben Me-
dien (CASO, R2A, EMB/MC, MSA, ESBL und MRSA) stellen die Bacillaceae den Hauptteil der Isolate.
Nur von SS und CHROMagar VRE konnten wenige bis keine Isolate der Familie gewonnen werden.
Auf sechs Medien (CASO, R2A, EMB/MC, MSA, ESBL, MRSA) ist die Isolationsfrequenz fiir Ba-
cillaceae in Ausgangsproben hoher als in Eingangsproben wahrend es sich auf den Medien
GEA/SB und CHROMagar VRE umgekehrt verhalt. Enterococcaceae ist die zweithdufigst isolierte
Familie der Firmicutes und wird auf sieben der Medien detektiert. Besonders hiufig wurden
Enterococcaceae von den Medien SS (E: 99 %, A: 90% der Isolate), GEA/SB (A:50 % der Isolate)
und CHROMagar VRE (A: 40 %, E: 20 %) isoliert. SS -Medium zeigt die starkste Pravalenz der
Enterococcaceae mit tiber 80 % der Firmicutes. Auf allen Medien ist eine reduzierte Isolationsrate
der Familie in Ausgangsproben zu erkennen. Staphylococcaceae konnten von allen Medien aufier
CHROMagar ESBL isoliert werden. Besonders hédufig wurden Isolate der Familie in Eingangspro-
ben von den Medien EMB/MC, MSA und GEA/SB isoliert wahrend die Isolationsrate in Ausgangs-
proben deutlich geringer war (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Bakterielle Diversitit der Isolat-Funde, aus Proben des screenings 2012, auf verwendeten Kom-
plex-und Selektivmedien. Kolonien wurden stichprobenartig isoliert und iiber 16s rRNA-Gene-Frag-
ment-Sequenzierung oder MALDI TOF identifiziert. Isolate (n) jeder Probe wurden in die abgebildeten
Phyla unterteilt. Daten der Anlagen BGA1-BGA7 und BGA12 wurden vom IAM (Justus-Liebig-Universi-
tat, Gieflen) erhoben.

Drei Selektivmedien zur Kultivierung von Enterokokken wurden eingesetzt. Isolate von zwei der
Medien SB und GEA zeigen eine deutliche Pravalenz des Phylums Firmicutes mit einer Isolation-
rate der Familie Enterococcaceae von 91 % bzw. 72 % in Eingangs- und 66% bzw. 86 % in Aus-
gangsproben. Auf CHROMagar VRE hingegen pravalierten die Phyla Bacterioidetes (30%
Sphingobacteriaceae, 26% Flavobacteriaceae) in Eingangs- und Firmicutes (28 % Paeniba-
cillaceae) und Proteobacteriaceae (23%, Caulobacteraceae) in Ausgangsproben (Tabelle 21).

Isolate des Phylums Proteobacteria sind die Familien-reichsten (13 Familien) in dieser Studie. Sie
konnten von sieben Medien mit bis zu 86 Isolaten (CHROMagar ESBLS E) identifiziert werden.
Wenig Isolate, in einem Bereich von null bis vier, generierten die Medien GEA/SB, MSA und
CHROMagar MRSA (Abbildung 15). Enterobacteriaceae stellen den grofdten Teil der Isolate dieses
Phylums dar. Auf den Medien EMB/MC, SS und CHROMagar ESBL machen sie zwischen 25 % und
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50 % aller Isolate in Eingangsproben aus. Auf vier Medien (CASO, R2A, CHROMagar ESBL und
CHROMagar VRE) sind deutlich weniger Isolate dieser Familie in Ausgangsproben zu finden wah-
rend sie auf den Medien EMB/MC und SS aus Eingangs- und Ausgangsproben gleichermafien iso-
liert werden konnten (Abbildung 15). Alcaligenaceae bilden eine weitere haufig isolierte Familie,
die auf sechs der Medien gefunden werden konnte. Auf den Medien CASO, EMB/MC, CHROMagar
ESBL und CHROMagar VRE werden Vertreter dieser Familie haufiger aus Ausgangsproben iso-
liert. Auf CASO und EMB/MC machen sie in Ausgangsproben zwischen 40 % und 60 % aller Isolate
aus. Die Medien GEA/SB, MSA und MRSA generierten keine Isolate dieser Familie (Abbildung 15).
Pseudomonadaceae wurden verstarkt von CASO, SS und CHROMagar ESBLisoliert. Auf diesen Me-
dien bilden sie zwischen 20 % (CASO; A und CHROMagar ESBL; E/A) und 40 % (SS; E und A) aus
(Abbildung 15).

Der iiberwiegende Teil aller Isolate die von Komplexmedien isoliert wurden gehéren sowohl in
Eingangs- als auch in Ausgangsproben der Familie Bacillaceae an. 25 % bis 23 % der Isolate aus
Eingangs- und 78 % bis 86 % aller Isolate aus Ausgangsproben sind der dieser Familie zugeord-
net. Die hdufigste Gattung auf beiden Medien ist Bacillus mit einer Pravalenz von 20 %-30 % der
Eingangsisolate und 65 % bis 70 % im Ausgang (Tabelle 21). Ebenfalls stark vertreten sind die
Familien Micrococcaceae und Corynebacteriaceae (10 %-13 %) in Eingangsproben sowie Paeni-
bacillaceae (5 %CASO und 17 % R2A) in Ausgangsproben (Tabelle 21).

Die Selektivmedien zur Kultivierung von Staphylokokken MSA und CHROMagar MRSA zeigten
iiberwiegend Isolate der Firmicutes. Von MSA konnten in Eingangsproben 39 % Vertreter der Fa-
milie Staphylococcaceae isoliert werden dicht gefolgt von Bacillaceae mit 37 % aller Isolate. In
Ausgangsproben wurden zu 94 % Bacillaceae gefunden (Tabelle 21). Die haufigst-isolierte Gat-
tung auf diesem Medium war in beiden Probenformen Bacillus (Tabelle 21). CHROMagar MRSA
zeigte sowohl in Eingangs- als auch Ausgangsproben vornehmlich Isolate der Familie Bacillaceae
(E:32 % und A:72 %). Weitere haufige Familien auf beiden Probenformen waren die Enterococ-
caceae mit 12 % bis 14 % und Paenibacillaceae mit 22 % und 13 % aller Isolate (Tabelle 21). Die
haufigsten Gattungen auf diesem Medium sind Paenibacillus (22 % aller Isolate) in Eingangs- und
Lysinibacillus (36 % aller Isolate) in Ausgangsproben (Tabelle 21).

Die vier Selektivmedien zur Kultivierung von Enterobacteriaceae zeigen in Eingangsproben eine
Pravalenz der Schliisselfamilie von 23% (EMB) tiber 32% (MC) und 47% (SS) bis hin zu 50%
(CHROMagar ESBL) aller Isolate (Tabelle 21). Ebenfalls haufig isoliert wurden Vertreter der Mo-
raxellaceae (20%; EMB), Brucellaceae (20%; MC) und Pseudomonadaceae (32%; SS, 18 %;
CHROMagar ESBL). Ausgangsproben der Selektivmedien generieren vermehrt Isolate des Phy-
lums Proteobacteriaceae. MC und SS generierten auch in den Ausgangsproben noch 20 % bzw.
36 % Isolate der Familie Enterobacteriaceae (Tabelle 21). Von EMB-Medium konnten hingegen
zu 29 % Alcaligenaceae und zu 25% Bacillaceae isoliert werden. Die haufigste Gattung war auch
hier Bacillus mit 26 % der Isolate. CHROMagar ESBL zeigte das diverseste Bild der Isolate inner-
halb der Proteobacteria mit 24 % Brucellaceae und Rhodobacteriaceae sowie 16 % Xanthomona-
daceae und Pseudomonadaceae (Tabelle 21). Die haufigsten Gattungen sind fiir jedes der Medien
unterschiedlich. In Eingangsproben gehoren sie den Proteobacteria an mit Enterobacteriaceae-
spezifischen Ergebnissen, 18 % Escherichia/Shigella auf MC und 24 % Serratia auf CHROMagar
ESBL, wahrend EMB (20 % Acinetobacter) und SS (32 % Pseudomonas) weniger selektive Gattun-
gen zeigen (Tabelle 21). In Ausgangsproben sind neben Gattungen der Proteobacteria Pseudomo-
nas (31% auf SS) und Ochrobactrum (31% auf CHROMagar ESBL) Bacillus (EMB:26 %, MC: 40 %),
eine Gattung der Firmicutes pravalent (Tabelle 21).
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Abbildung 15 Bakterielle Diversitit und Medienspezifitit der Proben des screenings 2012. Kolonien wurden
stichprobenartig isoliert und tiber 16s rRNA-Gene-Fragment-Sequenzierung oder MALDI TOF identifi-
ziert. Isolate [n=100 %] jeder [E]ingangs- und [A]Jusgangsprobe wurden auf Genus-Ebene summiert und
in die abgebildeten Phyla unterteilt. Daten der Anlagen BGA1-BGA7 und BGA12 wurden vom [IAM
(Justus-Liebig-Universitat, Gief3en) erhoben.
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Tabelle 21 Pravalenz der Gattungen auf Komplex- und Selektivmedien.

Eingang Ausgang

Medien Isolate [n] Anteil [%] Gattung Isolate [n] Anteil [%] Gattung

EMB 30 20% Acinetobacter 47 26% Bacillus

MC 62 18% Escherichia/Shigella 67 40% Bacillus

SS 66 32% Pseudomonas 91 31% Pseudomonas
ESBL 88 24% Serratia 51 31% Ochrobactrum
CASO 173 27% Bacillus 234 71% Bacillus

R2A 99 22% Bacillus 102 65% Bacillus

MSA 93 35% Bacillus 85 91% Bacillus

VRE 43 30% Sphingobacterium 40 28% Paenibacillus
MRSA 78 22% Paenibacillus 64 36% Lysinibacillus
SB 66 91% Enterococcus 74 65% Enterococcus
GEA 54 72% Enterococcus 47 81% Enterococcus

Die Analyse der Medienfunktionalitit anhand isolierter Bakterien zeigt eine abnehmende
Diversitit in Ausgangsproben auf allen untersuchten Medien mit zunehmender Privalenz
von Bacillaceae. Ein Grof3teil der Medien insbesondere Komplexmedien wird von Isolaten
des Phylums Firmicutes dominiert, die in Ausgangsproben zunehmen und die Frequenz
spezifischer Isolation erniedrigen. Die Isolation von Enterococcaceae ist sowohl in Ein-
gangs- als auch Ausgangsproben mit Hilfe der Selektivmedien erfolgreich wihrend Entero-
bacteriaceae und vor allem Staphylococcaceae in Ausgangsproben von unspezifischen Bak-
terien iiberlagert werden. CHROMagar sind nur bedingt zum Einsatz an dem komplexen
Probenmaterial geeignet, da spezifische Isolationen nur von CHROMagar ESBL erfolgten.
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3.3 ABUNDANZ UND DIVERSITAT VON RESISTENTEN UND RESISTENZGEN-TRAGENDEN SCHLUS-
SELORGANISMEN IN LANDWIRTSCHAFTLICHEN ABWASSERN UNTER BERUCKSICHTIGUNG DES RUCK-
HALTUNGSPOTENTIALS EINER BIOTECHNOLOGISCHEN BARRIERE

AUSGANGSPROBE
Fermenter- oder Nachgdrerinhalt inklusive . EIN,GANGSF?ROBE
NaWaRo Glille/Mist exclusive NaWaRo
KULTIVIERUNGSABHANGIG POPULATIONSGENETISCH

GESAMT-DNA
aus Umweltprobe extrahiert

DETEKTION VON ANTIBIOTIKA-RE-
SISTENZGENEN

Qualitative Bestimmung mit konserva-
tier PCR

TETRAZYCLIN-RESISTENZGENE

tetA, tetB, tetC, tetG,

tetS, tetX, tetM, tetT,

tetQ, tetW, tetO, otrA
STAMMBIBLIOTHEK

SULFONAMID-RESISTENZGENE

sull, sul2, sul3

DNA-EXTRAKTION

RESISTENZTESTUNG DER AUS ISOLAT

ISOLATE Identifizierung durch 165 rRNA
Gen-Sequenzierung

Minimale Hemmstoff Kon-
zentration (MHK) Analyse

EINGESETZE ANTIBIOTIKA ANTIBIOTIKARESISTENZGENE

AMX  Amoxicillin
ARG-Bestil in Isolat
ENR Enrofloxacin estimmung in Isolaten

FLL Florfenicol

OXA Oxacillin TETRAZYCLIN-RESISTENZGENE

SMO Sulfmethoxazol tetA, tetB, tetC, tetG,

TET Tetrazyclin tetS, tetX, tetM, tetT,

T/S Trimethroprim/ tetQ, tetW, tetO, otrA
Sulfmethoxazol

LS Tylosin, SULFONAMID-RESISTENZGENE

sull, sul2, sul3

Abbildung 16 Ubersicht des methodischen Ablaufs und der verwendeten Testverfahren zur mikrobiologi-
schen Charakterisierung landwirtschaftlicher Abwasserproben.
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Der starke Einsatz antibiotisch-wirksamer Substanzen in der Landwirtschaft férdert Bildung und
Persistenz resistenter bzw. Resistenzgen-tragender Organismen in landwirtschaftlichen Abwas-
sern.

Die funktionelle Zuordnung einer Resistenz iiber die Bestimmung der Minimale Hemmstoffkon-
zentration (MHK) und eines Resistenzgens zum Tragerorganismus ist notig um die klinische Re-
levanz der zuvor akkumulierten Schliisselorganismen zu eruieren. Doch nicht nur bekannte Pa-
thogene, sondern auch Kommensale und Umweltorganismen kénnen Resistenzen tragen und
diese iber Mechanismen des horizontalen Gentransfers weiterverbreiten.

Die Kontamination landwirtschaftlicher Abwasser durch resistente und Resistenzgen-tragende
Bakterien, sowie den eliminierenden bzw. riickhaltenden Einfluss von Biogasanlagen auf diese
Kontaminanten wird im Folgenden untersucht.

Nach phylogenetischer Identifizierung der Isolate wurden sie in die Familien Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae, Staphylococcaceae, Actinobacteriaceae, Xanthomonadaceae, Bacillaceae und
Clostridiaceae zusammengefasst und ihre Empfindlichkeit gegeniiber acht veterindrmedizinisch
relevanten Antibiotika getestet (Abbildung 17). Folgende Antibiotikagruppen wurden untersucht:
f3-Lactam-Antibiotika (Amoxicillin AMX, Oxacillin 0XA), Fluorchinolon (Enrofloxacin ENR), Tetra-
zyklin (Tetrazyklin TET), Makrolid (Tylosin TLS), Fenicol (Florfenicol FLL) und Sulfonamide (Tri-
methoprim mit Sulfamethoxazol T/S, Sulfamethoxazol SMO) (Abbildung 16). Isolate der Familien
Enterobacteriaceae und Enterococcaceae wurden zuséatzlich auf ein Spektrum von 12 Tetrazyk-
linresistenzgenen und drei Sulfonamidresistenzgenen untersucht (Abbildung 17).

3.3.1 Verteilung der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration veterindrmedizinisch relevan-
ter Antibiotika in Biogasanlagen
202 Isolate (E:137 n, A: 65 n) der Enterobacteriaceae mit insgesamt 15 Gattungen wurden in die

MHK-Testung eingesetzt. Die hdufigsten Gattungen sind Escherichia mit 79 Isolaten, Citrobacter
und Proteus mit jeweils 25, sowie Serratia mit 22 Isolaten. Bekannte Grenzwerte liegen fiir die
Substanzen ENR, AMX, TET, T/S und SMO vor (Tabelle A7). Ahnliche Resistenzmuster ergeben
sich fiir Eingangs und Ausgangsproben. Fiir drei (AMX, ENR, T/S) der acht Substanzen kann eine
leichte Abnahme resistenter Organismen in Ausgangsproben gezeigt werden. Organsimen die aus
Ausgangsproben isoliert wurden sind zu 10 % empfindlicher gegeniiber AMX als Isolate aus Ein-
gangsproben. Ahnliche Unterschiede zwischen Eingang uns Ausgang konnen fiir T/S (9 %), ENR
(4 %) und FLL (3 %) gezeigt werden. Der Anteil resistenter Isolate ist jedoch gegeniiber AMX mit
70 % bzw. 60 % deutlich hoher gegeniiber den anderen Substanzen die zwischen 6 % (ENR; A)
und 20% (T/S, E) liegen. Die Testung der MHK von TET zeigte hingegen vermehrt sensible Isolate
in Eingangsproben (8 %). Der Umbruchspunkt fiir SMO liegt aufierhalb des gemessenen Bereichs,
so dass das Resistenzverhalten nicht geklart werden kann. Sensible Isolate machen jedoch sowohl
in Eingang als auch Ausgang 20 % des Gesamtspektrums aus. Keine Empfindlichkeit gegeniiber
OXA und TLS konnte gefunden werden (Abbildung 17).

In 195 Isolaten der Enterococcaceae wurden 113 Isolate des Eingangs, 82 des Ausgangs sowie die
beiden Gattungen Enterococcus (189 n) und Vagococcus (6 n) zusammengefasst. Breakpoints sind
fiir die Antibiotika AMX, ENR, TET und T/S bekannt (Tabelle A7). Resistenzmuster sind in Ein-
gangs- und Ausgangsproben dhnlich. 5 % aller Isolate aus Eingang und Ausgang sind resistent ge-
geniiber AMX. Gegentiber ENR, TET und T/S nimmt der Anteil resistenter Isolate in Ausgangspro-
ben ab. Am deutlichsten wird dies bei der Testung von T/S mit einer Divergenz von 12 %. Fiir die
Substanzen OXA, TLS, FLL und SMO liegen keine Grenzwerte vor. Isolate werden nach Wachstum
auf der hdchsten Konzentrationsstufe (,resistent”), kein Wachstum auf der niedrigsten Konzent-
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rationsstufe (,,sensibel“) und Wachstum auf einer intermedidren Konzentrationsstufe (,interme-
diar“) eingeteilt. Es ist anzunehmen, dass die breakpoints innerhalb oder iber dem intermediaren
Bereich liegen. Isolate die auf der niedrigsten Konzentrationsstufe kein Wachstum zeigten bilden
fiir alle vier Substanzen den geringsten Anteil zwischen 0 % (TSL E und A) und 5 % (FLL E). Den
grofiten Anteil der Isolate liegen im Test gegen TSL und FLL im intermedidren Bereich wahrend
zwischen 56 % (OXA A) und 95 % (SMO E) der Isolate bei den Substanzen OXA und SMO im ,re-
sistenten” Bereich liegen. Sowohl bei OXA als auch SMO ist ein leichter Riickgang des ,resistente”
Anteils in Ausgangsproben zu sehen (Abbildung 17).

Staphylococcaceae wurden mit insgesamt 46 Isolaten (E 43n, A3 n) und der einzelnen Gattung
Staphylococcus in die MHK-Testung eingesetzt. Klinische breakpoints liegen fiir die Substanzen
OXA, ENR, TET, T/S und SMO vor (Tabelle A7). Die OXA-Testung zeigt als einzige einen Anstieg
resistenter Isolate von 37% in Ausgangsproben was einer Erniedrigung der sensiblen Isolate von
67% im Eingang zu 33 % im Ausgang entspricht. Isolate der Ausgangsproben waren sowohl gegen
ENR als auch T/S empfindlich wahrend in Eingangsproben ein geringer Anteil (5 % ENRund 23 %
T/S) resistenter Isolate zu finden war. Der Test gegen TET offenbarte keine resistenten Isolate. In
Ausgangsproben konnte jedoch ein Anteil von 30 % nicht eindeutig als sensibel identifiziert wer-
den. Der Grenzwert fiir Resistenzbestimmung gegen SMO liegt auf3erhalb des gemessen Konzent-
rationsbereichs. Es zeichnet sich jedoch ein leichter Anstieg sensibler Isolate von 26 % in Ein-
gangs- zu 33 % in Ausgangsproben ab. Fiir die Substanzen AMX, TLS und FLL liegen keine
breakpoints vor. Gegeniiber aller drei Antibiotika ist ein Anstieg der Isolate im ,resistenten Be-
reich in den Ausgangsproben festzustellen (Abbildung 17).

31 Isolate der Familie Acinetobacteriaceae (E: 26 n, A; 5 n) wurden mit den zwei Gattungen25
Acinetobacter (25N) und 6 Psychrobacter (6 n) in die MHK-Testung eingesetzt. Grenzwerte liegen
fiir die Substanzen ENR, TET und T/S vor (Tabelle A7). Das Resistenzprofil ergibt ein sehr gelich-
formiges Bild fiir alle verwendeten Antibiotika mit geringen Schwankungen zwischen Eingangs-
und Ausgangsproben. Resistente Isolate bzw. solche, welche Wachstum auf der hochsten Konzent-
rationsstufe zeigen, bilden den geringsten Anteil zwischen 5 % und 20 % aller Isolate (Abbildung
17).

Pseudomonadaceae konnten mit insgesamt 44 Isolaten, die sich aus 32 Eingangs- und 12 Aus-
gangsisolaten zusammensetzen, in die MHK-Bestimmung eingesetzt werden. Keine Grenzwerte
liegen fiir diese Familie vor. Ein Riickgang des Anteils von Isolaten mit Wachstum auf der hochsten
Konzentrationsstufe ist fiir jedes Antibiotikum zu erkennen, Diese Riicklaufigkeit bewegt sich zwi-
schen 4 % (TLS) und 39 %(T/S). Kein Wachstum im ,resistenten“ Bereich kann fiir kann fiir Iso-
late in Ausgangsproben fiir die Substanzen ENR, TET, FLL und T/S ermittelt werden. Die Gruppen
OXA-Eingang, und TLS-Eingang und Ausgang zeigen hingegen ausschlief3lich Isolate mit Wachs-

tum auf der hochsten Konzentrationsstufe. Dennoch ist der Anteil ,sensibler” Isolate in allen Grup-
pen sehr gering und liegt zwischen 0 % (6 Gruppen) und 33 % (1 Gruppe). Ein marginaler Anstieg
des ,sensiblen Anteils, zwischen 3 % und 20 % kann gegeniiber AMX, ENR, FLL und T/S gezeigt
werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Antimikrobiellen Empfindlichkeitspriifung vorherrschender bakterieller Familien in Eingangs- (E) und Ausgangsproben (A) unter Angabe des Anteils resis-
tenter, intermediirer- und empfindlicher Isolate in Bezug zu vorliegenden Grenzwerten. Empfindlichkeitspriifungen wurden in Mikrotiterplatten mit relevanten
Veterindrantibiotika in definierten Konzentrationsbereichen durchgefiihrt. Antibiotikakonzentration in mg/L: AMX: Amoxicillin (0,5-64), OXA: Oxacillin (0,25-32), ENR:
Enrofloxacin (,0625-8), TET: Tetrazyklin (0,25-32), TLS: Tylosin (0,125 bis 16), FLL: Florfenicol (0,5-64), T/S: Trimethoprim / Sulfamethoxazol (0,0625 / 1,125 - 8/125)
und SMO: Sulfamethoxazol (4-256). Grenzwerte zur Ermittlung resistenter und empfindlicher Isolate konnen Tabelle A7 im Anhang entnommen werden. Daten der Anlagen
BGA1-BGA7 und BGA12 wurden am IAM (Justus-Liebig-Universitdt, Giefden) erhoben. (T Schauss et al. 2016)
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Xanthomonadaceae wurden mit insgesamt 23 Isolaten (E13 n und A10 n) und zwei Gattungen
(Stenotrophomonas 18 n, Ignatzschineria 5 n) in die MHK-Testung eingesetzt. Grenzwerte fiir
diese Familie liegen nicht vor. Das Antibiogramm dieser Familie zeigt ein wenig gleichmafiges
Bild mit bisweilen starken Unterschieden zwischen Eingangs- und Ausgangsproben. Ein Anstieg
Jresistenter” Isolate aus Ausgangsproben sowie der Riickgang ,sensibler” Isolate kann fiir jedes
der Antibiotika verzeichnet werden. Keine Isolate mit Wachstum auf der hochsten Konzentrati-
onsstufe konnen fiir TET-Eingang und FLL-Eingang gefunden werden (Abbildung 17).

221 Isolate der Bacillaceae mit 56 Isolaten aus Eingangsproben und 165 Isolaten aus Ausgangs-
proben wurden betrachtet. Die hdufigsten Gattungen sind Bacillus (195 n), Lysinibacillus (22 n)
und Oceanobacillus (4 n). Das Antibiogramm zeigt ein gleichmafiiges Bild mit minimalen Schwan-
kungen zwischen Eingangs- und Ausgangsproben. Isolate mit Wachstum in ,resistente” Bereich
der Antibiotikakonzentration stellen fiir jedes Antibiotikum den geringsten Anteil mit Werten
zwischen 6 5 und 22 % dar. Fiir sechs der Antibiotika (AMX, OXA, ENR, TET, T/S und SMO) wird
der Hauptanteil aus ,sensiblen“ Isolaten gebildet wahrend TLS und FLL den gréfditen Anteil im
intermedidren Bereich haben (Abbildung 17).

Die Familien der Clostridiaceae konnte mit insgesamt 40 Isolaten bestehend aus 19 des Eingangs
und 21 des Ausgangs in den MHK-Test eingesetzt werden. Fiir diese Familie liegen keine Grenz-
werte vor. Nur gegen vier Antibiotika kann Wachstum auf der hochsten Konzentrationsstufe er-
mittelt werden. Zwischen 5 % und 11 % der Isolate aus Eingangsproben zeigen Wachstum im ,re-
sistenten“ Konzentrationsbereichs von OXA und ENR, ,resistente” Isolate beider Probenarten ma-
chen zwischen 40 % und 50 % der Isolate in dem Test von T/S und SMO aus. Gegeniiber den and-
ren Substanzen machen Isolate des ,sensiblen“ Konzentrationsbereichs zwischen 60 % (TLS, FLL)
und 100 % (AMX) aus (Abbildung 17).

Der Grofdteil der Isolate aus den vorliegenden Umweltproben ist empfindlich gegeniiber
den getesteten Antibiotika mit einer tendenziellen Zunahme in Ausgangsproben. Auch
Schliisselbakterien wie Enterobacteriaceae und Enterococcaceae zeigen mit Ausnahme des
Verhaltens gegeniiber SMO vermehrt sensible Isolate zwischen 97 % und 90 %. Mangelnde
Grenzwerte zur Bestimmung der Resistenz klinisch weniger relevanter Bakterien er-
schwert die Bewertugn der Ergebnisse. Demnach kann zwar aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse eine Inaktivierung oder Eliminierung resistenter Bakterien durch die komple-
xen Prozessbedingungen in Biogasanlagen nicht bewiesen, die Akkumulation resistenter
bzw. pathogener Organismen jedoch ausgeschlossen werden.
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3.3.2 Vorkommen und Verbleib von Antibiotikaresistenzgenen in Umweltproben und auf
Isolatebene

In DNA-Extraktionen aus Substrat und Garrest von 15 Biogasanlagen wurden im screening 2012
12 Tetrazyklin- und drei Sulfonamidresistenzgene qualitativ nachgewiesen. Vier der Antibiotika-
resistenzgene (ARG) konnen in keiner Probe nachgewiesen werden (tetS, tetX, otrA und sul3). Das
ARG tetW tritt ubiquitér in jeder Probe auf wahrend tetM, sull und sul2 in jeder Probe mit Aus-
nahme von BGA7E und tetT nur in BGA4A nicht nachgewiesen werden koénnen. Die ARG tetW,
tetM, sull, sul2, tetT und tetA konnen demnach im Probenmaterial jeder Anlage amplifiziert wer-
den. Mit Abnehmender Haufigkeit werden die ARG tetQ (22 Proben, 14 Anlagen), tetO (13 Proben,
11 Anlagen), tetG (18 Proben, 9 Anlagen), tetC (4 Proben, 4 Anlagen) und tetB (3 Proben, 3 Anla-
gen) nachgewiesen. Fiir die betrachteten Biogasanlagen ergibt sich ein variables Bild mit sieben
(BGA9) bis zehn (BGA2, BGA3) unterschiedlichen ARG. Die haufigsten Resistenzgenfunde in Ein-
gangs- und Ausgangsproben generieren jedoch in BGA1 (18 n), BGA8, BGA10 und BGA15 (17 n).
Die niedrigsten Funde erfolgen in BGA7 (12 n), BGA4 und BGA9 (13 N). In vier BGA finden sich
mehr ARG in Ausgangsproben. Drei der betreffenden BGA (BGA3, BGA9, BGA12) zeigen eine Zu-
nahme von ein bis zwei zusatzlichen ARG im Gegensatz zum Spektrum der Eingangsproben wah-
rend BGAS8 ein anderes ARG-Spektrum im Ausgang aufweist.

Tabelle 22 Qualitativer Nachweis von Resistenzgenen in Screeningproben 2012.

Substrat (E)
Biogasanlagen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

15

Tetrazyklinresistenzgene
tetA +
tetB -
tetC -
tetG +
tetS
tetX
tetM
tetT
tetQ
tetW
tetO
otrA

- + + + + + -
- - - - + + -

o o+ 4+
+
+

Vo o+ o+
.
.

+ + + + +
I
I
[ T
[ S
[ T
[ T S
[T T S
[ T
[ T
N
[ T S

Co4

[ T S

Sulfonamidresistenzgene
sull + + - + + + + +
sul2 + + + + + + - + + + + + + +
sul3

+
+
+
+
+
+

Garrest (A)

Tetrazyklinresistenzgene
tetA + - + + + + + + + + + + +
tetB - - - - -
tetC - - - - - - - +
tetG + - - - -
tetS - - - - - - - - - - - - -
tetX
tetM
tetT
tetQ
tetW
tetO
otrA

+

.

.

+

+
+
+
+

C+

Vo o+ o+
I S T T
I I I
A I I
R I I
o+
I
I S T T
N L

G+

Sulfonamidresistenzgene
sull + + + +
sul2 + + + + + + + + + + + + + +
sul3

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
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Wiederum vier Anlagen zeigen eine Abnahme der ARG in Ausgangsproben. BGA2, BGA4 und
BGA15 behalten einen Teil des ARG-Spektrum der Eingangsproben bei und BGA10 zeigt ein ande-
res Spektrum in Ausgangsproben. In BGA7 und BGA14 bleibt die Anzahl der ARG mit einem ver-
anderten Spektrum in Ausgangsproben bestehen (Tabelle 22).

In 2013 konnten drei Biogasanlagen mit fiinf Probenahmezeitpunkten iiber den Jahresgang be-
gleitet werden. Die Analyse zeigte, dass von den im screening 2012 nicht detektierten ARG einzig
sul3 weiterhin nicht gefunden wird. Die haufigsten ARG sind tetM und sull, die in jeder Probe
amplifiziert werden konnten und wie im Screening die ARG tetT, tetQ und tetW. BGA1 zeigt zwi-
schen 10-13 ARG in Eingangs- und 8-9 ARG in Ausgangsproben. Ausgangsproben weisen dasselbe
ARG-Spektrum auf wie Eingangsproben mit einer Ausnahme fiir tetB in (13.4 BGA1A), das in der
korrespondierenden Eingangsprobe nicht gefunden wird. BGA8 zeigt zwischen 7 und 12 ARG in
Eingangs- und 9 bis 13 ARG in Ausgangsproben. Eine Spektrumsverschiebung findet jedoch nur
von 13.2 BGASE zu 13.3 BGA8A bei den ARG tetG und sul2 statt. Zwischen 10 und 12 ARG in Ein-
gangsproben und 8 bis 11 ARG in Ausgangsproben wurden in Material von BGA15 amplifiziert.
Eingangs- und Ausgangspektren dieser Anlage sind gelichféormig, nur in 13.4 BGA15A ist ein ARG
(tetB)zu finden, dass im zugehorigen Eingang nicht detektiert wird (Tabelle 23).

Tabelle 23 Qualitativer Nachweis von Resistenzgenen in Substrat und Garrestproben des Jahresganges 2013.

Substrat (E)
Biogasanlagen BGA 1 BGAS8 BGA15
Probenahme 13.1  13.2 133 134 135 ‘ 131  13.2 133 134 135 ‘ 131 132 133 134 135

Tetrazyklinresistenzgene
tetA +
tetB
tetC
tetG
tetS
tetX
tetM
tetT
tetQ
tetW
tetO
otrA +

+ - +

+

+

Vo o+ o+
+
o+ +
T S
+
+

+ 4+ 4+ o+ o+

T A N S I
I U T T

L I

4+ o+

+ 4+ 4+ o+ o+

+ 4+ + o+ o+
N T I i

T T S N S S SRS
4+ o+ o+ o+ o+ o+
+ 4+ o+ o+
I T SN T S S A R

Sulfonamidresistenzgene
sull +
sul2 +
sul3 -

+
+
+

+ +
+ +

+
+
+
+
+
+

-+
T
-+
-+
+
"+
-+
-+
+

Garrest (A)
Tetrazyklinresistenzgene

tetA

tetB

tetC

tetG

tetS

tetX

tetM

tetT

tetQ

tetW

tetO

otrA

o+ o+
+
o+ o+
+
o4+
"+
o+ o+

T R A

A I
R I

R I
[ S S R R

+ 0o+ 4+
I
I
L I
+ 4+ + 4+
R I
R I

Sulfonamidresistenzgene
sull

sul2 + - + + + - + + + - + +

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

sul3 - - - - - - - - - - - -
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Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen ausgewdihlter Isolate aus
landwirtschaftlichen Abwassern
Insgesamt 66 Isolate der Enterobacteriaceae (56 n) mit den neun Gattungen Citrobacter, E-

scherichia, Hafnia, Morganella, Proteus, Providencia, Rahnella, Serratia und Yersinia und einer
Gattung der Enterococcaceae (10 n), die zuvor im Antibiogram getestet wurden, wurden moleku-
largenetisch auf 12 Tetrazyklin- und drei Sulfonamidresistenzgene untersucht. Fiinf der 14 Anti-
biotikaresistenzgene (tetM, tetQ, tetO, otrA und sul2) konnten in keinem Isolat detektiert werden.
Isolate der Enterococcaceae wiesen zusatzlich die ARG tetC, sull und sul3 nicht auf. Isolate der
Enterobacteriaceae zeigen zwei ARG weniger in Ausgangsproben (tetW und sul3) wahrend
Enterococcaceae ausschliefllich tetB und tetG in Ausgangsproben zeigen und demnach fiinf ARG
weniger in Ausgangsproben aufweisen (Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26).

Die haufigsten ARG tetT und tetA kénnen in 65 % bzw. 55 % aller Isolate gefunden werden. Eben-
falls haufig mit einer Detektion in 26 %-38 % der Isolate sind die ARG tetB, tetC und tetX. TetG,
tetS, tetW, sull und sul3 kommen in 5 %-17 % aller Isolate vor (Tabelle 23, Tabelle 24, Tabelle
25). Bei separierter Betrachtung von Isolaten aus Eingangsproben ergibt sich ein dhnliches Bild.
TetT (79 %) und tetA (68 %) sind die hdufigsten ARG in Isolaten aus Eingangsproben. TetB
(45 %), tetC (43 %) und tetX (47 %) konnen ebenfalls hdufig in Isolaten aus Eingangsproben de-
tektiert werden (Tabelle 24, Tabelle 25). In Ausgangsproben hingegen hat das ARG tetG mit 42 %
der Isolate die grofdte Haufigkeit. Ebenfalls hdufig in Isolaten des Ausgangs sind tetT mit 32 % und
tetA, tetC und sull mit 21 % (Tabelle 26).

Isolate der Enterobacteriaceae tragen zu 71 % tetT, zu 63 % tetA, zu 43 % tetC und tetX und tetB
zu 39 % (Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26).

Enterococcaceae hingegen tragen zu 50 % tetG, 30 % tetT, 20 % tetB und 10 % der Isolate tragen
die ARG tetA, tetS, tetX und tetW (Tabelle 25, Tabelle 26).

In 90 % aller Isolate kann ein Tetrazyklinresistenzgen nachgewiesen werden. 63 % dieser Isolate
zeigen sich im Antibiogramm empfindlich gegentiber Tetrazyklin. 82 % der Isolate tragen kein
Sulfonamidresistenzgen, wahrend nur 10 % eine Empfindlichkeit gegeniiber SMO im Antibiogram
aufweisen (Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26).

Insgesamt sechs Isolate (E:3 n und A:3 n) tragen keins der untersuchten ARG. Vier dieser Isolate
sind Enterobacteriaceae und zwei gehoren der Gattung Enterococcaceae an. Drei dieser Isolate
zeigen Resistenzen gegentiber TET und T/S im Antibiogramm. Enterococcus (BGA10A) und Pro-
videncia (BGA8BA) zeigten eine Resistenz gegeniiber TET und Enterococcus (BGA10A) ist unemp-
findlich gegeniiber T/S. Weitere vier Isolate priagen eine Resistenz gegen T/S aus und tragen keins
der untersuchten ARG (Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26).

Durchschnittlich tragen Isolate aus Eingangsproben 3,2 ARG und Isolate aus Ausgangsproben1,8
ARG. Zwei der 66 Isolate haben die hochste Dichte mit je sechs ARG in BGABE Enterococcus (tetA,
tetB, tetG, tetX, tetT und tetW) und BGA8A Serratia (tetB, tetC, tetG, tetS, tetX und sull). Der iiber-
wiegende Teil mit 42 % aller Isolate tragt zwei oder vier ARG. Isolate der Enterobacteriaceae zei-
gen im Mittel drei ARG (Eingang: 3,2 ARG/ Isolat, Ausgang: 2,3 ARG/Isolat) und Enterococcaceae
durchschnittlich 1,4 ARG (Eingang: 2,5 ARG/ Isolat, Ausgang 0,6 ARG/Isolat) (Tabelle 24, Tabelle
25, Tabelle 26).
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Tabelle 24 Qualitativer Nachweis von 12 Tetrazyklin- und 3 Sulfonamidresistenzgenen in 43 Isolaten der Fa-

milie der Enterobacteriaceae aus Eingangsproben der Biogasanlagen BGA8, BGA9, BGA10 und

BGA11.
Resistenzgene
2
$ 2 e s3yggsdisgieysyy O
== S S SE s SS S S S S 85 5 5% BT T/S  SMO
9 Citrobacter amalonaticus + - - - - + - + - - - =-|- - - S S I
11 Citrobacter braakii . T S N AL R S I
8 Citrobacter braakii I T R R B S S S
8 Citrobacter freundii + 0+ + - -+ -+ - - e e e S S I
8 Citrobacter spp. e e R S I
8 Citrobacter spp. + + + - - - -+ - - e e e S S I
9 Escherichia coli e T S S S
8 Escherichia coli . T e S S S S
9 Escherichia coli + - o+ - -+ -+ - e e e e e R S I
9 Escherichia coli T T T BT S S I
10 Escherichia coli e R S I
8 Escherichia coli e S S T T R R S I
8 Escherichia coli e S S T T R R S I
8 Escherichia coli R T S e R S I
8 % Escherichia coli + + + - - 4+ -+ - - - - - - - R S I
8 -§ Escherichia coli + + + - -+ -+ - - - e - R R I
8 % Escherichia coli e S S T T R R S I
8 é Escherichia coli T T S S S I
9 E Escherichia coli e e e - S S I
9 Escherichia coli T T S S I
10 Escherichia coli e . S S I
11 Escherichia coli e T T U S S I
11 Escherichia coli T T S S ST S S I
11 Escherichia coli + - o+ - -+ -+ - - - e e - S S I
9 Escherichia coli T S S S
8 Escherichia coli + - o+ - -+ - = = - e . R R S
11 Morganella morganii e S S S
9 Proteus hauseri e S S I
10 Proteus mirabilis e S S I
11 Proteus vulgaris + o+ + - - - -+ - - - - - - R R I
11 Proteus vulgaris T T e S R I
9 Providencia heimbachae . T T N R R R I
9 Rahnella aquatilis + + - - -+ -+ - - - - -4 S S I
8 Serratia fonticola T T S S I
9 Serratia fonticola e S S I
9 Serratia fonticola e S S I
10 Serratia fonticola T e - S S I
10 Serratia fonticola et S S I
10 Serratia fonticola e S S I
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Tabelle 24 fortgesetzt.

Resistenzgene
2
z E 1 < @m oY < S = 0 =2 o0 <= a4 o Antibiogramm
&) < Isolat ST B 8883 s 8 @3 5 E -E E
m = X 8 3 8 8 83 8 8 38 3 338 7 3 TET /5 SMO
10 Serratia fonticola e S S I
E=3
o o . . S S
9 %’g Serratia fonticola + + - - - - -+ - e e e e I
8 £ VYersiniaenterocolitica - - - - - 4+ - + e . S S I
=
9 H Yersinia enterocolitica B e T G - S S I

Tabelle 25 Qualitativer Nachweis von 12 Tetrazyklin- und 3 Sulfonamidresistenzgenen in 4 Isolaten der Fami-
lie der Enterococcaceae aus Eingangsproben der Biogasanlage BGA8.

Resistenzgene
[H]
S E Isolat T2 ITELTQE gy g Antbiogamm
A = 3 3 3 8 3 8 3 8383 838 %¢a a1
TET T/S SMO
8 Enterococcus faecalis + + - o+ - o+ -+ -+ - - - - - S S I
Q
o ,
8 8§Enterococcush1rae S T T T S S I
=0
8 ESEnterococcushirae S R S R S S I
m .
8 Enterococcus pseudoavium - - - + 4+ - - - - - - - - - - R S I

Tabelle 26 Qualitativer Nachweis von 12 Tetrazyklin- und 3 Sulfonamidresistenzgenen in 19 Isolaten der Fa-
milie der Enterobacteriaceae und Enterococcaceae aus Ausgangsproben der Biogasanlagen BGAS,

BGA9 und BGA10.
@ Resistenzgene

< = o

8 Citrobacter freundii + - o+ - -+ - - - - e e S S I
8 Citrobacter spp. R T N AT I S S
8 Hafnia alvei S R T A B N R S S I
8 Hafnia alvei S R T R B S S I
9 % Proteus mirabilis S R S T N R N S S I
8 -§ Proteus mirabilis + - o+ - - - -+ - - e e R S I
9 § Proteus mirabilis S T T N B S S I
9 g Proteus mirabilis S T T N B S S I
9 E Proteus mirabilis S T ST I S S S I
8 Proteus vulgaris T S T AT R S I
8 Providencia heimbachae - - - - - - - - - - - - |- - - R S I
8 Serratia fonticola R S T T T RN ECRE R S S I
8 Serratia proteamaculans - + + + + + - - - - - |4 - - S S I
10 Enterococcus asini S R T N BT B I R I
10 % Enterococcus asini S R T B T T T I R I
10 § Enterococcus faecalis S R T B R B R S I
10 g Enterococcus faecalis S R T B R B R R I
10 E Enterococcus faecium L . T T B N S S I
10 En terococcus pseu- R I R S I

doavium
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Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen ausgewdihlter Isolate aus
Proben der Fermenterstudie
Im Rahmen der Fermenterstudie konnten 62 Isolate aus drei Labormafdstabsfermentern von Se-

lektivmedien isoliert werden. 23 Isolate stammen aus Fermenter 1(Phasel: 12 n, Phase2: 11 n),
20 aus Fermenter 2 (Phasel: 6 n, Phase2: 14 n) und 19 aus Fermenter 3 (Phasel: 10 n, Phase2:
9 n). 58 der Isolate gehoren der Familie Enterococcaceae und vier Isolate der Familie Enterobac-
teriaceae. Der genetische Nachweis von 12 Tetrazyklin- und drei Sulfonamidresistenzgenen ist im
Folgenden dargestellt. Die sechs ARG tetS, tetX, tetQ, tetW, tetO und otrA kénnen in keinem der
Isolate nachgewiesen werden. Durchschnittlich tragen Isolate 0,8 ARG. 21 % der Isolate trugen
das haufigste ARG tetT. Ebenfalls hdufig treten tetB und tetC in 13 % der Isolate auf (Tabelle 27,
Tabelle 28). 48 % der Isolate tragen keins der untersuchten ARG, 32 % tragen ein ARG, und 12 %
zwei ARG. In einem einzigen Isolat (Enterococcus F1, Phase2) kann ein Maximum von fiinf ARG
nachgewiesen werden (Tabelle 28).

Die separate Betrachtung der drei Fermenter zeigt Ahnlichkeiten zwischen dem Kontrollfermen-
ter (Fermenter 1) und den Antibiotika-dotierten Fermentern 2 (tigl. Zugabe:24mg Sulfadiazin,
24 mg Sulfamethazin, 2,5 mg Trimethoprim) und 3(tagl. Zugabe: 14,4 mg Chlortetrazyklin,
14,4 mg Tetrazyklin). In jedem der Fermenter wurden zehn Isolate gewonnen, die keins der un-
tersuchten ARG tragen. 56 % der Isolate in Fermenter 1, 25 % in Fermenter 2 und 52 % in Fer-
menter 3 tragen Tetrazyklinresistenzgene. Sulfonamidresistenzgene werden in 17 % der Isolate
aus Fermenter 1, 10 % aus Fermenter 2 und 16 % aus Fermenter 3 detektiert. TetT tritt als hau-
figstes ARG in Fermentern 2 und 3 auf wahrend Isolate des Kontrollfermenters vermehrt tetM
aufweisen. Durchschnittlich tragen Isolate 0,78 ARG in Fermenter1, 0,75 ARG in Fermenter 2 und
0,89 ARG in Fermenter 3 (Tabelle 27, Tabelle 28).

Beider vergleichenden Betrachtung der Versuchsphasen (Phase 1: tagl. Antibiotikazugabe und
Phase 2: keine Antibiotikazugabe) wird eine Zunahme der ARG-Funde, ARG-tragender Isolate und
des ARG-Spektrums zu Phase 2 in Isolaten der Fermenter 2 und 3 deutlich. Sowohl ARG-Funde,
ARG-tragende Isolate und das Spektrum nachgewiesener ARG ist in Phase 1 im Kontrollfermenter
hoher als den iibrigen Fermentern, nimmt jedoch iiber den Versuchszeitraum leicht ab. Fermenter
2 zeigt eine Zunahme der ARG-Funde um den Faktor vier, eine 2,6-fache Zunahme ARG-tragender
Isolate und eine Erweiterung des ARG-Spektrums um den Faktor 2. ARG-Funde in Fermenter 3
sind in Versuchsphase 2 verdoppelt, wahrend ARG-tragende Isolate und das Spektrum der ARG
um die Faktoren 1,6 und 1,4 zunimmt (Tabelle 27, Tabelle 28).
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Tabelle 27 Qualitativer Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen in 28 Isolaten der Familie der Enterobacte-
riaceae und Enterococcaceae aus Fermenter 1-3 der Fermenterstudie 2013 unter Zugabe von An-

tibiotika.
Resistenzgene
S
<]
£ o
o 9 = < @m Y U oy X S = @ 2T O < |4 o9 m
»n — = Ly = p= » () = Py p=y ey p=y N = = =
g E E Isolat g 8 ® ¥ 8 8 3 3 8 % 8 8|7 & 3
=¥ F <
Enterococcus durans - - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus durans - - - - - -+ - - - - - -+ -
Enterococcus faecium - - - - - - + - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - - -
<]
— § Enterococcus hirae e .
=
3 3] ,
= S Enterococcus hirae - + - - - - - - - - - - - . -
) o
&
g % Enterococcus spp - - - - - -+ - - - - - - - -
= E Enterococcus spp. e .
Enterococcus spp + - - - - - + - - - - - - + -
=)
@ Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - - -
> E
o nterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - - -
T
g Enterococcus spp. - + - - - - - - - - - - - - -
(] .
5 Citrobacter spp. - - - - - - - - - - - - - - -
] .
= B Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - - -
v O 8 .
< £ & Enterococcus faecium B T
b O 3
2 E 8 Enterococcus spp. +
3 & ¢
= 8 Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - - -
=
5 =
3 M Enterococcus spp. e
=
= .
< Citrobacter spp. - - - - - - - - - - - - - - -
Proetus vulgaris - -+ - - - - - - - - - - - .
Enterococcus faecalis - - - - - - - - - - - - - - -
™ Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - - -
I 5}
<] .
£ § Enterococcus hirae e et
v I
E § Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - - -
= 8 g
© Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - - -
s
5 Enterococcus spp. - - - - - - -+ - - - - - - -
Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus villorum - - - - - - - - - - - - - -

Die kultivierungsunabhingige Erfassung von Tetrazyklinresistenzgenen zeigt ein ubiqui-
tires Vorkommen in allen Anlagen ohne Einfluss von Betriebsbedingungen, saisonalen
Schwankungen oder der Anlagenpassage. In Schliisselorganismen der Enterobacteriaceae
und Enterococcaceae hingegen finden die Resistenzmarker nur wenig Verbreitung selbst
unter Applikation spezifischer Antibiotika in der Fermenterstudie und eine reduzierende
Wirkung der Resistenzgene durch den Fermentationsprozess ist erkennbar.
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Tabelle 28 Qualitativer Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen in 34 Isolaten der Familie der Enterobacte-
riaceae und Enterococcaceae aus Fermenter 1-3 der Fermenterstudie 2013 nach Zugabe von Anti-
biotika.

Phase

Resistenzgene

Isolat

Fermenter

Familie
tetA
tetB
tetC
tetG
tetS
tetX
tetM
tetT
tetQ
tetW
tetO
otrA
sull
sul2

+
'
'
'
'
'
'
'
'
'

+
'

Citrobacter koseri

Escherichia coli + - - - - - - - - - - - . +

sul3

Enterococcus durans - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus hirae - + - - - - - - - - - - - -

Enterococcus saccharolaticus - - - - - - - - - - - - . .

Fermenter 1

Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - -

Enterococcaceae

Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - -
Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - -

Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - -

Ohne Antibiotika-Zugabe (Versuchstage 30-60)

Citrobacter koseri - - + - - - - - - - - - - .
Citrobacter koseri + o+ - - - - - - - - - - + -
Citrobacter koseri + - - - - - - - - - - . . R

Escherichia coli - - - - - - - - - - - . . .

Enterococcus durans - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -

Enterococcus hirae - + - - - - - - - - - - - +

Fermenter 2

Enterococcus hirae - - - - - - - - . - . . R R

Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -

Enterococcaceae

Enterococcus spp. - - + - - - - + - - - - - -
Enterococcus spp. - + - - - - - + - - - - - -
Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - -

Enterococcus spp. - - - - - - - + - - - - - -

Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus faecium - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus hirae - -+ - - - - - - - - - - -
Enterococcus spp. - -+ - - - - - - - - - - -
Enterococcus hirae + o+ o+ o+ - - - - - - - - -+

Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - -

Fermenter 3
Enterococcaceae

Enterococcus spp. - - - - - - -+ - - - - - -
Enterococcus spp. - - + - - - -+ - - - - - -

Enterococcus spp. - - - - - - - - - - - - - -

71



ERGEBNISSE

3.4 ERMITTLUNG DES EINFLUSSES BIOTECHNOLOGISCHER VERFAHREN AUF DAS VORKOMMEN
UND DIE PERSISTENZ VON ANTIBIOTIKARESISTENZGENEN IN LANDWIRTSCHAFTLICHEN ABWAS-
SERN

AUSGANGSPROBE EINGANGSPROBE
Fermenter- oder Nachgdrerinhalt inklusive Giille/Mist exclusive NaWaRo
NaWaRo
KULTIVIERUNGSABHANGIG POPULATIONSGENETISCH
GESAMT-DNA

aus Umweltprobe extrahiert

SELEKTIVEMEDIEN

MC Enterobacteriaceae
S&B Enterococcaceae DETEKTION VON ANTIBIOTIKA-RE-
ColSB (anaerob pasteurisiert) anaerobe Sporenbildner SISTENZGENEN

Qualitative Bestimmung mit konserva-
tier PCR

TETRAZYCLIN-RESISTENZGENE
tetA, tetB, tetC, tetG,
tetS, tetX, tetM, tetT,
tetQ, tetW, tetO, otrA

SULFONAMID-RESISTENZGENE
sull, sul2, sul3

QUANTIFIZIERUNG VON RESIS-
TENZGENEN

Quantitative Realtime PCR mit absolu-
ten Vektor-Standards

TETRAZYCLIN-RESISTENZGENE
tetA, tetM, tetO

SULFONAMID-RESISTENZGENE
sul2

Abbildung 18 Ubersicht des methodischen Ablaufs und der verwendeten Testverfahren zur mikrobiologi-
schen Charakterisierung landwirtschaftlicher Abwasserproben.
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Langwierige und materialaufwandige mikrobiologische Methoden sind nétig um die Gefahrdung
durch resistente Pathogene aufklinischer Ebene aufzuklaren. Die molekularbiologische Erfassung
und Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen zur Bewertung der umweltrelevanten Be-
schaffenheit einer Abwasserprobe stellt eine ziigige und 6konomische Alternative dar. Derzeit er-
moglicht diese diese Methode die Darstellung eines sensiblen Trends, dem der methodische und
zeitliche Aufwand kultivierungsabhangiger Verfahren fehlt.

Die Quantifizierung von drei Tetrazyklinresistenzgenen (tetA, tetM und tetO) und einem Sulfona-
midresistenzgen (sul2), die in qualitativen Analysen zuvor ubiquitar bis haufig detektiert werden
konnten, in sowohl Proben des screenings 2012 als auch des Jahresgangs 2013 und der Fermen-
terstudie demonstrieren das Niveau von Resistenzgenen in landwirtschaftlichen Abwassern so-
wie den Einfluss von Antibiotika, Schwermetallen und intensiven Abwasserbehandlungsmetho-
den (Abbildung 18).

3.4.1 Labormaf3stabsversuche zur mikrobiologischen Populationsverschiebung sowie
Entwicklung und Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen iiber den Prozess der
Biogasproduktion

In einer Fermenterstudie wurden drei kontinuierliche Durchflussfermenter unter definierter Zu-

gabe von Antibiotika (AB) in den ersten 30 Versuchstagen, in zwei der Fermenter gegeniiber eines

Kontrollfermenters iiber einen Gesamtzeitraum von 60 Tagen untersucht. Die tagliche Substrat-

zugabe der Durchflussfermenter setzte sich zusammen aus einer Mischung von Rindergiille (von

BGA15 oder BGA14 bezogen) und Maissilage (Abbildung 9). Betrachtet wurde der Einfluss hoher

Antibiotikagaben tber einen kurzen Zeitraum auf das Vorkommen und die Quantitat von Resis-

tenzgenen sowie auf das Wachstum kultivierbarer Schliisselorganismen mit besonderem Augen-

merk auf die Wirkung einer biotechnologischen Barriere zur Verminderung dieser bakteriellen

Kontaminanten.
Sllfllfadiizm_ Chlortetrazyklin

Su‘ amet az.m Tetrazyklin

Trimethoprim
Substrat
BGA15/Giille
BGA15/Maissilage
Substrat
BGA14/Giille
BGA15/Maissilage

Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3 Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3
| tagliche Antibiotikazugabe keine Antibiotikazugabe |
Versuchstag 0 30 60

Abbildung 19 Schematische Darstellung des Versuchablaufs einer Durchflussfermenter-Studie im Labormaf-
stab. In kontinuierlichen Durchflussfermentern wurde der Effekt einer definierten Zugabe von Antibi-
otika (AB) tiber einen Zeitraum von 60 Tagen auf die Fermenterbiologie untersucht. Hierzu wurden
zwei Fermenter in der ersten Versuchsphase (29 Tage) mit tiglicher Antibiotikazugabe (Fermenter 2:
24 mg Sulfadiazin, 24 mg Sulfamethazin, 2,5 mg Trimethoprim; Fermenter 3: 14,4 mg Chlortetrazyklin,
14,4 mg Tetrazyklin) einem Kontrollfermenter (Fermenter 1) ohne Antibiotikazugabe gegeniiber ge-
stellt gefolgt von einer zweiten Versuchsphase ohne Antibiotikazugabe. Die tdgliche Fiitterung der
Durchflussfermenter setzte sich zusammen aus einer Mischung von Rindergiille (von BGA15 oder
BGA14 bezogen) und Maissilage (Verhaltnis 1 zu 3 bezogen auf oTS).

Der Qualitative Nachweis von 12 Tetrazyklin- und drei Sulfonamidresistenzgenen zeigt ein

ubiquitdres Vorkommen der ARG im genetischen Material aus Umweltproben (Tabelle 29). Die

Fermenter 1-3 weisen in der qualitativen Analyse gleichmafdige ARG-Muster auf. Mit Ausnahme
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von sul3 werden alle ARG im Versuchsablauf amplifiziert. Die ARG tetA, tetG, tetS, tetT, tetW, tetO,
otrA und sull sind in allen Versuchsproben nachweisbar. Ein unterschiedliches Nachweismuster
zeigt sich nicht zwischen Fermenter 1-3, sondern zwischen den beiden Versuchsansatzen mit Sub-
strat aus BGA15 und BGA14. Die Beschickung mit Substrat aus BGA15 ermdéglicht den Nachweis
aller ARG mit Ausnahme von tetX und sul3 in allen Versuchsproben. Nur tetC und tetQ werden in
Einzelproben nicht isoliert. Die Untersuchung von Proben mit Substrat aus BGA14 ermdglicht den
Nachweis aller ARG mit Ausschluss von sul3. TetB, tetC, tetM und tetQ werden in den drei Fermen-
tern nur in Proben fortgeschrittener Versuchstage (40 d und 60 d) nachgewiesen. TetX hingegen
nur in Proben der Versuchstage 12 d und 33 d (Tabelle 29).

Tabelle 29 Qualitative Bestimmung der Resistenzgene in Proben der Fermenterstudien mit Substrat aus

BGA14 und BGA15.
BGA 15
Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3
Versuchstage 12 33 40 60 |12 33 40 60 |12 33 40 60
Tetrazyklinresistenzgene
tetA + + + + + + + + + + + +
tetB + + + + + + + + + + + +
tetC + + + + + + + + + + + -
tetG + + + + + + + + + + + +
tetS + + + + + + + + + + + +
tetX - - - - - - - - - - -
tetM + + + + + + + - + + + -
tetT + + + + + + + + + + + +
tetQ + - + + + - + + + + + +
tetW + + + + + + + + + + + +
tetO + + + + + + + + + + + +
otrA + + + + + + + + + + + +
Sulfonamidresistenzgene
sull + + + + + + + + + + + +
sul2 + + + + + + + + + + + +
sul3 - - - -
BGA14
Tetrazyklinresistenzgene
tetA + + + + + + + + + + + +
tetB - - + + - + + - + +
tetC - - + + - - + + - - + +
tetG + + + + + + + + + + + +
tetS + + + + + + + + + + + +
tetX + + - - + + - - + + - -
tetM - - + + - - + + - - + +
tetT + + + + + + + + + + + +
tetQ - - + + - + + - + +
tetW + + + + + + + + + + + +
tetO + + + + + + + + + + + +
otrA + + + + + + + + + + + +
Sulfonamidresistenzgene
sull + + + + + + + + + + + +
sul2 + + + + + + + + + + + +
sul3 - - - - - - - - - -

Eine quantitative Analyse der ARG tetA, tetM, tetO und sul2 in drei Labormafistabsfermentern mit
unterschiedlicher Antibiotikadotierung soll eine deutlichere Darstellung der Folge von Antibioti-
kagaben auf die Distribution und Persistenz von ARG geben. Die Auswahl der ARG erfolgte auf
Grundlage ihres ubiquitiren Vorkommens in qualitativen Untersuchungen in den Abschnitten
3.3.2 und 3.4.1 und zur Einbezugnahme der pravalenten Tetrazyklinresistenz-vermittelnden Me-
chanismen, Efflux-Pumpe und RPP, sowie eines Sulfonamidresistenz-vermittelnden Gens. Abbil-
dung 20 und Abbildung 21 zeigen im linken Darstellungsbereich Kopienzahlen der vier quantita-
tiv untersuchten Resistenzgene in den Fermentern 1-3 tiber den Versuchszeitraum von ca. 60 Ta-
gen mit Substraten der BGA15 (Abbildung 20) und BGA14 (Abbildung 21).
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Die Kopienzahlen aller ARG liegen in einem Bereich zwischen 2,1x1011 (BGA15-tetO-F1-29 d) und
5,5 x1013 (BGA15-sul2-F2-43d) Kopien pro kg Trockengewicht (K/ kg TS). Eine Zunahme der Ko-
pien iiber den Versuchsverlauf aller ARG kann in jedem der Fermenter festgestellt werden. Durch-
schnittlich sind die Kopien in der zweiten Versuchshalfte um den Faktor 2,5 (F1) bis 3,2 (F2) er-
hoht. Im Durchschnitt treten die hochsten Kopienzahlen in Fermenter 3 (4,9x1012K/ kg TS) und
die niedrigsten in Fermenter 1 (3,2x1012 K/ kg TS) auf (Abbildung 20, Abbildung 21).

Kopienzahlen der untersuchten ARG bewegen sich in einem eingeschrankten Bereich mit gerin-
gen Abweichungen zwischen ARG, Fermenter und dem Versuchsverlauf. Sul2 ist das kopienstar-
kste ARG mit durchschnittlich 8,7x1012 K/ kg TS und der deutlichsten Zunahme der betrachteten
ARG in der zweiten Versuchsphase um den Faktor 4,2 in Fermenter 1, 4,3 in Fermenter 2 und 3,0
in Fermenter 3. Das ARG tetM tritt mit durchschnittlich 5,5x1012 K/ kg TS (F1: 3,7E12 K/ kg TS, F2:
5,7E12K/ kg TS, F3: 7,1E12 K/ kg TS) auf mit einer Zunahme in der zweiten Versuchsphase um den
Faktor 1,8 in Fermenter 1 bis 3,4 in Fermenter 2. TetO kann mit einer mittleren Kopienzahl von
1,8x1012 K/ kg TS in allen Fermentern nachgewiesen werden. Die héchsten Kopienzahlen werden
in Fermenter 2 in der zweiten Versuchsphase mit 3,2x1012 K/ kg TS erreicht. Die niedrigsten Ko-
pienzahlen sowohl vor als auch nach dem Phasenwechsel sowie auch die deutlichste Zunahme der
Kopienzahlen ist in Fermenter 1 mit einer Zunahme um den Faktor 3,5 zu sehen. Das kopien-
schwichste ARG tetA mit durchschnittlich 1,7x1012 K/ kg TS zeigt maximale Kopienzahlen in der
zweiten Versuchsphase der Fermenter 2 und 3 mit der deutlichsten Zunahme um den Faktor 2,5
in Fermenter 2 (Abbildung 20, Abbildung 21).

Im Vergleich der zwei Versuchsansatze mit Substraten der BGA14 und BGA15 stellen sich Unter-
schiede zwischen den Substraten heraus. Kopienzahlen der ARG im Versuch mit Substrat der
BGA14 liegen im Bereich von 2,4x1011K/kgTS (BGA1l4-tetA-F2-29d) bis maximal
9,2x1012K/ kg TS (BGA14-tetM-F2-57d) mit einer durchschnittlichen Kopienzahl aller ARG von
1,8x1012 K/ kg TS (Abbildung 20. Abbildung 21). Im Versuch mit Substrat von BGA15 liegen Ko-
pienzahlen hoher bei durchschnittlich bei 6,3x1012K/kgTS in einem Bereich von
2,1x1011 K/ kg TS ((BGA15-tetO-F1-29d) bis 5,5x1013K/ kg TS (BGA15-sul2-F2-43d). Mit Aus-
nahme der Ergebnisse von tetO liegen die Kopienzahlen aller Gene in den Fermentern, dotiert mit
Substrat der BGA15, deutlich hoher als die der BGA14. Am deutlichsten wird dies bei sul2, das
durchschnittlich um den Faktor 11,2 mehr in Versuchsproben von BGA15 amplifiziert werden
kann. Weniger deutlich ist diese Divergenz mit den Faktoren 2,5 fiir tetA und 2,8 fir tetM (Abbil-
dung 20, Abbildung 21).

Kolonie bildende Einheiten der Schliisselorganismen Enterobacteriaceae (MC), Enterococcaceae
(S&B) und anaerobe Sporenbildner (ColSB) wurden erstellt um den Einfluss hoher Antibiotikaga-
ben auf die kultivierbare Fermenterbiologie, insbesondere das Wachstum klinisch relevanter Bak-
terien, zu erfassen. Kolonie-bildende Einheiten der Enterobacteriaceae liegen im Bereich von
9,5x10¢bis 9,3x10°KBE/ g TS. Die durchschnittliche KBE der Laborfermenter liegt am hochsten in
Fermenter 2 mit 2x10°KBE/gTS gefolgt von 8,7x108KBE/gTS in Fermenter 1 und
8,2x108 KBE/ g TS in Fermenter 3. Die Analyse aller Fermenter zeigt im Mittel ein grofieres
Wachstum vor dem Phasenwechsel.
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Antibiotikaresistenzgene [Kopienzahl/kgTS]

I Resistenzgen = Phasenwechsel

Abbildung 20 Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen (tetA, tetM, tetO, sul2) und KBE in einer Fermenterstudie iiber einen Zeitraum von 60 Tagen, mit und ohne
Zugabe von Antibiotika, mit Substrat aus BGA15. Neben einem Kontrollfermenter (Fermenter 1) wurden Fermenter 2 (tagliche Zugabe: 24mg Sulfadiazin, 24 mg Sulfame-
thazin, 2,5 mg Trimethoprim) und Fermenter 3 (tdgliche Zugabe: 14,4mg Chlortetracyclin, 14,4mg Tetracyclin) fiir die erste Versuchsphase von 29 Tagen mit verschiedenen
Antibiotikakombinationen versetzt, gefolgt von einer eben so langen Auswaschphase ohne Antibiotikazugabe. ARG wurden quantifiziert tiber quantitative Real Time PCR
gegen einen absoluten Plasmidstandard mit fiinf definierten Konzentrationsstufen im Triplikat. Abgebildet sind Mittelwerte und Standardabweichungen DNA-Extraktionen
im Triplikat mit 3 Verdiinnungsstufen die wiederum im Triplikat aufgetragen wurden. Kolonie-bildende Einheiten sind abgebildet als Mittelwerte und Standardabweichung
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Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3 Fermenter 1 Fermenter 2 Fermenter 3
Kontrolle Sulfadiazin, Sulfamethazin, Chlortetrazyklin, o )
Trimethoprim Tetrazyklin Kontrolle Sulfadlaz.ln, Sulfametha2|n, Chlortetrazyklin,
tetA Enterobacteriaceae Trimethoprim Tetrazyklin
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tetM —_
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Abbildung 21 Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen (tetA, tetM, tetO, sul2) und KBE in einer Fermenterstudie iiber einen Zeitraum von 60 Tagen, mit und ohne
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Die starkste Abnahme um den Faktor 4,1 findet in Fermenter 3 statt, geringere Erniedrigungen
der KBE zeigen Fermenter 2 um den Faktor 2,7 und Fermenter 1 um 2,2. Ergebnisse des Versuchs
mit Substrat der BGA15 zeigen in allen Fermentern eine hohere KBE als in der BGA14. Dieser Un-
terschied spannt sich von iiber einer Gréfsenordnung in Fermenter 1 und 2 bis zu einem margina-
len Unterschied um den Faktor 1,5 in Fermenter 3.

Wie zuvor in der Gesamtbetrachtung der Enterobacteriaceae zeigt auch die separierte Analyse
der Versuche mit unterschiedlichem Substrat ein durchschnittlich geringeres Wachstum in der
zweiten Versuchsphase. Am stiarksten ausgepragt ist dieses Gefdlle der KBE fiir Versuche beider
Substrate in Fermenter 3 mit einem Riickgang im Bereich einer Gréf3enordnung (Abbildung 20
Abbildung 21).

Das Wachstum der Enterococcaceae liegt im Bereich von 8,6x108bis 2,2x101t KBE/ g TS mit einer
durchschnittlichen KBE von 7,9x101° KBE/ g TS in Fermenter 1, 7,0x101° KBE/ g TS in Fermenter
2 und 6,3x1010 KBE/ g TS in Fermenter 3. Ein Gefille der Bakteriendichte zwischen erster und
zweiter Versuchsphase ist in jedem der Fermenter nachzuvollziehen. Die deutlichste Abnahme
um eine Grofdenordnung findet in Fermenter 3 und 2 statt. Der Vergleich der Versuche mit unter-
schiedlichen Substraten zeigt ein hohere Bakteriendichte in BGA14 bei Betrachtung der
Enterococcaceae. Am ausgepragtesten ist dies in Proben der Fermenter 1 zu erkennen, hier ist die
durchschnittliche KBE um eine Gréfsenordnung hoher. In allen Proben mit Ausnahme von BGA15
Fermenter 1 ist ein deutlicher Riickgang der Enterococcaceae in der zweiten Versuchsphase er-
kennbar. Die ausgepragteste Reduktion um drei Gréf3enordnungen tritt in Fermenter 3 mit Sub-
strat der BGA15 auf (Abbildung 20, Abbildung 21).

Anaerobe Sporenbildner liegen im Bereich von 8,2x108 bis 5,0x1011 KBE/ g TS. Die durchschnitt-
liche KBE schwankt nur leicht zwischen dem maximalen Wert 6,2x101° KBE/ g TS in Fermenter 1,
5,4x1010 KBE/ g TS in Fermenter 2 und dem Minimum 4,8x101° KBE/ g TS in Fermenter 3. Die Ab-
nahme der Sporenbildner iiber den Versuchsverlaufist in jedem Fermenter zu sehen und liegt im
Bereich einer Groflenordnung. Die stiarkste Auspriagung erfihrt dies in Fermenter 2 gefolgt von
Fermenter 3. Die durchschnittliche KBE der Sporenbildner in Versuchsansatzen mit unterschied-
lichem Substrat zeigt erhohte Werte im Versuch mit BGA15 in den Fermentern 2 und 3. Fermenter
1 hingegen zeigt eine hohere Dichte im Versuch mit Substrat der BGA14. In allen Fermentern mit
Substrat der BGA14 tritt eine um eine GréfRenordnung erhéhte durchschnittliche KBE in der zwei-
ten Versuchsphase auf, wiahrend der Versuch mit Substrat der BGA15 eine KBE mit zwei bis drei
Grofdenordnungen niedriger in der zweiten Versuchsphase ausweist (Abbildung 20, Abbildung
21).

Die Fermenterstudie zeigt im Mittel ein vermindertes Wachstum der Schliisselbakterien
Enterobacteriaceae, Enterococcaceae und anaeroben Sporenbildnern iiber die Zeit des
Versuchs und dariiber hinaus eine verstirkte Wachstumshemmung in Fermentern mit Tet-
razyklin-Beigabe. Der Qualitative Resistenzgennachweis zeigt ein ubiquitiares Vorkommen
der ARG in allen Versuchsansitzen mit minimalen Abweichungen aufgrund des Sub-

strateinsatzes von BGA14 bzw. BGA15, wahrend eine Zunahme der ARG-Kopien iiber den
Versuchsverlauf sowohl in dotierten als auch dem Kontrollfermenter auftritt.
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3.4.2 Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen in Substrat und Girrest deut-
scher Biogasanlagen

Die quantitative Bestimmung von vier ARG in flinfzehn realen Biogasanlagen im screening 2012

und drei Anlangen iiber den Jahresgang 2013 ermdglicht die kultivierungsunabhangige Erfassung

von ARG tiber ein weites Spektrum an Analgensystemen, Substraten und eines zeitlichen Verlaufs

von 12 Monaten sowie die Aufklarung des Riickhaltungs- bzw. Eliminierungspotentials des Fer-

mentationsprozesses fiir ARG.

Deutschlandweites screening von Biogasanlagen zur Evaluierung des Prozesseinflusses auf
den Verbleib von Antibiotikaresistenzgenen

Ein stichprobenhaftes screening von Substrat und Garrest 15 deutscher BGA zeigt die Belastung
der Abwasser unterschiedlicher landwirtschaftlicher Betriebssysteme und Barrierefunktion der
Biogasanlagen. Proben der Biogasanlagen 1 bis 15 wurden quantitativ auf die ARG sul2, tetA, tetM
und tetO untersucht. Abbildung 22 stellt die nachgewiesenen Kopienzahlen der vier untersuchten
Resistenzgene in den Substrat- und Garresteproben aus den 15 Biogasanlagen dar.
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Abbildung 22 Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen (tetA, tetM, tetO, sul2) in Girsubstrat
(E) ohne NaWaRo und Girrest (A) von 15 deutschen Biogasanlagen im Screening 2012. Quan-
tifiziert wurde tiber quantitative Real Time PCR gegen einen absoluten Plasmidstandard mit fiinf de-
finierten Konzentrationsstufen im Triplikat. Abgebildet ist die logarithmische Auftragung der Mittel-
werte und Standartabweichungen triplikater DNA-Extraktionen mit 3 Verdiinnungsstufen die wie-
derum im Triplikat aufgetragen wurden.

Kopienzahlen aller ARG liegen im Bereich 108 K/ g TS (BGA12-E-tetO) bis 1014 K/ g TS (BGA15-E-
sul2). Das ARG mit der héchsten mittleren Kopienzahl von 3x1013 K/ g TS in Eingangsproben ist
sul2. Durchschnittliche Kopienzahlen der Gene tetM und tetA in Eingangsproben liegen im Bereich
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1012 K/ g TS, wahrend das kopienschwéachste ARG tetO eine mittlere Kopienzahl von 1011 K/ g TS
aufweist. Ausgangsproben zeigen im Durchschnitt eine niedrigere Kopiendichte fiir alle ARG und
eine andere Verteilung der Haufigkeiten. Das kopienstarkste tetM liegt mit sul2 im Bereich von
1012K/ g TS was einer Reduktion der Kopien um 80 % bei sul2 und 60% bei tetM gleichkommt.
Die kopienschwacheren tetA und tetO liegen im Bereich 1011 K/ g TS und erfahren eine Reduktion
von 65% bei tetA und nur 30 % bei tetO. Auf Fallebene betrachtet zeigen 27 Ausgangsproben eine
geringere Kopienzahl und 33 Ausgangsproben eine hohere Kopienzahl als die entsprechenden
Eingangsproben.

Die vier Anlagen BGA1 und BGA13-BGA15 zeigen eine deutliche Reduktion der Kopienzahlen fiir
jedes untersuchte ARG. Fiir alle dieser Anlagen auf3er BGA15, deren maximale Reduktion bei tetA
zu sehen ist, erfolgt die starkste Reduktion bei sul2. Die Anlage BGA4 zeigt erniedrigte Kopienzah-
len im Ausgang fiir die ARG tetA, tetM und sul2, BGA9 und BGA11 bei tetO bzw. tetM und sul2,
sowie die BGA2 und 3 ausschliefilich bei sul2. Wahrend sul2 nur in fiinf Anlagen keine Reduktion
erfahrt werden die anderen Gene in neun bis 10 Anlagen unvermindert in Ausgangsproben gefun-
den. BGA5-8 und BGA12 zeigen fiir keins der ARG eine Reduktion in Ausgangsproben. In diesen
Anlagen sind alle ARG verstarkt im Ausgang amplifiziert worden, besonders deutlich wird dies in
BGA7 mit einer Zunahme der ARG zwischen ein bis zwei Grofenordnungen.

Die hochsten Kopienzahlen aller Gene der Eingangsprobe, sowie die deutlichste Abnahme zur
Ausgangsprobe treten in der BGA15 auf. BGA7 zeigt die niedrigsten Kopienzahlen fiir tetA, tetM
und sul2 in Eingangsproben, wihrend die niedrigsten Funde fiir tetO in BGA12 auftreten.

Jahresgang dreier ausgewihlter Biogasanlagen zur niheren Bestimmung des Antibiotika-
und Fermentationseinflusses auf Antibiotikaresistenzgene
Im Anschluss an die stichprobenhafte Untersuchung wurden im Jahr 2013 drei der BGA iiber ei-

nem Jahresgang beprobt um den saisonalen Verlauf sowie den direkten Bezug von Ein- und Aus-
gangsproben zu erfassen. Fiinf Probenahmezeitpunkte wurden mit einem Abstand von ca. 60 Ta-
gen gewahlt um die durchschnittliche mittlere Verweilzeit der Substrate in den Anlagen zu Be-
ricksichtigen. Somit ergibt sich eine Korrelation der Eingangsproben zur Ausgangsproben des
darauffolgenden Entnahmezeitpunkts. Die Anlagen BGA1, BGA8 und BGA15 wurden auf Grund
der Erkenntnisse der screenings 2012 zur ndheren Betrachtung ausgewahlt. BGA1 stellt eine mo-
derat belastete Anlage mit leichter Barrierefunktion, BGA8 eine leicht belastete Anlage mit sehr
geringer oder keiner Riickhaltung der ARG und zuletzt BGA15 mit starker Belastung und sehr aus-
gepragtem Gefdlle der Kopienzahlen zu Ausgangsproben dar. Die Ergebnisse der quantitativen
Analyse sind in Abbildung 23 dargestellt.

ARG liegen in allen drei Anlagen in einem Bereich zwischen 7,8 x101°K/gTS und
1,1 x10** K/ g TS in Eingangs- und zwischen 7,3 x1019K/ g TS und 1,6 x1013 K/ g TS in Ausgangs-
proben mit einer durchschnittlichen Dichte von 1,1 x1013 K/ g TSbzw. 1,6 x1012K/ g TS sowie ei-
ner mittleren Reduktion um 85 % zu Ausgangsproben. In Eingangs- und Ausgangsproben aller
Anlagen zeigt sich sul2, mit durchschnittlich 2,8 x1013 K/ g TS bzw. 3,8 x1012 K/ g TS, als kopien-
starkste ARG mit der ausgepragtesten Abnahme zu Ausgangsproben um 86 %. In derselben Gro-
Benordnung bewegt sich tetM. Die mittlere Kopienzahl liegt bei 1,0 x1013K/ g TSin Eingangs- und
2,0x1012K/ g TS in Ausgangsproben mit einer Reduktion von durchschnittlich 80 %. Die mittle-
ren Kopienzahlen der ARG tetA und tetO liegen sowohl in Eingangs- als auch Ausgangsproben um
eine Grofdenordnung niedriger als die der anderen ARG. Die durchschnittliche Abnahme der Ko-
pienzahlen in Ausgangsproben ist ebenfalls geringer bei 79 % bzw. 74 %.
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BGA15 zeigt mit durchschnittlich 2,4 x1013K/ g TS in Eingangs- und 3,0 x1012K/ g TS in Aus-
gangsproben die hochste ARG-Dichte sowie die ausgepragteste Reduktion tiber den biotechnolo-
gischen Prozess um knapp 90 %. Die Anlage mit der zweithochsten ARG-Belastung ist BGA1. ARG
liegen zwischen 4,86x1012K/ g TS in Eingangs- und 9,3 x1011K/ g TS in Ausgangsproben und wer-
den um durchschnittlich 80 % reduziert. Die geringsten Kopienzahlen finden sich in BGA8 mit
durchschnittlich 2,3 x1012K/ g TS in Eingangs-, 9,1 x1011K/ g TS in Ausgangsproben und einer
Abnahme der ARG um 60 %.

tetA tetO

tetM sul2

BGA1l

1,E+14

1,E+11 i - M -

1,E+11 -

1,E+08 -

BGA15
1,E+14 -

1,E+11 - T M

1,E+08 -

Feb. 13 Apr. 13 Jul. 13 Okt. 13 Jan. 14 Feb. 13Apr. 13 Jul. 13 Okt. 13Jan. 14Feb. 13Apr. 13 Jul. 13 Okt. 13Jan. 14 Feb. 13 Apr. 13 Jul. 13 Okt. 13 Jan. 14

B Resistenzgen Eingang Resistenzgen Ausgang

Zeitpunkt der Probenahme

Abbildung 23  Quantitative Erfassung von Antibiotikaresistenzgenen (tetA, tetM, tetO, sul2) in Girsubstrat

(E) ohne NaWaRo und Girrest (A) von BGA1, BGA8 und BGA15 beprobt iiber den Jahresgang
2013 mit 5 Messpunkten. Quantifiziert wurde tiber quantitative Real Time PCR gegen einen abso-
luten Plasmidstandard mit fiinf definierten Konzentrationsstufen im Triplikat. Abgebildet ist die lo-
garithmische Auftragung der Mittelwerte und Standartabweichungen DNA-Extraktionen im Triplikat
mit 3 Verdiinnungsstufen die wiederum im Triplikat aufgetragen wurden.

Von insgesamt 48 Fillen konnte in 38 eine Abnahme der ARG in Ausgangsproben festgehalten
werden. BGA15 zeigte in jedem entsprechenden Paar von Eingangs- und Ausgangsproben eine
deutliche Reduktion der Kopienzahlen. In BGA1 treten in 13 der 16 betrachteten Falle geringere
Kopienzahlen im Ausgang auf. Zunahmen innerhalb einer Gréf3enordnung treten bei tetA im Aus-
gang 13.4 und tetO in den Ausgangen 13.2 und 13.3 auf. BGA8 zeigt nur in 9 der Falle reduzierte
Kopienzahlen in Ausgangsproben. Besonders pragt sich dies bei tetO mit einer Zunahme der Ko-
pien von einer Grofienordnung in drei der vier Probenpaar aus. Aber auch tetM mit den Ausgangs-
proben 13. 2 und 13.4, tetA und sul2 mit den Proben 13.4 bzw. 13.2 zeigen eine Zunahme in Aus-
gangsproben.
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Saisonale Schwankungen oder signifikante Einzelereignisse konnen fiir keine der Anlagen ver-
zeichnet werden.

Generell werden alle der betrachteten ARG ubiquitiar auf hohem Niveau jedoch mit einer
niedrigeren Kopienzahl und anderen Verteilung in Ausgangsproben detektiert. Mit abneh-
mender Haufigkeit und einer entsprechend verminderten Reduktion treten sul2, tetM, tetA
und das kopienschwichste tetO in allen Anlagen auf. Sowohl das ARG-Niveau als auch die
Reduktionseffizienz zeigt anlagenspezifische Unterschiede mit maximalen Werten in
BGA15 sowie dem niedrigsten Aufkommen in BGA7 im screening bzw. BGA8 im Jahresgang.
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IV. DISKUSSION

Die moderne Landwirtschaft produziert neben Lebensmitteln und Tiernahrung grofle Mengen
Abwisser die durch die Freisetzung mikrobiologischer Risikofaktoren, sowie Schwermetall- und
pharmazeutischen Riickstianden Risiken fiir die menschliche Gesundheit und die Umwelt darstel-
len (Wings and Dott 2015).

Diese Studie untersucht das Vorkommen resistenter und potentiell pathogener Mikroorganismen
iiber kultivierungsabhédngige Methoden sowie in einem populationsgenetischen Ansatz die Ver-
teilung und Persistenz genetischer Rsistenzmarker in landwirtschaftlichen Abwassern.

In einem zweistufigen screening-Programm mit Substrat- und Garrestproben fiinfzehn deutscher
Biogasanlagen sowie der eingehenden Betrachtung dreier Anlagen liber einen Jahresgang mit fiinf
Probezeitpunkten wird das Risiko der Ausbringung unbehandelten Abwassers auf Ackerland und
das hygienisierende bzw. riickhaltende Potential der biotechnischen Barriere erfasst.

4.1 CHEMISCH-ANALYTISCHE CHARAKTERISIERUNG LANDWIRTSCHAFTLICHER ABWASSER IN
DEUTSCHLAND

Neben der Verbreitung mikrobiologischer Verunreinigungen birgt die moderne Tierproduktion
als Quelle fester, fliissiger und gasformiger Emission auch chemische Risiken fiir die Umwelt.
Landwirtschaftliche Abwdsser tragen iiberschiissige Mengen der Pflanzennédhrstoffe Stickstoff
und Phosphor in Boden, Grund- und Oberflichenwasser ein und verursachen eine Eutrophierung
dieser Umweltkompartimente sowie den Eintrag in Trinkwasseraufbereitungssysteme (Hartung
etal. 2001). Aber auch Schwermetalle wie Kupfer und Zink werden, in Dosen weit iiber ihrer phy-
siologischen Notwendigkeit, aufgrund ihrer mikrobioziden und leistungsférdernden Wirkung als
Futtermittelzusatze appliziert (Hartung et al. 2001). Dies fiihrt zu hohen Konzentrationen sowohl
in Abwasser als auch Boden und Gewasser und der Promotion resistenter Bakterien (Yazdankhah,
Rudi, and Bernhoft 2014). Die Stoffeintrdge durch landwirtschaftliche Aktivititen werden weder
auf EU-Ebene noch in Deutschland im Bodenschutzrecht geregelt und auch nur bedingt im Was-
serhaushaltsgesetz reguliert (Maurer and Maissen 2009; Wasserhaushaltsgesetzt 2009).

4.1.1 Chemische Charakterisierung von 15 Biogasanlagen
Die pH-Werte Eingangsproben des screenings liegen zwischen 7 und 7,8 und in Ausgangsproben

starker im alkalischen Bereich zwischen 7,8 und 8,9. Diese Werte entsprechen Literaturwerten
mesophiler Anlagen. Ein basischerer pH in den thermophilen Anlagen BGA11 und BGA12 kann
jedoch abweichend nicht bestatigt werden (Adolph, Beck, and Jungbluth 2004; Mahnert 2007). Im
Jahresgang kann dieser Zusammenhang nur fiir BGA15 festgestellt werden. BGA1 und BGAS8 zei-
gen zum Teil ibersduerte Garrestproben. Mdahnert kann 2007 in einer Studie mit kontinuierlichen
realen Anlagen eine Ubersiduerung des Fermenterinhalts zwischen der 30. und 40. Woche meso-
philer Vergarung von Maissilage und Rindergiille feststellen. Mit Gesamtverweilzeiten von 380
bzw. 270 Tagen liegen BGA1 und BGA8 in diesem Bereich wahrend, BGA15 mit 130 Tagen deutlich
niedriger liegt.

Da Eingangsproben der vorliegenden Studie nur tierische Abwdasser mit geringen Anteilen Ein-
streu und Futtermittel enthalten, die Ausgangsproben jedoch dem Fermenter bzw. Nachgarer in-
klusive NaWaRo entnommen wurden ist mit Unstimmigkeiten zwischen Trockensubstanzen und
organischer Trockensubstanz der Anlagen zu rechnen. Ein Abbau der Trockensubstanz durch die
Umwandlung in Biogas bis zu 80 % kann sowohl in batch-Versuchen, als auch realen Anlagen er-
reicht werden (Puchas 2006; Wolters et al. 2016; Fernandez, Porrier, and Chamy 2001). Eine voll-
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stdndige Umwandlung des oTS kann jedoch aufgrund schwer abbaubarer Anteile, wie Lignin so-
wie der Neubildung mikrobiologischer Biomasse wahrend der Fermentation nicht erwartet wer-
den (Weifsbach 2008). Mahnert (2007) beschreibt einen Zusammenhang von abnehmendem oTS-
Abbau bei h6herer Raumbelastung, niedrigerer Temperatur und geringerem Anteil, von NaWaRo
im Garsubstrat. Tatsachlich zeigen Anlagen mit sehr hohem NaWaRo-Anteil wie BGA11 mit 98 %
und BGA13 mit 97 %, sowie Anlagen mit thermophilen Prozessbedingungen keine auffallenden
oTS-Werte in Ausgangsproben. Bei der Betrachtung der Trockensubstanzen wird jedoch deutlich,
dass grofde Anteile von Mist insbesondere Gefliigelmistin BGA12 zu erh6hten Werten in Eingangs-
proben fiihren. Auch eine Bilanzierung des gelésten organischen Kohlenstoffs und des chemi-
schen Sauerstoffbedarfs ist aufgrund des unbekannten Eintrags durch NaWaRo nicht méglich.
Beide Summenparameter zeigen jedoch erhdhte Werte in Eingangsproben mit Mistanteil und las-
sen eine deutliche Reduktion organischen Verbindungen iiber den Prozessverlauf vermuten, da
auch teilweise erhohte Werte in Ausgangsproben nicht dem Eintrag der NaWaRo entsprechen,
der zwischen 50 % und 97 % der Raumbelastung ausmacht.

Die Anreicherung von Stickstoff in Ausgangsproben entsteht da Ngs nicht iber die Gasproduktion
der Biomasse entzogen wird, sondern im Reaktor verbleibt. Ein hoher spezifischer Gasertrag des
Substrats geht mit einem Verlust von Kohlen- und Wasserstoff einher und verschiebt das Kohlen-
stoff-Stickstoff-Verhaltnis im Garrest. Eine geringere Gasausbeute von Giille und Mist fithrt dem-
nach zu einer geringeren Ngs - Anreicherung als die Vergarung von NaWaRo (Mahnert 2007).
Aber auch der Ursprung des tierischen Substrats kann einen grofden Einfluss auf Ng in Eingangs-
proben haben. UbermiRige Proteingehalte und mangelnde Qualitit des Proteinangebots in Fut-
termitteln der Viehwirtschaft, insbesondere der Schweinemast fithrt zu vermehrter Ausscheidung
von Nahrungsprotein (Hartung et al. 2001). Weder der proteinreiche Abfluss aus Mastbetrieben
insbesondere Schweinemast in BGA1 - BGA3, BGA6 und BGA13, noch Anlagen mit hohem Na-
WaRo-Anteil wie BGA11 und BGA13 zeigen auffillige Nges-Werte in Ausgangsproben. Es zeichnet
sich jedoch ein Zusammenhang zwischen einem hohen spezifischen Gasertrag der Anlagen, wie in
Abbildung A1 im Anhang ersichtlich, und der Akkumulation von Nges in Ausgangsproben ab.

Phosphat ist ein essentieller Nahrstoff fiir Vieh und Mikroorganismen, kann jedoch in hohen Kon-
zentration toxisch wirken (Mahnert 2007). Ahnlich wie bei Stickstoff resultieren hohe Phosphat-
Emissionen aus der Tierhaltung aus einem Phosphat-Surplus der Futtermittel von 70 %, der aus-
geschieden wird und sich in Giille und Mist anreichert (Hartung et al. 2001). Literaturangaben
beschreiben einen Riickgang von iiber 50 % der Phosphat-Werte liber den Prozessverlauf mit
Konzentration in Abflussproben von 2 - 6 g/ kg TS (Mahnert 2007). Ein derartiger Zusammen-
hang kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht reproduziert werden, da der Eintrag von
sowohl Phosphat als auch Ngs liber die NaWaRo nicht erfasst wird.

Sowohl die vorliegenden Ergebnisse als auch Literaturangaben zur chemischen und physikali-
schen Beschaffenheit von Substrat und Garresten schwanken stark aufgrund der Vielfalt variabler
Parameter, wie die Substratzusammensetzung, die physikalische Beschaffenheit der Anlagen und
die Prozessbedingungen, jedoch kann eine Steigerung der Umweltvertraglichkeit landwirtschaft-
licher Abwasser nicht ausgeschlossen werden (Mahnert 2007; Weiland 2010; Weiland 2003).

4.1.2 Bewertung der Kupfer- und Zink- Belastung von Umwelt und Acker durch Abwasser
aus Biogasanalgen
Schwermetalle wie Zink, Kupfer, Cadmium, Chrom und Nickel werden in der Viehwirtschaft als

Néahrstoffe fiir Vieh und Mikroorganismen aber auch als Umweltschadstoffe betrachtet (Mudhoo
and Kumar 2013; Monteiro, Lofts, and Boxall 2010; Yazdankhah, Rudi, and Bernhoft 2014;
Hartung et al. 2001). Sie sind essentielle Spurenelemente, die wichtige Strukturkomponenten o-
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der regulatorische Co-Faktoren einer breiten Palette an Enzymen in verschiedenen Stoffwechsel-
wegen in Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen darstellen (Yazdankhah, Rudi, and Bernhoft
2014). Zu hohe extrazellulare Konzentrationen haben jedoch eine toxische Wirkung (Moghaddam
and Jahanian 2009). Insbesondere Kupfer und Zink werden im Uberfluss mit fiinfzig- bis hundert-
facher Dosis der physiologischen Notwendigkeit in Futtermittelzusdtzen und therapeutischen
Komponenten eingesetzt um ihren antibiotischen Effekt prophylaktisch zur Kotstabilisierung und
Leistungsforderung zu nutzen (Hartung et al. 2001; Mudhoo and Kumar 2013).

Kupfer und Zink kénnen in Konzentrationen von 16 - 101 mg/kgTS (Cu) und 49 - 593 mg/ kg TS
(Zn) in Eingangs- und Ausgangsproben detektiert werden und entsprechen den Literaturangaben
(Larney et al. 2014; Mahnert 2007). Eine Anreicherung von Metallen im Fermenter findet auf-
grund des kontinuierlichen Systems nicht statt.

Auffallig hohe Werte im Bereich 167 mg/ kg TS Kupfer und 1.169 mg/ kg TS Zink treten aus-
schliefilich im Feststoff der Eingangsprobe von BGA6 auf und lassen sich nicht im wassrigen Eluat
oder der Ausgangsprobe dieser Anlage wiederfinden. Dies deutet, im Gegensatz zu einer regelma-
Bigen Futterzusetzung, auf ein Einzelereignis im Sinne von Klauenbehandlung oder pharmazeuti-
scher Anwendung von Praparaten mit hohem Kupfer- und Zinkgehalten hin. Eine Prozesshem-
mende Wirkung der hohen Metallgehalten wie sie von Mdhnert (2007) unterstellt wird kann nicht
bestatigt werden.

Der Eintrag von Schwermetallen in die Biogasanlagen iiber NaWaRo kann nicht ausgeschlossen
werden. Zwar zeigt die untersuchte Einzelprobe von Maissilage der BGA15 nur geringe Metall-
gehalte, jedoch bleibt die Belastung von Kofermentern anderer Anlagen unklar. Peralta-Videa et
al. (2009) beschreiben die Akkumulation von Metallverbindungen insbesondere Arsen, Cadmium,
Chrom und Blei in Nahrungs- und wildwachsenden Pflanzen.

Die wéssrige Verfiigbarkeit und resultierende Bioverfiigbarkeit von Kupfer liegt bei 10 % und ist
in Ausgangsproben leicht erh6ht; Zink hingegen zeigt nur eine geringe Loslichkeit. Ausschliefilich
in BGA12E und BGA13A tritt Zink im wassrigen Eluat auf. Beide Anlagen zeichnen sich durch ihr
Substrat tierischer Herkunft aus, da die Abwésser aus der Gefliigel- und Schweinemast nicht durch
andere weniger belastete Abwasser aus Milchviehhaltung oder Rindermast verdiinnt werden.
Auffalligkeiten des pH-Werts konnen nicht als Erklarung hoher Loslichkeiten in Betracht gezogen
werden. Ein Zusammenhang zwischen dem erh6hten Nachweis im wassrigen Eluat und der Kup-
ferkonzentration im gesamten Probenmaterial kann jedoch festgestellt werden.

Der durchschnittliche Transfer von Kupfer und Zink auf landwirtschaftliche Flachen durch
Schweinegiille liegt bei durchschnittlich 0,4 kg Kupfer und 0,8 kg Zink pro Hektar im Jahr, was die
Eliminierung durch Feldfriichte um den Faktor 20 bzw. 4 iibersteigt (Hartung et al. 2001). Die
geringe Loslichkeit der Metalle, wie sie auch in der vorliegenden Studie bestatigt werden fiihren
zu einer Akkumulation in Ackerboden.

Trotz tibermafiiger Fiitterung mit Metallverbindungen liegen die Werte in Proben der vorliegen-
den Studie deutlich unter den angegebenen Grenzwerten zur Schlammapplikation auf landwirt-
schaftliche Flachen (AbfKlarV 1992). Neben einer weiteren Begrenzung der zugelassenen Kon-
zentrationen fiir Kupfer- und Zinkverbindungen bei der Fiitterung in Mastbetrieben kann die Pas-
sage der Biogasanlage durch Erh6hung der wassrigen Verfiigbarkeit die Akkumulation von
Schwermetallen in Nutzbdden reduzieren.
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4.2 ERFASSUNG DES MIKROBIELLEN SPEKTRUMS IN SUBSTRAT UND GARREST DEUTSCHER BIOGAS-
ANLAGEN UBER KULTIVIERUNGSABHANGIGE POPULATIONSUNTERSUCHUNGEN

Eine Gegeniiberstellung von Substrat und Garrest fiinfzehn deutscher Biogasanlagen ermdglicht
die Bewertung des Riickhaltungs- bzw. Eliminationspotentials der biotechnologischen Barriere in
Bezug auf die Pravalenz medizinisch relevanter Schliisselorgansimen aus landwirtschaftlichen
Abwaissern. Kolonie-bildende Einheiten (KBE) auf diversen Komplex- und Selektivmedien sowie
eine stichprobenhaft erstellte Isolatbibliothek ermdoglichen eine genaue Charakterisierung des
kultivierbaren Artenspektrums sowie eine Bewertung der genutzten Wachstumsmedien fiir diese
komplexen Probenmatrizes.

4.2.1 Mikrobielle Diversitit des kultivierbaren bakteriellen Spektrums in Substrat und
Garrest von Biogasanlagen.
Die Gesamtzahl Kolonie-bildendender Einheiten sowohl mesophiler oligotropher (kultiviert auf

R2A) als auch anspruchsvoller Bakterien (kultiviert auf CASO) liegt in Ausgangsproben der Bio-
gasanlagen im screening 2012 zwischen ein bis zwei Zehnerpotenzen unter dem Nachweis der
Substrate. Die einjahrige Begleitung der BGA8 in 2013 zeigte ebenfalls einen reduktiven Trend in
Gesamtzahlen der KBE. Die Reduktion kultivierbarer Bakterien sowie eine Verschiebung der bak-
teriellen Gemeinschaft iiber die Passage der Biogasanlagen durch thermische und anaerobe Pro-
zesse ist mehrfach beschrieben (Sahlstrom 2003b; Watcharasukarn et al. 2009; Fliegerova et al.
2012; Eikmeyer et al. 2013). Fliegerova et al. (2012) zeigen mit kultivierungsunabhingigen Me-
thoden (Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese und realtime PCR) qualitative und quan-
titative Veranderungen der Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft in zwei mesophilen Bi-
ogasanlagen, die mit Schweinegiille bzw. Schweinegiille und Maissilage beladen werden. Die
Diversitiat des bakteriellen Spektrums erweist sich grofier in Substratproben beider Anlagen,
wahrend die Anlage mit Zugabe von NaWaRo ein generell niedrigeres Diversitatsspektrum auf-
weist als die Kontrollanlage. Neben dem Riickgang Kolonie-bildender Einheiten in allen Anlagen
treten Unterschiede zwischen den fiinfzehn Biogasanlagen auf. BGA6 sticht mit dem maximalen
bakteriellen Wachstum auf CASO als auch auf R2A heraus. Als Substrat dient eine Mischung aus
Schweinegiille, Milchviehgiille und -mist sowie der hauptsachliche Kofermentern Maissilage (Ta-
belle A1). Die mesophile Anlage liegt mit einer maximalen Verweilzeit von 240 Tagen, einer in-
stallierten Leistung von 350kW und einem Hauptfermentervolumen von 2000 m3, im mittleren
Bereich der betrachteten Biogasanlagen. BGA8 und BGA10 zeigen ebenfalls erhohte KBE auf bei-
den Medien trotz sehr unterschiedlicher Bedingungen in sowohl Substrat als auch Verweilzeit und
Leistung der Anlagen. BGA14 zeigt als einzige Anlage eine erhdhte KBE in Ausgangsproben auf
dem Medium CASO auf, die jedoch nicht auf R2A zu finden ist.

Sowohl die thermophilen und leistungsstarksten Anlagen BGA11 und BGA12 als auch BGA9, die
leistungsschwachste Anlage, betrieben mit 6kologischer Milchviehgiille und keinem Zusatz von
Energiepflanzen, zeigen kein erhdhtes Wachstum mesophiler anspruchsvoller bzw. oligotropher
Bakterien. Einzig BGA7 ldsst mit einer generell geringen KBE einen direkten Riickschluss auf das
eingesetzte Substrat aus Lebensmittelabfillen mit einem verschwindenden Anteil von Milchvieh-
gllle zu (Tabelle A1). Abweichungen zwischen Substrat und Garrest konnen auf die fehlende Kon-
tinuitat der stichprobenhaft genommenen Eingangs- und Ausgangsproben im screening zuriick-
zuflihren sein. Eine Verdiinnung des Probenmaterials von Eingangsproben (Giille und Mist) zu
Ausgangsproben, die den Fermenter- bzw. Nachgarerinhalt inklusive NaWaRo reprasentieren, ist
aufgrund des Biomasseverlusts durch Gasproduktion als vernachldssigbar einzustufen. Trotz teil-
weise hoher Beigaben nachwachsender Rohstoffe tritt eine Reduktion der KBE in Anlagen mit ge-
ringer bzw. keiner Zugabe von NaWaRo gleichermafien auf. Jedoch haben sowohl Witterungsbe-
dingungen, jahreszeitliche Schwankungen wie, unter anderem Futtermittelverfiigbarkeit als auch
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Lagerungsbedingungen und -zeiten, der NaWaRo einen Einfluss auf die Beschaffenheit der bakte-
riellen Gemeinschaft in Substrat und Garrestproben gezeigt (Cook et al. 2010).

Anaerobe Sporenbildner (kultiviert anaerob, nach Pasteurisierung auf ColSb, 37°C) kdnnen in elf
Anlagen vermehrt in Ausgangsproben mit einem durchschnittlichen Anstieg von einer Grofien-
ordnung erfasst werden. BGA5, BGA11, BGA13 und BGA15 zeigen eine geringere KBE in Aus-
gangsproben, die ebenfalls einer durchschnittlichen Reduktion von einer Gréf3enordnung gleich-
kommt. Die Ergebnisse der mehrfach-Beprobung von BGA8 in 2013 zeigen eine Organismenzahl
von 10% bis 105KBE/gTS in Eingangs- und Ausgangsproben mit einer Einzelspitze bei
107 KBE/g TS im Eingang 13.2. Zusammensetzung, Lagerbedingungen und -dauer silierter Na-
WaRo resultieren in veranderbaren Ladungen anaerober Sporenbildner in Kofermentern und so-
mit zu einem komplexen und flief3enden Einfluss auf die Zusammensetzung der bakteriellen Ge-
meinschaft in Garrestproben. Die Stichprobe frischer Maissilage aus BGA15 (NaWaRo) weist an-
aerober Sporenbildner von 107 KBE /kg TS auf. Vissers et al. (2007) zeigen ebenfalls Sporen von
Buttersaurebakterien in verschiedenen Silagen, Einstreumaterial und Fakalien jedoch mit einer
durchschnittlich dreimal hoheren Sporenzahl in Fakal- als Silageproben. BGA11 und BGA12 haben
die hochsten Einsdtze von Maissialge, mit 36 und 25 t TS/d, jedoch ein niedriges bis mediales
Wachstum anaerober Sporenbildner. Die Ergebnisse ermoglichen keinen abschlieféenden Nach-
weis der Wirkung grofder Mengen Silage als Kofermenter auf die KBE anaerober Sporenbildner,
trotz dessen Silage als eine bedeutende Quelle der Verunreinigung von Milch-und anderen tieri-
schen Produkten mit Sporen und sporenbildenden Bakterien betrachtet wird (te Giffel et al.
2002). Sporenbildende Bakterien (zum Beispiel Bacillus spp. und Clostridium spp.) konnen jedoch
Pasteurisierung und Fermentation iiberleben und nehmen aktiv an der Biogasproduktion (Bagge
etal. 2010) teil, was eine stabile bis steigende Anzahl anaerober Sporenbildner in den untersuch-
ten Proben erklart. Wahrend Cook et al. (2010) in einer anaeroben Schweinegiillelagune im Laufe
eines Jahres saisonale Fluktuationen diverser Arten anaerober Sporenbildner zeigen kann, blei-
ben einige Clostridien unbeeinflusst vom Zeitpunkt der Probenahme. Dies unterstiitzt die Ergeb-
nisse des einjahrigen Probenahmezyklus von BGAS8, die aufder einem zufilligen Maximum in der
Eingangsprobe 13.3, iiber die restlichen Probenhamen konstant bleibt. Eine Reihe von Griinden,
wie Anderungen in der Futterqualitit durch Lagerung, unsachgemifle Anwendung und kontami-
niertes Futtermittel, sowie Infektionen des Tierbestands konnen zur Erklarung herangezogen
werden.

Enterobacteriaceae werden auf den Selektivmedien fiir Salmonella und Shigella (Salmonella-Shi-
gella) sowie auf den EMB und MC kultiviert. Dreizehn Anlagen zeigen im Ausgang eine um durch-
schnittlich zwei Grofdenordnungen reduzierte KBE. Zwei Anlagen (BGA3 und 4) zeigen jedoch eine
erhohte Organismendichte im Ausgang. Eine Abnahme der Enterobacteriaceae ist in Ausgangs-
proben zu beobachten. Eine erhdhte Dichte um drei Gréfienordnungen wird im Ausgang der Le-
bensmittel-fermentierenden Anlage BGA7 beobachtet. Obwohl sie als fakultativ anaerobe, meso-
phile Organismen an die Bedingungen des Fermentationsprozesses angepasst sind, konnte in den
verschiedenen Garresten eine um ein bis zwei Zehnerpotenzen geringere KBE als in den Substra-
ten ermittelt werden. Die hygienisierende Wirkung von Warmebehandlung und Fermentation
landwirtschaftlicher Abwasser, insbesondere auf gramnegative Organismen wurde zuvor be-
schrieben. Watcharasukarn et al. (2009) zeigen, in frischer Kuhgiille iiber einen Zeitraum von 15
Tage bei 37 ° C, eine signifikante Reduktion von E. coli von 105 KBE/ ml bis zur Nachweisgrenze.
Schauss et al. (2015) entwickelten ein selektives Voranreicherungs-Verfahren, das die Anwesen-
heit von ESBL-produzierenden E. coli in Ausgangsproben der hier untersuchten Biogasanlagen
zeigt. Dies lasst ableiten, dass die Ladung kultivierbarer Enterobacteriaceae und somit klinisch
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relevanter Schliisselorganismen durch die Prozessbedingungen reduziert, jedoch nicht eliminiert
werden. Die Reduktion(Sahlstrom 2003b)

Enterococcaceae wurden auf zwei selektiven Medien (Slanetz & Bartley und Galle Esculin Azid,
37° C) kultiviert und treten mit einer um durchschnittlich 2,1 Gréf3enordnungen reduzierten KBE
in Ausgangsproben auf. Auch Kolonie-bildende Einheiten auf dem Antibiotika-angereicherten
CHROMagar VRE Medium sind in Ausgangsproben durchschnittlich um zwei Zehnerpotenzen ver-
mindert. Eine Studie von Watcharasukarn et. al. (2008) zeigt eine signifikante Reduktion von
Enterococcus faecalis in frischem Kuhdung der 37 ° C fiir 15 Tage, 55 ° C fiir 48 h und 70 ° C fiir
24 h inkubiert wurde. Trotzdessen wird E. faecalis aufgrund seiner Warmebestandigkeit als Indi-
kator Organismus zur Evaluation der Pathogen-reduzierenden Wirkung meso- und thermophiler
Biogasanlagen genutzt.

Auf Selektivmedien fiir Staphylococcaceae (Mannit-Salz-Agar) ist eine generelle Reduktion der
KBE zu verzeichnen. Nur vier Anlagen zeigen héhere Zahlen an kultivierbarer Bakterien in Aus-
gangsproben von bis zu zwei Grofdenordnungen in BGA7. Auf CHROMagar MRSA zeigen sechs An-
lagen zeigten eine geringe Zunahme der Bakterienlast unterhalb einer Gréfienordnung wahrend
neun eine Reduktion von bis zu zwei GréofRenordnungen in Ausgangsproben aufweisen. BGA6, 8,
11, 12 und 15A zeigen kein Wachstum.

Die reduzierende Wirkung der Prozessbedingungen realer Biogasanlagen auf potentiell patho-
gene Schliisselorganismen der Enterobacteriaceae, Enterococcaceae und Staphylococcaceae wer-
den von anderen Studien bestétigt (Sahlstrom 2003b; Juliana Alves Resende et al. 2014; Iwasaki
et al. 2011). Iwasaki et al. (2011) untersuchten thermophile und mesophile Biogasanlagen iiber
einen Zeitraum von 90 Tagen. Nachweisbare Zahlen coliformer Bakterien und Enterococcus-Spe-
zies konnen in Ausgansproben thermophiler Anlagen nicht, in beiden mesophilen Anlagen jedoch
in verminderter Anzahl nachgewiesen werden. Beneragama et al. (2013) kénnen die Eliminierung
verschiedener multiresistenter Bakterien durch die anaerobe Vergarung landwirtschaftlicher Ab-
wasser bei 55 ° C und eine Reduktion von 90 % bei mesophilen Temperaturen zeigen.

Resende et al. (2014a) zeigen durch die selektive Anreicherung von Enterobakterien, nicht-fer-
mentierenden gramnegativen Stabchen und grampositive Kokken eine unvollstidndige Eliminie-
rung aller Bakterien nach 60 Tagen mesophiler anaerober Fermentation von Rindergille. Der
qualitative Nachweis multiresistenter Bakterien erfolgt hier jedoch sowohl in Zu- und Ablaufpro-
ben.

Aufgrund unspezifischen Wachstums sowohl auf Komplexmedien als auch Selektivmedien und
CHROMagar ist eine abschliefiende Bewertung der eliminierenden bzw. reduzierenden Wirkung
der betrachteten Prozessbedingungen auf das generelle bakterielle Spektrum und insbesondere
auf klinisch relevante Schliisselorganismen nur eingeschrankt maéglich. Auch Unterschiede der
Hygienisierungseffizienz thermophiler und mesophiler Anlagen lassen sich in der vorliegenden
Studie auf der Basis der Gesamtkoloniezahlen nicht erfassen. Kolonie-bildender Einheiten iizeigen
jedoch eine reduktive Tendenz sowie eine Verschiebung der Populationszusammensetzung so-
wohl des gesamten kultivierbaren Spektrums als auch relevanter Schliisselorganismen.

Bakterielle Diversitit der hiufigsten Isolate
Anndhernd 2000 Bakterien wurden stichprobenhaft von allen verwendeten Medien aus Eingangs-

und Ausgangsproben isoliert. Sie konnen den vier bakteriellen Phyla Actinobacteria, Bacterioide-
tes, Firmicutes und Proteobacteria mit insgesamt 34 Familien und 71 Gattungen zugeordnet wer-
den. Die Diversitdt von Familien und Gattungen ist um durchschnittlich 30 % héher in Eingangs-
proben aller Anlagen. Veranderungen im Spektrum der kultivierbaren Isolate erfolgte in allen Bi-
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ogasanlagen wahrend der Fermentation. Einige Bakterienarten werden reduziert oder vollstan-
dige eliminiert, wahrend andere vermehrt in Garrestproben auftreten. Thermischer und oxidati-
ver Stress des Fermentationsprozesses hat eine eliminierende Wirkung auf einige Bakteriengrup-
pen wie coliforme Bakterien und stellt jedoch gilinstige Bedingungen fiir Organismen bereit, die
Zellulose und seine Abbauprodukte anaerob verwerten konnen (Fliegerova et al. 2012; Krober et
al. 2009c). Bisherige Studien zeigen eine Zusammensetzung des mikrobiellen Spektrums in Bio-
gasanlagen von ca. 80% Eubakterien, 10% Archaea und 10% unbekannter Organismen (Wirth et
al. 2012; Stolze et al. 2015; Fliegerova et al. 2012; Schliiter et al. 2008).

Wirth et al. (2012) skizzieren das mikrobiologische Spektrum einer Biogasanlage mit Hilfe von
short-read next generation DNA sequencing und zeigen Eubacteria vornehmlich vertreten durch
Bacterioidetes und Firmicutes (Clostridium und Bacillus). Wahrend Firmicutes auch in der vorlie-
genden Studie den Grofdteil von 64 % der bakteriellen Gemeinschaft ausmacht werden Bacterioi-
detes durch kultivierungsabhdngige Verfahren nur zu 3 % isoliert und sind somit das iso-
latschwiachste Phylum. Auch Fliegerova et al. (2012) beschreiben eine deutliche Zunahme des
Phylums wahrend der Fermentation die in der vorliegenden Studie nicht bestitigt wird. Gram-
negative Bakterien des Stammes Bacterioidetes wie Bacterioidaceae, Sphingobacteriaceae und
Flavobacteriaceae stammen aus verschiedenen Umweltkompartimenten wie Boden und Oberfla-
chenwasser sowie dem tierischen Gastrointestinaltrakt (F. Thomas et al. 2011b). Die einge-
schrankten Moglichkeiten der angewendeten Kulturmedien kénnen die geringe Erfassung des
Phylums in der vorliegenden Studie erkldren.

Bisherige Studien haben anhand kultivierungsabhidngiger und -unabhangiger Analysen gezeigt,
dass Vertreter der Firmicutes das mikrobielle Spektrum in Biogasanlagen dominieren, da sie fiir
den anaeroben Abbau von Biomasse von Bedeutung sind (Wirth et al. 2012; Fliegerova etal. 2012;
Cook et al. 2010; Schliiter et al. 2008). Aufgrund ihrer Fahigkeit Cellulose zu hydrolysieren besie-
deln Firmicutes haufig abbaubares organischen Material wie NaWaRo fiir die Biogasproduktion
und stellen in Kombination mit Bacterioidetes den liberwiegende Anteil der bakteriellen gastro-
intestinalen Flora in Sdugetieren dar (Fliegerova et al. 2012; Wirth et al. 2012; F. Thomas et al.
2011a). Bacillaceae, Enterococcaceae und Streptococcaceae tragen wesentlich zur Vergarung or-
ganischer Biomasse bei. Neben der Hydrolyse von Polysacchariden, setzen sie auch monomeren
Zucker zu organischen Sduren um, die als Substrate fiir acetogene Bakterien und Archaea dienen
(Wirth et al. 2012). Bacillus ist die Gattung mit der hochsten Isolationsrate von 17 % aller Isolate
in Eingangs- und 50 % in Ausgangsproben und kann in vierzehn der Eingangsproben und allen
Ausgangsproben nachgewiesen werden. Eine Populationsverschiebung zu Bacillaceae des kulti-
vierbaren Aspekt der Bakteriengemeinschaft auf oligotrophen Medien ist nicht iiberraschend, da
Organsimen der Familie an der Vergarung organischer Biomasse teilhaben und unter den Bedin-
gungen mesophiler Biogasanlagen gedeihen (Wirth et al. 2012; Cardinali-Rezende et al. 2012).
Enterococcaceae treten trotz der vorherrschenden Spezies E. faecalis und E. faecium in allen Pro-
ben, erneut mit hoherer Diversitat der Isolate in Eingangsproben auf mit Funden von E. hirae, E.
casseliflavus, E. durans und E. gallinarium auf, die in Ausgangsproben nicht zu finden sind. Dies
unterstreicht die zuvor beobachtete Bestandigkeit von E. faecalis unter schwierigen Bedingungen,
vornehmlich Hitzestress (Watcharasukarn et al. 2009; Iwasaki et al. 2011). Enterococcaceae sind
gastrointestinale assoziierte Kommensale wie auch potentielle Pathogene, deren ubiquitire Be-
siedelung von landwirtschaftlichen Abwéassern mehrfach beschrieben ist (Juliana Alves Resende
et al. 2014; Iwasaki et al. 2011; Hammerum 2012). Ein eliminierender Effekt thermophiler Bio-
gasanlagen wie von Iwasaki etal. (2011) vorgestellt kann mit dieser Studie nicht bestatigt werden.
Auch die thermophilen Anlagen BGA11 und BGA12 lassen die Isolation von Enterococcus spp. in
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Garrestproben zu. Die Gattung Clostridium konnte in fiinf der Untersuchten Anlagen isoliert wer-
den. Isolatzahlen dieser Anlagen bleiben in Eingangs- und Ausgangproben weitgehend unveran-
dert. Bisherige Studien zeigen Clostridiaceae als ubiquitidre Kommensalen von sowohl tierischen
Exkrementen als auch Silage und Garrest (Bagge, Persson, and Johansson 2010; Li et al. 2015;
Stolze et al. 2015; Wirth et al. 2012). Vertreter der Clostridiaceae partizipieren am anaeroben Ab-
bau von Lignocellulose sowie der H»-Bildung, die wiederum methanogenen Archaea als Substrat
fiir die Methanproduktion dient (Lynd et al. 2002a; Li et al. 2015). Einige pathogene Vertreter der
Gattung umfassen C. botulinum, C. perfringens, C. difficile und C. tetani von denen jedoch aus-
schlief’lich C. perfringens in dieser Studie nachgewiesen werden konnte. Wie zuvor beschrieben
kann eine Pravalenz oder Anreicherung pathogener Spezies dieser Familie iiber Biogasfermenta-
tion nicht bestatigt werden (Dohrmann et al. 2011). Paenibacillaceae treten vermehrt in Garrest-
proben auf und werden dort in acht der Anlagen und mit tiber 50 % hoheren Funden isoliert. Ba-
sierend auf den Fahigkeiten der Stickstofffixierung und Abbau pflanzlicher Biomasse, werden Na-
WaRo als Haupteintragsquelle der Rhizosphiren-Kommensalen Paenibacillaceae in Biogasanla-
gen betrachtet (Jin, Lv, and Chen 2011). Staphylococcus spp. konnte in dreizehn der Eingangspro-
ben jedoch nur in 5 Ausgangsproben nachgewiesen werden mit einer Reduktion der Isolate um
90 %. Auch bei spezifischer Kultivierung auf Antibiotika-angereichertem CHROMagar MRSA wur-
den keine pathogenen S. aureus gefunden. Geringe Vorkommen von Staphylococcaceae in anaero-
ben Fermentern konnte bereits von Wirth et al. (2012) beschrieben werden.

Proteobacteria werden mit 30 % aller Isolate als zweitstarkstes Phylum isoliert. Wirth et al.
(2012) beschreiben mit Hilfe eines metagenomischen Ansatzes den Anteil der Proteobacteria an
der taxonomischen Verteilung einer Biogas-Gemeinschaft als gering mit nur 6% und einer Uber-
lagerung der haufigsten Klasse Gammaproteobacteria. Wahrend Gammaproteobacteria ebenfalls
die vorherrschenden Isolate des Phylums in dieser Studie sind zeigte die kulturabhangige Ana-
lyse einen erheblich grofieren Anteil der Isolate von 30 % Proteobacteria.

Gastrointestinal assoziierte Gattungen der Enterobacteriaceae wie Escherichia / Shigella sind in
Ausgangsproben weitgehend reduziert. Neben einem Riickgang gramnegativer Bakterien iiber
den Prozess der Fermentation ist auch die spezifische Reduktion von E. coli durch den Einfluss
von Warmebehandlung und Fermentation beschrieben (Watcharasukarn et al. 2009; Sahlstréom
et al. 2008b). Abweichend kann eine vollstidndige Eliminierung von E. coli mit der vorliegenden
Studie nicht bestatigt werden. Schauss et al. (2015) beschreibt eine deutliche Reduktion von E.
coli insbesondere ESBL im selben Probenmaterial kann durch spezifische Anreicherung eine Eli-
mination jedoch ausschliefden. Trotz gezielter Kultivierung auf Salmonella/Shigella Medium
konnte kein Isolat dieser Gattungen gewonnen werden.

Actinobacteria kommen als artenreiches Phylum vor Bacterioidetes machen jedoch nur 6 % der
gesamten Isolate aus. Eine wesentlich niedrigere Isolatzahl in Ausgangsproben aller Anlagen deu-

tet auf eine Reduktion der Organsimen durch anaerobe Fermentation hin. Wie bereits beschrie-
ben ist der Grofiteil dieses Phylums aerob und tritt in grofden Zahlen auf pflanzlicher Biomasse
auf wo sie an der Degradation von Lignin und Zellulose beteiligt sind (Lynd et al. 2002b; Ventura
etal. 2007).

Die Geringe Diversitit der Isolate sowie eine Zunahme der Diversitit in der Ausgangsprobe der
BGA?7 lasst sich auf die einmalige Substratzusammensetzung aus iiberwiegend Lebensmittelabfal-
len, mit einer erheblich geringeren mikrobiologischen Ladung als landwirtschaftliche Abwasser
zurlickfiihren. Die grofte Diversitatist in BGA4E, BGA13E-BGA15E mit 21-24 verschiedenen Gat-
tungen zu finden. Unterschiede in der Diversitdt hdngen stark von der Gesamtzahl der isolierten
Bakterien einer Anlage sowie der zufalligen Isolation ab, jedoch beeinflusst auch die Zusammen-
setzung des Substrats die bakterielle Vielfalt. Stolze et al. (2015) zeigen jedoch im Vergleich, iiber
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eine extensive Metagenom-Sequenzierung, der Bakteriengemeinschaft zweier Biogasanlagen mit
einem Substrat aus Giille bzw. Mist dhnliche taxonomische Profile weitgehend unabhingig von
Substratzusammensetzung, Prozessbedingungen und Anlagenanatomie und leiten daraus eine
bakterielle Kernpopulation mit funktioneller Notwendigkeit innerhalb der Biomassezersetzung
und Methanbildung ab.

Zusammenfassend werden weniger kultivierbare Bakterien in Ausgansproben der Biogasanla-
gen gefunden insbesondere eine Reduktion klinisch relevanter Organismen wie Enterobacteri-
aceae, Enterococcaceae und Staphylococcaceae kann festgestellt werden. Dementsprechend ist
das potenzielle Risiko der Kontamination von Nahrungspflanzen, Boden, Wasser und anderer
Umweltkompartimente mit Krankheitserregern durch die Anwendung von Garrest auf Agrarkul-
turland eingeddmmt im Gegensatz zur Verwendung unbehandelter landwirtschaftlicher Abwas-
ser.

4.2.2 Bewertung der Selektionseffizienz diagnostischer Wachstumsmedien zur Charakte-
risierung komplexen Probenmaterials

In dieser Studie genutzte Wachstumsmedien wurden fiir die Selektion pathogener Schliisselbak-
terien in der klinischen Diagnostik konfiguriert. Sie zeigen variirende Eingnung fiir die Anwen-
dung bei dem organismenreichen, komplexen Probenmaterial landwirtschaflicher Abwésser. Auf
allen Medien sind Isolate der Firmicutes in Ausgangsproben vermehrt nachzuweisen. Dies wird
bestatigt durch diverse kulturunabhdngige Studien deren Metagenom-Analyse der bakteriellen
Gemeinschaft in Biogasanalgen ebenfalls die Abundanz des Phylum aufzeieigen (Wirth etal. 2012;
Wolters et al. 2016; Krober et al. 2009; Fliegerova et al. 2012; Eikmeyer et al. 2013). Die Medien
GEA/SB zur Kultivierung von Enterococcaceae, EMB/MC fiir die Isolation von Enterobacteriaceae,
SS zur Kultivierung von Enterobacteriaceae insbesondere Salmonella und MSA zur Isolation von
Staphylococcus spp., eigenen sich mit abnehmender Selektioneffizienz zur Kultivierung der Ziel-
organismen aus Substrat- und Garrestproben. GEA und SB erwiesen sich als die selektivsten Me-
dien mit einer Wiederfindung von Enterococcus spp. zwischen 70 -90 % der Isolate aus Eingangs-
und 65 -80 % aus Ausgangsproben. Das Restspektrum der Isolate konnte fast ausschliefslich den
Firmicutes zugeordnet werden was eine erfolgreiche Hemmung gramnegativer Bakterien auf-
zeigt. EMB und MC wurden zur Isolation und Differenzierung von Enterobacteriaceae eingesetzt.
Sowohl Eingangs-als auch Ausgangsproben zeigen eine Pravalenz von Proteobacterien mit deut-
licher Abnahme im Garrest. Noch 20 % der Isolate in Eingangsproben konnen den Enterobacteri-
aceae zugeordnet werden, Ausgangsproben hingengen zeigen mit 26 %- 40 % iiberwiegend Ba-
cillus. Da eine Verschiebung der bakteriellen Gemeinschaft von gastrointestinal asoziierten Bak-
terien wie Enterobacteriaceae zu Firmicutes insbesondere Bacilli in Biogasanlagen bereits be-
schrieben ist spiegelt die Isolatzusammensetzung auf den Medien die unterschiedlichen Zusam-
mensetzungen von Eingangs- und Ausgangsproben wieder (Wirth et al. 2012). SS-Agar erbrachte
auch nach Voranreicherung in spezifischer Selenit-Bouillon (Marck, Darmstadt) keine Funde von
Salmonella spp. . Die Verordnung EG 2160/2003 sowie Salmonellose Verordnungen fiir Rinder-,
Gefliigel-, und Schweinehaltung in Deutschland schreiben eine Impfpflicht gegen S. enteritidis in
Aufzucht- und Mastbetrieben mit mehr als 250 Tieren vor und erkldren die Abwesenheit von Sal-
monellen in den Untersuchten Proben (EG2160/2003 2003; GflSalmoV 2009; SchwSalmoV 2007;
RindSalmV 2014). MSA-Medium generierte in Eingangsproben gleichermafien spezifische Isolate
von Staphylococcus spp. und unspezifischen Ballius spp. wahrend Isolate der Ausgangsproben zu
90 % von Ballius gepragt, keine Funde der Staphylococcaceae ermdglichten. Staphylococcus spp.
konnten liber Mannitol-Salz-Agar aus Substrat und Garrestisoliert werden. Die Supplementierung
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von 7,5 % Natriumchlorid im Medium soll nach Angaben des Herstellersden Bewuchs durch un-
spezifische Bakterien hemmen. Halotoleranz und -phili gegen moderate bis hohe Salzgehalte ei-
niger Bacillus-Spezien sind jedoch zuvor beschrieben worden (Arahal and Ventosa 2016). Die Kul-
tivierung antibiotikaresistenter klinisch relevanterBakterien auf CHROMagar lieferte nur fiir
ESBL-produzierende Enterobacteriaceae in Eingangsproben positive Ergenbisse. Schauss et al.
(2015) beschreiben eine sensitivere Nachweismethode ESBL-produzierender E. coli durch spezi-
fische Anreicherung, die eine Detektion in Ausgangsproben ermdéglicht und somit die Reduktion
und keine Eliminierung der Organismen unterstreicht. Unspezifisches Wachstum auf dem Me-
dium wurde tiberwiegend durch Stenotrophomonas spp., Pseudomonas spp. und anderen Gram-
negativen Bakterien gestellt, deren Multiresistenz gegeniiber (-Lactam-Antibiotika bereit be-
schrieben ist (Leclercq et al. 2013). Sowohl MRS als auch VRE werden von der Begleitflora der
komplexen Proben liberwachsen und lassen sich wie Schauss et al. (2015) und Glaeser et al.
(2016) beschreiben nur iiber spezifische Anreicherungsverfahren in dem selben Probenmaterial
nachweisen. Staphylococcus aureus und dementsprechend MRSA werden jedoch auch nach Anrei-
cherung nicht insoliert. Isolationsraten von 100 % fiir MRS(A) aus klinischem Probenmaterial
sind umfassen beschrieben konnen jedoch nicht auf Umweltproben iibertragen werden (Diederen
et al. 2006; Hedin and Fang 2005).

4.3 ABUNDANZ UND DIVERSITAT VON RESISTENTEN SCHLUSSELBAKTERIEN UND RESISTENZGENEN
IN LANDWIRTSCHAFTLICHEN ABWASSERN UNTER BERUCKSICHTIGUNG DES RUCKHALTUNGSPO-
TENTIALS DURCH EINE BIOTECHNOLOGISCHE BARRIERE

Der starke Einsatz antibiotisch-wirksamer Substanzen in der Landwirtschaft féordert Bildung und
Persistenz resistenter bzw. Resistenzgen-tragender Organismen in landwirtschaftlichen Abwas-
sern.

Die funktionelle Zuordnung einer Resistenz tiber die Bestimmung der Minimale Hemmstoffkon-
zentration (MHK) und eines Resistenzgens zum Tragerorganismus ist notig um die klinische Re-
levanz der zuvor akkumulierten Schliisselorganismen zu ermitteln. Doch nicht nur bekannte Pa-
thogene, sondern auch Kommensale und Umweltorganismen kénnen Resistenzen tragen und
diese liber Mechanismen des horizontalen Gentransfers weiterverbreiten.

Die Kontamination landwirtschaftlicher Abwasser durch resistente und Resistenzgen-tragende
Bakterien, sowie der eliminierenden bzw. riickhaltenden Einfluss von Biogasanlagen auf diese
Kontaminanten wurde in der vorliegenden Studie untersucht.

4.3.1 Verteilung der Minimalen-Hemmstoff-Konzentration veterinarmedizinisch relevan-
ter Antibiotika in Biogasanlagen

Der Einsatz von Antibiotika und antibiotisch wirksamen Metallverbindungen in der Viehwirt-

schaft bewirkt die Entwicklung und Anreicherung antibiotikaresistenter Bakterien in landwirt-

schaftlichen Abwassern und erméglicht den Eintrag in Boden, Grund- und Oberflachenwasser

(Holger Heuer, Schmitt, and Smalla 2011).

Isolate der Familien Enterobacteriaceae, Enterococcaceae, Staphylococcaceae, Actinobacteri-
aceae, Xanthomonadaceae, Bacillaceae und Clostridiaceae wurden auf ihre Empfindlichkeit ge-
geniiber acht veterindrmedizinisch relevanten Antibiotika wie f3-Lactam-Antibiotika [Amoxicillin
AMX, Oxacillin OXA], Fluorchinolon [Enrofloxacin ENR], Tetrazyklin [Tetrazyklin TET], Makrolid
[Tylosin TLS], Fenicol [Florfenicol FLL] und Sulfonamide [Trimethoprim mit Sulfamethoxazol T/S,
Sulfamethoxazol SMO] getestet.
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Die Verteilung der MHK zeigt ein gleichformiges Bild fiir Enterobacteriaceae aus Eingangs- und
Ausgangsproben mit einer tendenziellen Abnahme von 3-10 % resistenter Isolate bei sechs Anti-
biotika in Ausgangsproben. Ein deutlicher Riickgang von 50 % der Enterobacteriaceae-Isolatio-
nen in Ausgangsproben bei gleichbleibendem Resistogramm ldsst eine erh6hte Persistenz resis-
tenter Enterobacteriaceae bzw. eine Verbreitung der Resistenz wahrend der Passage der Biogas-
anlagen vermuten.

Dies trifft auch auf die Resistenz gegen TET zu, da der Anteil empfindlicher Isolate aus Eingangs-
und Ausgangsproben stabil bei 50 %-55 % liegt. Ein Grofiteil der tet-ARG wird mobilen geneti-
schen Elementen zugeordnet und kann somit intra- und interspezifisch weit verbreitet werden
und ist vor allem bei Gram- negativen Bakterien allgegenwértig (Chopra and Roberts 2001). Aber
auch intrinsisch resistente Vertreter der Enterobacteriaceae wie Proteus spp., Providencia spp. und
Morganella spp. lassen sich aus beiden Probentypen isolieren (Leclercq et al. 2013; Ibekwe,
Murinda, and Graves 2011; Spielmeyer et al. 2014) zeigt anhand einer massenspektrometrischen
Untersuchung Tetrazyklinriickstdnde in zehn der 15 Biogasanlagen mit einer deutlichen Reduk-
tion bis hin zur vollstandigen Eliminierung in Ausgangsproben. Dieser Zusammenhang lasst sich
durch das Resistogramm nicht aufzeigen. Resistenzen und resistente Schliisselorgansimen erwei-
sen sich als bestdndige und unabhingig von der Konzentration antibiotischer Riickstdande.

Die 2014 festgelegte MHK fiir SMO liegt auf3erhalb des betrachtete Konzentrationsbereichs dieser
Studie und lasst die Bestimmung resistenter Isolate nicht zu (CLSI 2014). Empfindliche Isolate
stellen jedoch in Eingangs- und Ausgangsproben 20 % des gesamten Spektrums dar. Zahlreiche
Studien beschreiben den fortwihrenden Anstieg resistenter Bakterien, insbesondere pathogener
Enterobacteriaceae seit Einfiihrung des Antibiotikums in 1932 (EU 1999; Huovinen 1997; Allen
et al. 2010; Wellington et al. 2013). Trotz einer genetischen Verkniipfung der Resistenzgene fiir
Trimethoprim und Sulfonamid, die der Verwendung des Kombinations-Praparats wenig Nutzen
zuschreibt, ist das Resistenzniveau sowohl in Literatur als auch der vorliegenden Studie deutlich
geringer als bei dem alleinigen Einsatz des Sulfonamids (EU 1999).

Engegen seiner nachgewiesenen Wirkung auf gramnegative Bakterien, insbesondere Enterobac-
teriaceae und dem Einsatz viehwirtschaftlichen Sektor finden sich nur 10 % und 6 % resistente
Isolate in Eingangs- und Ausgangsproben. Pourcher et al. (2014) zeigen in einer Studie mit Appli-
kation ENR- und Ciprofloxacin-resistenter Bakterien angereichertem Hithnermist auf Ackerland
Zeitbestandigkeit initial eingesetzter resistenter Enterobacteriaceae liber drei Monate, jedoch
keine Verbreitung der Resistenzgene auf Umweltorganismen.

Hohe Anteile unempfindlicher Isolate gegeniiber OXA und TLS treten auf. Da fiir beide Substanzen
keine breakpoints festgelegt sind kann eine Resistenz nicht unmittelbar definiert werden. Beiden
Substanzen wird jedoch eine limitierte Wirkung auf Gram-negative Organismen zugeschrieben
(Kardos and Demain 2011; Knothe 1977). Auch fiir FLL sind keine spezifischen breakpoints be-
kannt obwohl es zur Behandlung von Enterobacteriaceae-Infektionen in der Landwirtschaft zum
Einsatz kommt (Schwarz et al. 2004).

Das Auftreten resistenter Isolate bei den Enterococcaceae zeigt ebenfalls wenig Schwankungen
zwischen Eingangs- und Ausgangsproben. Der Hauptteil der Isolate, zwischen 95 % und 87 %, ist
sensibel gegentiber den Substanzen AMX und ENR. Beide Antibiotika kommen zum Einsatz in der

Behandlung von Enterococcus-Infektionen im humanmedizinischen Bereich, haben jedoch nur
wenig Anwendung in der Veterindrmedizin (GERMAP 2012).

Tetrazyklin- und Trimethoprim/Sulfonamid- Resistenzen sind in der Familie am stiarksten ausge-
pragt. Tetrazyklinresistente Enterococcaceae machen zwischen 28 % und 21 % der Isolate aus.
Dies entspricht den Ergebnissen anderer Studien, die eine grofde Verbreitung dieser mobilen Re-
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sistenzen beschreiben (Teuber 2001). Weitere Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen ho-
hen Kupfer-und Zinkkonzentrationen und der Vermehrung und Persistenz tetrazyklinresistenter
Bakterien, insbesondere Enterocci (Yazdankhah, Rudi, and Bernhoft 2014). Silveira et al. (2014)
demonstrieren anhand einer PCR-basierten Studie die Kupfer-induzierte Persistenzférderung
multiresistenter Bakterien und die genetische Assoziation von Kupfertoleranz- und Antibiotika-
resistenzmarkern in Enterococcus. 77%-95 % der Isolate sind resistent gegeniiber den T/S und
SMO. Sowohl SMO- als auch Trimethoprimresistenzen kdnnen tiber genetische Elemente erwor-
ben werden, wahrend einige Spezies wie E. faecalis, E. faecium, E. gallinarium und E. casseliflavus
inhdrent resistent gegeniiber SMO sind (Leclercq et al. 2013; Panpan Gao et al. 2012; J. Xu, Gallert,
and Winter 2007). Das Kombinationspraparat T/S hemmt zwei aufeinanderfolgende Schritte in
der Folat-Synthese und wirken bakterizid auf ein breites Spektrum von Bakterienspezies. Entero-
kokken sind jedoch in der Lage Folsdure aus der Umgebung, insbesondere Komplexmedien, auf-
zunehmen und somit die Wirkung von T/S zu umgehen (Hollenbeck and Rice 2012). Eine Aussage
zur Resistenz gegentiber OXA, TLS und FLL kann aufgrund mangelnder Grenzwerte nicht erbracht
werden. Festzuhalten ist jedoch wiederum eine gleichbleibende Verteilung in Eingangs- und Aus-
gangsproben.

Bisweilen deutliche Schwankungen zwischen Eingangs- und Ausgangswerten bei der Betrachtung
der Staphylococcaceae im Antibiogramm werden durch die stark erniedrigte Isolatzahl (n=3) in
Ausgangsproben verursacht. Sensible Isolate dominieren die Eingangsproben von 100 % gegen-
iiber TET und 95 % gegen ENR bis hin zu 60 % gegeniiber OXA. OXA ist ein Schmalspektrumanti-
biotikum, das aufgrund seiner Penicillinase-Festigkeit vornehmlich zur Behandlung von Stapy-
lococcus-Infektionen eingesetzt wird (McDougal et al. 2003; Lee 2003). 77 % der Isolate sind sen-
sibel fiir die Wirkung von T/S wahrend der Umbruchspunkt fiir SMO wiederum aufderhalb des
Konzentrationsspektrum liegt. Diverse Studien empfehlen T/S zur alternativen Behandlung
multi- und methicillinresistenter Staphylococcus spp. im klinischen Bereich (Lee 2003; Grim et al.
2005; Rubin, Ball, and Chirino-Trejo 2011). Ein Resistenzvorkommen von 30 % fiir OXA und 23 %
fiir SMO in Proben landwirtschaftlicher Abwésser bildet jedoch riskantes Reservoir dieser Resis-
tenzfunktionen.

221 Isolate der Bacillaceae mit 56 Isolaten aus Eingangsproben und 165 Isolaten aus Ausgangs-
proben wurden betrachtet. Die haufigsten Gattungen sind Bacillus, Lysinibacillus und Oceanoba-
cillus. Das Antibiogramm der Bacillaceae zeigt ein gleichmaf3iges Bild mit minimalen Schwankun-
gen zwischen Eingangs- und Ausgangsproben. Isolate mit Wachstum im ,resistenten” Bereich der
Antibiotikakonzentration stellen fiir jedes Antibiotikum den geringsten Anteil mit Werten zwi-
schen 6 % und 22 % dar. Trotz einer natiirlichen Unempfindlichkeit gegeniiber Sulfonamiden und
Tetrazyklinen zeigen diverse Studien den Nachweis von Resistenzgenen sowohl in B. anthracis als
auch B. subtilis (Valderas, Bourne, and Barrow 2007; Panpan Gao et al. 2012; Slock et al. 1990).

Ein dhnliches Bild geringen Wachstums auf hohen Antibiotikakonzentrationen ergibt sich fiir
Clostridiaceae und Actinobacteriaceae. Jedoch zeigen Isolate der Clostridiaceae eine deutlich ho-
here Konzentrationstoleranz fiir T/S und SMO als jedes andere Antibiotikum. Xanthomonadaceae
und Pseudomonadaceae hingegen zeigen sehr unterschiedliche Toleranzen fiir verschiedene an-
tibiotische Substanzen. Der haufigste Vertreter der Xanthomonadaceae Stenotrophomonas malto-
philia zeigt Unempfindlichkeiten fiir die Antibiotika AMX, OXA TLS und SMO. Diverse Studien zei-
gen, dass der nosokomiale Erreger diverse intrinsische und erworbene Resistenzen aufweisen
kann (Tsiodras et al. 2000; Alonso and Martinez 1997; Crossman et al. 2008; Hu et al. 2011).
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Zwar kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse eine vollstindige Inaktivierung oder Eliminie-
rung resistenter Bakterien durch die komplexen Prozessbedingungen in Biogasanlagen nicht be-
wiesen, die Anreicherung resistenter bzw. pathogener Organismen jedoch ausgeschlossen wer-
den. Aminov & Mackie (2001) zeigen liber den Nachweis von Tetrazyklin-Resistenzgenen in Rin-
derfazes die nicht mit Tetrazyklin belastet sind die Mdglichkeit der Kreuzselektion durch andere
Antibiotika aufgrund assoziierter genetischer Lokalisation von Resistenzgenen auf mobilen Ele-
menten. Den selben kreuzselektierenden Effekt konnen Schwermetallresistenzen austiben
(Silveira et al. 2014; Yazdankhah, Rudi, and Bernhoft 2014). Diverse Studien zeigen, dass sowohl
intrinsische als auch erworbene Resistenzgene auch ohne antibiotischen Druck iiberdauern, ohne
Fitnessverluste zu verursachen bzw. in Einzelfillen die Fitness des Organismus zu erhdhen
(Salyers and Amabile-Cuevas 1997; Luo et al. 2005; Enne et al. 2005).

4.3.2 Vorkommen und Verbleib von Antibiotikaresistenzgenen

Tetrazykline und Sulfonamide finden in der deutschen Landwirtschaft den grofdten Einsatz. Riick-
stinde der Substanzen lassen sich in zehn der untersuchten Anlagen finden und ihre Resistenzen
und Resistenzgene lassen sich sowohl in landwirtschaftlichen Abwéssern als auch nachgelagerten
Umweltkompartimenten nachweisen (Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher 2014; Thiele-Bruhn
and Beck 2005; Kyselkova, Kotrbova, et al. 2015; M. S. Smith et al. 2004; Panpan Gao et al. 2012;
GERMAP 2012).

Zur Klarung der Verbreitung und des Prozesseinflusses wurden zwolf Tetrazyklin- und drei Sul-
fonamidresistenzgene qualitativ in Gesamt-DNA-Extrakten von Substrat- und Garrestproben der
fiinfzehn BGA aus dem screening 2012 und zu fiinf Probenahme-Zeitpunkten der BGA1, BGA8 und
BGA15 nachgewiesen.

Der Vergleich der Anlagen zeigt neben dhnlichem Aufkommen von Resistenzgenanzahlen Unter-
schiede im Spektrum der ARG. Substrat- und Garrest unterscheiden sich jedoch weder spektrisch
noch im Aufkommen von ARG in den einzelnen Biogasanlagen. Ein Anlagen-spezifisches Spektrum
von ARG kann auf die Anwesenheit von Antibiotikariickstinden, aber hauptsachlich auf die Sub-
stratzusammensetzung zuriickzufithren sein. Aminov & Mackie (2001) und Chee-Sanford et al.
(2001) beschreiben ein vermehrtes Aufkommen von tetW und tetO in Schweine- und Rindergiille
wahrend tetM liberwiegend in Schweine- und tetQ in Rindergiille detektiert wird.

In der vorliegenden Studie sind tetW und tetM ubiquitdr sowohl in Anlage mit Mischsubstrat als
auch reiner Rinder-, Milchviehgiille (BGA9, BGA11) und reiner Schweinegiille (BGA13) nachweis-
bar. tetQ allerdings ist weniger verbreitet und kommtin BGA13 (Schweingiille) sowie BGA12 (Ge-
fliigelmast, Legehennen) nicht vor. Eine erhohte Diversitat der ARG in Proben mit Schweinemist-
Anteil, wie von Yu et al. (2005) beschrieben kann nicht bestatigt werden. Unterschiede im Spekt-
rum der ARG in Eingangs-und Ausgangsproben einzelner Anlagen treten deutlich starker in den
disjunkten Proben des screenings 2012 als denen des Jahresgangs, der Verweilzeiten in den Anla-
gen berticksichtigt und einen direkten Bezug zwischen Substrat und Garrest ermoglicht, auf. Aber
auch der Eintrag von ARG durch NaWaRo in die Garrestproben ist denkbar. Der Nachweis zusatz-
licher ARG in den Garresten wie sie sowohl im screening 2012 als auch vereinzelt in Proben des
Jahresgangs auftritt kann durch den Eintrag der NaWaRo erfolgen. Aminov & Mackie (2001) zei-
gen in einer Analyse unterschiedlicher Kompartimente eines Schweinemastbetriebs, dass auch
Einstreu und Futtermittel wie Maissilage und Soja Tetrazyklinresistenzgene tragen, die in ihrem
Spektrum von denen der Fazesproben abweichen. Diverse Studien zeigen, dass auch in Lebens-
mitteln kommensale Bakterien und Enterococci mit ARG, insbesondere Tetrazyklinresistenzge-
nen vorkommen (Wang et al. 2006; Wilcks et al. 2005; Huys et al. 2004). Dies erklart sowohl den
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Eintrag als auch das abweichende Spektrum der ARG in BGA7, deren Substrat zu weniger als 1 %
aus tierischen Abwassern oder NaWaRo zusammengesetzt ist.

Chopra & Roberts (2001) und Roberts (2005) beschreiben Assoziationen zwischen Tragerbakte-
rien und ARG, die jedoch aufgrund Mechanismen des horizontalen Gentransfers und selektiven
Drucks nicht stagnant sind und sich langfristig weiter ausbreiten. Deutlich wird jedoch, dass ARG
wie otrA und tetX, die ein sehr enges Tragerspektrum im grampositiven Bereich aufweisen beson-
ders selten bzw. nicht detektiert werden. Abweichend davon wird tetT sowohl in der vorliegenden
als auch weiteren Studien ubiquitér isoliert und scheint nicht wie von Roberts (2005) beschrieben
auf den Tragerorganismus Streptococcus spp. begrenzt zu sein (Stine et al. 2007; Wu et al. 2010).
Wie am Beispiel tetW mit der Zuordnung von zwei Tragerorganismen in 2001 und 19 in 2005
kann ein ARG sich aufgrund seiner genetischen Lokalisation sehr schnell und interspezifisch ver-
breiten (Chopra and Roberts 2001; M. C. Roberts 2005). Die ARG tetA, tetG, tetO und tetC, werden
gemafd ihrem moderaten Tragerspektrum in den Anlagen detektiert. Auch ein leicht erhohter
Nachweis in Eingangsproben lasst sich durch ihr Gram-negatives Spektrum an Tragerorganismen
erkldren, ebenfalls iiberwiegend aus Substratproben isoliert wurden (Chopra and Roberts 2001;
M. C. Roberts 2005). Im Gegensatz zu den Sulfonamidresistenzgenen sull und sul2, die aufgrund
ihrer Lokalisation auf transponablen genetischen Elementen und mobilen Plasmiden mit einem
weiten Tragerspektrum verkniipft sind und in allen Anlagen, mit Ausnahme von BGA 7E, gefunden
wurden, konnte sul3 mit einer eingeschrankten Verbreitung, in keiner Anlage gefunden werden
(H Heuer et al. 2004; Byrne-Bailey et al. 2009).

Die qualitative Analyse von ARG zeigt weder einen Einfluss nachgewiesener Antibiotikariick-
stande wie in BGA1, BGA3 und BGA15, noch eine deutliche Divergenz zwischen Anlagen mesophi-
ler oder thermophiler Betriebsform. Selbst BGA7 und BGA9, mit den Substraten Lebensmittelab-
fall und 6kologisch erwirtschafteter Milchviehgiille stechen weder durch Anzahl noch ihr Spekt-
rum an ARG aus dem Muster der restlichen Anlagen heraus. Tetrazyklin- und Sulfonamidresis-
tenzgene kommen ubiquitar in landwirtschaftlichen Abwassern vor und verbleiben auch ohne
spezifischen Selektionsdruck weitgehend unverandert. Kyselkova et al. (2015) zeigten in einem
Mikrokosmos-Experiment unter Verwendung von drei Griinlandbdden verschiedener Herkunft,
die mit Abwassern konventionellen Milchviehs sowie unterschiedlichen Dosen Chlortetrazyklin
inkubiert wurden, dass die Beschaffenheit des Bodens nicht aber die antibiotische Dosis die Per-
sistenz des Resistenzgens mafigeblich beeinflusst. Die Gene verursachen keine Fitnesseinbufden
fiir Tragerorganismen und kénnen wie bereit beschrieben durch ihre genetische Lokalisation mit
anderen fitnesssteigernden Faktoren wie weiteren Antibiotikaresistenzgenen und Schwermetall-
resistenzgenen assoziativ verbreitet werden (Silveira et al. 2014; Yazdankhah, Rudi, and Bernhoft
2014; Salyers and Amabile-Cuevas 1997; Luo et al. 2005; Enne et al. 2005).

Screening nach Tetrazyklin- und Sulfonamide-Resistenzgenen ausgewdihlter Isolate aus

landwirtschaftlichen Abwissern
Enterobacteriaceae- und Enterococcaceae-Isolate, sowohl des screenings 2012 aus BGA8-BGA11

als auch der Fermenterstudie mit Substrat der BGA14 und BGA15, wurden auf zwolf Tetrazyk-
lin- und drei Sulfonamidresistenzgene getestet um zu erfassen welchen Anteil potentiell patho-
gene Bakterien dieser Familien an dem ubiquitdren Resistenzgen-Vorkommen der kultivie-
rungsunabhangigen Untersuchungen haben.

Isolate der Enterococcaceae die aus dem screening 2012 gewonnen wurden zeigen keins der un-
tersuchten Sulfonamidresistenzgene. Wie bereits beschrieben resultiert ihre Unempfindlichkeit

gegeniiber Sulfonamiden aus einem intrinsischen Mechanismus die Folsduresynthese zu umge-

hen (Leclercq et al. 2013). Dennoch finden Byrne-Bailey et al. (2009) in resistenten Enterococcus

spp--Isolaten aus Schweinegiille und -schlachtabfillen die Gene sul2 und sul3 genau wie Isolate
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aus der Fermenterstudie mit Substrat der BGA14 und BGA15. Wu et al. (2010) erklaren das Auf-
treten der Resistenzgene durch ihre genetische Assoziation mit Genen die Unempfindlichkeit ge-
gen andere Antibiotika wie Tetrazyklin und Ampicillin vermitteln.

Es finden sich sowohl Enterococcaceae mit nachweisbarer Tetrazyklinresistenz ohne Resistenz-
gene wie auch sensible Isolate, die genetische Resistenzmarker tragen unter den Isolaten. Schon
2005 beschrieb Roberts 38, Lin et al. (2015) 44 charakterisierte Tetrazyklinresistenzgene von de-
nen nur eine Auswahl von 12 in dieser Studie betrachtet werden, so dass eine vollstindige Abde-
ckung der Resistenzgenmarker nicht moglich ist. Doch auch der genetische Nachweis eines Resis-
tenzmarkers lasst noch keine Aussage iiber Vollstandigkeit oder Funktionalitdt des Resistenzgens
Zu.

Flir Enterococcus spp. waren in 2005 die ARG tetK, tetL, tetM, tetO, tetS und tetU bekannt wahrend
eine aktualisierte Form des Reviews zusatzlich tetT aufzahlt (I. Chopra & Roberts 2001; Roberts
2005). Die vorliegende Studie konnte zusatzlich auch die Gene tet4, tetB, tetG, tetX und tetW de-
tektieren, die fiir Enterococcaceae bisher noch nicht beschrieben wurden. Obwohl eine Pravalenz
von E. faecalis und E. faecium als Tragerorgansimen der Tetrazyklinresistenzgene mehrfach be-
schrieben ist zeigt die vorliegende Studie ARG ebenfalls in E. pseudoavium, E. hirae und E. asini (R
[ Aminov and Mackie 2001; Ramos et al. 2012).

Eine Resistenz der Enterobacteriaceae-Isolate gegen SMO ist nicht fiir jedes Isolat auszuschliefden,
da der breakpoints aufRerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs liegt. Dennoch trugen nur
11 der Isolate im intermedidren Bereich Sulfonamidresistenzgene. M. morganii, in der Literatur
mehrfach als intrinsisch resistent beschrieben zeigt sich sowohl fiir SMO als auch T/S und TET
sensibel trotz der Resistenzmarker tetA und tetT (Leclercq et al. 2013). Die Verbreitung von Sul-
fonamid- und Tetrazyklinresistenzgenen in Enterobacteriaceae wird von diversen Studien be-
schrieben (Srinivasan et al. 2008; Ibekwe, Murinda, and Graves 2011; Carattoli 2009). Chopra &
Roberts (2001), Roberts (2005) und Lin et al. (2015) beschreiben einen immer ansteigenden pool
von Tetrazyklinresistenzgenen flir gramnegative Organismen. Die vorliegende Studie konnte zu-
satzlich zu den bereits bekannten Genen tetG, tetS und tetT in Serratia spp., sowie tetA, tetB, tetX
und tetT in Rahnella spp. detektieren. Wie bereits beschrieben lasst sich die grofde Verbreitung
von Tetrazyklinresistenzgenen durch ihre Codierung auf Plasmiden, Transposons und Integrons
zuriickfithren (Chopra and Roberts 2001; Salyers and Amabile-Cuevas 1997). Dies erklart eben-
falls den Nachweis von Resistenzgenen in Bakterien die in der Literatur als intrinsisch resistent
beschrieben werden wie P. mirabilis, P. vulgaris, P. heimbachae und M. morganii (Leclercq et al.
2013; Rubin 2013). Wie bei der Analyse der Enterococcaceae treten erneut Isolate auf die trotz
positiver Ergebnisse fiir Tetrazyklinresistenzgene keine phianotypische Resistenz ausbilden somit
kann die molekulargenetische Methode zwar einen Uberblick verschaffen, jedoch nicht als hinrei-
chender Beweis fiir funktionelle Resistenz dienen.

Sowohl Isolate der Enterobacteriaceae als auch Enterococcaceae zeigen eine andere Verteilung
des Spektrums an Tetrazyklinresistenzgenen als die kultivierungsunabhingige Analyse. Beson-
ders deutlich wird dies in Isolaten der Fermenterstudie, die durchschnittliche 0,8 ARG trugen.
Noch deutlicher wird die Divergenz zwischen Isolaten der Schliisselbakterien und des Ge-
samtspektrums fiir die Sulfonamidresistenzgene, da die ubiquitdren Gene sull und sul2 kaum wi-
dergefunden werden. Auch ein Riickgang der Resistenzgene in Ausgangsproben ldsst sich nur auf
Ebene der Isolate festhalten. Trotz eines grofsen Reservoirs an Sulfonamid-und Tetrazyklinresis-
tenzgenen in landwirtschaftlichen Abwassern zeigen die Ergebnisse eine geringe Pravalenz dieser
spezifischen Gene in klinisch relevanten Bakterien und zudem einen reduzierenden Einfluss der
Prozessbedingungen der Biogasanlagen.
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4.4 ERMITTLUNG DES EINFLUSSES BIOTECHNOLOGISCHER VERFAHREN AUF VORKOMMEN UND DIE

PERSISTENZ VON ANTIBIOTIKARESISTENZGENEN IN LANDWIRTSCHAFTLICHEN ABWASSERN
Die Tetrazyklinresistenzgene tetA, tetM, tetO und das Sulfonamidresistenzgen sul2 finden weite
Verbreitung im landwirtschaftlichen Sektor und lassen sich in klinisch relevanten Bakterien wie
Enterobacteriaceae und Enterococcaceae detektieren (M. C. Roberts 2005; Travis et al. 2006;
Poeta et al. 2007; A. P. Roberts and Mullany 2009). Die Auswahl der ARG erfolgte auf Grundlage
ihres ubiquitdren Vorkommens in qualitativen Untersuchungen der vorliegenden Studie und zur
Einbezugnahme der pravalenten Tetrazyklinresistenz-vermittelnden Mechanismen, Efflux-
Pumpe und RPP, sowie eines Sulfonamidresistenz-vermittelnden Gens. Die quantitative Bestim-
mung dieser Gene in Substrat und Garrest der 15 Biogasanlagen, sowie in einer Fermenterstudie
ermoglicht sensible Verdnderungen, verursacht durch Prozessbedingungen der Anlagen und an-
tibiotisch wirksame Riickstiande wie Antibiotika und Schwermetalle, darzustellen.

4.4.1 Grundlegender Status von Verteilung und Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen
in landwirtschaftlichen Abwassern

Das stichprobenhafte screening von Substrat und Garrest 15 deutscher BGA sowie die Betrachtung

des Jahresgangs der BGA1, BGA8 und BGA15 zeigt die Belastung der Abwdsser unterschiedlicher

landwirtschaftlicher Betriebssysteme mit einer Reihe relevanter Antibiotikaresistenzgene. Pro-

ben der Biogasanlagen 1 bis 15 wurden quantitativ auf die ARG sul2, tetA, tetM und tetO unter-

sucht.

Sul2 wird mit der hochsten mittleren Kopienzahl in allen Anlagen quantifiziert. Wie zuvor er-
wahnt sind sowohl sul2 als auch sull aufgrund ihrer Lokalisation auf Plasmiden und mobilen ge-
netischen Elementen mit einem weiten Tragerspektrum verkniipft (H Heuer et al. 2004; Byrne-
Bailey et al. 2009; Skold 2000). Wolters et al. (2016) zeigen erhdhte Werte von sul2 und tetM in
Giille durch die Bestimmung der relativen Haufigkeit von Resistenzgenen und mobilen geneti-
schen Elementen in Gemeinschafts-DNA aus Giille, Fermentern und Garresten von acht realen Bi-
ogasanlagen mittels realtime PCR. Heuer et al. (2009) demonstrieren anhand der Sulfadiazin-Be-
handlung zweier landwirtschaftlicher B6den neben der drastischen Zunahme von sul2-Kopien in
Gesamt-DNA auch ihre genetische Affiliation zu selbst-transferierenden replicons die aus E. coli
isoliert werden konnen. Eine gesteigerte Kopienzahl von sul2 durch den Einfluss von Sulfonamid-
antibiotika kann auch in der vorliegenden Studie nicht ausgeschlossen werden. BGA15 weist ne-
ben den grofiten Mengen Sulfamethazin auch die héchsten Kopienzahlen des Gens auf
(Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher 2014). Entgegen dieser These zeigen BGA2 und BGA3 trotz
quantifizierbarer Sulfonamidkonzentrationen jedoch keinen Effekt im Niveau des Resistenzgens
(Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher 2014). Trotz unterschiedlicher Tragerorganismenspektren
werden tetM und tetA durchschnittlich im gleichen Bereich quantifiziert. Chopra & Roberts
(2001) und Roberts (2005) weisen tetA ein Spektrum ausschliefdlich im gramnegativen Bereich,
inklusive Vertretern der Enterobacteriaceae zu, wiahrend tetM zusatzlich durch eine Reihe gram-
positiver Bakterien wie Bacillus spp. und Clostridium spp. Verbreitung finden kann. Das kopien-
schwachste ARG tetO wird sowohl mit gramnegativen als auch -positiven Organismen assoziiert,
jedoch nicht in abundanten Familien wie Bacillaceae und Clostridiaceae gefunden. Die Forderung
von Tetrazyklinresistenzgenen durch Antibiotikagaben kann erneut nur in BGA15 positiv bewer-
tet werden. BGA1 und BGA3 weisen deutlich h6here Konzentrationen von Chlortetrazyklin und
Tetrazyklin auf wahrend die Kopienzahlen der Resistenzgene im oberen Mittel liegen und sich nur
wenig von denen nicht Antibiotika-belasteter Analgen unterscheiden (Spielmeyer, Ahlborn, and
Hamscher 2014). Auch BGA9, die einem 6kologisch arbeitenden Milchviehbetrieb untersteht und
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12 Jahre vor der Probenahme in 2012 den letzten Antibiotikaeinsatz belegen kann zeigt ein Re-
sistenzgenlevel, das, dem konventioneller Anlagen nicht nachsteht. Besonders deutlich wird dies
fiir tetM, dessen Funde mit denen der Anlagen BGA3 und BGAS5 vergleichbar sind. Spielmeyer et
al. (2014) weisen sowohl in BGA3 als auch BGAS5 Riickstinde von Chlortetrazyklin und Tetrazyklin
in teilweise quantifizierbaren Konzentrationen nach. BGA7 weist neben BGA12 im Gegensatz zu
den restlichen Anlagen deutlich weniger ARG-Kopienzahlen auf. Begriindet liegt dies im Substrat
der Anlage die abgesehen von weniger als 1 % Rindergiille ausschlief3lich mit Lebensmittelabfal-
len beschickt wird. Abriouel et al. (2008) zeigen anhand einer vergleichenden Studie von
Enterococcus spp. -Isolaten aus Gemiise und Obst, Wasser und Boden sowie klinischen Proben in
Spanien eine sehr geringe und deutlich abweichende Belastung der Lebensmittel durch Resistenz-
gene. Demnach ist davon auszugehen, dass Lebensmittelreste eine erheblich geringere und deut-
lich unterschiedliche mikrobiologische Belastung tragen als tierische Abwdasser. Auch BGA12 zeigt
eine aufsergewohnliche Substratbeschaffenheit aus Gefliigelmist und einem grofien Anteil Maissi-
lage, ohne den Zusatz weiterer tierischer Abfille. Der Einfluss hoher Kupfer -und Zinkkonzentra-
tionen kann nicht abschliefiend geklart werden. Zwar zeigt BGA15 mit den durchweg hochsten
Kopienzahlen ebenfalls erhohte Metallkonzentrationen. BGA2 und besonders BGA6 zeigen jedoch
trotz mitunter hoherer Metallgehalte keine auffallig erh6hten Resistenzgenvorkommen. BGA12
hingegen weist deutlich hohere wassrige Verfiigbarkeit als jede andere Anlage auf, zeigt jedoch
sehr geringe Kopienzahlen, die denen der BGA7 gleichkommen und sie mitunter unterschreiten.
Ein verzogerter Anstieg der Resistenzgenzahlen aufgrund eines punktuellen Aufkommens hoher
Metallkonzentrationen wie in BGA6 im Gegensatz zu gleichbleibenden Kopienzahlen in Anlagen
dauerhaft moderater Metallwerte aufgrund von Co-Selektion ist jedoch denkbar (Yazdankhabh,
Rudi, and Bernhoft 2014; Silveira et al. 2013). Holzel et al. (2012); Tuckfield & McArthur (2008)
und Stepanauskas et al. (2005) weisen auf abnehmende Antibiotikaresistenz in Anhdngigkeit von
steigenden Schwermetallkonzentrationen hin.

Zwar zeigen diverse Studien eine direkte Korrelation steigender und abfallender Kopienzahlen
von ARG in landwirtschaftlichen Abwassern mit hohen Antibiotikakonzentrationen sowie dem
nachlassenden Selektionsdruck nach Eliminierung der Antibiotika so werden diese Zusammen-
hange nicht von der vorliegenden Studie unterstiitzt (Pin Gao, Munir, and Xagoraraki 2012; Pei et
al. 2006; Andersson 2006). Vielmehr zeigen sich ARG ubiquitar auf hohem Niveau weitgehend
unabhéngig von selektiven Faktoren wie Antibiotika und Schwermetalle (Kyselkovd, Kotrbovj, et
al. 2015; H Heuer et al. 2004; Byrne-Bailey et al. 2009). Einen deutlicheren Einfluss scheinen die
komplexen Parameter der Substratzusammensetzungen und -lagerung und damit einhergehende
Unterschiede und Fluktuationen in der bakteriellen Population zu haben (Klocke et al. 2007;
Weiss et al. 2008; J. K. Nicholson, Holmes, and Wilson 2005; Levén, Eriksson, and Schntirer 2007).

4.4.2 Beurteilung des Riickhaltungspotentials von Biogasanlagen fiir Antibiotikaresistenz-
gene in landwirtschaftlichen Abwissern
Die quantitative Bestimmung von ARG in Substrat und Garresten fiinfzehn realer Biogasanlagen

im screening 2012 und drei Anlangen iliber den Jahresgang 2013 ermdglicht die Aufklarung des
hygienisierenden Potentials von Biogasanlagen als biotechnologische Barriere fiir die Verbrei-
tung von Antibiotikaresistenzgenen in Agrarland und Umwelt.

Im Durchschnitt werden alle der betrachteten ARG in einer niedrigeren Kopiendichte und ande-
ren Verteilung in Ausgangsproben nachgewiesen. Diverse Studien bestatigen den reduzierenden
Effekt der anaeroben Fermentation auf ARG (Juliana Alves Resende et al. 2014; J. Chen et al.
2010b). Jedoch zeigen nicht alle der untersuchten Resistenzgene das gleiche Reduktionspotential.
Anders als in Eingansproben tritt tetM mit der hochsten Kopienzahl auf, wahrend sul2 nur an
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zweiter Stellte kommt. Beide ARG unterlaufen einer durchschnittlichen Reduktion iiber alle Anla-
gen von 80 %. TetA kommt in niedrigeren Kopienzahlen vor und wird auch deutlich weniger re-
duziert mit einer Frequenz von durchschnittlich 65 %. Das kopienschwachste ARG tetO erfahrt
auch die geringste Reduktion von 30 %. In einer vergleichenden Studie zur Reduktionseffizienz in
2010 zeigen Chen, Frederick C. Michel, et al. neben variablen Grundleveln von ARG auch Unter-
schiede in den Empfindlichkeiten der ARG gegeniiber verschiedener Abwasserbehandlungssys-
teme. Wahrend Erythromycinresistenz-vermittelnde Gene wie ermX schnell reduziert werden
persistiert insbesondere das einzige Tetrazyklingen in der Studie, tetG, deutlich wiederstandsfa-
higer. Auf Fallebene betrachtet zeigen 27 Ausgangsproben eine geringere Kopienzahl und 33 Aus-
gangsproben eine hohere Kopienzahl als die entsprechenden Eingangsproben. Wahrend sul2 nur
in fiinf Anlagen keine Reduktion erfahrt werden die anderen Gene in neun bis 10 Anlagen unver-
mindert in Ausgangsproben gefunden. Ein dhnliches Ergebnis finden Hélzel et al. (2010) in einer
Anaylse von Antibiotika und Tetrazyklinresistenzgenen in Schweinegiille. Die ARG tetM und tetO
zeigten eine dynamischere Beziehung zu Antibiotikakonzentrationen als andere im Konzentrati-
onslevel stabilere Tetrazyklingene. Derart unterschiedliche Reaktionen bestimmter ARG sowohl
zu Selektionsfaktoren als auch Abwasserbehandlungsmethoden kann auf ihre genetische Lokali-
sierung zurtlickzufithren sein. ARG kénnen auf chromosomalen genetischen Elementen, wie Trans-
posons, Intergons und diversen Plasmidtypen etc. codiert sein, die durch spezifische Mobilitat und
Tragerorganismen eine sehr variable Verbreitung generieren (Holger Heuer, Schmitt, and Smalla
2011; Garcia-Vallvé, Romeu, and Palau 2000; C. T. T. Binh et al. 2008; Witte 2000). Jahreszeitliche
Einfliisse auf die Reduktionseffizienz der ARG wie sie durch Temperaturveranderung, Antibio-
tikaanwendung, Veranderungen in Futtermittel, NaWaRo und Bakterienpopulation auftreten
konnen nicht bestitigt werden. Die untersuchten Biogasanlagen unterscheiden sich mitunter
deutlich in der Reduktionseffizienz der ARG. Die vier Anlagen BGA1 und BGA13-BGA15 zeigen
eine deutliche Reduktion der Kopienzahlen fiir jedes untersuchte ARG. Fiir alle dieser Anlagen
aufder BGA15, deren maximale Reduktion bei tetA zu sehen ist, erfolgt die starkste Reduktion bei
sul2. BGA2-BGA4, BGA9 und BGA11 zeigen nur fiir ein bis drei ARG eine Reduktion wahrend an-
dere ARG stabil bleiben oder vermehrt auftreten. BGA5-8 und BGA12 zeigen fiir keins der ARG
eine Reduktion in Ausgangsproben. In diesen Anlagen sind alle ARG verstarkt im Ausgang ampli-
fiziert worden, besonders deutlich wird dies in BGA7 mit einer Zunahme der ARG zwischen ein
bis zwei Grofienordnungen. In Ausgangsproben lasst sich jedoch in allen Anlagen eine geringere
Abweichung insbesondere fiir tetA und sul2 vom Mittelwert erkennen. Insbesondere mit Hinblick
auf die Daten der 6kologischen Anlage BGA9 liegt die Vermutung nahe, dass ein Grundlevel an
ARG in der mikrobiellen Population stabil bleibt. Die mikrobiologische Zusammensetzung einer
Fermentergemeinschaft mit 36 % Clostridia, 11 % Bacilli und 10 % Archaea beschreiben Wirth et
al. (2012). Trotz einer natiirlichen Unempfindlichkeit gegentiber Sulfonamiden und Tetrazyklinen
zeigen diverse Studien den Nachweis von Resistenzgenen sowohl in Bacillus spp. als auch Clostri-
dium spp. (Valderas, Bourne, and Barrow 2007; Panpan Gao et al. 2012; Slock et al. 1990; Chopra
and Roberts 2001; M. C. Roberts 2005). Garcia-Vallvé et al. (2000) zeigen, dass auch ein Gentrans-
fer der ARG von Bakterien zu Archaea mdéglich ist trotz einer intrinsischen Unempfindlichkeit der
Archaea fiir die meisten Antibiotika, darunter auch Sulfonamide und Tetrazykline (Allers and
Mevarech 2005). Auch Kazimierczak et al. (2009) konnen durch eine metagenomische Analyse im
Darm 6kologisch produzierter Schweine Tetrazyklinresistenzgene nachweisen und formulieren
die Hypothese, dass ihre Assoziation zu putativ mobilen genetischen Elementen die Uberdaue-
rung in antibiotikafreiem Milieu, gepaart mit geringen oder eliminierten Fitnesseinbufen fiir Tra-
gerbakterien ermoglicht. Doch die Persistenz stabiler Kopienzahlen lasst sich auch durch den Ein-
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fluss sehr geringer Antibiotikakonzentrationen erkldren. Jutkina et al. (2016) gelingt es tlber ei-
nen Kultur-basierten Ansatz, mit der bakteriellen Gemeinschaft aus behandelten Abwassern als
Spender Resistenz-vermittelndem genetischen Materials und E. coli als Empfanger, die minimale
Konzentration des Stressors Tetrazyklin, die zur Ubertragung von Antibiotikaresistenzgenen ver-
anlasst aufzudecken. Sehr niedrige Konzentrationen des Antibiotikums, deutlich unter der MHK
des empfangenden Bakteriums fithren zur horizontalen Ubertragung von ARG, wihrend héhere
hingegen tetrazyklinresistente Phanotypen begiinstigen und mit einem Riickgang der genetischen
Ubertragungsereignisse einhergehen. Stark variable Ergebnisse von Eingangs- und Ausgangspro-
ben der gleichen Anlage sind unter anderem auf den stichprobenhaften Charakter der Proben-
ahme in 2012, ohne direkte Korrelation zwischen den Probensets zuriickzufiihren. Im Jahresgang
unter Berticksichtigung einer mittleren Verweilzeit von ca. 60 Tagen ergibt sich fiir alle drei An-
lagen ein anderes Bild mit einer Reduktion der ARG in 80 % der Fille. Ein Zusammenhang zwi-
schen Prozessbedingungen und der spezifischen Reduktionseffizienz der Anlagen lasst sich fiir
das screening nicht eindeutig formulieren. Im Jahresgang allerdings stellt sich ein Zusammenhang
zwischen Antibiotikafunden und erh6hten Resistenzgenlevel mit einem Maximum in BGA15 her-
aus (Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher 2014). BGA1, in der ebenfalls AB nachgewiesen wurden
zeigt hohere Kopienzahlen als BGA8, die antibiotikafrei ist (Spielmeyer, Ahlborn, and Hamscher
2014). Weiterhin fallt auf, dass Anlagen mit hohen Kopienzahlen auch eine stirkere Reduktion
der ARG iiber den Prozessdurchlauf erfahren. Wahrend die Reduktion bei BGA15 noch 90 % be-
tragt werden ARG in BGA1 um 80 % und BGA8 nur noch um 60 % reduziert.

Auch Diehl & LaPara (2010) zeigen in einer Laborfermenterstudie mit Feststoffen humaner Ab-
wasser statistisch signifikante Verringerungen unter anderem von tetA und tetO in anaeroben Re-
aktoren bei 37 °C, 46 ° C und 55 ° C, wobei die Entfernungsraten als Funktion der Temperatur
zunehmen. Eine starkere Reduktion in den thermophilen Anlagen BGA11 und, BGA12 kann durch
die Stichprobenahme in 2012 jedoch nicht bestatigt werden. Im Gegenteil verzeichnet BGA12
deutlich hohere Kopienzahlen fiir tetA, tetM und sul2 in der Ausgangsprobe.Die variable Verbrei-
tung aufgrund abweichender genetischer Lokalisation der Resistenzgene erklart ebenfalls das
Auftreten unterschiedlicher Empfindlichkeiten gegeniiber den Prozessbedingungen und anderer
selektiver Parameter in den verschiedenen Biogasanlagen. Doch auch losgeldst von spezifischen
Anlagenparametern und selektiven Faktoren wie Antibiotika und Schwermetalle verandert sich
der der mikrobiellen Zustand von Giille und Mist permanent, da anaerobe Gattungen wie Clostri-
dium sich im anaeroben Medium weiter verbreiten (Leung und Topp 2001) und andere Bakterien
wie Enterobacteriaceae und Enterococcaceae abnehmen bis sie iiber Durchmischung und Zulauf
erneut eingetragen werden (C. S. Holzel et al. 2010; Leung and Topp 2001). Auch Storteboom et
al. (2002) zeigen anhand eines Vergleichs Antibiotika-belasteter Giille eines Mastbetriebs im Ge-
gensatz zu einem Milchviehbetrieb, dass schon minimale Giillebahandlungsmethoden wie Ver-
mengung und Wasserung einen deutlichen Effekt auf Antibiotikakonzentrationen und auch Tet-
razyklinresistenzgene haben.

Biogasanlagen eigenen sich zur Reduktion ARG in mikrobiologisch stark belasteten Abwassern.
Eine Eliminierung der ARG iiber diese Barrierefunktion zur erreichen ist jedoch aufgrund der evo-
lutiondr neutralen Eigenschaften und horizontaler Verbreitungsmechanismen unwahrscheinlich.

4.4.3 Bewertung der Ubertragbarkeit von Labormaf3stabsversuchen und realen Anlagen
Betrachtet wurde der Einfluss hoher Antibiotikagaben tiber einen kurzen Zeitraum auf das Vor-

kommen und die Quantitdt von Resistenzgenen sowie auf das Wachstum kultivierbarer Schliisse-
lorganismen mit besonderem Augenmerk auf die Wirkung einer biotechnologischen Barriere zur
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Verminderung dieser bakteriellen Kontaminanten sowie die Ubertragbarkeit der Vorgéinge einer
Laborstudie zu realen Anlagen.

Zwei kontinuierliche Durchflussfermenter mit definierter Zugabe von Antibiotika (AB) gegeniiber
eines Kontrollfermenters wurden iiber einen Gesamtzeitraum von 60 Tagen untersucht. Die tag-
liche Substratzugabe der Durchflussfermenter setzte sich zusammen aus einer Mischung von Rin-
dergiille (von BGA15 oder BGA14 bezogen) und Maissilage (Abbildung 19). Betrachtet wurde der
Einfluss hoher Antibiotikagaben iiber einen kurzen Zeitraum auf das Vorkommen und die Quan-
titat von Resistenzgenen sowie auf das Wachstum kultivierbarer Schliisselorganismen mit beson-
derem Augenmerk auf die Wirkung einer biotechnologischen Barriere zur Verminderung dieser
bakteriellen Kontaminanten sowie die Ubertragbarkeit der Vorginge einer Laborstudie zu realen
Anlagen.

Die zwei im Rahmen der Fermenterstudie durchgefiihrten Versuche unterscheiden sich durch das
Substrat, welches aus BGA14 und aus BGA15 des screenings bezogen wurde. Wie im screening
2012 zeigt auch in der Fermenterstudie das Substrat der BGA14 trotz einseitiger Zusammenset-
zung (Rindermastgiille, -mist, Pferdemist) eine hohere Dichte der betrachteten Bakteriengruppen
als BGA15 (Rinder-, Gefliigel- und Pferdemist). Spielmeyer et al. (2014) und (2015) detektierten
im screening der realen Anlagen 2012 Sulfonamid- und Tetrazyklinriickstdnde in Proben der
BGA15, sowie Werte in Proben der Fermenterstudie, die das Level der Antibiotikadotierung im
Rahmen der Studie deutlich tiberschreiten und somit héher sind als die der BGA14. Zusatzlich
zeigt die Fermenterstudie eine Reduktion von Enterobacteriaceae und Enterococcaceae in Fer-
menter 3, der mit einer Mischung aus Tetrazyklinen dotiert wurde. Eine hemmende Wirkung mo-
derater bis hoher Antibiotikakonzentrationen auf kultivierbare Schliisselbakterien im Fermenter
ist demnach nicht auszuschlief3en. REFERENZ Wirkung von TET+SMO auf Coli und Kokken im
Fermenter. Alle Versuchsansatze zeigen im Mittel ein grofderes Wachstum der Schliisselbakterien
im ersten Versuchsteil. Eine Abnahme kultivierbarer Bakterien bei Prozessdurchlauf, insbeson-
dere der Enterobacteriaceae und Enterococcaceae kann bereits in Proben des screenings und des
Jahresgangs aufgezeigt werden. Die reduzierende Wirkung der Prozessbedingungen realer Bio-
gasanlagen auf potentiell pathogene Schliisselorganismen wird von diversen Studien bestatigt
(Sahlstrom 2003; Resende et al. 2014; Iwasaki et al. 2011). Iwasaki et al. (2011) untersuchten
thermophile und mesophile Biogasanlagen liber einen Zeitraum von 90 Tagen. Nachweisbare Zah-
len coliformer und Enterococcus-Spezies konnen in Ausgansproben thermophiler Anlagen nicht,
in beiden mesophilen Anlagen jedoch in verminderter Anzahl erfasst werden. Beneragama et al.
(2013) konnen die Eliminierung verschiedener multiresistenter Bakterien durch die anaerobe
Vergarung landwirtschaftlicher Abwasser bei 55 ° C und eine Reduktion von 90 % bei mesophilen
Temperaturen zeigen. Eine Reduktion anaerober Sporenbildner bis zu einer Gréfdenordnung kann
ebenfalls in vier Anlagen des screenings, unter anderem auch BGA15 nachgewiesen werden.
Sporenbildende Bakterien (zum Beispiel Bacillus spp. und Clostridium spp.) konnen jedoch Pas-
teurisierung und Fermentation unbetroffen {iberstehen und sind aktiv an der Biogasproduktion
beteiligt (Bagge et al. 2010). Dies stellt sich auch im Versuchsansatz mit Substrat der BGA14 sowie
den Ergebnissen der realen Anlage dar. Zeitliche Fluktuationen wie sie im Jahresgang fiir BGA8
beschrieben werden als auch der Einsatz von NaWaRo, die in beiden Versuchsansitzen von
BGA15 bezogen wurden konnen jedoch auch einen Einfluss auf die Dichte anaerober Sporenbild-
ner haben. Zusammensetzung, Lagerbedingungen und -dauer silierter NaWaRo resultieren in ver-
adnderbaren Ladungen anaerober Sporenbildner in Kofermentern und somit zu einem komplexen
und fliefRenden Einfluss auf die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft in Garrestpro-
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ben (Vissers et al. 2007). In kleinvolumigen Laborfermentern tritt jedoch abgesehen davon eben-
falls die Unterbrechung des anaeroben Milieus durch Sauerstoffeintrag tiber die tigliche Substrat-
zufuhr auf.

Der Qualitative Nachweis von 12 Tetrazyklin- und drei Sulfonamidresistenzgenen zeigt ein
ubiquitdres Vorkommen der ARG. Die Fermenter 1-3 weisen in der qualitativen Analyse gleich-
mafdige ARG-Muster auf. Abweichend von den Ergebnissen des screenings 2012 kénnen mit Aus-
nahme von sul3 alle ARG im Versuchsablauf amplifiziert werden. Ein unterschiedliches Nachweis-
muster zeigt sich jedoch nicht zwischen Fermenter 1-3, sondern den beiden Versuchsansitzen
mit Substrat aus BGA15 und BGA14. Die Beschickung mit Substrat aus BGA15 ermdoglicht den sehr
gleichformigen den Nachweis aller ARG mit Ausnahme von tetX und sul3 in allen Versuchsproben,
wahrend der Ansatz mit Substrat der BGA14 den Nachweis aller ARG mit Ausschluss von sul3
ermoglicht, jedoch ein ungleichmafiigeres Muster im Verlauf des Versuchs zeigt. Auffallig ist, dass
auch ARG mit einem sehr begrenztem Spektrum an Triagerorganismen wie otrA und tetX haufig
detektiert werden (Chopra and Roberts 2001; M. C. Roberts 2005). Ein homogeneres Auftreten
der ARG-Funde in Proben der Fermenterstudie im Gegensatz zu screening oder Jahresgang ergibt
sich da die Fermenter jeweils aus einer einmalig bezogenen Substratprobe gefiittert wurden. Wie
in diversen Studien beschrieben deutet dies wiederum darauf hin, dass ARG die selten, in scree-
ning oder Jahresgang wohlmdéglich gar nicht, nachgewiesen werden unterhalb der der Nachweis-
grenze persistieren (Kyselkova, Jirout, et al. 2015; Salyers and Amabile-Cuevas 1997; Enne et al.
2005).

Eine Zunahme der ARG-Kopien tiber den Versuchsverlauf kann in jedem der Fermenter festge-
stellt werden. Durchschnittlich sind die Kopien in der zweiten Versuchshalfte um den Faktor 2,5
(F1) bis 3,2 (F2) erhoht. Der Anstieg von ARG tiber den Versuchsverlauf insbesondere in Hinblick
auf sinkende Antibiotikakonzentrationen kann diverse Griinde haben (Spielmeyer et al. 2015).
Wie auch in der Studie realer Anlagen schon vermutet kann eine subtherapeutische Konzentra-
tion von Antibiotika den horizontalen Transfer von ARG promovieren wahrend er bei hoheren
Konzentrationen stark zuriickgeht und resistente Phanotypen begiinstig werden (Jutkina et al.
2016). Storteboom et al. (2002) zeigen anhand des Vergleichs Antibiotika-belasteter Giille eines
Mastbetriebs im Gegensatz zu einem weniger belasteten Milchviehbetrieb, dass Tetrazyklinresis-
tenzgene auch mit sinkenden Antibiotikakonzentrationen ansteigen und ein Betrachtungszeit-
raum von mindestens vier Monaten notig ist um stabile Kopienzahlen zu erreichen. Sowohl die
Persistenz antibiotisch aktiver Degradationsprodukte der AB als auch mangelnde metabolische
Kosten durch ARG fiir den Tragerorganismus konnen als Erklarung in Betracht gezogen werden
(H. N. Storteboom et al. 2002; Kazimierczak et al. 2009; Luo et al. 2005; Enne et al. 2005).

Dennoch ist eine positive Korrelation von Antibiotikakonzentrationen und ARG ableitbar. Sowohl
die hochsten Kopienzahlen als auch die starkste Belastung durch Tetrazyklinantibiotika tritt in
beiden Versuchsansitzen in Fermenter 3 auf, Wahrend der Kontrollfermenter die niedrigsten Ko-
pienzahlen aufweist. Auch der Vergleich der unterschiedlich vorbelasteten Substrate bestétig den
Zusammenhang. Spielmeyer et al. ermitteln sowohl im screening 2014 als auch in der Fermenter-
studie 2015 Sulfonamid- und Tetrazyklinriickstdnde in BGA15 nicht aber BGA14. Mit Ausnahme
der Ergebnisse von tetO liegen die Kopienzahlen aller Gene in den Fermentern, dotiert mit Sub-
strat der BGA15, deutlich hoher als die der BGA14. Am deutlichsten wird dies bei sul2, das durch-
schnittlich um den Faktor 11,2 mehr in Versuchsproben von BGA15 amplifiziert wird. Weniger
deutlich ist diese Divergenz mit den Faktoren 2,5 fiir tetA und 2,8 fiir tetM.

Sul? ist das kopienstirkste ARG mit der deutlichsten Zunahme der betrachteten ARG in der zwei-
ten Versuchsphase um den Faktor 4,2 in Fermenter 1, 4,3 in Fermenter 2 und 3,0 in Fermenter 3.
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Das ARG tetM zeigt eine Zunahme in der zweiten Versuchsphase um den Faktor 1,8 in Fermenter
1 bis 3,4 in Fermenter 2. Die héchsten Kopienzahlen von tetO werden in Fermenter 2 in der zwei-
ten Versuchsphase erreicht. Die niedrigsten Kopienzahlen sowohl vor als auch nach dem Phasen-
wechsel sowie auch die deutlichste Zunahme der Kopienzahlen ist in Fermenter 1 mit einer Zu-
nahme um den Faktor 3,5 zu sehen. Das kopienschwichste ARG tetA zeigt maximale Kopienzahlen
in der zweiten Versuchsphase der Fermenter 2 und 3 mit der deutlichsten Zunahme um den Fak-
tor 2,5 in Fermenter 2.

Die Stabilitat eines ARG kann erheblich durch die genetische Lokalisation, beeinflusst werden.
ARG die auf Transposons codiert sind treten haufig mit erhohter Transferfrequenz und Stabilitat
auf als Plasmid-gebundene Resistenzgene (Ainsa 2002; M. C. Roberts 2005). Die spezifische Loka-
lisation eines ARG in den betrachteten Proben kann jedoch nicht ohne weitere Untersuchungen
eindeutig bestimmt werden. Auf3erdem ist die Abhdngig von Populationszusammensetzung und
dem Spektrum sowie der Persistenz der Tragerorganismen ursachlich fiir die Pravalenz eines ARG
(Chopra and Roberts 2001; M. C. Roberts 2005). Auch Liu et al. (2011) kénnen einen Selektions-
vorteil resistenter Bakterien flir Tetrazyklinkonzentrationen weit unter der minimalen Hemm-
konzentration nachweisen.

Der Einsatz kleinskaliger Fermenterstudien zur Klarung mikrobiologischer Vorgédnge in realen
Anlagen ist nur bedingt empfehlenswert. Zwar zeigen einige der betrachteten Parameter dhnliche
Trends wie die Kopienverteilung der unterschiedlichen ARG und das Wachstum einiger Schliisse-
lorganismen, jedoch sollte auf eine Verifizierung derart gewonnener Erkenntnisse liber die Be-
trachtung realer Anlagen nicht verzichtet werden (H. N. Storteboom et al. 2002).
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V. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Schlussfolgerung
Seit dem Verbot zum prophylaktischen und leistungsférdernden Einsatz von Antibiotika in der

Landwirtschaft in 2006 hat sich der jahrliche Absatz von Veterindrantibiotika bis 2012 mehr als
verdoppelt und die Applikation metallhaltiger Futtermitteladditive aufgrund ihrer antibiotischen
Wirkung stark zugenommen (GERMAP 2012; Casewell et al. 2003; EU 2006; Zethner 2007; GfK
2005). Schwermetalle werden unverandert, Antibiotika grofdtenteils unverandert ausgeschieden
und gelangen liber den Einsatz landwirtschaftlicher Wirtschaftsdiinger in terrestrische wie aqua-
tische Okosysteme. In landwirtschaftlichen Abwissern und Umwelt fordern sie das Wachstum re-
sistenter Bakterien, sowie die Entstehung und Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
(Fernando Baquero, Martinez, and Cantén 2008; Martinez 2009; Seiler and Berendonk 2012;
Xiong et al. 2015).

Doch auch Reduktion und Verzicht des Einsatzes antibiotisch wirksamer Substanzen ist als Mittel
zur Eliminierung und auch Eingrenzung von Antibiotikaresistenz im landwirtschaftlichen Sektor
ungeniigend. Diverse Studien zeigen, dass Resistenzgene auch ohne antibiotischen Druck tiber-
dauern da sie keine Fitnessverluste verursachen bzw. in Einzelféllen die Fitness des Organismus
erhohen (Salyers and Amabile-Cuevas; Luo et al.; Enne et al.). Zwar beschreiben einige Studien
eine direkte Korrelation steigender und abfallender Kopienzahlen von ARG in landwirtschaftli-
chen Abwéssern mit hohen Antibiotikakonzentrationen sowie dem nachlassenden Selektions-
druck nach Eliminierung der Antibiotika jedoch werden diese Zusammenhange nicht von der vor-
liegenden Studie unterstiitzt (Pin Gao et al. 2012; Pei et al. 2006; Andersson 2006). ARG liegen im
Bereich von 108 bis 1014 K/ g TS sowohl in Giille und Mist unbelasteter als auch nachweislich An-
tibiotika- und Schwermetall-belasteter Betriebe. Demnach treten ARG ubiquitér auf stabilem Ni-
veau, weitgehend unabhiangig von selektiven Faktoren wie Antibiotika und Schwermetalle auf
(Kyselkova, Kotrbova, et al. 2015; Heuer et al. 2004; Byrne-Bailey et al. 2009). Die genetische Be-
trachtung von Isolaten der Enterobacteriaceae und Enterococcaceae zeigt jedoch neben einer an-
deren Verteilung des Spektrums an Resistenzgenen auch ein geringes Vorkommen als die kulti-
vierungsunabhdngige Analyse. Besonders deutlich wird die Divergenz zwischen Isolaten der
Schliisselbakterien und des Gesamtspektrums fiir die Sulfonamidresistenzgene, da die ubiquita-
ren Gene sull und sul2 kaum widergefunden werden. Demnach ist das Reservoir an Sulfonamid-
und Tetrazyklinresistenzgenen in landwirtschaftlichen Abwéssern nicht in klinisch relevanten
Bakterien zu finden. Sowohl die quantitative Erfassung von ARG als auch die Analyse von Isolaten
bestatigt den reduzierenden Einfluss der Prozessbedingungen von Biogasanlagen wie er in diver-
sen Studien unterstellt wird (HN Storteboom and Kim 2007; J.A. Resende et al. 2014). Eine Elimi-
nierung der ARG iiber diese Barrierefunktion zur erreichen ist jedoch aufgrund der evolutionar
neutralen Eigenschaften und horizontaler Verbreitungsmechanismen unwahrscheinlich (H Heuer
et al. 2004; C. Binh and Heuer 2010). Diverse Studien unterstreichen das Gefahrenpotential von
Giille, Mist und auch dem Ablauf mesophiler Biogasanlagen durch eine schwere Belastung patho-
gener und resistenter Bakterien (Sahlstrom 2003b; Juliana Alves Resende et al. 2014; da Costa,
Loureiro, and Matos 2013). Und obwohl potentiell pathogene Bakterien wie Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae und auch anaerobe Sporenbildner sowohl aus Substrat als auch Garrest isoliert
werden konnten dominieren sie in Proben der vorliegenden Studie nicht und nehmen mit fort-
schreitendem Prozessdurchlauf weiterhin ab. Demnach kann aufgrund der vorliegenden Ergeb-
nisse eine Reduktion pathogener Schliisselorganismen bestatigt die Inaktivierung oder Eliminie-
rung resistenter Bakterien durch die komplexen Prozessbedingungen in Biogasanlagen jedoch
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nicht nachhaltig bewiesen, die Akkumulation resistenter bzw. pathogener Organismen jedoch
ausgeschlossen werden. Der Einsatz von Zink und Kupfer in einem Uberschuss der fiinfzig- bis
hundertfachen Dosis der physiologischen Notwendigkeit in Futtermittelzusiatzen und therapeuti-
schen Komponenten aufgrund ihrer kotstabilisierenden und leistungsférdernden Eigenschaften
schldgt sich auch in den Ergebnissen der vorliegenden Studie nieder (Hartung et al. 2001; Mudhoo
& Kumar 2013). Trotz der geringen Loslichkeit der Metalle zwischen 0 % und 10 % kommt es
neben einer Akkumulation in Ackerboden auch zu einer Anreicherung in Nutzpflanzen sowie
Grund- und Oberflichengewdassern (Arora et al. 2008; Peralta-Videa et al. 2009; Seiler and
Berendonk 2012; Bednorz et al. 2013; Monteiro, Lofts, and Boxall 2010). Im kontinuierlichen Ver-
lauf der Biogasanlagen bleiben Schwermetallkonzentrationen im Feststoff weitgehend stabil, zei-
gen jedoch eine tendenzielle Zunahme der wassrigen Verfiigbarkeit in Garrestproben. Neben ei-
ner weiteren Begrenzung der zugelassenen Konzentrationen fiir Kupfer- und Zinkverbindungen
bei der Fiitterung in Mastbetrieben (Zethner 2007) kann die Passage der Biogasanlage durch Er-
hohung der wiassrigen Verfiigbarkeit in Kombination mit mikrobiellen Metall-leaching Verfahren
zur Eingrenzung der Umweltbelastung beitragen (Comas et al. 2014).

Trotz einer hygienisierenden Wirkung der Abwasserbehandlung mittels Biogasfermentation
kann jedoch nicht von einer Eliminierung der pharmakologischen und mikrobiologischen Schad-
stoffe wie Antibiotika, pathogene, resistente Bakterien und Resistenzgene ausgegangen werden
und weitere umfassende biotechnologische Barrieren sowie eine wirkungsvolle Veranderung und
Kontrolle der landwirtschaftlichen Praxen ist notig um 6kologische und umweltmedizinische Ge-
fahren aus dem landwirtschaftlichen Sektor effektiv einzuddmmen.

Ausblick
Neben Veranderungen der gesetzlichen Bestimmungen zum Einsatz von Tierarzneimitteln und

Futtermittelzusatzen, die eine drastische Umstellung von Tierhaltungs- und Managementsyste-
men nach sich ziehen, sind auch biotechnologische Verfahren und Barrieren insbesondere zur
Emissionsminderung pathogener Mikroorgansimen einzusetzen. Vor Ausbringung von Antibio-
tika- und mikrobiologisch kontaminierter Abwasser auf Agrarflachen sind effiziente Eliminie-
rungsstrategien im Rahmen der Behandlung von Wirtschaftsdiingern zu realisieren. Sowohl
Schwermetalle als auch bestimmte Antibiotika und vor allem Resistenzene zeigen hohe Persistenz
und trage Eliminierungsreaktion unter Abwesenheit selektiver Faktoren. Insofern sind Tetrazyk-
line, Sulfonamide, pathogene und resistente Bakterien sowie Kupfer und Zink auch in Zukunft als
problematische Riickstinde mit umweltrelevanten Eigenschaften in Wirtschaftsdiinger anzuse-
hen
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Diese Studie untersucht die Verteilung und Persistenz von Antibiotikaresistenzgenen (ARG), re-
sistenter und potentiell pathogener Mikroorganismen und antibiotischwirksamer Schwermetalle
in landwirtschaftlichen Abwassern zur Erfassung des Risikos der Ausbringung auf Ackerland und
das hygienisierende bzw. riickhaltende Potential von Biogasanlagen.

15 Biogasanlagen wurden deutschlandweit in einem screening 2012 stichprobenhaft untersucht
und drei dieser Anlagen iiber den Jahresgang 2013 zu fiinf Probenahmezeitpunkten weiter be-
trachtet. Kontinuierliche Durchflussfermenter wurden unter definierter Zugabe von Antibiotika
(AB) in der ersten Versuchshalfte gegeniiber eines Kontrollfermenters iiber einen Gesamtzeit-
raum von 60 Tagen untersucht. Die kultivierbare bakterielle Population und Pravalenz medizi-
nisch relevanter Schliisselorgansimen wurde durch die Bestimmung Kolonie-bildender Einheiten
(KBE) auf drei Komplex-, sechs Selektivmedien und drei Antibiotika-angereicherten CHROMagar-
Medien bestimmt. Eine stichprobenhaft erstellte Isolatbibliothek ermdglichte dartiber hinaus eine
genauere Charakterisierung des Populationsspektrums sowie eine Bewertung der genutzten
Wachstumsmedien fiir die vorliegenden Probenkomplexe. Isolate wurden im Resistogramm ge-
gen f3-Lactam-Antibiotika (Amoxicillin AMX, Oxacillin OXA), Fluorchinolon (Enrofloxacin ENR),
Tetrazyklin (Tetrazyklin TET), Makrolid (Tylosin TLS), Fenicol (Florfenicol FLL) und Sulfonamide
(Trimethoprim mit Sulfamethoxazol T/S, Sulfamethoxazol SMO) getestet. Zusatzlich erfolgte der
qualitative Nachweis, mittels konservativer PCR, eines Spektrums von 12 Tetrazyklinresistenzge-
nen und drei Sulfonamidresistenzgenen in Isolaten und Gesamt-DNA. Die ARG tetA, tetM und tetO
und sul2 wurden zusatzlich iiber realtime PCR anhand absoluter Plasmidstandards quantitativ er-
fasst. Die Konzentrationsbestimmung von Schwermetallen, insbesondere Kupfer und Zink er-
folgte im Feststoff nach Kénigswasseraufschluss und im wassrigen Eluat massenspektrometrisch
mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS).

— Die chemisch-physikalische Charakterisierung verdeutlicht Veranderungen in der Proben-
matrix durch den Prozessdurchlauf der Biogasanlagen.

Wahrend gesenkte Werte des chemischen Sauerstoffbedarfs, 16slichen organischen Kohlen-
stoffs sowie den Trockensubstanzen, die die Umsetzung organischer Verbindungen in Biogas
signalisieren, werden Nahrstoffe wie Phosphat und Stickstoff im Garresten angereichert.

— Metalle werden in Feststoffproben jeder Anlage mit einer deutlichen Pravalenz von Kupfer
und Zink bestimmt. Wahrend Kupfer zu 30 % und Barium zu 25% im tiberwiegenden Teil der
Proben im wassrigen Eluat nachweisbar sind zeigen aufderdem nur noch Zink und Nickel ver-
einzelt wassrige Verfiigbarkeit.

— Insgesamt konnte eine Reduktion sowohl der gesamten KBE als auch der Enterobacteriaceae
und Enterococcaceae festgestellt werden. Einzig anaerobe Sporenbildner zeigen eine anstei-
gende Tendenz in Ausgangsproben.

— Die Betrachtung der Isolatsammlung zeigt eine hohere Diversitat auf Gattungs- und Familien-
ebene in Eingangsproben, eine Reduzierung gramnegativer Bakterien in Ausgangsproben
und eine generelle Pravalenz der Gattung Bacillus mit grofdter Auspragung im Garrest.

— Die Analyse der Medienfunktionalitdt anhand isolierter Bakterien zeigt eine abnehmende
Diversitdt in Ausgangsproben aller Medien mit zunehmender Pravalenz von Bacillaceae. Ein
Grof3teil, insbesondere Komplexmedien wird von Isolaten des Phylums Firmicutes dominiert,
die in Ausgangsproben zunehmen und die Frequenz spezifischer Isolation von Selektiv-
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medien erniedrigen. Die Isolation von Enterococcaceae ist sowohl in Eingangs- als auch Aus-
gangsproben mit Hilfe der Selektivmedien erfolgreich wahrend Enterobacteriaceae und vor
allem Staphylococcaceae in Ausgangsproben von unspezifischen Bakterien iiberlagert wer-
den. CHROMagar sind nur bedingt zum Einsatz an dem komplexen Probenmaterial geeignet,
da spezifische Isolationen nur von CHROMagar ESBL erfolgten.

— Der Grofdteil der Isolate aus den vorliegenden Umweltproben ist empfindlich gegeniiber den
getesteten Antibiotika mit einer tendenziellen Abnahme in Ausgangsproben. Auch Schliissel-
bakterien wie Enterobacteriaceae und Enterococcaceae zeigen tiberwiegend sensible Isolate
und eine geringe Belastung mit Tetrazyklin- und Sulfonamidresistenzgenen.

— Die qualitative Erfassung von ARG zeigt ein ubiquitires Vorkommen in allen Anlagen weitge-
hend unabhéangig von Betriebsbedingungen und saisonalen Schwankungen.

— Die quantitative Analyse verdeutlicht jedoch sowohl anlagenspezifisches Niveau und Reduk-
tionseffizienzen fiir ARG zwischen 80 % und 30 %. Mit abnehmender Haufigkeit und einer
entsprechend verminderten Reduktion treten sul2, tetM, tetA und das kopienschwachste tetO
in allen Anlagen auf.

— Der Einsatz kleinskaliger Fermenterstudien zur Klarung mikrobiologischer Vorginge in rea-
len Anlagen ist nur bedingt empfehlenswert. Zwar zeigen einige der betrachteten Parameter
dhnliche Trends wie die Kopienverteilung der unterschiedlichen ARG und das Wachstum ei-
niger Schliisselorganismen, jedoch sollte auf eine Verifizierung derart gewonnener Erkennt-
nisse iiber die Betrachtung realer Anlagen nicht verzichtet werden.

— Der Prozess der Biogasproduktion zeigt einen hygienisierenden Effekt auf landwirtschaftli-
che Abwisser durch Minderung der kultivierbaren mikrobiologischen Ladung und einer Po-
pulationsverschiebung zum grampositiven Spektrum, die mit der Reduktion klinisch relevan-
ter Organismen einhergeht, sowie einer Reduktion resistenter Bakterien und Resistenzgene
im Garrest.

— Eine Eliminierung der pharmakologischen und mikrobiologischen Schadstoffe erfolgt jedoch
nicht und weitere umfassende biotechnologische Barrieren sowie eine wirkungsvolle Veran-
derung und Kontrolle der landwirtschaftlichen Praxen ist notig um 6kologische und medizi-
nische Gefahren aus dem landwirtschaftlichen Sektor effektiv einzuddammen.
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VIII. ANHANG

Tabelle A1 Charakterisierung der Biogasanlagen, insbesondere der Substratzusammensetzung und Anlagenkapazitit nach Angaben der Anlagenbetreiber.

ANHANG

Biogasanlage 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Installierte Leistung [kW] 250 500 250 250 250 350 500 190 45 530 787 5240 190 190 210
Wirkungsgrad [%] - - 43 43 - - - - 37 45 - 40,9 39 - 38,5
Gesamtverweilzeit Tage 380 110 140 227 170 240 75 270 42 100 175 118 235 170 130
Temperaturniveau mest;r]::ri)l}{iicher- meso. meso. meso. meso. meso. meso. meso. meso. meso. meso. thermo. thermo. meso meso meso
Fermentervolumen [m3] 1800 1500 1500 1700 1700 2000 1200 1400 600 2000 1400 4000 1100 1200 500
Methanmenge [%] 54 - - 50 54 - 60 52 - 53 - 54 52 54 -
Glle S-Mast* 0,42 0,81 0,07 0,60 0,30
[tTS/d] R-Mast** 0,15 0,75 0,05 0,08 0,83 0,25 0,49
Milchvieh 0,34 0,81 1,50 0,75 0,23 0,60 0,91
> 0,57 1,15 0,88 0,75 1,50 0,75 0,05 0,30 0,60 0,98 0,83 0,30 0,25 0,49
Festmist R-Mast 5,0 8,0 6,8 5,0 1,2 2,9
[tTS/d] Milchvieh 11,0 4,0
Gefliigel-Mast 0,8 4,0 2,5 11,0 1,0
Legehenne 0,5 5,0
Pferd 4,0 3,0 1,0 3,0
> 6,3 16,0 14,0 6,8 7,5 4,0 1,2 5,0 11,0 39 4,0
»G+F 6,8 17,1 14,9 7,6 9,0 5,35 1,5 0,6 6,0 0,8 11,0 0,3 4,1 4,5
% NaWaRo Mais 7,0 8,0 2,2 10,0 9,0 9,3 7,5 18,0 36,0 25,5 8,0 7,6 3,0
[tTS/d] sonst. 1,2 8,0 2,6 4,0 1,0 7,4 21,0 1,0 3,0 0,0 0,0 0,0 2,0 1,5 5,0
> 8,2 16,0 4,8 14,0 10,0 16,7 21,0 8,5 3,0 18,0 36,0 25,5 10,0 91 8,0
% Anteil 54,6 48,3 24,4 65,0 54,0 75,7 100,0 85,0 83,3 75,1 97,8 69,9 97,1 68,9 64,0
- Keine Angabe
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Tabelle A2 Chemische Charakterisierung von Eingangs- und Ausgangsproben der 15 Biogasanlagen im Screening 2012 und Jahresgang 2013. Daten zu Abbildung 6.

ANHANG

DOC CSB Gesamt-N Ammonium Phosphat
[8/kgTS] [8/kgTS] [g/keTS] [g/kgTS] [g/kg TS]
widssriges Eluat wissriges Eluat wissriges Eluat wissriges Eluat wissriges Eluat
2012 BGA E A E A E A E A E A
1 24,7 21,4 1.186,5 783,2 53,5 52,5 36,8 45,9 32,2 24,0
2 86,8 24,7 582,8 769,6 40,7 53,4 25,4 482 30,9 28,9
3 35,2 26,4 4882 696,4 30,3 43,4 16,8 37,4 4,2 8,0
4 22,4 19,2 721,7 735,5 31,8 46,7 15,0 30,4 71 5,6
5 81,4 37,5 875,0 921,8 35,9 77,4 14,0 70,8 10,0 22,6
6 25,9 23,0 680,4 778,9 34,7 49,6 17,9 32,5 18,6 29,4
7 25,0 18,8 596,4 634,1 19,7 175,9 15,3 337,9 4,8 10,4
8 422 38,6 525,3 780,9 28,7 58,9 16,0 42,2 0,9 13,2
9 25,7 26,1 782,7 720,6 23,5 38,0 6,6 22,3 11,1 18,3
10 50,6 41,2 692,0 725,2 40,6 67,4 18,9 61,5 16,9 29,6
11 30,4 27,9 948,6 998,7 41,2 59,2 22,3 43,1 15,2 23,9
12 113,2 72,2 569,6 1.082,6 28,9 39,0 18,1 60,3 11,6 23,0
13 16,3 35,1 781,7 880,1 39,0 60,1 33,8 56,9 51,5 30,3
14 40,3 29,9 716,9 867,1 31,2 52,2 14,6 42,5 17,5 22,4
15 107,5 24,3 1.813,2 783,2 102,1 67,8 82,7 65,5 67,3 34,7
2013
13.]Jan 418 843,8 30,8 21,2 14,0
8 16,6 599,8 24,8 16,2 9,2
15 42,4 850,9 40,2 35,8 30,6
13. Feb 59,8 414 367,0 545,9 29,3 51,2 17,9 473 23,0 21,2
8 22,0 371 569,0 731,1 nb. 46,6 12,5 38,3 10,0 20,6
15 1016 52,9 559,6 623,8 49,0 70,3 41,0 74,1 32,0 36,2
13. Mrz 41,8 36,1 604,9 914,8 36,0 70,3 23,8 59,8 16,1 24,7
8 26,1 27,5 984,4 1213,1 30,6 57,6 19,7 51,0 15,1 27,8
15 66,3 43,1 815,9 627,5 52,0 60,4 439 68,7 33,1 37,2
13. Apr 31,8 100,8 645,6 1229,9 21,4 107,9 10,2 108,3 29,9 17,3
8 18,8 351 643,7 775,6 25,8 50,5 16,1 44,0 16,7 21,6
15 231 42,0 789,4 686,9 77,0 103,3 43,2 65,4 32,1 32,2
13. Mai 271 480,0 38,6 38,0 15,7
8 23,2 489,2 32,8 26,4 12,7
15 42,9 672,6 67,5 71,9 34,7

n.b. nicht bestimmbar
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Tabelle A3 Waiissrige Verfiigbarkeit von Kupfer und Zink. Weiterfithrende Daten zu Abbildung 7.

ANHANG

Kupfer Zink
2012 BGA E A E A
[mg/kg TS] [%] [mg/kg TS] [%] [mg/kg TS] [%] [mg/kg TS] [%]
1 51,1 17,1 65,8 - 253,1 - 349,8 -
2 81,6 - 102,7 - 391,4 592,6 -
3 26,8 13,8 32,3 16,6 194,7 180,7 -
4 30,1 11,6 37,1 14,9 193,7 218,0 -
5 55,3 - 99,0 - 261,3 389,8 -
6 166,6 2,3 56,5 15,5 1168,6 321,2 -
7 40,2 - 77,1 - 48,6 458,5 12,48
8 37,8 11,1 35,0 26,4 235,2 220,5 -
9 16,3 0,0 19,9 - 109,0 117,9 -
10 75,6 12,7 78,8 36,2 330,5 377,5 -
11 72,8 8,2 58,6 14,5 248,6 213,5 -
12 61,1 32,8 57,9 30,1 455,4 13,20 436,4 -
13 64,7 9,3 29,9 36,8 405,9 172,8 -
14 40,5 12,5 37,4 18,0 3879 280,1 -
15 75,4 20,4 72,8 11,4 568,4 448,0 -
Maissilage
(BGA15) 4,88 28,8

2013 BGA

131 1 44,8 11,6 238,3 -
8 42,4 8,3 236,5 -
15 80,4 7,8 512,5 -

13.2 1 83,7 10,2 60,4 15,9 434,1 - 281,4 -
8 31,3 14,4 36,8 16,5 182,2 - 205,8 -
15 75,0 14,2 76,4 9,7 543,3 - 441,5 -

13.3 1 99,3 - 58,8 - 515,7 - 266,2 -
8 47,3 10,8 333 27,6 327,6 - 218,0 -
15 95,7 10,7 76,0 10,7 820,6 - 4875 -

13.4 1 90,1 4,8 93,2 331 400,9 - 334,3 -
8 39,8 9,4 32,1 19,1 148,6 - 1289 -
15 78,0 1,2 72,2 1,2 430,0 - 233,0 -

13.5 1 93,4 11,5 4246 -
8 38,1 10,5 2431 -
15 83,6 1,2 490,5 -
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ANHANG

Tabelle A4 Anzahl aller identifizierten Isolate in Eingangs- und Ausgangsproben der 15 Biogasanlagen im Screening 2012. Isolate sind nach Phylum, Familie und Gattung eingeteilt ohne Bezug

zum Ursprungsmedium. Daten der Anlagen BGA1-7 und BGA12 wurden am IAM der Justus-Liebig-Universitit Gie3en generiert.
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ANHANG

Streptococcus

Streptococcaceae
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Tabelle A5 Anzahl Isolate in Eingangs- und Ausgangsproben der 15 Biogasanlagen im screening 2012 bezogen auf Ursprungsmedien. Daten der Anlagen BGA1-7 und BGA12 wurden am IAM
der Justus-Liebig-Universitit Gieen generiert.

ANHANG

Eingang Ausgang
Actinobacteria
Familie Gattung ges. EMB MC SS ESBL CASO R2A MSA VRE MRSA S&B GEA Ges. EMB MC SS ESBL CASO R2A MSA VRE MRSA S&B GEA
Cellulomonadaceae  Cellulomonas 2 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Corynebacteriaceae  Corynebacterium 9 0 0 0 0 5 5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dermabacteraceae Brachybacterium 3 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Intrasporangiaceae  Janibacter 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Jonesiaceae Jonesia 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Micrococcaceae Arthrobacter 7 0 2 0 0 4 5 4 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Citricoccus 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leucobakter 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Microbacterium 6 0 0 0 0 5 3 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Nakamurellaceae Nakamurella 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Sanguibacteraceae  Sanguibacter 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteroidetes
Flavobacteriaceae Chryseobacterium 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mpyroides 4 0 0 0 1 2 2 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ornithobacterium 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Empedobacter 2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sphingobacteriaceae Sphingobacterium 8 0 0 0 0 2 2 0 5 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Firmicutes
Aerococcaceae Aerococcus 4 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 3 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillaceae Bacillus 14 1 0 2 0 9 8 10 1 6 0 0 15 4 5 2 1 15 14 15 0 8 1 1
Gracilibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Lysinibacillus 6 0 0 0 0 3 3 0 0 3 1 0 12 0 0 0 0 6 10 0 0 7 0 0
Oceanobacillus 2 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 3 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0 0
Ornithinibacillus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Virgibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0
Enterococcaceae Enterococcus 14 1 1 0 0 4 2 0 2 3 12 7 11 0 2 1 0 1 2 0 2 2 10 6
Vagococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
Lactobacillaceae Lactobacillus 5 0 0 0 0 0 1 0 1 0 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1
Pediococcus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Leuconostocaceae Weissella 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Paenibacillaceae Brevibacillus 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 6 3 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Paenibacillus 4 0 0 0 0 1 1 1 0 4 0 0 8 3 0 0 0 5 5 0 2 3 0 0
Planococcaceae Planococcus 2 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kurthia 4 0 1 0 0 2 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Solibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Sporosarcina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0
Viridibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Staphylococcaceae  Jeotgalicoccus 3 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus 13 0 2 1 0 5 4 9 0 2 0 4 5 1 0 1 0 2 0 1 1 0 0 1
Streptococcaceae Streptococcus 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0
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Tabelle A6 Anteilige Hiufigkeit der der Familien auf den verwendeten Medien.

ANHANG

Eingang
gi[sr_l A[r(l)/toe]il Familie Anteil [%] Familie Anteil [%] Familie
EMB 23 Enterobacteriacea 20 Moraxellaceae 10 Bacillaceae/ Pseudomonadaceae
MC 32 Enterobacteriacea 15 Brucellaceae/Moraxellaceae 1 Staphylococcaceae/Alcaligenaceae
SS 47 Enterobacteriacea 32 Pseudomonadaceae 9 Brucellaceae
ESBL 50 Enterobacteriacea 18 Pseudomonadaceae
CASO 32 Bacillaceae 13 Corynebacteriaceae 11 Micrococcaceae
R2A 25 Bacillaceae 12 Micrococcaceae 10 Corynebacteriaceae
MSA 39 Staphylococcaceae 37 Bacillaceae 9 Corynebacteriaceae
MRSA 32 Bacillaceae 22 Paenibacillaceae 12 EnterococcaceaePlanococcaceae
SB 91 Enterococcaceae 5 Lactobacillaceae 2 Bacillaceae
GEA 72 Enterococcaceae 13 Staphylococcaceae 7 Lactobacillaceae
VRE 30 Sphingobacteriaceae 26 Flavobacteriaceae 12 Alcaligenaceae/Brucellaceae
Ausgang
gi[:I-l A[r(l)/t(ﬁil Familie Anteil [%] Familie Anteil [%] Familie
EMB 29 Alcaligenaceae 25 Bacillaceae 13 Paenibacillaceae
MC 42 Bacillaceae 20 Enterobacteriacea 17 Alcaligenaceae
SS 36 Enterobacteriacea 25 Pseudomonadaceae 19 Rhodobacteraceae
ESBL 24 Brucellaceae/Rhodobacteraceae 16 Xanthomonadaceae/Pseudomonadaceae 7 Alcaligenaceae
CASO 86 Bacillaceae 5 Paenibacillaceae
R2A 78 Bacillaceae 17 Paenibacillaceae 2 Alcaligenaceae
MSA 94 Bacillaceae 2 Enterobacteriacea/ 2
MRSA 72 Bacillaceae 14 Enterococcaceae 13 Paenibacillaceae
SB 66 Enterococcaceae 27 Streptococcaceae Lactobacillaceae
GEA 87 Enterococcaceae 4 Bacillaceae 4 Staphylococcaceae
VRE 28 Paenibacillaceae 23 Caulobacteraceae 13 Brucellaceae
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M spez Gasertrag [In/kg FM] 30,2 51,5 31,1 28,3 42,7 22,1 107,7 28,2 19,9 30,9
m spez Gasertrag [In/kg oTS] 364,7 412,2 344,3 310,2 466,3 386,3 954,4 357,7 297,5 390,7
M spez Methanertrag [In/kg oTS] 234,8 262,5 195,4 176,5 296,9 262,4 591,6 227,0 175,7 239,4
 durchschn. CH4-Gehalt 64,4 63,7 56,8 56,9 63,7 67,9 62,6 63,4 59,1 61,3

Biogasanlagen

Abbildung Al Gasanalytik der Biogasanalgen 1-15 im Screening 2012, durchgefiihrt von Fritzmeier Umwelttechnik GmBH.
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ANHANG

Katalog-Nr. Kategorie | Bezeichnung MERLIN
ES-VET-MHK X MICRONAUT-S Prof. Dott VET-MHK Diagnostika
Aktualisierungsdatum:
Layout K . -
y | Produktion von 1500 Platten mit diesem Layout 11"1:-2“12
. i u
1 Test akzeptiert: Datum: 11.01.2012
1 2 3 4 5 i1 7 8 9 10 11 12
A AMX OXA CET cuc CEQ cQcC ENR TET TLS FLL TS SMO
64 a2 32 3214 a2 324 B ¥l 16 [} 8/152 256
B AMX OXA CET CucC CEQ CQc ENR TET TLS FLL TS SMO
3z 16 1& 16/4 16 16/4 4 16 8 iz 4I7T6 128
C AMX OXA CET cuc CEQ cQc ENR TET TLS FLL TS SMO
18 a8 ] B/4 8 B4 2 8 4 18 2138 &4
D AMX OXA CET cuc CEQ cQc ENR TET TLS FLL TS SMO
8 4 4 4/4 4 414 1 4 2 8 118 32
E AMX OXA CET CucC CEQ CQc ENR TET TLS FLL TS SMO
4 2 2 214 2 214 0,5 2 1 4 0,595 16
F AMX OXA CET cuc CEQ cQc ENR TET TLS FLL TS SMO
2 1 1 14 1 114 0,25 1 0,5 2 0,25/4,75 g
G AMX OXA CET cuc CEQ cQc ENR TET TLS FLL TS SMO
1 0.5 0,5 0,5/4 0.5 0,574 0,125 05 0,25 1 012572373 4
H AMX OXA CET cuc CEQ cQc ENR TET TLS FLL TS GC
0,5 0,25 0,25 0,254 0,25 0,25/4 0,0625 0,25 0,125 0,5 00625/
1,1873

Abbildung A2 Plattenkonfiguration zur MHK-Bestimmung ausgewihlter Mikroorganismen tiber Mikrobouillondiluti-
onsverfahren; Antibiotikakonzentration in mg/L. AMX: Amoxicillin, CEQ: Cefquinom, CQC: Cefquinom/Cla-
vulansaure, CET: Ceftiofur, CUC: Ceftiofur/Clavulansiure, ENR: Enrofloxacin; FLL: Florfenicol, OXA: Oxacillin,
SMO: Sulfmethoxazol; TET: Tetrazyclin, T/S: Trimethroprim/Sulfmethoxazol, TLS: Tylosin, GC: Wachstums-
kontrolle.

Tabelle A7 Klinische Breakpoints (CLSI 2014).

Trimethoprim/

Familie Amoxicillin Oxacillin Enrofloxacin Tetrazyclin Sulfametho- Sulfametho-
xazol xazol
S< R> S< R> S< R> S< R> S< R> S< R>
Enterococcaceae 4 8 1 4 4 16 2/38 8/152 100 350
Enterobacteriaceae 8 8 2 4 4 16 2/38 4/76 256 512
Acinetobacter 1 4 4 16 2/38 4/76
Staphylococcaceae 2 4 1 4 4 16 2/38  8/152 100 350
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ANHANG

Tabelle A8 Biogasproduktion und —zusammensetzung in Fermenterstudien mit Substrat aus BGA15 und BGA14.

Phase 1

tdgliche Antibiotikazugabe

Fermenter 1

Fermenter 2

Fermenter 3

Phase 2

keine Antibiotikazugabe

Fermenter 1

Fermenter 2

Fermenter 3

Zeitraum

[Versuchstage]

Antibiotika Sulfadiazin, Chlortetracyc- Sulfadiazin, Chlortetracyclin,
Sulfame- lin, Tetracyc- Sulfame- Tetracyclin
thazin, Trime- lin thazin, Trime-
thoprim thoprim

BGA15

@ tagl. Gasproduktion

[Lx/kg FM Substrat*d] 65,0 70,8 67,3 64,2 69,5 65,2

@ spez. Methanertrag

[Lx/kg TS Substrat] 303,1 329,9 313,4 288,4 311,4 293,1

@ CHa-Gehalt [%] 539 53,8 53,8 54,1 54,0 54,2

@ CO2-Gehalt [%] 46,1 46,2 46,2 45,9 46,0 45,8

H2-Gehalt [ppm] 51,4 35,3 5,6 29,5 31,2 2,0

H2S-Gehalt [ppm] 254,0 207,7 234,3 352,8 269,8 2849

BGA14

@ tigl. Gasproduktion

[Lx/kg FM Substrat*d] 112,2 110,2 115,3 126,5 123,3 128,4

@ spez. Methanertrag

[Lx/kg 0TS Substrat] 315,2 311,1 325,3 346,4 337,2 351,8

@ CHa-Gehalt [%] 53,9 54,2 54,2 53,6 53,6 53,6

@ CO2-Gehalt [%] 46,1 45,8 45,8 46,4 46,4 46,4

H2-Gehalt [ppm] 21,4 16,1 24,7 7,3 7,2 12,9

H2S-Gehalt [ppm] 327,6 401,1 254,3 169,4 265,9 158,7
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