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Kurzbeschreibung: Erarbeitung anspruchsvoller Standards fiir die mittelfristige Fortfiihrung der
bodenbezogenen Verwertung von Klarschlammen aus Abwasserbehandlungsanlagen mit kleiner
Ausbaugrofle

Mit der bodenbezogenen Verwertung von Klarschlammen als Diinger sind Risiken verbunden.
Zum einen enthalten diese eine hohe Vielfalt an Bakterien (einschliefdlich Pathogenen), zum
anderen sind sie mit einer Vielzahl an Schadstoffen verunreinigt, von denen einige Gruppen (z.B.
Schwermetalle, Antibiotika und Desinfektionsmittel) selektiv auf Antibiotika-resistente
Bakterien wirken. Da in Klaranlagen Bakterien aus unterschiedlichen Einspeisungsquellen unter
hoher Néhrstoffverfligbarkeit und in Gegenwart dieser selektiven Substanzen inkubiert werden,
stellen Klaranlagen sogenannte ,hotspots” fiir horizontalen Gentransfer dar. Dieser Gentransfer
erfolgt liber mobile genetische Elemente, welche den Austausch von genetischem Material
(einschliefilich von Resistenzgenen) zwischen unterschiedlichen Bakterienarten erméglichen.
Entsprechend gelten Klarschlamme als eine der Haupteintragsrouten von Schadstoffen,
Antibiotika-resistenten Bakterien, Antibiotika-Resistenzgenen und mobilen genetischen
Elementen in den Boden.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der Konzentration von selektiven Substanzen in
Klarschlammen aus Abwasserbehandlungsanlagen kleiner bis mittlerer Ausbaugrofie auf das
Auftreten von Antibiotika-Resistenzgenen, mobilen genetischen Elementen und deren
Ubertragbarkeit auf andere Bakterien, sowie auf das Auftreten von Indikatorbakterien zu
untersuchen. Desweiteren wurde das Schicksal von Resistenzgenen und mobilen genetischen
Elementen nach Klarschlammausbringung in Bodenmikrokosmen untersucht. Basierend auf den
Ergebnissen und der bestehenden Fachliteratur sollen méglichst Grenzwerte fiir die
Konzentration an selektiven Schadstoffen in Klarschlammen vorgeschlagen werden. Die
Ergebnisse der Studie lassen erkennen, dass Klarschlamme aus kleinen
Abwasserbehandlungsanlagen dhnlich stark mit Resistenzgenen, mobilen genetischen
Elementen und selektiven Substanzen kontaminiert sind wie Klarschlamme aus grof3en Anlagen.
Es ist nicht moglich, aus den gewonnenen Ergebnissen konkrete Grenzwerte fiir selektive
Sustanzen in Klirschlamm abzuleiten. Dennoch lassen sich insbesondere fiir Fluorochinolone,
Doxycylin, Trimethoprim, Triclosan, Kupfer und Zink zahlreiche signifikante und positive
Korrelationen zur Abundanz mit Resistenzgenen und mobilen genetischen Elementen
feststellen. Diese Substanzen kdnnten sich als geeignete Kandidaten fiir die tiefergehende
Erarbeitung von Grenzwerten in Klarschlamm dienen.

Abstract: Elaboration of demanding standards for the medium-term continuation of the soil-
related utilisation of biosolids from small-scale sewage treatment plants

The soil-related utilization of biosolids as fertilizer inherits risks. On the one hand, these contain
a high diversity of bacteria (including pathogens), on the other hand they are contaminated with
a high diversity of pollutants, of which some groups (e.g. heavy metals, antibiotics and
disinfectants) pose selective effects on antibiotic-resistant bacteria. As in sewage treatment
plants bacteria of different sources are mixed and incubated under high nutrient availability in
the presence of selective substances, sewage treatment plants are considered “hotspots” of
horizontal gene transfer. This gene transfer takes place via mobile genetic elements, which allow
for the exchange of genetic material (including antibiotic resistance genes) between different
bacteria. Accordingly, biosolids are considered one of the main entrance routes for pollutants,
antibiotic resistant bacteria, antibiotic resistance genes and mobile genetic elements into soil.

This study aimed to analyze the effects of the concentration of selective substances in biosolids
on the abundance of antibiotic resistance genes, mobile genetic elements and their
transferability to other bacteria, and on the detection of indicator bacteria. Further, the fate of



resistance genes and mobile genetic elements following biosolid application was analyzed in soil
microcosms. Based on the results and the given literature, threshold values for selective
substances should be proposed. The results of ths study indicate that biosolids obtained from
small-scale sewage treatment plants are contaminated to a similar content with resistance
genes, mobile genetic elements and selective substances than biosolids from large-scale
facilities. It is not possible to propose limit values for selective substances based on the gained
results. Nevertheless, for fluoroquinolones, doxycycline, trimethoprim, triclosan, copper, and
zinc many significant and positive correlations were revealed with the abundance of resistance
genes and mobile genetic elements. These substances may thus prove as suitable candidates for
the in-depth elaboration of limit values in biosolids.
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Zusammenfassung

Im Oktober 2017 trat die Novellierung der Klarschlammverordnung aus dem Jahre 1992 in Kraft
(AbfKlarV, 2017). Dieser Novellierung zufolge ist ,Anstelle einer Phosphorriickgewinnung... die
derzeit praktizierte bodenbezogene Verwertung ab dem Jahr 2029 nur noch von Kldrschldmmen
aus Abwasserbehandlungsanlagen mit einer AusbaugréfSe von bis zu 100.000 Einwohnerwerten
und ab dem Jahr 2032 nur noch von Kldrschlimmen aus Anlagen mit einer AusbaugrdfSe von bis zu
50.000 Einwohnerwerten zuldssig. Dies trdgt den Besonderheiten Idndlich geprdgter Regionen
Rechnung (Bundesministerium fiir Umwelt, Naturschutz und nukleare Sicherheit, 2017)“. Der
vorhergesehene Zeitrahmen fiir diese Umstellung ist somit abhangig von der Ausbaugrofde der
Klaranlagen. Entsprechend miissen Anlagen, deren Kapazitit tiber 100.000
Einwohnergleichwerte (EW) betragt, diese Umstellung innerhalb der nachsten 12 Jahre
vollziehen, und Anlagen, die eine Ausbaugrofie tiber 50.000 EW aufweisen, innerhalb der
nachsten 15 Jahre. Bislang ausgenommen von dieser Regelung sind Klarschldamme, die aus
Anlagen stammen, deren Ausbaugroéfde kleiner als 50.000 EW ist. Diese Klarschlamme diirfen,
unter Einhaltung der bisherigen Regelungen fiir Grenzwerte, auch tiber diesen zeitlichen
Rahmen hinaus bodenbezogen als Diinger verwendet werden.

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Problematik des Auftretens von Antibiotika-
Resistenzen im klinischen Kontext, riickt die Umwelt als wichtiges Reservoir fiir Antibiotika-
Resistenzgene (RGs) mehr und mehr ins Blickfeld der Forschung. Hierbei wurde Klarschlamm
als eine der Haupteintragsrouten von menschlicher Seite fiir eine Vielzahl chemischer
Substanzen und RGs in die Umwelt identifiziert (Rizzo et al., 2013; Verlicchi & Zambello, 2015).
Ebenso wurden Klaranlagen als ,hotspots” fiir horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien
erkannt (Zhang et al., 2011; Su et al,, 2015; Jacquiod et al., 2017). Ziel des vorliegenden
Forschungsberichtes war es, einen ersten Uberblick iiber die Belastung von Klarschlimmen aus
Abwasserbehandlungsanlagen mit kleiner Ausbaugrofie mit potentiell selektiven Substanzen
(Schwermetalle, Antibiotika und Desinfektionsmittel), RGs und mobilen genetischen Elementen
(MGEs) zu gewinnen. Durch Korrelationsanalysen sollten eventuelle Zusammenhéange zwischen
der Haufigkeit von RGs, MGEs und den vorliegenden Konzentrationen an potentiell selektiven
Substanzen aufgedeckt werden. Entsprechende Korrelationen kénnten ggf. als Grundlage fiir
Empfehlungen von Grenzwerten fiir die jeweiligen Substanzen herangezogen werden. Als
direkter Vergleich wurden auch zwei Klaranlagen in das Projekt aufgenommen, die grofier als
50.000 EW sind. Zusatzlich sollte das Schicksal von RGs und MGEs, die mit Kldarschlamm in
Boden eingetragen werden, untersucht werden.

Da insbesondere solche RGs fiir die Verbreitung von Resistenzen in der Umwelt (und weiter in
den klinischen Kontext) relevant sind, die zwischen unterschiedlichen Bakterien ausgetauscht
werden konnen, wurde neben der Haufigkeit von RGs, aufRerdem das Auftreten und die
Haufigkeit von MGEs als wichtiger Indikator fiir potentiellen horizontalen Gentransfer
untersucht. Hierzu zdhlen unter anderem Plasmide, welche ringférmige oder lineare, autonom
vom Chromosom replizierende DNA-Molekiile sind, die, unter Umstanden, RGs tragen konnen.
Einige Plasmidgruppen kdnnen zwischen Bakterien ausgetauscht werden. Hier gilt es die
»selbst-transferablen (konjugativen)“ Plasmide von den sogenannten ,mobilisierbaren” zu
unterscheiden. Wahrend die konjugativen Plasmide die notwendige Maschinerie fiir ihre
Ubertragung von einer Zelle in die nichste selbst bereitstellen, sind mobilisierbare Plasmide
darauf angewiesen, dass eine passende Maschinerie durch ein anderes, konjugatives Helfer-
Plasmid zur Verfligung gestellt wird. Ein weiteres wichtiges Unterscheidungsmerkmal zwischen
Plasmiden bzw. Plasmidgruppen ist deren Wirtsbereich. Einige Plasmidgruppen besitzen einen
sehr breiten Wirtsbereich (sogenannte broad host range Plasmide) und kénnen unter Bakterien
aus unterschiedlichen taxonomischen Klassen ausgetauscht werden. Andere Plasmidgruppen
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weisen einen sehr engen Wirtsbereich auf (sogenannte narrow host range Plasmide) und
konnen lediglich unter eng verwandten Bakterien (z. B. unterschiedlichen Arten derselben
Gattung) ausgetauscht werden. Weitere genetische Elemente, die wichtig im Zusammenhang mit
der Ausbreitung von Resistenzen sind, sind die Integrons, die, lokalisiert auf iibertragbaren
Plasmiden oder konjugativen genetischen Elementen, auch zwischen Bakterienzellen {ibertragen
werden konnen. Integrons stellen funktionell gesehen Austauschplattformen auf der DNA dar
fiir Genkassetten, die haufig fiir Antibiotika-Resistenzen kodieren. In Integrons kénnen
zahlreiche RG angesammelt, exprimiert und ebenso wieder ausgebaut werden (Stokes & Hall,
1989; Boucher et al., 2007).

Im Rahmen dieses Projektes wurde sowohl die Haufigkeit von RGs als auch die von MGEs in den
Klarschlammen quantitativ erfasst. Hierzu wurde zunachst die Gesamt-DNA aus den Proben mit
einer harschen Lyse (unter Nutzung mechanischer Scherkrafte und chemischer Lyse) extrahiert.
Anschlief}end wurde die Abundanz von RGs und MGEs in den DNAs mittels quantitativer real-
time PCR (qPCR) ermittelt. Mit wenigen Ausnahmen wurden die meisten der Zielgene in allen
Klarschlammen detektiert. Hierbei zeigte sich, dass bezogen auf den Trockenmassegehalt, die
Klarschlamme aus kleinen Abwasserbehandlungsanlagen nicht weniger mit RGs und MGEs
belastet waren als die Klarschlamme aus grofderen Anlagen. Eine Ausnahme waren die zwei RGs,
sul2 und strA, die in hoherer Abundanz im Klarschlamm aus der grofdten Anlage dieses Projektes
nachgewiesen wurden. Auffallig war, dass die Abundanz von IncP-1 Plasmiden (sehr breiter
Wirtsbereich (Shintani et al., 2014)) deutlich niedriger in entwéasserten, als in fliissigen
Klarschlammen war. Hingegen konnte das Integrasegen fiir Klasse 2 Integrons ausschlief3lich in
den entwasserten Klarschlammen nachgewiesen werden. Ebenso aufféllig war die Beobachtung,
dass die niedrigste Abundanz fiir zahlreiche RGs in Klarschlammen auftrat, die der Verbrennung
zugefiihrt werden mussten (entweder aus Seuchenschutzgriinden oder aufgrund der
Uberschreitung von gesetzlichen Grenzwerten). Es wurden auRerdem einige weitere
Plasmidgruppen, die fiir ihr Auftreten in organischen Diingemitteln bekannt sind, fiir die aber
keine geeigneten qPCR-Methoden zur Verfiigung stehen, in die Untersuchungen mit einbezogen.
Diese Plasmidgruppen wurden semiquantitativ mit Hilfe von PCR/Southern Blot-Hybridisierung
in der TC-DNA erfasst. Hierdurch konnte eine hohe Abundanz an PromA Plasmiden in allen
Klarschlammen detektiert werden. Typischerweise tragen PromA Plasmide selbst keine RGs
(Zhang et al., 20144a; Yanagiya et al., 2018). Da sie aber in der Lage sind, andere Plasmide zu
mobilisieren und einen breiten Wirtsbereich haben, kénnen sie zu der Verbreitung von RGs die
auf anderen Plasmiden liegen, beitragen (Zhang et al., 2014a). Desweiteren konnten in den
meisten Klarschlammen zuséatzlich IncN Plasmide nachgewiesen werden. Diese Plasmide spielen
eine wichtige Rolle im klinischen Kontext (Zhang et al., 2014b), wurden bereits in anderen
organischen Diingemitteln nachgewiesen (Binh et al., 2008; Wolters et al,, 2016a) und sind mit
einer Vielzahl an RGs assoziiert (Gonzales-Zorn et al.,, 2005; Eikmeyer et al., 2012). Zusétzlich
wurden in einzelnen Klarschlammen IncW Plasmide gefunden, die ebenfalls aus der Klinik
(Zhang et al, 2014b) und anderen organischen Diingemitteln bekannt sind (Binh et al., 2008;
Wolters et al, 2016a) und mit Antibiotika-Resistenzen in Verbindung stehen (Revilla et al,,
2008).

Da rein DNA-basierte Methoden den Nachteil haben, dass sie keine Angaben liber die
Funktionalitat der nachgewiesenen Zielgene und deren genetischen Kontext liefern (z.B.
Erfassung von DNA aus toten Bakterien, oder nicht exprimierten Genen), wurde zusatzlich eine
exogene Plasmidisolierung mit den Klarschlammen durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt es,
transferable Plasmide welche (im Fall dieser Studie) fiir Antibiotika-Resistenzen kodieren, aus
den Klarschldammen in einen Escherichia coli (E. coli)-Laborstamm (CV601gfp) als Rezipienten
zu Ubertragen. Dieser Rezipient verfiigt selbst iiber zwei Antibiotika-Resistenzen (Kanamycin
und Rifampicin) und ist zusatzlich mit dem Gen fiir das griin fluoreszierenden Protein markiert,
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was eine Identifizierung der Kolonien des Rezipienten unter UV-Licht gestattet. Bei der
exogenen Plasmidisolierung wird dieser Rezipientenstamm zusammen mit Klarschlamm-
Bakterien auf einem Mating-Filter inkubiert, wodurch eine Ubertragung vom konjugativen
Plasmiden aus den Klarschlamm-Bakterien auf den Rezipienten ermdéglicht wird. Anschlieféend
wird der Mating-Ansatz auf Agarplatten, die mit Kanamycin, Rifampicin und einem weiteren
Antibiotikum (hier Sulfadiazin oder Tetrazyklin) versetzt sind, ausplattiert. Auf diesen Platten
konnen anschlieféend nur Bakterien wachsen, die sowohl resistent gegen Kanamycin, Rifampicin
als auch Sulfadiazin bzw. Tetrazyklin sind. Theoretisch sollten auf diesen Platten also nur
Rezipientenzellen wachsen, die durch die Aufnahme eines entsprechenden Plasmids ein RG
gegen das zusatzliche Antibiotikum erworben haben (sogenannte Transkonjuganten). Diese
Methode verlauft nur erfolgreich, wenn die entsprechenden RGs funktionsfihig und im
Rezipienten exprimierbar sind. Auf diese Weise konnten bis auf eine Ausnahme aus allen
Klarschlammen transferable Plasmide in E. coli ,gefischt” werden. Erschwerend fiir die
Auswertung der exogenen Plasmidisolierung war, dass ein starkes Hintergrund-Wachstum von
multiresistenten Klarschlamm-Bakterien zu beobachten war. Hierdurch konnten keine
zuverlassigen Transferraten ermittelt werden. Die gefischten Plasmide wurden via qPCR und
PCR/Southern Blot-Hybridisierung charakterisiert. Eine Auswahl dieser Plasmide wurde in
einen E. coli DH50-Stamm transformiert, der selbst keinerlei RGs beherbergt. Anschliefend
wurden mit den gewonnenen E. coli-Transformanten Antibiogramme erstellt um die von den
unterschiedlichen Plasmiden vermittelten Resistenz-Muster zu vergleichen. Von den 23
erfolgreich transformierten Plasmiden wurden 19 unterschiedliche Resistenz-Muster vermittelt.
Ein Plasmid, welches fiir besonders viele (neun von 11) getestete Antibiotika-Resistenzen
kodierte, wurde zur Sequenzierung mit PacBio eingesandt.

Zusatzlich zur Analyse von RGs und MGEs wurde auch das Vorkommen von Indikator-Bakterien
in den Klarschlammen untersucht. Neben coliformen Bakterien und Salmonellen wurden hierbei
auch Colistin-resistente coliforme Bakterien beriicksichtigt. Wahrend mit der angewandten
Methodik in keiner Probe Salmonellen nachgewiesen wurden, enthielten alle Proben coliforme
Bakterien. Zusatzlich wurden in allen Proben coliforme Bakterien nachgewiesen, die resistent
gegen das Reserve-Antibiotikum Colistin waren.

Die chemischen Analysen der Kldarschlimme auf Schwermetalle, Antibiotika und die potentiell
selektiv auf Antibiotika-RGs wirkenden Desinfektionsmittel (Triclosan, Triclocarban und die
Gruppe der quaterndren Ammoniumverbindungen (QACs)) wurden als Auftrag an
entsprechende externe Labore vergeben. Die Konzentrationen der Schwermetalle lagen mit
einer einzigen Ausnahme in allen Klarschlammen dieser Studie unterhalb der gesetzlichen
Grenzwerte. Lediglich der Cadmium-Wert im Klarschlamm, der wahrend einer von zwei
Probenahmen aus der grofdten Abwasserbehandlungsanlage dieser Studie beprobt wurde, lag
leicht oberhalb des zuldssigen Grenzwertes. Fiir die meisten Schwermetalle lief? sich feststellen,
dass deren Konzentrationen bezogen auf die Trockenmasse am hdchsten in den entwasserten
Klarschlammen waren. Ebenso lief sich zumeist eine erh6hte Konzentration in den
Klarschlammen beobachten, die aus Anlagen stammten, die eine Klinik im Einzugsbereich
haben. Auch die Konzentration des Desinfektionsmittels Triclosan war in den entwésserten
Klarschlammen im Vergleich zu den fliissigen erhoht, wahrend Triclocarban ausschliefdlich in
den entwasserten Klarschlammen detektierbar war. In allen Klarschlimmen wurden Antibiotika
nachgewiesen. Hierbei lagen vor allem die Konzentrationen an Fluorochinolonen besonders
hoch mit Werten von 212 pg bis 2,49 mg pro kg Trockenmasse fiir Levofloxacin und 576 pg bis
6,75 mg pro kg Trockenmasse fiir Ciprofloxacin. Auch weitere Antibiotika konnten in allen
Klarschlammen detektiert werden, wenn auch in deutlich niedrigerer Konzentration, zum
Beispiel das Tetrazyklin Doxyzyklin und die Makrolide Azithromycin, Roxithromycin,
Clarithromycin. Zusatzlich konnten Lincosamide (Clindamycin), Sulfonamide (Sulfamethoxazol),
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Trimethoprim und Vancomycin in einzelnen Klarschlammen nachgewiesen werden. Im
Gegensatz hierzu konnten keine Penicilline, Cephalosporine oder Erythromycin im Rahmen
dieser Studie detektiert werden.

Da sich bei der Auswertung der Abundanz der einzelnen Zielgene und der Konzentration von
Zielsubstanzen bereits deutlich abzeichnete, dass die Beschaffenheit des Klarschlamms
(entwassert oder fliissig) ein wesentlicher Faktor ist, wurden die Korrelationsanalysen auf die
10 fliissigen Klarschlamme beschrankt, um eine moglichen Verzerrung der Ergebnisse zu
vermeiden. Da die erlaubte Auftragungsmenge von Klarschlamm pro Hektar unter anderem
iiber die Trockenmasse festgelegt ist, wurden die auf die Trockenmasse bezogenen Werte der
jeweiligen Genabundanz und Substanzkonzentrationen in die Korrelationsanalyse eingebracht.
Hierbei zeichnete sich ab, dass vor allem die Korrelationskoeffizienten zwischen Zink und
Kupfer mit den meisten Zielgenen positiv waren. Insbesondere fiir Zink waren viele dieser
Korrelationen zusatzlich signifikant (p: 0,05-0,001). Ein Zusammenhang zwischen Kupfer- und
Zink-Konzentrationen mit der Abundanz von RGs bestatigt bereits zuvor in der Literatur
beschriebene Befunde fiir Boden (Knapp et al., 2011; Song et al., 2017). Hingegen waren die
Korrelationskoeffizienten der Schwermetalle Arsen, Cadmium und Chrom mit den meisten
Zielgenen negativ. Ahnlich wie Zink und Kupfer war auch die Konzentration von Triclosan
positiv mit der Abundanz der allermeisten Zielgene korreliert, und viele dieser Korrelationen
waren aufierdem signifikant (p: 0,05-0,001). Unter den Antibiotika waren vor allem die
Konzentrationen an Ciprofloxacin, Levofloxacin, Doxyzyklin und Trimethoprim mit den meisten
Zielgenen positiv (und in den allermeisten Féllen signifikant) korreliert. Interessanterweise
waren die Korrelationskoeffizienten zwischen der Auslastungsgrofie der
Abwasserbehandlungsanlagen und der Abundanz der meisten Zielgene negativ (und zumeist
signifikant). Hierdurch wurde die Beobachtung bestétigt, dass bei der Auswertung der qPCR-
Ergebnisse, die Klarschlamme aus den kleineren Abwasserbehandlungsanlagen bezogen auf den
Trockenmassegehalt nicht weniger mit RGs und MGEs kontaminiert waren als die Klarschlamme
aus grofderen Anlagen. Zusitzlich zu der Korrelationsanalyse, die auf den auf die Trockenmasse
bezogenen Werten basierte, wurde eine Analyse durchgefiihrt, die auf den tatsachlich
vorliegenden Konzentrationen bzw. Abundanz in der Originalsubstanz der Klarschlamme
beruhte. Bei dieser Analyse wurden noch mehr positive Korrelationen zwischen den
Konzentrationen potentiell selektiver Substanzen und Zielgenen als bei der Trockenmasse-
basierten Analyse gefunden. Dies unterstreicht das Selektionspotential, das von den
entsprechenden Substanzen ausgeht, auf Bakterien, die die entsprechenden Zielgene tragen.

Im Hinblick auf eine mégliche Ubertragung aus der landwirtschaftlichen Umwelt auf den
Menschen (bzw. die Klinik) ist, neben dem Vorkommen von Bakterien mit RGs und MGEs in
Klarschlammen, vor allem deren Schicksal nach Ausbringung auf den Boden von hoher
Wichtigkeit. Aus diesem Grund wurde das Vorkommen von RGs und MGEs in Béden, die mit
Klarschlamm gediingt wurden, tiber einen zeitlichen Rahmen von 112 Tagen mittels qPCR
untersucht. Um eine héchstmdogliche Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten und méglichst viele
Parameter iiber den gesamten Versuchszeitraum konstant halten zu kénnen, wurden fiir diese
Aufgabe Bodenmikrokosmen als Methode gewahlt. Hierzu wurden zwei Standardbdden von der
LUFA Speyer bezogen (Boden 2.1: schluffiger Sandboden, Boden 2.4: toniger Lehm), die mit
jeweils drei unterschiedlichen Klarschlammen aus diesem Projekt in praxistiblicher Menge
gediingt wurden. Als Kontrollen dienten Mikrokosmen, die mit mineralischem (NPK-) Diinger
oder Wasser behandelt wurden. Alle untersuchten RGs und MGEs waren ausschlief3lich in den
Bodenmikrokosmen detektierbar, die mit Klarschlamm behandelt wurden. Der blof3e Eintrag
von Nahrstoffen, wie mit den NPK-Kontrollen simuliert, fithrte nicht dazu, dass resistente
Bodenbakterien proliferierten, bzw. nicht dazu, dass diese eine Abundanz erreichten, die
oberhalb der Quantifizierungsgrenze der hier verwendeten Methoden lag. Das einzige Zielgen,
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das ebenfalls in den Kontroll-Mikrokosmen nachgewiesen werden konnte, war rrn, welches in
allen Bakterien vorliegt und deshalb als Richtwert flir die Anzahl an Bakterien in einer Probe
herangezogen werden kann. Die Abundanz dieses Gens war zu Beginn des Versuches (Tag 0) in
den Bodenmikrokosmen, die Klarschlamm enthielten deutlich hoher als in den
Kontrollmikrokosmen, was auf einen Eintrag von Bakterien mit den Klarschlammen bzw.
Wachstum von Bodenbakterien zuriick zufiihren ist. Nach 56 bis 112 Tagen konnte kein
Unterschied mehr fiir die Abundanz von rrn zwischen den Béden aus den Mikrokosmen mit oder
ohne Klarschlamm beobachtet werden. Die MGEs IncP-1¢ (trfA) und Klasse 1 Integrons (intl1)
wiesen eine hohere Abundanz pro g Boden in Mikrokosmen auf, die mit fliissigem Klarschlamm
behandelt wurden, als in solchen, die entwasserten Klarschlamm erhielten. Wahrend intl/1 nach
56 Tagen nicht mehr in den B6den nachweisbar war, konnte trfA zu diesem Zeitpunkt noch in
Mikrokosmen, die mit fliissigem Klarschlamm gediingt wurden, detektiert werden. Die einzigen
beiden Gene, die bis zum Ende des Versuches (112 Tage) in beiden Bodentypen nachweisbar
waren, waren das Sulfonamid-RG sull und das QAC-RG gacE/qacEA1. Unterschiede zwischen
den beiden Bodentypen konnten fiir sul2 und qacE/qacEA1 festgestellt werden. Wahrend sul2 an
Tag 56 nicht mehr im Sandboden nachgewiesen konnte, wurde es in Lehmboden noch am
letzten Probenahmezeitpunkt detektiert. Die Abundanz des Gens qacE/qacEA1 lag im
Sandboden nach 112 Tagen lediglich in den Mikrokosmen, die den Kldrschlamm ,I“ enthielten
oberhalb der Nachweisgrenze, im Lehmboden konnte das Gen zu diesem Zeitpunkt noch in allen
Mikrokosmen, die mit Klarschlammen behandelt wurden, nachgewiesen werden. Das
Tetrazyklin-RG tet(M)konnte in allen Mikrokosmen, die mit Klarschlamm behandelt wurden, bis
zu Tag 14 nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu wurde das Gen tet(W) ausschliefdlich in
Mikrokosmen nachgewiesen, die fliissigen Klarschlamm enthielten, und konnte in beiden
Bodentypen bis 56 Tage nach Versuchsbeginn quantifiziert werden. Die beiden Tetrazyklin-RG
tet(A) und tet(Q) wurden nur an Tag 0 und ausschliefllich in Mikrokosmen, die mit fliissigem
Klarschlamm behandelt wurden, detektiert. Nicht nachgewiesen wurden in den Mikrokosmen
Klasse 2 Integrons (intl2) und tetA(P). Die generelle Beobachtung, dass die Abundanz aller
detektierten RGs und MGEs, die mit den Klarschlamm-Bakterien in die Boden eingetragen
wurden, Uber die Zeit abnahm, und oft zum Ende des Versuchs unterhalb der
Quantifizierungsgrenze lag, bestitigt bisherige Erkenntnisse iiber die Effekte organischer
Diingung auf das Resistom im Boden (Wolters et al., 2018). Es wird vermutet, dass Bakterien, die
in organischen Diingemitteln vorhanden sind, sich nur schlecht an die Bedingungen in ihrer
neuen Umwelt (Boden) adaptieren kénnen, und deshalb absterben, bzw. deutlich in ihrer
Abundanz abnehmen (Hammesfahr et al. 2008; Heuer et al., 2008; Sandberg & LaPara, 2016).
Bei wiederholtem Eintrag organischer Diinger kommt es aber zu einem erhéhten Hintergrund
an RGs, MGEs und Antibiotika in landwirtschaftlich genutzten Béden (Wolters et al.,, 2019). Es
gilt zu bedenken, dass diese Studie mit 12 teilnehmenden Abwasserbehandlungsanlagen in
einem relativ kleinen Rahmen durchgefiihrt wurde. Desweiteren kénnen flir bestimmte
Parameter saisonale Schwankungen auftreten (Martin et al.,, 2012), die hier nicht berticksichtigt
werden konnten, da alle Kldaranlagen im Frithjahr 2018 beprobt wurden. Dennoch legen die
Ergebnisse dieser Studie nahe, dass die Belastung von Klarschlammen, die aus
Abwasserbehandlungsanlagen mit kleiner Ausbaugréfie stammen, mit selektiven Substanzen,
RGs und MGEs (bezogen auf ihren Trockenmassegehalt) vergleichbar ist mit der Belastung von
Klarschlammen aus grofden Klaranlagen. Als wichtiger Faktor fiir diese Belastung scheint neben
z.B. der Strukturierung des Einzugsgebietes (Klinik, Industrie) vor allem die Beschaffenheit des
Klarschlamms eine wichtige Rolle zu spielen. Den unterschiedlichen Kldranlagen stehen
unterschiedliche Behandlungsmoglichkeiten fiir das bezogene Abwasser und die anfallenden
Klarschlamme zur Verfiigung, und die Retentionszeiten in den Anlagen unterscheiden sich.
Somit ist die blofe Ausbaugrofde einer Klaranlage nicht geeignet, um auf die Belastung des
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jeweiligen Klarschlamms mit RGs oder MGEs zu schliefden. Neben der Quantifizierung von
Antibiotika-RGs und MGEs unterstreicht ebenso die Tatsache, dass in allen Klarschlammen
multiresistente Bakterien und Colistin-resistente coliforme Bakterien enthalten waren, die Rolle
von Klarschlamm als wichtiger Quelle und Eintragsroute von Resistenzen in die Umwelt und
potentiell Humanpathogenen. Zudem verdeutlicht die erfolgreiche Isolierung von transferablen
Multiresistenz-Plasmiden aus nahezu allen Klarschlimmen in diesem Projekt das
Ubertragungspotential von Antibiotika-RGs aus Kliarschlammbakterien auf andere Bakterien.
Auch wenn die Uberdauerungszeit von RGs und MGEs, die mit Klirschlamm in die
Bodenmikrokosmen eingebracht werden, begrenzt scheint, lasst sich nicht ausschliefRen, dass
ein Austausch zwischen Klarschlamm- und Bodenbakterien stattfindet. Ebenfalls ist denkbar,
dass einige Klarschlammbakterien (z.B. Sporenbildner) in sehr niedriger Abundanz auch nach
langerer Zeit noch vorhanden sind, aber unterhalb der Detektionsgrenze liegen. Unter
geeigneten Umstanden konnten solche Bakterien erneut proliferieren. Die chemischen Analysen
zeigten, dass Klarschlamme aus kleinen Abwasserbehandlungsanlagen vergleichbar mit
potentiell selektiven Substanzen belastet sind wie Klarschlamme grofier Anlagen und teilweise
wurden positive signifikante Korrelationen erfasst. Dennoch sind die entsprechenden
Korrelationswerte nicht stark genug um basierend hierauf Vorschlége fiir entsprechende
Grenzwerte zu unterbreiten. Auferdem gilt es zu bedenken, dass auch weitere Substanzen fiir
die Abundanz der Zielgene, wie z.B. andere Antibiotika, Metalle oder Desinfektionsmittel
anderer Klassen relevant sein konnten. Ebenso sind die Aussagen auf die untersuchten Zielgene
beschrankt.

Um weitergehende Erkenntnisse beziiglich des Einflusses der Klarschlammbeschaffenheit auf
die Belastung mit RGs, MGEs und selektiven Substanzen zu gewinnen, waren umfangreichere
Untersuchungen nétig, in denen der Klarschlamm aus mehreren Abwasserbehandlungsanlagen
vor und nach der Entwasserung verglichen wird. Hierbei wére es sinnvoll, auch Proben der
Klaranlagen-Ablaufe und des Schlammwassers zu untersuchen, um evtl. Hinweise darauf zu
gewinnen, wo die RGs, MGEs und selektiven Substanzen verbleiben, bzw. ob und wo sie evtl. in
ihrer Abundanz reduziert oder degradiert werden.
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Summary

With the amendment of the German sewage sludge regulation coming into force by 2017, the
soil-related use of biosolids as organic fertilizer will be prohibited within the following years.
Instead, biosolids will be subjected to the recovering of phosphorus. The timeframe anticipated
for this changeover will depend on the size of the waste water treatment plant. Accordingly,
waste water treatment plants with a size larger than 100,000 population equivalents (PEs) have
to carry out this changeover within the next 12 years, and those with a size larger than 50,000
PEs within the next 15 years. Up to now, biosolids obtained from waste water treatment plants
smaller than 50,000 PEs are excepted from this regulation. These biosolids may, subjected to
already pre-existing regulations for limit values, also furtheron be applied as soil fertilizer.

Against the background of the increasing problem of the occurrence of antibiotic resistances in
clinical context, the role of the environment as an important reservoir of antibiotic resistance
genes (RGs) comes more and more into the focus of research. Thereby, biosolids were identified
as one of the main anthropogenic input routes of a variety of chemical substances and RGs into
the environment (Rizzo et al., 2013; Verlicchi & Zambello, 2015). Also waste water treatment
plants were recognized as “hotspots” for horizontal gene transfer (Zhang et al,, 2011; Su et al,,
2015; Jacquiod et al,, 2017). The aim of the present research report was to gain a first overview
over the contamination of biosolids obtained from small-scale waste water treatment plants
with potentially selective compounds (heavy metals, antibiotics and disinfectants), RGs and
mobile genetic elements (MGEs). By performing correlation analysis, possible relations between
the abundance of RGs and MGEs with the concentrations of potentially selective compounds
should be revealed. Respective correlations might possibly serve as a basis for the
recommendation of limit values for the respective compounds in biosolids. For direct
comparison, also two waste water treatment plants with a size larger than 50,000 PEs were
included in this project. Additionally, the fate of bacteria hosting RGs and MGEs introduced into
soil via biosolids should be investigated.

As especially those RGs are relevant for the dissemination of resistances within the environment
(and further into clinical settings), that can be exchanged between different bacteria, next to the
abundance of RGs, also the occurrence and abundance of MGEs was investigated as an important
indicator of potential horizontal gene transfer. This includes (amongst others) plasmids, that are
autonously replicating linear or circular DNA-molecules that can often carry antibiotic RGs.
Some plasmid groups may be exchanged between bacteria. Here it is valid to distinguish the
“self-transmissible (conjugative)” plasmids from so-called “mobilizable” plasmids. While
conjugative plasmids are equipped with the whole machinery necessary for their transfer from
one cell into another, mobilizable plasmids rely on the presence of a suitable machinery
provided by another, conjugative helper plasmid for their transfer. Another important
distinctive feature of plasmids or plasmid groups is their host range. Some plasmid groups
(broad host range plasmids) have a very wide host range and can be exchanged among bacteria
belonging to different phyla. Other plasmid groups show a very narrow host range (narrow host
range plasmids, restricting their transfer and replication to very closely related bacteria (e.g.
different species of the same genus). Further genetic elements that play an important role in the
dissemination of resistances are integrons carried on plasmids or conjugative transposons or
integrated conjugative elements. These are from a functional point of view DNA -localised
exchange platforms for gene cassettes, which often code for antibiotic resistances. In integrons,
numerous RGs may be accumulated, expressed and also excised (Stokes & Hall, 1989; Boucher et
al,, 2007).
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Within the frame of this project the abundance of RGs as well as of MGEs within the biosolids
was cultivation-independently quantified. For this purpose, at first the total community (TC)
DNA was extracted from the samples after a harsh cell lysis (applying mechanical shearing
forces and chemical lysis). Subsequently, the abundance of RGs and MGEs within the DNAs were
determined via quantitative real-time PCR (qPCR). With few exceptions, most target genes were
detected in all biosolids. Thereby it was shown, that related to dry mass content, biosolids from
small-scale waste water treatment plants were not less contaminated with RGs or MGEs than
biosolids from large-scale waste water treatment plants. Two exceptions were the RGs sul2 and
strA that were observed in the highest abundance in biosolids obtained from the largest waste
water treatment plant of this project. Strikingly, the abundance of IncP-1¢ plasmids (broad host
range; (Shintani et al., 2014)) per unit dry matter was significantly lower in dewatered biosolids
than in liquid biosolids. In contrast, the integrase gene typical of class 2 integrons (intl2) was
detected exclusively in dewatered biosolids. Another striking observation was that the highest
abundance of numerous RGs occurred in biosolids destined for incineration (for the sake of pest
control or due to exceeding limit values). Moreover, few additional plasmid groups, that were
previously reported in organic fertilizers but for which suitable gPCR assays were lacking, were
included in the present investigations. Those plasmid groups were semi-quantitatively detected
by PCR and subsequent Southern blot-hybridization. Thus, a high abundance of PromA plasmids
was detected in all biosolids. Typically, PromA plasmids themselves do not carry any accessory
genes such as RGs (Zhang et al., 2014a; Yanagiya et al., 2018). But, due to their broad host range
and their ability to mobilize other plasmids, they may contribute to the spread of RGs localized
on other plasmids (Zhang et al., 2014a). In addition, IncN plasmids were detected in most
biosolids. This plasmid group plays an important role within clinical settings (Zhang et al.,
2014b) and was detected in organic fertilizers (Binh et al., 2008;Wolters et al., 2016a), and is
associated with a variety of RGs (Gonzales-Zorn et al.,, 2005; Eikmeyer et al,, 2012). Further,
IncW plasmids were detected in individual biosolid samples, which are as well known from the
clinic (Zhang et al.,, 2014b) and organic fertilizers (Binh et al., 2008; Wolters et al, 2016a), and
are also related with RGs (Revilla et al., 2008).

As solely DNA-based methods suffer from the disadvantage that no information about the
functionality of the target genes (e.g. detection of DNA from dead bacteria or non-expressed
genes) or the genetic context are gained, in addition exogenous plasmid isolation was performed
with bacteria from biosolids as plasmid donor. This method enables the transfer of conjugative
plasmids carrying (in this study) antibiotic RGs from biosolid bacteria to an Escherichia coli (E.
coli)- laboratory strain (CV601gfp) as recipient. The recipient itself carries two antibiotic
resistances (kanamycin and rifampicin) and is additionally marked with the gfp gene coding for
green fluorescent protein, which allows the identification of recipient colonies under UV-light.
During exogenous plasmid isolation, this recipient strain is incubated together with biosolids on
a mating filter, which enables the transfer of conjugative plasmids from biosolid bacteria to the
recipient. Subsequently the mating mix is plated onto agar plates supplemented with kanamycin,
rifampicin and an additional antibiotic (in this case tetracycline or sulfadiazine). On these plates
only recipient bacteria should grow, that are resistant toward kanamycin, rifampicin as well as
toward tetracycline or sulfadiazine. Thus, in theory only recipient cells should grow, that became
resistant toward the additional antibiotic by taking up a plasmid carrying the respective RG (so-
called transconjugants). This method is only successful, if the respective RGs are functional and
can be expressed within the recipient. By this means, transferable plasmids were captured from
all but one biosolid into E. coli. Aggravating for the evaluation of the exogenous plasmid isolation
was the fact, that a strong background growth of multiresistant bacteria from the biosolids
occurred on the agar plates. Although the transconjugants could be identified by their gfp-tag,
nevertheless background growth made the determination of reliable transfer frequencies
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impossible. The captured plasmids were characterized via qPCR and PCR-Southern blot
hybridization. A selection of these plasmids was transformed via electroporation into an E. coli
DH5a strain devoid of any RGs. Subsequently, antibiograms of the gained transformants were
determined via disc diffusion assays, to compare the resistance patterns conferred by the
different plasmids. By this means, 19 different resistance patterns were observed among the 23
successfully transformed plasmids. One particular plasmid, that coded for especially many
antibiotic resistances (nine of 11 tested) was send for sequencing via PacBio.

Further to the investigation of RGs and MGEs, also the presence of indicator bacteria within the
biosolids was analyzed. Here, next to coliform bacteria and Salmonella, also colistin-resistant
coliform bacteria were considered. While the applied methodology did not detect salmonella in
any biosolid, all samples contained coliform bacteria. Besides, all biosolids harbored colifom
bacteria that were resistant toward the last resort-antibiotic colistin.

The chemical analyses of the biosolids for contents of heavy metals, antibiotics and disinfectants
that potentially act selectively on bacteria carrying antibiotic RGs (triclosan, triclocarban and the
group of quaternary ammonium compounds (QACs)) were determined in external laboratories.
With one exception, all heavy metal concentrations determined for the biosolids of this study
were below the given legal limit values. Only in one case, the cadmium-value of a biosolid sample
obtained at one of two sampling times from the largest waste water treatment plant of this
study, was slightly higher than the allowed threshold value. For the majority of heavy metals it
was observed, that the respective concentration related to the dry matter content of the
samples, was higher in dewatered biosolids as compared to liquid biosolids. Further, often a
higher concentration was found for biosolids obtained from waste water treatment plants
harboring a hospital within their catchment area. Alike, the concentration of triclosan (related to
dry matter content) was higher in dewatered biosolids, while triclocarban was exclusively
detected in dewatered samples. In all biosolids as well antibiotics were detected. Among these,
in particular the concentrations determined for the fluoroquinolones were especially high with
values ranging from 212 pg to 2.49 mg per kg dry matter for levofloxacin and 576 pg to 6.75 mg
per kg dry matter for ciprofloxacin. Also, further antibiotics were detected in all biosolid
samples, although at lower concentrations, such as the tetracycline doxycycline and the
macrolides roxithromycin, azithromycin and clarithromycin. In addition, lincosamides
(clindamycin), sulfonamides (sulfamethoxazole), trimethoprim and vancomycin were detected
in individual biosolids. In contrast, no penicillins, cephalosporins or erythromycin were detected
within the frame of this study.

The evaluation of the abundance of the individual target genes and the determination of the
concentrations of target compounds already indicated the state of the biosolids
(dewatered/liquid) as a relevant factor. Thus, to avoid any bias of the results, the two dewatered
biosolids were excluded from the correlation analysis which was performed based on the results
of the remaining 10 liquid biosolids. As the allowed maximum application rate of biosolids per
hectar is defined (amongst other parameters) via the dry matter input, the target gene
abundance and compound concentrations per unit dry matter were subjected to the performed
Pearson correlation analysis. Here it was noted, that especially the correlation coefficients
between zinc and copper and most of the target genes were positive. Particularly for zinc
many of these correlations were as well significant (p: 0.05-0.001). A correlation between
copper- and zinc- concentrations with the abundance of certain RGs was previously described
for soils (Knapp etal,, 2011; Song et al.,, 2017). On the contrary, the correlation coefficients
between the heavy metals arsenic, cadmium and chromium with most target genes were
negative. Similarly to zinc and copper, also the correlation coefficients between triclosan and the
target genes were in most cases positive and often also significant (p: 0.05-0.001). Among the
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antibiotics, especially the concentrations of ciprofloxacin. levofloxacin, doxycyclin and
trimethoprim were positively correlated to most target genes and often these relations were as
well significant. Interestingly, the correlation coefficients of the majority of target genes with the
sizes of the waste water treatment plants were negative (and in most instances significant). This
confirms the observation, that via evaluation of the qPCR data (related to dry matter content),
biosolids from small-scale waste water treatment plants were not less contaminated with RGs
and MGEs than biosolids from large-scale plants. Besides the described correlation analysis
based on dry matter-related values, also an analysis was performed that relied on the actual
concentrations and gene abundance in the original biosolid substances. Here, even more positive
correlations between concentrations of potentially selective compounds and target genes were
revealed. This confirms the potential selective pressure that these substances pose on the target
genes.

In view of a potential dissemination from the agricultural environment to humans (or clinical
settings), in addition to the mere presence and abundance of RGs and MGEs in total community
DNA from biosolids, especially their fate after application to soil is important. For this reason,
the abundance of RGs and MGEs in soils fertilized with biosolids was followed over a time frame
of 112 days via qPCR. To allow for a high reproducibility and the opportunity to keep as many
parameters as possible constant over time, soil microcosms were established for this task. For
this purpose, two different well characterized standard soils were obtained from the Lufa Speyer
(soil 2.1: silty sand, soil 2.4: clayey loam), which were fertilized with three different biosolids
(according to the commonly in agricultural practice applied amount) of this study. As controls
served microcosms that were treated with mineral (NPK-) fertilizer or tap water. All analyzed
RGs and MGEs were exclusively detected in soil samples from microcosms that were treated
with biosolids. The mere input of nutrients, as simulated by the NPK-controls, did not lead to the
proliferation of soil indigenous resistant bacteria (hosting the respective target genes), or rather
not to a sufficiently strong growth to be quantified by the applied methods. The only target gene
that was as well detected in the soil from the control microcosms was rrn, which is present in all
bacteria and thus serves as a proxy for the number of bacterial cells within a sample. At the
beginning of the experiment (day 0), the abundance of this gene was significantly higher in soil
from microcosms treated with biosolids as compared to controls, due to the input of biosolid
bacteria or bacterial growth in response to the nutrients added. After 56 and 112 days of
incubation, no such difference for the abundance of rrn between microcosms applied with
biosolids or the controls was observed. The MGEs IncP-1¢ (trfA) and class 1 integrons (int/1)
showed a higher abundance (per g soil) in soils from microcosms that received liquid biosolids
than those treated with dewatered biosolids. While intl1 could not be detected in the soils after
56 days of incubation, trfA was still detectable at this sampling time in microcosms treated with
liquid biosolids. The only two target genes, that were still detectable within both soil types by
the end of the experiment (112 days), were the sulfonamide RG sull and the QAC RG
qacE/qacEA1. Differences according to soil type could be detected for sul2 and qacE/qacEAL.
While sul2 was not detected in the silty sand after 56 days, it was quantifiable in clayey loam
until the last sampling date (112 days). The abundance of qacE/qacEA1in silty sand at day 112
was only above the detection limit within microcosms treated with biosolids “]”, while in clayey
loam it was still detected in all soil samples from biosolid-applied microcosms at this time point.
The tetracycline RG tet(M) was detected in soils treated with biosolids until day 14. In contrast,
the target gene tet(W) was exclusively detected in microcosms that received liquid bioslioids
and was quantifiable in both soil types up to 56 days of incubation. The tetracycline RGs tet(A)
and tet(Q) were both only detected at day 0 and only in microcosms treated with liquid
biosolids. Not detected within any microcosm were the target genes intl2 and tetA(P). The
general observation, that the abundance of all detected RGs and MGEs, introduced into soil via
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biosolids, decreased over time and often dropped below the detection limit by the end of the
experiment, confirms previously described effects of organic fertilization on the soil resistome
(Wolters et al.,, 2019). It is assumed, that bacteria resident in organic fertilizers, can only poorly
adapt to the conditions prevailing in their new environment (soil), and thus, die or decrease
significantly in abundance (Hammesfahr et al. 2008; Heuer et al., 2008; Sandberg & LaPara,
2016).

[t should be noted, that the present study, with 12 participating waste water treatment plants,
was performed within a rather small frame. Furthermore, for some parameters seasonal
fluctuations may occur (Martin et al., 2012), that could not be taken into account here, as all
waste water treatment plants were sampled in spring 2018. Nevertheless, the results of this
study indicate, that the contamination of biosolids obtained from small-scale waste water
treatment plants with selective compounds, RGs and MGEs (related to dry matter content) is
comparable to that of biosolids from larger facilities. An important factor playing a role for the
level of contamination next to the structure of the catchment area (e.g. hospital, industry,...)
appears to be the state of the biosolids (liquid, dewatered). The different waste water treatment
plants are equipped with different treatment methods for the incoming waste water and the
remaining biosolids, and also the retention times within the facilities differ. Given that, the mere
size of a waste water treatment plant is not suitable to conclude on the contamination of
respective biosolids with RGs and MGEs. Next to the quantification of antibiotic RGs and MGEs,
also the fact that multiresistant bacteria and colistin-resistant coliform bacteria were present in
all biosolids, underlines the role of biosolids as an important reservoir for and inputroute of
resistances into the environment. Furthermore, the successful isolation of transferable
multiresistance plasmids from almost all biosolids of the current project illustrates the transfer
potential of antibiotic RGs from biosolid bacteria to other bacteria (in worst case pathogens).
Even if the persistence of RGs and MGEs introduced into soil-microcosms via biosolids appears
to be limited, it can’t be excluded, that an exchange of genetic material occurs between soil
bacteria and biosolid bacteria. Also it is conceivable that some biosolid bacteria (e.g.
sporeforming bacteria) persist at a very low abundance within soil, but are below the detection
level. Under certain, suitable circumstances, such bacteria might proliferate again. The chemical
analyses showed, that biosolids obtained from small-scale waste water treatment plants were
not less contaminated with potentially selective compounds than biosolids obtained from large
facilities und partially, positive significant correlations were revealed. However, the respective
correlation coefficients are not strong enough to serve as a basis for the proposal of any legal
limit values. Moreover, it has to be taken into account that also the concentrations of further
compounds may proof relevant for the abundance of target genes, such as other antibiotics,
metals or other disinfectant classes. As well, gained information is limited to the target genes
considered in this study.

To gain further insights into the impact of the biosolid state on its contamination with RGs, MGEs
and selective compounds, more extensive investigations would be necessary, in which biosolids
of several waste water treatment plants before and after the dewatering process are compared.
Here it would be reasonable to analyse as well samples of the waste water treatment plant
outflow and the water- phase of the biosolids, to gain insights on the disposition of the RGs,
MGEs and selective substances, and on a potential reduction or degradation, respectively.
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1.1 Kurzbeschreibung des Forschungsvorhabens

Durch das zunehmende Auftreten von Infektionen mit multiresistenten Keimen wird der
erfolgreiche Einsatz von Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin in Frage gestellt.
Daher ist es dringend erforderlich zu untersuchen, inwiefern transferable Antibiotika-
Resistenzgene (RGs) von Umweltbakterien zu dieser Problematik beitragen und entsprechende
mogliche Verbreitungswege zu identifizieren. Im Zuge der Diingung landwirtschaftlicher Boden
mit Klarschlamm werden resistente Bakterien und Antibiotika RGs in die Boden eingebracht.
Oftmals sind diese RGs auf sogenannten mobilen genetischen Elementen (MGEs) lokalisiert (z. B.
Plasmiden, Integrons) und kénnen zwischen unterschiedlichen Bakterien ausgetauscht werden.
Zeitgleich werden auch die im Klarschlamm enthaltenen Schadstoffe in den Boden eingetragen.
Einige dieser Stoffe, wie z. B. Schwermetalle, Antibiotika und einige Desinfektionsmittel, konnen
selektiv auf resistente Bakterien wirken (durch direkte Selektion oder via Ko-Selektion) und so
deren Anteil in der gesamten Bakterienpopulation erh6hen (Baker-Austin et al., 2006; Gullberg
etal,, 2014; Kim et al., 2014; Pal et al., 2015).

Im Hinblick auf eine mdégliche Risikobewertung ist es daher dufierst wichtig, die Konzentration
von Antibiotika, Schwermetallen und entsprechenden Desinfektionsmitteln (Triclosan (TCS),
Triclocarban (TCC) und quaternire Ammoniumverbindungen (QACs)), sowie das Vorkommen
von RGs und MGEs in Klarschlammen zu analysieren. Hierbei gilt ein besonderes Interesse den
transferablen RGs, welche auf MGEs lokalisiert sind und iiber Artgrenzen hinweg zwischen
Bakterien ausgetauscht werden kénnen.

Wahrend laut der neuen Klarschlammverordnung von 2017 (AbfKlarV, 2017) die
landwirtschaftliche Nutzung von Klarschlimmen aus Kldranlagen mit einer Ausbaugréfie >
50.000 Einwohner-Gleichwert (EW) ab 2032 bzw. ab > 100.000 EW ab 2019 untersagt ist,
besteht fiir Klaranlagen kleinerer Ausbaugrofde auch tiber diesen Zeitpunkt hinaus die
Maéglichkeit, den anfallenden Klarschlamm bodenbezogen zu verwerten. Im Rahmen dieses
Forschungsvorhabens soll deshalb anhand einer Literaturrecherche und der mikrobiologischen
und chemischen Analyse von Klarschlammen aus Kldranlagen kleiner Ausbaugrofde (</=50.000
EW) das Ausmaf des Eintrags von RGs, MGEs und selektiven Substanzen in den Boden erfasst
werden. Zusatzlich wird mit Hilfe von Mikrokosmos-Experimenten das Schicksal von RGs und
MGEs, die mit Klarschlamm in Boden eingebracht werden, untersucht. Basierend auf den
gewonnenen Erkenntnissen sollen Qualitatskriterien beztiglich des Gehalts an Schwermetallen,
Antibiotika und Desinfektionsmitteln, fiir Klarschlamme, welche Anwendung als Diinger in der
Landwirtschaft finden, vorgeschlagen werden.

1.2 Erkenntnisstand

Das Gesundheitssystem wird unter anderem durch die fortschreitendende Ausbreitung von
Antibiotika-resistenten Bakterien in der Umwelt gefadhrdet (WHO, 2018). So kénnten in
absehbarer Zukunft bereits marginale Verletzungen und derzeit noch unkomplizierte Routine-
Operationen im Falle einer Infektion mit drastischen Risiken wie erhohter Morbiditat und
Mortalitat verbunden sein. Deshalb ist es von hdchster Relevanz, anthropogene Beitrage zu
dieser Entwicklung so weit wie mdglich zu reduzieren. Laut Clarke & Smith (2011) sind
Klarschlamme eine der wichtigsten Eintragsrouten von Antibiotika und anderen Arzneimitteln
in die Umwelt. Gleichzeitig ist Klarschlamm eines der reichhaltigsten Reservoirs an Antibiotika-
resistenten Bakterien und Antibiotika-RGs (Ma et al., 2011; Calero-Caceres et al., 2014;
Bondarczuk et al., 2016; Wolters et al., 2019).
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In Abwasserbehandlungsanlagen werden, je nach Einzugsgebiet, Bakterien aus
unterschiedlichen Quellen miteinander gemischt. Durch die Tatsache, dass im Abwasser ein
diverses Angebot an Nahrstoffen fiir diese Bakterien bereitsteht, werden deren metabolische
Aktivitat und ihr genetischer Austausch untereinander gefordert. Zusatzlich enthalten Abwasser
eine Vielzahl an potentiell selektiv wirkenden Substanzen (Antibiotika, Schwermetalle,
Desinfektionsmittel), welche den Anteil resistenter Bakterien an der Gesamtpopulation der
Bakterien erhohen, und teilweise auch den horizontaler Gentransfer (HGT) unter Bakterien
fordern konnen. Dementsprechend werden Klaranlagen als ,hotspots* fiir HGT betrachtet (Rizzo
etal, 2013; Jacquiod et al.,, 2017) und es besteht die Moglichkeit der Ausbreitung von
resistenten Bakterien, RGs und MGEs im Abwasser und in den anfallenden Kldarschlammen (Kim
etal, 2014; Pal et al.,, 2015). Bislang wurde schon eine Vielzahl an Plasmiden aus
unterschiedlichen Inkompatibilitatsgruppen (IncA/C, IncF, Incl, IncM, IncN, IncP-1, IncP-6, IncQ,
IncU, IncW, IncX3) und eine noch héhere Anzahl an Antibiotika-RGs in Kldarschlammen
detektiert (Szczepanowski et al., 2004; Schliiter et al., 2007; Akiyama et al., 2010, Eikmeyer et al.,
2012, Dropa etal,, 2016, Yao et al., 2017; Wolters et al., 2019). Ein besonderes Augenmerk
beziiglich einer moglichen Resistenziibertragung gilt hier den Plasmidgruppen, die ein breites
Wirtsspektrum aufweisen, wie z. B. IncP-1 Plasmide (welche tiber einen aufierordentlich
effektiven Transfermechanismus verfiigen) und IncQ Plasmide, deren Wirtsspektrum sowohl
Gram-positive als auch negative Bakterien einschlief3t (Rawlings & Tietze; 2001; Shintani et al.,
2014, Kliimper et al., 2015). Im Hinblick auf eine potentielle Ubertragung von RGs auf pathogene
Bakterien ist es auferdem erwidhnenswert, dass einige der in Klarschlamm detektierten
Plasmidgruppen bereits im klinischen Kontext in Erscheinung treten und hier Resistenzen gegen
diverse Antibiotika-Klassen vermitteln konnen (Datta et al., 1971; Zhang et al., 2014). Eine
weitere Klasse von genetischen Elementen (obwohl nicht mobil per se, dennoch aufgrund ihrer
haufigen Lokalisierung auf grofReren MGEs, zu den MGEs gezahlt) die haufig in Klarschlammen
nachgewiesen wurde (Ma et al., 2011; Liu et al., 2012, Burch et al.,, 2013, Wolters et al, 2019),
und die mit der Verbreitung von RGs insbesondere unter Gram-negativen Pathogenen in
Verbindung gebracht wird (Gillings, 2014), sind die Integrons. Integrons sind funktionelle
Plattformen auf der DNA, die es ermoéglichen, Genkassetten einzubauen, anzusammeln und zu
exprimieren (Stokes & Hall, 1989). In den meisten Fallen kodieren die genannten Genkassetten
fiir RGs. Da vor allem das Integrasegen von klinischen Klasse 1 Integrons hochkonserviert ist
und weil Klasse 1 Integrons unter anderem mit diversen RGs assoziiert sind, ist dieses Gen ein
vielversprechender Kandidat als Indikatorgen fiir anthropogene Verunreinigungen (Gillings et
al,, 2015). In der Total Community (TC-) DNA von Klarschlammproben, die wochentlich aus
einer Kldranlage in Buenos Aires genommen wurden, wurden iiber den gesamten
Probezeitraum von drei Jahren mittels quantitativer real time PCR IncP-1 Plasmide (korB),
Klasse 1 Integrons (int/1) und das QAC RG qacE/qacEA1 detektiert (unveroffentlicht). Dies weist
auf eine kontinuierliche Kontamination des Klarschlamms mit diesen genetischen Elementen
hin.

Bdden stellen ein natiirliches und besonders reichhaltiges Reservoir an Antibiotika-
synthetisierenden Bakterien und an Antibiotika-RGs dar (D’Costa et al. 2006). Mit Klarschlamm
als Diinger werden neben Nahrstoffen zusatzlich Antibiotika-resistente Bakterien und deren RGs
und MGEs in die Boden eingebracht. So konnte eine erhohte Abundanz an RGs in Boden
beobachtet werden, die liber langere Zeit mit Klarschlamm gediingt wurden (Xie et al.,, 2016;
Chen et al,, 2016). Unabhéangig hiervon legen zahlreiche Studien nahe, dass der Effekt einzelner
Klarschlamm-Ausbringungen auf das Vorkommen von RGs und Antibiotika-resistenten
Bakterien im Boden von voriibergehender Natur ist (Rahube et al., 2014; Lau et al., 2017;
Wolters et al,, 2018 & 2019). Ahnliche Effekte sind ebenfalls fiir die organische Diingung mit
Giille und Biogas-Géarresten bekannt (Heuer et al.,, 2011a; Nolvak et al., 2016; Wolters et al,,
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2018). Hierbei wurde bereits ein Zusammenhang zwischen der Zunahme an RGs und MGEs im
Boden mit dem gleichzeitigen Eintrag von Antibiotika und organischem Diinger (Heuer & Smalla,
2007; Heuer et al,, 2011b) und einer vorausgegangenen Behandlung der Tiere mit Antibiotika
postuliert (Kopmann et al., 2013; Jechalke et al., 2013a, 2014a). Nichtsdestotrotz ist bislang
nicht abschliefsend geklart, ob die Zunahme an resistenten Bakterien und RGs in den gediingten
Bdden auf den Eintrag via Klarschlamm zuriickzufiihren ist, oder ob die parallele
Nahrstoffzufuhr zu einer Proliferation der resistenten Bodenbakterien fiihrt (Udikovic-Kolic;
2014; Hu et al,, 2016a).

Neben RGs und MGEs werden durch Kldrschlamm aufderdem Antibiotika in den Boden
eingetragen (Golet et al., 2003; Yang et al., 2018). Hier hdngt deren weiteres Schicksal nicht nur
mafigeblich von der jeweiligen Stoffklasse ab (z. B. sind die Halbwertszeiten fiir Fluorochinolone
im Boden wesentlich langer als von Sulfonamiden), sondern auch von weiteren Parametern wie
dem pH-Wert des Bodens, der Bodenfeuchtigkeit, der Temperatur, der Bodentextur oder dem
vorhandenen Pflanzenbewuchs (Heuer et al., 2011a; Jechalke et al., 2014b). Beziiglich der
selektiv wirkenden Desinfektionsmittel ist das Schicksal von QACs im Boden bislang kaum
untersucht worden (Mulder et al., 2018). Hingegen haben sich bereits einige Studien mit dem
Verbleib von TCS und TCC im Boden beschiftigt und Klarschlamme einerseits als eine
Eintrittspforte beschrieben (Lozano et al., 2010, 2017; Chen et al., 2014) und andererseits
festgestellt, dass diese die Bioverfiigbarkeit vermutlich durch Sorptionsprozesse von TCS im
Boden deutlich herabsetzen (Fu et al., 2016). Auch Schwermetalle werden mit Klarschlamm in
den Boden eingebracht, wo sie im Gegensatz zu Antibiotika und Desinfektionsmitteln nicht mit
der Zeit abgebaut, sondern akkumuliert werden (Wuana & Okieimen; 2011; Yang et al,, 2014).
Fiir die Mehrzahl der Schwermetalle wurde in Abhdngigkeit von deren Eigenschaften
festgestellt, dass sie meist in der oberflichennahen Bodenschicht verbleiben. Die Effekte von
Schwermetallen auf die Abundanz von RGs im Boden hingen vom jeweiligen Schwermetall und
dessen Konzentration, sowie vom betreffenden RG ab. Insbesondere Kupfer wirkt selektiv auf
diverse Antibiotika RGs (Knapp etal,, 2011 & 2017; Hu et al., 2016b & 2017; Zhang et al., 2018a).
Desweiteren konnen Metalle in Konzentrations-abhdngiger Weise die Transferfrequenz des
IncP-1 Plasmids pKJK5 im Boden reduzieren, ohne dass das Wirtsspektrum an sich beeinflusst
wird (Kliimper et al., 2017). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass pKJKS5 tiber keine Metall-RGs
verfligt. Im Falle von anderen Plasmiden, welche sowohl Antibiotika-RGs als auch Metall-RGs
beherbergen, konnte die Abundanz dieser Plasmide (und deren Antibiotika-RGs) durch die
Selektion via Schwermetallen zunehmen (Ko-Selektion).

In Bezugnahme auf die Problematik des zunehmenden Auftretens von Resistenzen in klinischen
Pathogenen ist es wichtig zu erkennen, dass die Resistome (Gesamtheit aller RGs)
unterschiedlicher Habitate und deren Bakterien nicht strikt voneinander getrennt sind.
Stattdessen ist ein Austausch von genetischem Material zwischen diesen iiber diverse
potentielle Wege moglich, wobei die Richtung des Transfers nicht endgiiltig geklart ist
(Wellington et al., 2013). So ist beispielsweise ein Transfer von RGs, welche mit Klarschlamm in
den Boden gelangen, auf Bodenbakterien oder Bakterien, die mit Pflanzen assoziiert sind,
vorstellbar. Dementsprechend wurde eine erh6hte relative Abundanz einzelner Gene auf
Nutzpflanzen beobachtet, die mit Klarschlamm gedtingt wurden, verglichen mi