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1 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurden antibiotikaresistente Escherichia coli
Stamme im Zusammenhang mit unterschiedlichen Behandlungs- und
Hygienisierungsverfahren von Klarschlammen aus verschiedenen Klaranlagen
in der Steiermark untersucht.

Im Zeitraum von Janner bis Dezember 2009 wurden 110 Klarschlammproben
aus funf verschiedenen Klaranlagen entnommen und die kolonienbildenden
Einheiten pro Gramm Klarschlamm von E. coli und coliformen Mikroorganismen
untersucht. Zusatzlich wurde das Vorhandensein von ESBL-E. coli Uberpruft.

Von 110 untersuchten Klarschlammproben konnten 708 E. coli Stamme isoliert
werden. Die hdchsten Keimkonzentrationen fiir E. coli wurden mit 9,6x10*
KBE/g entwassertem Klarschlamm nachgewiesen. Durch die Behandlung des
Klarschlammes mit Kalkhydrat oder durch thermische Trocknung wurde eine
Reduktion der E. coli Keimkonzentration erreicht. In allen 5 Klaranlagen wiesen
die Antibiotika Cephalotin, Tetracyclin und Ampicilin die hochsten
Resistenzraten auf.

Aus 76 Klarschlammproben konnten 95 ESBL-positive E. coli-Stamme isoliert
werden, davon wurden drei unterschiedliche Beta-Lactamase-Gruppen (CTX-M,
TEM und SHV) von bla Genen nachgewiesen.

Die vorliegende Klarschlammuntersuchung ergab, dass durch die
Kalkbehandlung mit anschlieRender Entwasserung eine Reduktion und durch
die thermische Trocknung des Klarschlammes eine Eliminierung von E. coli und
coliformen Erregern stattfindet. Nur wenn der Klarschlamm nach den
entsprechenden HygienisierungsmalRnahmen als seuchenhygienisch
unbedenklich eingestuft wird, darf gemall den bodenschutzrechtlichen
Vorgaben in der Steiermark eine landwirtschaftliche Verwertung erfolgen.
Sowohl in nicht entwassertem/gekalktem Klarschlamm als auch in
entwassertem Klarschlamm ohne Kalkbehandlung konnten resistente E. coli
nachgewiesen werden. Aufgrund der in diesen Untersuchungen beobachteten
Resistenzsituationen sollte fir die landwirtschaftliche Aufbringung oder
landschaftsbauliche Verwertung dieser Klarschlamme eine neue hygienische
Bewertung erfolgen.

Eine Verbreitung von resistenten bzw. ESBL-positive E. coli-Stammen ist vor
allem aus jenen Klaranlagen zu erwarten, die lediglich eine Entwasserung ohne
nachfolgende Kalkbehandlung durchfuhren und diese Klarschlamme einer
landwirtschaftlichen Verwertung zuflhren.



2 EINLEITUNG

2.1 Hintergrund

Antibiotikaresistente Keime stellen heute nicht nur ein Problem im Bereich des
Gesundheitswesens dar, sondern finden sich zunehmend auch in der Umwelt.
Hauptgrund fiir diese Entwicklung ist der Einsatz von Breitspektrum-Antibiotika
in der Medizin und der Landwirtschaft. In besiedelten Gebieten lassen sich fast
uberall Antibiotika im Oberflachenwasser nachweisen, welche einen
evolutionaren Druck auf die mit ihnen in Kontakt kommenden Mikroorganismen
ausuben (Zhang, 2009). Neben diesem Einfluss auf die Mikroorganismen
erfolgt auch ein direkter Eintrag von antibiotikaresistenten Bakterien aus der
Tierhaltung Uber Gulle und Mist sowie aus menschlichen Ausscheidungen uber
das Abwasser in die Umwelt. Ein Anstieg von pathogenen antibiotikaresistenten
Bakterien kann nicht nur ein umweltmedizinisches sondern auch ein
Okotoxikologisches Problem hervorrufen (Kimmerer, 2004; 2009). Zahlreiche
Studien berichten, dass urbanes Abwasser und Klarschlamm zum Teil hohe
Raten an antibiotikaresistenten Bakterien aufweisen und der Anteil an
antibiotikaresistenten Bakterien im Rohabwasser als auch im Ablauf von
Klaranlagen in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat (Heier, 1983;
Fernandez-Astorga et al., 1992; Feuerpfeil et al., 1999; Goni-Urriza et al., 2000;
Reinthaler et al., 2003; Silva et al., 2006).

Wenn man von resistenten Keimen im Abwasser ausgeht, so kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese durch Verdunstung und Verwirbelung im
Rahmen des Klarungsprozesses in die Umgebungsluft gelangen. Diese Keime
stellen einerseits ein potentielles Infektionsrisiko fur den Menschen dar,
andererseits kann es zu Resistenzentwicklungen durch die Ubertragung von
Resistenz-Plasmiden auf sensitive Stamme kommen.

Horizontaler Gentransfer ist in der Natur oder in technischen Anlagen Uberall
dort mdglich, wo die Dichte der Bakterien hoch, und damit die Chance auf ein
Aufeinandertreffen zweier geeigneter Bakterienzellen grof ist (Feuerpfeil et al.,

1999). Marcinek et al., (1998) berichten, dass Klaranlagen nicht nur ein



Sammelbecken flr antibiotikaresistente Bakterien sind, sondern dass es auch
Hinweise darauf gibt, dass es in Klaranlagen, begulnstigt durch die hohe
Bakteriendichte, zum Genaustausch und damit zur Ubertragung von
Resistenzgenen kommen kann.

Die Zusammensetzung der Abwasser ist je nach Herkunft variabel, und stark
von der wirtschaftlichen Struktur des Einzugsgebietes, sowie temporar auch
von epidemiologischen Gegebenheiten gepragt. Resistente Keime sind vor
allem in Bereichen zu finden, wo ein vermehrter Einsatz von antimikrobiellen
Substanzen gegeben ist. Krankenhduser sind Zentren der Resistenz-
entwicklung (Grabow u. Prozesky, 1973; Fontaine u. Hoadley, 1976; WHO,
1983), wo Erregerstamme, die an dieses Milieu angepasst sind, mit einem
vielfaltigen Selektionsdruck und einem infektionsempfanglichen Patientengut
zusammentreffen (Witte u. Klare, 1999). Auch Guardabassi et al., (1998)
berichten in ihrer Studie von einer Pradisposition von Bakterien, die unter dem
Einfluss eines antibiotikaspezifischen  Selektionsdruckes Resistenzen
entwickeln.

Antibiotikaresistente Keime stellen fur den Menschen Uberall dort eine Gefahr
dar, wo potentieller Kontakt mit fakal verunreinigtem Wasser, Klarschlamm oder
Gulle gegeben ist. Aus verschiedenen Studien wird deutlich, dass durch die
Abwasserreinigung keine ausreichende Eliminierung von Infektionserregern
(inkl. resistenter Keime) stattfindet (Strauch, 1998). Die im Klarschlamm
vorhandenen Erreger konnen durch fakal-orale Ubertragung Infektions-
erkrankungen hervorrufen (Mascher et al., 1996). Auch durch die Nutzung von
gereinigten Abwassern oder deren Vorflutern flr Fischerei, Viehtranken und far
die Bewasserung landwirtschaftlicher Kulturen, koénnten Infektionskreislaufe
geschlossenen werden. Zudem koénnen natlrliche (Bade-) Gewasser durch den
,run off von klarschlammgedingten Flachen nach Regenereignissen mit
resistenten Bakterien kontaminiert werden.

Da die Reinigung der Abwasser keine ausreichende Eliminierung der
Infektionserreger bewirkt, konnen resistente Bakterien Uber das geklarte
Abwasser oder Uber den Klarschlamm wieder in die Nahrungskette gelangen
(Perreten et al., 1997; Teuber, 1999; Salyers, 2002; Muller, 2004).



In Osterreich wird der (berwiegende Teil der Abwéasser den Klaranlagen
zugeflhrt und dort einem Reinigungsprozess unterworfen. Dieser gliedert sich

in drei Reinigungsstufen:

1. Mechanische Reinigung: Am Beginn des Reinigungsprozesses wird das

Abwasser vorerst so weit wie mdglich von Feststoffen und Partikeln

befreit.

2. Biologische Reinigung: Im Belebtschlammbecken erfolgt der aerobe

Abbau organischer Stoffe. Der gebildete Belebtschlamm ist ein
Konglomerat aus Bakterien, organischem Detritus und Ciliaten, welche

Belebtschlammflocken im Abwasser bilden.

3. Chemische Reinigung: Im Zuge dieser Reinigungsstufe werden die

mineralischen Endprodukte (vor allem Stickstoff- und Phosphor-

verbindungen) eliminiert.

Klarschlamm, der im Verlauf des Reinigungsprozesses entsteht, kann nach
vorangegangener Hygienisierung als Dungerersatz auf landwirtschaftlich
genutzte Flachen aufgebracht werden.

Durch Stabilisierungsprozesse erfolgt eine Reduktion von Krankheitserregern
im Klarschlamm, jedoch kann es durch den Wasserentzug auch zu einer
relativen Zunahme an Bakterien (z.B. E. coli) pro Gramm kommen.

Lange Zeit war man der Meinung, dass entweder einzelne Reinigungsstufen
oder die Gesamtheit der Prozesse in der Lage seien, die pathogenen Agentien
aus dem Abwasser zu entfernen. Wenn man die bisherigen Kenntnisse Uber die
Wirkung von Abwasserreinigungsverfahren auf pathogene Agentien
zusammenfasst, kann man feststellen, dass die Mehrzahl von Erregern in
zahlenmafig reduzierter Form die Abwasserreinigung Ubersteht, und von den
Klaranlagen in die Vorfluter gelangt (Haas, 1995; Feuerpfeil et al.,, 1999).

Stelzer und Ziegert (1988) bestatigen, dass aus gut funktionierenden



vollbiologischen Klaranlagen bedeutende Mengen von antibiotikaresistenten
Bakterien mit dem gereinigten Abwasser in die Umwelt gelangen.

Insgesamt hat sich in den letzten Jahren die Resistenzsituation bei vielen
Infektionserregern  drastisch  verscharft. Aktuelles Beispiel aus dem
Krankenhausbereich und zunehmend auch aus dem ambulanten Bereich mit
erheblichem Gefahrdungspotential sind ESBL (Extended Spectrum Beta-
Lactamasen)-bildende Enterobacteriaceae. ESBLs sind R-Lactamasen mit
einem erweiterten Wirkungsspektrum und entstehen durch Mutationen von nicht
ESBL R-Lactamasen. Sie gehdren unterschiedlichen [3-Laktamasen Typen (wie
TEM, SHV, CTX-M) an, die untereinander bisweilen eine relativ niedrige
Homologie (um die 25%) aufweisen (Paterson u. Bonomo, 2005). Diese
Enzyme sind meist auf Plasmiden codiert und somit leicht horizontal
Ubertragbar. Sie hydrolysieren Beta-Lactam-Antibiotika und verleihen dem Keim
damit Resistenz gegentber Penicillinen, Cephalosporinen und Aztreonam. Seit
den 80iger Jahren sind sie Ursache von nosokomialen Ausbriuchen mit
ansteigender Tendenz in den letzten Jahren.

Stelzer und Ziegert (1988) fanden eine enorme Belastung des Abwassers mit
antibiotikaresistenten Bakterien mit einer Vielzahl von Resistenztypen und
gehen davon aus, dass einmal entstandene R-Plasmide sehr lange in der

Umwelt zirkulieren.

2.2 Ziel des Projektes

Ziel des vorliegenden Projektes war antibiotikaresistente Bakterien (Leitkeim
E. coli) im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Behandlungs- und
Hygienisierungsverfahren von Klarschlammen aus verschiedenen Klaranlagen

in der Steiermark zu untersuchen.

Aus den aktuellen Ergebnissen sollten die unterschiedlichen Behandlungs-
verfahren des Klarschlamms beurteilt und der weitere Einsatz in der
Landwirtschaft diskutiert werden. Ein Vergleich der unterschiedlichen
Klarschlammarten erfolgte durch die quantitative Untersuchung von E. coli und

coliformen Keimen.



In dieser Studie wurden Klarschlamme mit folgenden Behandlungsverfahren

untersucht:
e Simultane aerobe Schlammestabilisierung
e Anaerobe Schlammestabilisierung (Schlammfaulung)

¢ Behandlung von Klarschlamm mit Kalk als Ca(OH),



3 MATERIAL UND METHODEN

Im Zeitraum von Janner bis Dezember 2009 wurden an neun Tagen
Klarschlammproben aus finf verschiedenen steirischen Klaranlagen (Tab. 1)
gezogen. Die sechs Entnahmestellen wurden entsprechend den Schlammtypen
Belebtschlamm, stabilisierter Schlamm, entwasserter Schlamm, entwasserter/
gekalkter Schlamm, nicht entwasserter/gekalkter Schlamm und getrockneter

Schlamm gewahlt.

Das Bakterium Escherichia coli (E. coli) wurde fur die Keimzahlbestimmung
sowie fur die Resistenzuntersuchung ausgewahlt. Dieser fakultativ pathogene
Kommensalkeim kommt im menschlichen und tierischen Dickdarm vor und ist
daher auch in den Ausscheidungen in hoher Zahl enthalten. In der
Osterreichischen Trinkwasserverordnung dienen E. coli und coliforme Bakterien
als Leitkeime fur eine fakale Verunreinigung. Auch fur die Bestimmung der
mikrobiologischen Qualitdt von Klarschlamm wird E.coli als Parameter
verwendet. E. coli ist in der Umwelt Uberlebensfahig und kann leicht aus
Klarschlammproben isoliert und identifiziert werden. Da E.coli auf alle
getesteten Antibiotika sensibel reagieren sollte, kann man Anderungen oder

Auffalligkeiten seines Resistenzverhaltens erkennen und interpretieren.

Nach Anzucht und Kultivierung wurden die kolonienbildenden Einheiten fur
E. coli und coliforme Keime pro Gramm (KBE/g) Klarschlamm bestimmt.
Zusatzlich wurde das Vorhandensein von antibiotikaresistenten E. coli sowie
ESBL-E. coli untersucht.
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3.1 Beschreibung der Klaranlagen und der

Klarschlammverwertung

In der vorliegenden Untersuchung wurden finf abwassertechnische Anlagen

mit  Belebtschlammverfahren und unterschiedlichen  Reinigungsstufen

ausgewahlt. In Tabelle 1 sind die technischen Daten der Klaranlagen angefuhrt.
Drei der funf verschiedenen Klaranlagen (A, D, E) fuhren ihre Klarschlamme
Eine Anlage (B) fuhrt den

Klarschlamm einer Mechanisch-Biologischen-Abfallbehandlungsanlage (Abfall-

einer landwirtschaftlichen Verwertung zu.
Deponie) zu (Neubauer u. Ohlinger, 2006). Aus einer Anlage (C) werden die
Klarschlamme verbrannt. Die Behandlung von Abwasserschlamm erfolgt in vier
Anlagen durch die simultane, aerobe Schlammstabilisierung (A, B, D, E) und
anschlieBender Entwasserung (A, B, D) und in zwei Anlagen (D, E) durch
Kalkzugabe (Ca(OH), (Tab.1).

Tabelle 1: Technische Daten der beprobten Klaranlagen

Technische | Klaranlage | Klaranlage | Klaranlage | Klaranlage | Klaranlage
Daten A B C D E
s Fe Kalkzu- Kalkzu-
isiyegrun i ) i gabe gabe
g9 Ca(OH), Ca(OH),
Fester Klar- | Fester Klar- | Fester Klar- | Fester Klar- FIus§|ger
Endprodukt Klar-
schlamm schlamm schlamm schlamm
schlamm
Verwertun Landwirt- Abfall- Ver- Landwirt- Landwirt-
g schaftlich Deponie brennung | schaftlich | schaftlich
Abwasser-
fracht L/min
Bevolkerungs-
aquivalent
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3.2 Verfahren zur Behandlung und Entseuchung des

Klarschlamms

Die gesetzlichen Grundlagen fur die Verwertung von Klarschlamm auf
landwirtschaftlichen Boden in der Steiermark sind das Steiermarkische
landwirtschaftliche Bodenschutzgesetz und die Steiermarkische
Klarschlammverordnung 2007. Die Bestimmungen dieses Gesetzes und der
beiden Verordnungen sehen unter anderem vor, dass die Aufbringung von
Klarschlamm auf geeignete Boden nur dann erfolgen darf, wenn der
Klarschlamm ,, seuchenhygienisch unbedenklich® ist und hierfur ein von einer
anerkannten Untersuchungsstelle ausgestelltes Uberpriifungszeugnis vorliegt.

Der Begriff ,seuchenhygienisch unbedenklich® ist in Bezug auf die
mikrobiologische Qualitdt des Klarschlammes im Untersuchungsgebiet
(Steiermark) definiert, wenn in 1g Schlamm nicht mehr als 100 E. coli
nachweisbar sind, 1g Schlamm frei von Salmonellen ist und keine

ansteckungsfahigen Wurmeier vorhanden sind.

Weltweit werden unterschiedliche Verfahren zur weiteren Behandlung von
Klarschlamm eingesetzt.

Der in den Klaranlagen durch den Reinigungsprozess aus dem Abwasser
abgeschiedene Schlamm - auch Frischschlamm genannt - setzt sich aus ca.
60% organischen und 40% anorganischen Bestandteilen zusammen. Der
Klarschlamm ist ein guter Bakteriennahrboden, dadurch geht er schnell in
Faulnis Uber und muss daher vor seiner weiteren Verwertung und Ablagerung
einer Stabilisierung zugefuhrt werden. Je nach Abwasserbehandlungsart
unterscheidet man verschiedene Klarschlammarten.

Fir die Behandlung von Klarschlamm bestehen verschiedene Verwertungs-
und Beseitigungsmoglichkeiten, wobei die Kompostierung mit anschlieRender
Anwendung in der Landwirtschaft und im Landschaftsbau, die direkte
landwirtschaftliche Verwertung, die thermische Verwertung und die
mechanisch-biologische Behandlung mit anschlieBender Deponierung

mengenmalig am bedeutendsten sind.
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Eine Entseuchung bzw. Desinfektion von Klarschlamm ist moglich unter
Nutzung einer ausreichenden Hitzeeinwirkung, einer ausreichenden pH-Wert
Verschiebung oder einer ausreichenden lonisierung.

Verschiedene erprobte und bewahrte Verfahren zur Behandlung und
Entseuchung von Klarschlamm lassen sich grundsatzlich nennen. Die
Vorschriften Uber Verfahren zur Hygienisierung von Klarschlamm sind nicht
gesetzlich geregelt. Neben der anaeroben und aeroben Garung (Stabilisierung)
werden auch Behandlungen in Form von Kompostierung, Pasteurisierung und
Kalkung durchgefuhrt (Arthurson, 2008). Die Kalkung von Klarschlamm stellt
eine kosteneffektive Alternative zur anaeroben und aeroben Garung dar
(Czechowski u. Marcinkowski, 2006).

Im Folgenden sind die Behandlungs- bzw. Entseuchungsverfahren der
simultan-aeroben Schlammestabilisierung, der anaeroben Schlammestabilisierung
(Schlammfaulung) und der Schlammbehandlung mit dem Zuschlagstoff Kalk

beschrieben.

Simultan aerobe Schlammstabilisierung

Die simultan aerobe Schlammstabilisierung erfolgt gemeinsam mit der
biologischen Abwasserreinigung, bei der unter guter Beluftung bzw.
Sauerstoffzufuhr Biomasse abgebaut wird. Dabei entsteht eine geringe Menge
an Uberschussschlamm. Die Mikroorganismen enthalten keine gespeicherten
Reservestoffe mehr und die Faulnisorganismen haben nur geringe
Entwicklungsmaoglichkeiten. Ein Nachteil dieses Stabilisierungsverfahren liegt in

der schlechten Entwasserbarkeit der so behandelten Schlamme.

Anaerobe Schlammstabilisierung (Schlammfaulung)

Die anaerobe Schlammestabilisierung ist unter dem Begriff der Faulung bekannt,
und findet in sog. Faulbehaltern statt. Der in Form von Kohlehydraten,
Proteinen und Fetten vorliegende Energiegehalt des Rohschlamms soll dabei
weitgehend unter Luft- bzw. Sauerstoffabschluss abgebaut werden. Dabei

setzen die Bakterien die Biomasse im Schlamm zu Faulgas bzw. Methan um.

13



In der ersten thermophilen Stufe findet der Vorabbau der organischen
Substanzen bei ca. 55°C statt. Die zweite Faulstufe ist hingegen
temperaturanfallig, da nur die spezialisierten acetogenen Bakterien und die
Methanbakterien tatig sind. Sie fuhlen sich im mittleren Temperaturbereich bei
35 °C wohl. In der Praxis werden die Faultirme im mesophilen Bereich (30-
38 °C) betrieben.

Die Behandlung von Klarschlamm mit Kalk als Ca(OH), (Kalkhydrat,
Loschkalk): Die Zugabe von Ca(OH), zu flissigem Schlamm dient zur
Entseuchung vor dessen Verwertung oder Konditionierung vor dessen
Entwasserung. Es kommt zu einem Anstieg des pH-Werts in Abhangigkeit von
der zugegebenen Schlammmenge und -eigenschaften. Das Gemisch muss
einen Anfangswert von pH=12,5 + 0,3 betragen und vor Abgabe mindestens 3

Monate gelagert werden.

3.3 Laboruntersuchungen

3.3.1 Probenentnahme

Die Klarschlammproben wurden mit Hilfe von sterilen Weithalsflaschen
entnommen. Der Transport erfolgte in einer gekuhlten Transportbox ins Labor,
wo die Proben im Kihlschrank bei 4-8 °C bis zur Aufarbeitung zwischengelagert

wurden.

3.3.2 Bestimmung der Kolonienzahlen fir E. coli und

Gesamtcoliforme

19 Klarschlamm wurde in 9mL sterile Kochsalzlosung (0,9% NaCl)
suspendiert. Zur Verringerung der Keimdichte wurde eine dezimale
Verdinnungsreihe mit physiologischer Kochsalzldsung angelegt. Anschliel3end

wurden je 0,1 mL der gut homogenisierten Verdinnungen im Doppelansatz auf
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Chromocult Agar (CCA) Medium ausplattiert und fir 24 Stunden bei 44 °C
inkubiert.

Nach Inkubation wurden infolge der Farbreaktion des Chromocult Mediums
violett/blau erscheinenden E. coli Kolonien und rosa/rot erscheinende andere
Coliforme Kolonien ausgezahlt. Die Gesamtcoliformen ergeben sich aus den
E. coli Kolonien und den Coliformen Kolonien.

Aus den Doppelansatzen wurde der Mittelwert gebildet. Die KBE (kolonien-

bildenden Einheiten) wurden pro Gramm Klarschlamm berechnet.

3.3.3 Einteilung der in der vorliegenden Studie verwendeten
Antibiotika

Eine Einteilung der wichtigsten Antibiotika ist nach verschiedenen
Gesichtspunkten mdoglich. Aufgrund ihrer chemischen Struktur, ihrer
biologischen Herkunft oder nach der therapeutischen Anwendung lassen sich
verschiedene Gruppen bilden. In Tabelle 2 ist die Gliederung der in dieser
Studie verwendeten Substanzen ersichtlich. Antibiotika der gleichen Gruppe
ahneln sich in ihrem Wirkungsmechanismus und Wirkungsspektrum, sie fuhren
in der Regel zu einer partiellen Kreuzresistenz und haben eine ahnliche
Toxizitat (Simon u. Stille, 1997).

Um Reinkulturen zu erhalten, wurden je Probe 10 Kolonien E. coli von den
CCA-Nahrmedienplatten ausgewahlt und mit einer sterilen Impfése auf
Blutagarplatten Uberimpft. Die Blutagarplatten wurden fur 24 Stunden bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert. Die so erhaltenen Reinkulturen der vorselektierten
E.coli wurden mittels Vitek2 biochemisch identifiziert und auf ihr
Resistenzverhalten gegenuber 21 Antibiotika getestet. Fur 3 weitere Antibiotika
erfolgte die Bestimmung des Resistenzmusters mit Hilfe des Agar-

diffusionstests.
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Tabelle 2: Einteilung der getesteten Antibiotika

R-LACTAME
GRUPPE UNTERGRUPPE DERIVATE ABKURZUNG
Aminobenzylpeniclline Ampicillin AM
. + B-Lactamaseinhibitor |  Amoxicillin+Clavulanséure AMC (AUG)
Penicilline - —
Acylaminopeniclline Piperacillin PIP
+ B-Lactamaseinhibitor Piperacillin + Tazobactam P/TZP (PT)
I (P) Cefalothin CF
I(P) Cefuroxim CXM
I1(O) Cefuroxim-Axetil CXMAX
Cephalosporine IN(P) Cefoxitin FOX
I (0) Cefpodoxim CPD
I (P) Cefotaxim CTX
I (P) Ceftazidim CAZ
IV (P) Cefepim FEP
Carbapeneme Meropenem MEM
NICHT R-LACTAME
Gentamycin GM
Aminoglycoside Neuere Aminoglycoside Tobramycin TM (NN)
Amikacin AN
Bakteriostatische Tetracycline Tetracyclin TE
Brzlr:;giegttirkuam- Chloramphenicol Chloramphenicol C
ANTIBAKTERIELLE CHEMOTHERAPEUTIKA
Sulfonamid- Co-Trimoxazol
Diaminopyrimidin- - (Trimethoprim SXT
Kombinationen +Sulfonamid)
Nitrofurane - Nitrofurantoin FT (FM)
Chinolone (altere) Nalidixinsaure NA
Gyrasehemmer Norfloxacin NOR
Fluochinolone (neuere) Ciprofloxacin CIP
Ofloxacin OFL (OFX)

B-Lactamaseinhibitor: Clavulansdure, Tazobactam

P: parenteral
O: oral
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Vitek2 (bioMerieux)

Vitek2 ist ein automatisiertes System, das mittels Einwegtestkarten zur
Identifizierung gramnegativer, grampositiver, aerober und anaerober Bakterien
sowie Hefen und zur Resistenzbestimmung dient.

Beim Vitek2 Testsystem erfolgen die ldentifizierung der Keime mit Hilfe von
Fluoreszenztechnik und die Resistenzbestimmung durch eine photometrische
Messung der Trubungsanderung. Die Einwegtestkarten enthalten biochemische

Reagenzien, die man mit Probenmaterial beimpft.

Das Vitek2 Testsystem besteht aus folgenden Einheiten:

Vitek2 Densicheck: Zur Uberpriifung der Keimdichte.

Carrierstation und Scanner: Zum Einlesen der Testkarten.

Vitek2 Kassette: Zum Einsetzen der mit Keimmaterial beimpften Kunststoffrohrchen.

Inkubations- und Ablesestation: Zur automatischen Ablesung der Testkarten wahrend

der Inkubation.

Computerstation: Zur automatischen Auswertung der Ablesedaten.

e Terminal und Drucker: Zur Kommunikation mit dem System, bzw. zum Ausdrucken der
Ergebnisse.

e Testkarten: Zur Identifizierung und Resistenzbestimmung.

Vitek2 Keimidentifizierung:

Die durch das CCA-Medium vorselektierten E. coli Keime wurden mit der
Vitek2-gramnegativen Identifizierungskarte ,ID-GNB“ und dem Vitek2
Testsystem zur automatischen Identifizierung bestimmt. Dabei wird der Keim 41
etablierten biochemischen Tests und 2 Tests fur die Negativkontrolle
unterzogen. Durch die automatische Auswertung der typischen Testreaktionen

wird der Keim einer bestimmten Spezies zugeordnet.

Vitek2 Resistenzbestimmung:

Die Resistenzbestimmung der E.coli Keime wurde mit der Vitek2-
gramnegativen Resistenzbestimmungskarte ,AST-N020“ und dem Vitek2

Testsystem zur automatischen Resistenzbestimmung durchgefuhrt. Als

Testprinzip diente dazu die Methode der Bestimmung der minimalen
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Hemmkonzentration (MHK). Bei dieser Methode wird in vitro die Hemmung des
Wachstums der Keime in einem flissigen oder festen Medium bei der
geringsten Antibiotikakonzentration gemessen. Fur das Vitek2 Resistenz-
bestimmungsverfahren wurde eine grof3e Anzahl von klinischen Keimen und
Stammkeimen getestet und die Ergebnisse der Tests wurden mit den
Ergebnissen einer Referenzmethode verglichen. Aus dieser Analyse wurde ein
Algorithmus entwickelt, der als Grundlage fur die Beurteilung aller Antibiotika

des Vitek2 Resistenzbestimmungsverfahrens dient (bioMerieux Vitek, 1998).

Vitek2 Durchfihrung der Identifizierung und Resistenzbestimmung:

1. Es wurden mittels eines Dispensers 3 mL einer sterilen Kochsalzlésung
(0,45 - 0,5% NaCl, pH 55 - 7,2) in ein keimfreies, transparentes
Kunststofftestrohrchen (12x75 mm) eingebracht.

2. Zur ldentifizierung und Resistenzbestimmung wurde Keimmaterial einer
Reinkultur mit Hilfe eines sterilen Wattetupfers vom Nahrmedium der
Petrischale abgenommen und in das vorbereitete Testrohrchen
eingeruhrt. Die zu bestimmende Kultur sollte am ersten Tag nach der
Inkubation verwendet werden, da ein langeres Aufbewahren der Keime
die Testergebnisse verfalschen kdnnte.

3. Die fur die Identifizierung erforderliche Inokulumdichte eines McFarland-
Standards von 0,55-0,62 wurde mit dem Vitek2 Densichek Uberprift.

4. Das Testrohrchen wurde in die erste Position der Tragerkassette
gesteckt.

5. Flr die Resistenzbestimmung wurde ein leeres Testrohrchen in die
zweite Position gesteckt, da das Vitek2 Gerat die Verdinnung des
Inokulums automatisch vornimmt.

6. Jeder der zu testenden Keime wurde durchnummeriert und die
zugehdrige ID-GNB Karte in Position 1 bzw. die AST-N020 Karte in
Position 2 wurde eingescannt.

7. Die beladene Kassette wurde in den dafur vorgesehenen ,Schlitten® des
Vitek2 Gerats platziert.
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8. Die Analyse erfolgte automatisch durch das Vitek2 System.
9. Die Auswertungsdauer fur die Keimidentifizierung betrug ca. 3 Stunden,

fur die Resistenzbestimmung ungefahr 5 Stunden.

Agardiffusionstest (Antibiogramm)

Das Prinzip des Agardiffusionstests beruht auf einer Empfindlichkeits-
uberprifung von bakteriellen Erregern gegenuber Antibiotika bzw.
Chemotherapeutika (Oxoid, 1993). Dabei wird ein mit einer definierten Menge
an Antibiotikum bzw. Chemotherapeutikum bestlicktes Papiertestplattchen auf
die Oberflache eines mit dem Erreger homogen beimpften, festen
Nahrmediums aufgelegt. Das Antibiotikum diffundiert in den Agar, wobei die
Konzentration des antimikrobiellen Wirkstoffes kontinuierlich mit der
Diffusionsstrecke abnimmt. Sensitive, also auf das Antibiotikum empfindliche
Keime wachsen unter Ausbildung eines Hemmhofes um das Testplattchen. Der
Keim ist dabei dem Konzentrationsgradienten um das Testplattchen ausgesetzt.
Je resistenter ein Keim ist, desto geringer bleibt die wachstumsfreie Zone um
das Plattchen. Der Hemmhofdurchmesser ist dementsprechend ein Mal fur die
Empfindlichkeit eines Erregers (Wiedemann, 1992). Durch festgelegte
Grenzwerte (CLSI, 2008) nach dem CLSI/NCCLS (Clinical and Laboratory
Standards Institute / National Committee for Clinical Laboratory Standards)
kann der untersuchte E. coli Stamm als ,sensibel®, »,mafig
sensibel / intermediar®, oder ,resistent” eingestuft werden. Alle Stamme, die ein
intermediares und resistentes Verhalten zeigten, wurden unter dem Begriff
.resistent vereint. Alle anderen Stamme wurden unter dem Begriff ,sensibel”

eingestuft.
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3.3.4 ESBL-Screening

100 mg Klarschlamm wurden in 3 mL Thioglycolat Uberfuhrt und bei 37 °C flr
24 h inkubiert. Mit einer sterilen Impfose/Tupfer wurde Material auf ESBL
Screening Agar (bioMerieux, ESBL-Screening, 37 °C, 24 h) uberimpft. Um
Reinkulturen zu erhalten wurden ESBL verdachtige Kolonien auf Blut- und
Endoagar ausgestrichen (37 °C, 24 h).

Die ldentifikation erfolgte mit Vitek2 ID-GN, die Resistenzbestimmung mit
AST-NO020.

Bei Vorliegen von ESBL verdachtigen Kolonien wurden auflerdem zur
Bestatigung ,,CLSI Screening and Confirmatory Tests for ESBLs in E. coli®
(CLSI, 2008) durchgeflhrt.

3.3.5 Bestimmung der Beta-Lactamase-Gruppe durch PCR-

Nachweis von Beta-Lactamase (bla)-Genen

Ausgewahlte ESBL-positive Stamme wurden in 5 mL BHI Medium (Brain Heart
Infusion) angezuchtet und mittels Plasmidisolation die Resistenzplasmide aus
den Zellen gewonnen.

Die isolierte Plasmid-DNA diente als Template fur eine gruppenspezifische PCR
zum Nachweis bestimmter Beta-Lactamase (bla) Gene von 8 unterschiedlichen
R-Lactamase Typen. Primer (Tab. 3) und PCR-Bedingungen wurden wie in der
Literatur beschrieben angewendet (Kiratisin et al., 2008). Die Auswertung

erfolgte mittels Gelelektrophorese.
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Tabelle 3: Verwendete Primer und PCR-Produktgréf3en (modif. nach Kiratisin
et al., 2008)

Zielsequenz Sl Primer Sequenz SO ;
Name ProduktgrofRe

blarem TEM-F TCCGCTCATGAGACAATAACC 931
TEM-R TTGGTCTGACAGTTACCAATGC

blasny SHV-F TGGTTATGCGTTATATTCGCC 868
SHV-R GGTTAGCGTTGCCAGTGCT

blacrx.m CTX-F TCTTCCAGAATAAGGAATCCC 909
CTX-R CCGTTTCCGCTATTACAAAC

blayes VEB-F GATAGGAGTACAGACATATG 914
VEB-R1 TTTATTCAAATAGTAATTCCACG

blaoxa-2gr OXA-2-F AAGAAACGCTACTCGCCTGC 478
OXA-2-R CCACTCAACCCATCCTACCC

blaoxa-10gr OXA-10-F GTCTTTCGAGTACGGCATTA 720
OXA-10-R ATTTTCTTAGCGGCAACTTAC

blaper PER-F ATGAATGTCATCACAAAATG 927
PER-R TCAATCCGGACTCACT

blages GES-F ATGCGCTTCATTCACGCAC 864
GES-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG

3.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden tabellarisch erfasst und mittels Microsoft Excel 2003 und
SPSS® Version 17.0 statistisch ausgewertet. Mit Microsoft Excel 2003 wurden
zusatzlich die Grafiken erstellt. Die als ,signifikant” bezeichneten Korrelationen
oder Unterschiede sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 5%
gegeben. Mit dem Programm ,R* wurden logistische Regressionsmodelle fur

die Antibiotika in Abhangigkeit von Klaranlage und Klarschlammtyp erstellit.
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4 ERGEBNISSE

Alle 708 aus dem Klarschlamm isolierten E. coli Stamme wurden nach den in

Kapitel 3 beschriebenen Methoden untersucht.

4.1 Vergleich der Keimkonzentrationen (KBE/g)

Insgesamt wurden in neun Messserien 110 Klarschlammproben untersucht. Die
hochsten Keimkonzentrationen fur E.coli wurden mit 9,6x104 KBE/g
Klarschlamm in der Anlage C nachgewiesen. Im Median wurden in den
Belebtschlammproben der Klaranlagen 2,6x10° bis 1,6x10* KBE/g Klarschlamm
E. coli gefunden. Fir den entwasserten Klarschlamm der Anlagen A, B und C
wurden Keimkonzentrationen fiir E. coli im Median von 4,0x10? bis 2,0x10°
KBE/g ermittelt. In den Anlagen D und E konnte durch die Hygienisierung des
Klarschlammes mit Kalkhydrat eine Reduktion der E.coli im Median auf 0
KBE/g Klarschlamm erreicht werden. Im getrockneten Klarschlamm der Anlage
C konnten Maximalwerte fiir E. coli von 3,6x10? KBE/g nachgewiesen werden.
Tabelle 4 zeigt die Minimal-, Maximal- und Medianwerte der KBE/g
Klarschlamm von E.coli und Gesamtcoliformen Keimen. Die grafische
Darstellung der KBE/g von E.coli und Gesamtcoliformen Keimen ist in
Abbildung 1 ersichtlich.

Betrachtet man die Unterschiede zwischen den Klarschlammtypen und den zu
erwartenden E. coli Konzentrationen mit Hilfe von loglinearen Gammamodellen,
so zeigte sich, dass im Vergleich zu entwasserten/gekalkten Klarschlammen
signifikant héhere Konzentrationen in entwasserten (p<0,0001) und in nicht
entwasserten/gekalkten  (p<0,006) Klarschlammen gemessen wurden.
Zwischen  entwasserten/gekalkten  Klarschlammen und  getrockneten
Schlammen konnten keine signifikanten E.coli Konzentrationsunterschiede

festgestellt werden.
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Tabelle 4: E. coli und Gesamtcoliforme aus Klarschlamm in KBE/g

I . E. coli KBE/g Gesamtcoliforme KBE/g
Anlage | Schlammtyp
min max Median min max Median
1 1,5x10° | 7,6x10°% | 5,0x10°% | 5,2x10° | 3,0x10* | 1,4x10*
A 2 1,6x10° | 3,0x10* | 7,8x10°% | 4,0x10° | 5,2x10* | 3,8x10*
3 0 8,0x10° | 4,0x10? 0 4.4x10° | 6,7x10°
1 2.0x10% | 1,3x10* | 4,4x10° | 4,0x10% | 2,1x10* | 1,0x10*
B
3 8,0x10?% | 8,4x10° | 2,0x10° | 3,6x10% | 2,9x10* | 4,9x10°
1 1,2x10% | 1,7x10* | 2,6x10° | 2,4x10° | 1,7x10° | 1,3x10*
c 2 2.0x10?% | 3,0x10° | 5,5x10% | 4,0x10% | 9,0x10° | 1,1x10°
3 4,0x10% | 9,6x10% | 1,9x10° | 1,2x10° | 1,3x10° | 4,6x10*
4 0 3,6x10% 0 0 2.0x10° 0
1 1,3x10° | 6,2x10°% | 3,8x10°% | 6,3x10° | 4,6x10* | 2,0x10*
D
6 0 0 0 0 0 0
- 1 3,2x10° | 6,5x10% | 1,6x10* | 4,7x10° | 3,1x10° | 7,3x10*
5 0 5,0x10? 0 0 9,0x10? | 3,0x10

Schlammtyp: 1= Belebtschlamm; 2= Stabilisierter Schlamm; 3= Entwésserter Schlamm; 4= Getrockneter
Schlamm; 5= Nicht entwisserter/gekalkter Schlamm; 6= Entwésserter/gekalkter Schlamm
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Abbildung 1: E. coli und Gesamtcoliforme Keime nach Klarschlammtyp

Al, B1, C1, D1, E1 = Belebtschlamm; A2, C2 = Stabilisierter Schlamm; A3, B3, C3= Entwasserter
Schlamm; C4= Getrockneter Schlamm; E5= Nicht entwasserter/gekalkter Schlamm; D6=
Entwasserter/gekalkter Schlamm
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4.2 Resistenzsituation von E. coli aus Klarschlamm

4.2.1 Resistenzsituation und prozentueller Anteil von E. coli

Stammen aus allen Klarschlammen

In allen 110 Klarschlammen erwiesen sich, unter den Aminoglycosiden
Amikacin (AN) und das Carbapenem Meropenem (MEM) als 100%ig wirksam.
Gegen die getesteten Penicilline Ampicillin (AM), Amoxicillin+Clavulansaure
(AMC), Piperacillin (PIP) und Piperacillin+tTazobactam (P/TZP) zeigte E. coli
eine Resistenzrate zwischen Minimum 0,6% bis Maximum 12,4%. Unter den
Cephalosporinen hatte Cefalothin (CF) mit 21,6% die geringste Wirksamkeit.
Die restlichen Cephalosporine zeigten Resistenzraten von 0,4% bis 4,9%. Von
den getesteten Aminoglycosiden zeigten Gentamycin (GM) und Tobramycin
(TM) Resistenzraten von 1,0% und 1,1%. Von den Gyrasehemmern zeigte
Nalidixinsaure (NA), die alteste Substanz aus dieser Gruppe, die geringste
Wirksamkeit gegen E. coli mit einer Resistenzrate von 10%. Norfloxacin (NOR),
Ciprofloxacin (CIP) und Ofloxacin (OFL) lagen zwischen 2,5% und 2,7%.

Fur das Antibiotikum Tetracyclin (TE) wurde der zweitgrof3te Anteil an
resistenten Keimen mit 18,2% isoliert. Fur Co-Trimoxazol (SXT) lag der Anteil
der resistenten E.coli Bakterien bei 5,9%; fur Nitrofurantoin (FT) und
Chloramphenicol (C) lag diese bei 2,0% bzw. 3,1% (Tab. 5).

4.2.2 Resistenzsituation und prozentueller Anteil von E. coli

Stammen nach Klarschlammtypen

Vergleicht man die Resistenzraten der E. coli Isolate aus den unterschiedlichen
Klarschlammtypen, so zeigte sich fur Belebtschlamm die hochste Resistenz fur
die Substanz CF mit 21,9% und fur entwasserte Schlamme mit 26,5%. Die
stabilisierten Klarschlamme wiesen beim Antibiotikum TE die hochste
Resistenzrate mit 21,4% auf. Im entwasserten und gekalkten Klarschlamm
wurden keine resistenten E. coli Isolate gefunden. In nicht entwasserten und

gekalkten sowie in getrockneten Klarschlammen war das Vorkommen von
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resistenten E. coli Stdmmen gering, jedoch erwies sich unter den Penicillinen
AM in 22,2% als unwirksam (Tab. 6).

Tabelle 5: Resistenzraten von E. coli aus Klarschlamm

Resistenzraten der E. coli Isolate

aus Klarschlamm [n=708]

SUBSTRAT- 0 : o

GRUPPE ANTIBIOTIKUM % sensibel % resistent

AM 87,6 12,4

- AMC 97,2 2,8

Penicilline

PIP 94,1 59

P/TZP 994 0,6
CF 78,4 21,6

CXM 97,3 2,7

CXMAX 95,1 4,9

] FOX 99,3 0,7

Cephalosporine

CPD 99,3 0,7

FEP 99,6 0,4

CTX 99,6 0,4

CAZ 99,6 0,4

Carbapeneme MEM 100 0
GM 99,0 1,0

Aminoglycoside ™ 98,9 1,1
AN 100 0
NA 90,0 10,0

NOR 97,3 2,7

Gyrasehemmer

CIP 97,5 2,5

OFL 97,5 2,5
TE 81,8 18,2

SXT 941 59

Andere

FT 98,0 2,0

C 96,9 3,1

AM= Ampicillin; AMC= Amoxicillin+Clavulanséure; PIP= Piperacillin; P/TZP=
Piperacillin+Tazobactam; CF= Cefalothin; CXM= Cefuroxim; CXMAX= Cefuroxim-Axetil; FOX=
Cefoxitiny CPD= Cefpodoxime; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ= Ceftazidim; MEM=
Meropenem; GM= Gentamicin, TM= Tobramycin; AN= Amikacin; NA= Nalidixinsdure; NOR=
Norfloxacin; CIP= Ciprofloxacin; OFL= Ofloxacin; TE= Tetracyclin; SXT=
Sulfamethoxazol/Trimethoprim; FT= Nitrofurantoin; C= Chloramphenicol

resistent: ,,intermedidr + resistent wurde in dieser Gruppe zusammengefasst betrachtet
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Tabelle 6: Resistenzraten von E. coli aus Klarschlamm nach

Klarschlammtyp

Resistenzraten der E. coli Isolate
aus Klarschlamm [%)]
KLARSCHLAMMTYP
SUB- entwassert nicht
STRAT- ANTIBIO- belebt stabilisiert | entwassert Iqekalkt entwassert | getrocknet
TIKUM | [n=373] [n=117] [n=185] gex /gekalkt [n=9]
GRUPPE [n=6] [n=18]
AM 13,4 12,0 10,8 0 22,2 0
o AMC 2,9 4,3 2,2 0 0 0
Penicilline
PIP 6,4 6,0 49 0 11,1 0
P/TZP 0,3 1,7 0,5 0 0 0
CF 21,9 17,1 26,5 0 5,6 11,1
CXM 2,4 4.3 2,7 0 0 0
CXMAX 4.8 7,7 4.3 0 0 0
Cephalo- FOX 0,5 2,6 0 0 0 0
sporine CPD 0,8 0,9 0,5 0 0 0
FEP 0,5 0 0,5 0 0 0
CTX 0,5 0 0,5 0 0 0
CAZ 0,8 0 0 0 0 0
Carba- MEM 0 0 0 0 0 0
peneme
GM 1,6 0 0,5 0 0 0
Amino-
glycoside ™ 1,9 0 0,5 0 0 0
AN 0 0 0 0 0 0
NA 8,8 12,8 10,3 0 16,7 11,1
Gyrase_ NOR 1,6 4,3 4,3 O O 0
hemmer CIP 1,6 43 3,8 0 0 0
OFL 1,6 4.3 3,8 0 0 0
TE 19,0 21,4 16,8 0 11,1 0
SXT 6,7 6,8 4.3 0 5,6 0
Andere
FT 2,1 3,4 1,1 0 0 0
C 4,0 4,3 1,1 0 0 0
AM= Ampicillin; AMC= Amoxicillin+Clavulanséure; PIP= Piperacillin; P/TZP=

PiperacillintTazobactam; CF= Cefalothin; CXM= Cefuroxim; CXMAX= Cefuroxim-Axetil; FOX=
Cefoxitiny CPD= Cefpodoxime; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ= Ceftazidim; MEM=
Meropenem; GM= Gentamicin, TM= Tobramycin, AN= Amikacin, NA= Nalidixinsdure; NOR=
Norfloxacin; CIP= Ciprofloxacin; OFL= Ofloxacin; TE= Tetracyclin; SXT=
Sulfamethoxazol/Trimethoprim; FT= Nitrofurantoin; C= Chloramphenicol

resistent: ,,intermedidr + resistent wurde in dieser Gruppe zusammengefasst betrachtet

27



4.2.3 Resistenzsituation und prozentueller Anteil von E. coli

Stammen nach Klaranlagen

In allen 5 Anlagen wiesen die Antibiotka CF und TE die hdchsten
Resistenzraten auf; in Anlage E zusatzlich die Substanzen AM und SXT. Die
wirksamsten Substanzen waren in allen Anlagen AN aus der Gruppe der

Aminoglycoside und das Carbapenem MEM (Tab. 7).

4.2.4 Resistenzsituation und prozentueller Anteil von E. coli

Stammen nach Klaranlagen und Klarschlammtypen

Klaranlage A:

Von den drei untersuchten Klarschlammtypen hatte der entwasserte Schlamm
ohne Kalkung die hochste Resistenzrate fur E. coli fur CF von 45,2%. Beim
Belebtschlamm war der Anteil fur CF bei 25%; beim stabilisierten Schlamm bei
18,7%. Fur TE wurden im stabilisierten Schlamm anteilig 20,0%; im
entwasserten Schlamm 19,4% und im Belebtschlamm 15,5% nachgewiesen
(Tab. 8, Abb. 2).

Klaranlage B:

Von den zwei untersuchten Klarschlammtypen zeigte sich in der Gruppe der
Cephalosporine fur CF die hochste Resistenzrate im entwasserten
Klarschlamm mit 24,7%. Der Anteil der CF-resistenten E. coli im Belebtschlamm
lag bei 21,6%. Im entwasserten Schlamm wurden auch hohe Resistenzraten flr
TE mit 17,3% und AM mit 14,8% gefunden (Tab. 8, Abb. 3).
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Klaranlage C:

Von den vier untersuchten Klarschlammtypen konnte im entwasserten
Schlamm ohne Kalkung fur die Substanz CF mit 20,5% und im stabilisierten
Schlamm fur TE mit 23,8% der hochste resistente Anteil an E. coli detektiert
werden. Von den getesteten Gyrasehemmern erwies sich E. coli sehr resistent
gegen NA mit 17,8% im entwasserten Schlamm. Im getrockneten Schlamm
konnten fur CF und NA 11,1% resistente E. coli gefunden werden (Tab. 8, Abb.
4).
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Klaranlage D:

Von den zwei untersuchten Klarschlammtypen zeigte sich in der Gruppe der
Cephalosporine fur CF die hochste Resistenzrate im Belebtschlamm mit 30,4%
und flr das Antibiotikum TE mit 23,9%. Im entwasserten gekalkten Schlamm

wurden keine resistenten E. coli nachgewiesen (Tab. 8, Abb. 5).
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Klaranlage E:

Von den zwei untersuchten Klarschlammtypen hatte die Substanz TE den
hochsten Anteil an resistenten Stammen mit 29,3%. Der Anteil der resistenten
Stamme betrug im nicht entwasserten, gekalkten Schlamm fur das Penicillin AM
22,2% und fur den Gyrasehemmer AN 16,7% (Tab. 8, Abb. 6).
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Tabelle 7: Resistenzraten von E. coli aus Klarschlamm nach Klaranlagen

Resistenzraten der E. coli Isolate
aus Klarschlamm [%]

KLARANLAGE
SﬁgiT' A$I|TK|5||\/|O - [n:Al\QO] [n:?69] [n2597]] [nESZ] [nzlEOO]]
GRUPPE
AM 9,5 11,6 10,7 11,5 23,0
penicilline AMC 2,6 3,0 2,0 7,7 2,0
PIP 3,7 5,3 5,1 9,6 11,0
P/TZP 1,1 0,6 0,5 0 0
CF 25,8 23,1 17,3 26,9 17,0
CXM 2,6 3,0 4,1 1,9 0
CXMAX 7.4 4,1 56 5,8 0
Cephalo- FOX 1,1 0 1,5 0 0
sporine CPD 0,5 1,8 0 1,9 0
FEP 0 1,2 0 1,9 0
CTX 0 1,2 0 1,9 0
CAZ 0 1,2 0 1,9 0
p‘;":‘]ré’rﬁ'e MEM 0 0 0 0 0
_ GM 1,1 0 0,5 1,9 3,0
g@?&g?& . ™ 11 0,6 0 3,8 3,0
AN 0 0 0 0 0
NA 8,9 7.1 12,7 13,5 10,0
Gyrase- NOR 1,6 2,4 3,0 3,8 4,0
hemmer CIP 1,6 1,8 3,0 3,8 4,0
OFL 1,6 1,8 3,0 3,8 4,0
TE 17,9 13,0 18,3 21,2 26,0
Andere SXT 3,7 3,6 5,1 58 16,0
FT 2,6 1,2 1,5 3,8 2,0
C 5,3 0,6 2,0 5,8 4,0
AM= Ampicillin; AMC= Amoxicillin+Clavulansiure; PIP= Piperacillin; P/TZP=

PiperacillintTazobactam; CF= Cefalothin; CXM= Cefuroxim; CXMAX= Cefuroxim-Axetil; FOX=
Cefoxitiny CPD= Cefpodoxime; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ= Ceftazidim; MEM=
Meropenem; GM= Gentamicin; TM= Tobramycin; AN= Amikacin; NA= Nalidixinsdure; NOR=

Norfloxacin;

CIP=

Ciprofloxacin;

OFL=

Ofloxacin;

Sulfamethoxazol/Trimethoprim; FT= Nitrofurantoin; C= Chloramphenicol
resistent: ,,intermedidr + resistent wurde in dieser Gruppe zusammengefasst betrachtet

TE=

Tetracyclin;

SXT=
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Tabelle 8: Resistenzraten von E. coli aus Klarschlamm nach
Klarschlammtyp und Klaranlage getrennt

Resistenzraten der E. coli Isolate aus Klarschlamm [%]
KLAR-
ANLAGE a e © 2
SCHLAMM- 1 2 3 1 3 1 2 3 4 1 6 1 5
TYP [n=84] | [n=75] | [n=31] | [n=88] | [n=81] | [n=73] | [n=42] | [n=73] | [n=9] | [n=47]| [n=6] |[n=82] | [n=18]
Penicilline
AM 83 |120| 6,5 | 91 | 148 | 13,7 | 11,9 | 8,2 0 13,0 0 23,2 | 22,2
AMC 0 53 32 | 23 3,7 | 4.1 2,4 0 0 8,7 0 2,4 0
PIP 1,2 6,7 3,2 3,4 7.4 82 | 48 | 2,7 0 10,9 0 11,0 | 11,1
P/TZP 0 2,7 0 0 1,2 1,4 0 0 0 0 0 0 0
Ceph_alo—
sporine
CF 25,0 | 18,7 | 452 | 21,6 | 24,7 | 16,4 | 143 | 20,5 | 11,1 | 30,4 0 19,5 | 5,6
CXM 1,2 | 53 0 34 | 25 | 55 | 24 | 41 0 2,2 0 0 0
CXMAX 7,1 | 10,7 0 4,5 3,7 | 68 | 24 6,8 0 6,5 0 0 0
FOX 0 2,7 0 0 0 27 | 24 0 0 0 0 0 0
CPD 0 1,3 0 23 | 1,2 0 0 0 0 2,2 0 0 0
FEP 0 0 0 1,1 1,2 0 0 0 0 2,2 0 0 0
CTX 0 0 0 1,1 1,2 0 0 0 0 2,2 0 0 0
CAZ 0 0 0 23 0 0 0 0 0 2,2 0 0 0
Carbapeneme
MEM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amino-
glycoside
GM 24 0 0 0 0 0 0 1,4 0 2,2 0 3,7 0
™ 24 0 0 0 1,2 0 0 0 0 4,3 0 3,7 0
AN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gyrase-
hemmer
NA 83 |120| 32 | 80 | 62 | 6,8 | 143|178 | 11,1 | 15,2 0 8,5 | 16,7
NOR 0 4,0 0 0 4,9 0 4.8 5,5 0 4,3 0 4,9 0
CIP 0 4,0 0 0 3,7 0 48 | 55 0 4,3 0 4,9 0
OFL 0 4,0 0 0 3,7 0 48 | 55 0 4,3 0 4,9 0
TE 15,61 20,0 | 194 | 91 | 17,3 | 20,5 | 23,8 | 15,1 0 23,9 0 29,3 | 111
SXT 24 | 53 | 32 | 34 | 3,7 | 27 | 95 | 55 0 6,5 0 18,3 | 5,6
FT 24 | 4,0 0 1,1 1,2 14 | 24 1,4 0 4,3 0 2,4 0
C 71 5,3 0 0 1,2 | 27 | 24 1,4 0 6,5 0 49 0

Schlammtyp: 1= Belebtschlamm; 2= Stabilisierter Schlamm; 3= Entwésserter Schlamm; 4= Getrockneter
Schlamm; 5= Nicht entwisserter/gekalkter Schlamm; 6= Entwésserter/gekalkter Schlamm

AM= Ampicillin; AMC= Amoxicillin+Clavulanséure; PIP= Piperacillin; P/TZP=
PiperacillintTazobactam; CF= Cefalothin, CXM= Cefuroxim; CXMAX= Cefuroxim-Axetil; FOX=
Cefoxitiny CPD= Cefpodoxime; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ= Ceftazidim; MEM=
Meropenem; GM= Gentamicin, TM= Tobramycin, AN= Amikacin, NA= Nalidixinsdure; NOR=
Norfloxacin; CIP= Ciprofloxacin; OFL= Ofloxacin; TE= Tetracyclin; SXT=
Sulfamethoxazol/Trimethoprim; FT= Nitrofurantoin; C= Chloramphenicol

resistent: ,,intermedidr + resistent wurde in dieser Gruppe zusammengefasst betrachtet
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4.2.5 Regressionsmodell zur Beschreibung des Resistenzverhaltens

Betrachtet man das Resistenzverhalten der Antibiotika mit einem multiplen
Regressionsmodell fur die 5 Klaranlagen, so ergeben sich fur die Antibiotika
AM, CXMAX, GM, TM, SXT und C signifikante Unterschiede hinsichtlich des
Anlagenstandortes. Fir das Antibiotikum CF zeigt sich im Modell ein
signifikanter Unterschied in Bezug auf den Klarschlammtyp. Das Antibiotikum
AN wurde in diesen Modellen nicht berucksichtigt, da ausschliel3lich sensible

Reaktionen vorlagen (Tab. 9).
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Tabelle 9: Standort- und Klarschlammtypspezifische
Resistenzwahrscheinlichkeiten in Prozent

Antibiotikum Anlagenstandort Klarschlammtyp
Penicilline
AM 1,7 28,1
AMC 45,5 68,0
PIP 7,6 65,7
P/TZP 86,5 86,0
Cephalosporine
CF 19,0 4,7
CXM 14,1 72,0
CXMAX 1,2 39,9
FOX 30,2 17,7
CPD 13,6 98,7
FEP 16,0 84,5
CTX 12,7 92,1
CAZ 16,0 39,9
Carbapeneme
MEM 41,9 93,7
Aminoglycoside
GM 53 34,1
™ 2,2 24 .4
Gyrasehemmer
NA 39,5 60,8
NOR 73,7 27,7
CIP 65,0 36,8
OFL 65,0 36,8
TE 8,9 15,6
SXT 0,2 65,2
FT 66,9 61,9
C 4,4 23,3

Signifikante Resistenzwahrscheinlichkeiten liegen bei <5%.

AM= Ampicillin; AMC= Amoxicillin+Clavulanséure; PIP= Piperacillin; P/TZP=
Piperacillin+Tazobactam; CF= Cefalothin; CXM= Cefuroxim; CXMAX= Cefuroxim-Axetil; FOX=
Cefoxitiny CPD= Cefpodoxime; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ= Ceftazidim; MEM=
Meropenem; GM= Gentamicin, TM= Tobramycin; AN= Amikacin; NA= Nalidixinsdure; NOR=
Norfloxacin; CIP= Ciprofloxacin; OFL= Ofloxacin; TE= Tetracyclin; SXT=
Sulfamethoxazol/Trimethoprim; FT= Nitrofurantoin; C= Chloramphenicol
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4.3 ESBL-Nachweis in Klarschlammproben

Von den 110 untersuchten Klarschlammproben konnten in 76 (69,1%) Proben
ESBL-positive E.coli-Stamme nachgewiesen werden. Aus diesen 76 ESBL-
positiven Klarschlammproben wurden von den Screeningplatten insgesamt 95
ESBL positive E. coli-Stamme isoliert.

Bezogen auf die unterschiedlichen Klarschlammtypen konnten ESBL-positive
Proben in 36 von 42 Belebtschlammproben, in 13 von 17 stabilisierten
Klarschlammen, in 24 von 33 entwasserten Schlammen und in 3 von 9 nicht

entwasserten/gekalkten Schlammen nachgewiesen werden (Tab. 10).

Tabelle 10: ESBL-Nachweis in Klarschlammproben

n= Anzahrllder n= ESBL-positive
Klarschlammt ur!.tersuc ik Klarschlamm-
yp Klarschlamm-
Proben (%)
Proben
Belebung 42 20 (85,7)
stabilisiert 17 13 (76,5)
entwassert 33 24 (72,7)
nicht entwassert 9 3 (33,3)
getrocknet 9 0
Gesamt 110 76 (69,1)

Insgesamt wurde die Bestimmung der Beta-Lactamase-Gruppen bei 50 der 95
isolierten Stamme durchgefuhrt. Es konnten bei diesen ESBL E. coli Stammen
drei unterschiedliche Gruppen (CTX-M, TEM und SHV) von bla Genen
nachgewiesen werden. Von den untersuchten 50 ESBL E. coli Stammen trugen
44 ein CTX-M Gen, (CTX-M-1, CTX-M-3 oder CTX-M-15). 22 dieser Stamme
trugen daruber hinaus auch das TEM-1 Gen, welches selbst (im Gegensatz zu
den meisten TEM Genen) keine ESBL Beta-Lactamase ist.

Bei einem Stamm konnte ein SHV-15 Gen nachgewiesen werden und bei 5
Stammen wurde kein PCR Produkt fur eine der untersuchten Gruppen

gefunden.
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5 DISKUSSION

5.1 Vergleich der Keimkonzentrationen (KBE/g)

In der vorliegenden Studie sollte unter anderem die Abnahme der Keimzahl von
E.coli Bakterien im Verlauf der Klarschlammbehandlung kommunaler
Klaranlagen untersucht werden. Es sollten durch die quantitative Erfassung von
E. coli und coliformen Keimen die unterschiedlichen Verfahren der Klaranlagen
verglichen werden, bei welchen durch Einhaltung der richtigen Prozess-
bedingungen eine Entseuchung des Klarschlammes sichergestellt wird. In den
Anlagen A, B und C erfolgt die Entwasserung des Klarschlammes ohne Zugabe
von Kalk. Hier konnte zwischen Belebtschlamm und entwasserten Schlamm
keine signifikante Reduktion der Keimkonzentration von E. coli festgestellt
werden. In Anlage A konnten E. coli im Belebtschlamm mit einem Median von
5,0x103 KBE/g ermittelt werden. Im stabilisierten Schlamm konnte, bedingt
durch den Wasserentzug, ein Anstieg der E. coli Bakterien auf 7,8x10° KBE/g
(Median) Schlamm verzeichnet werden. Im entwasserten Klarschlamm konnte
eine Reduktion um eine log-Stufe der E.coli auf 4,0x10°> KBE/g (Median)
Schlamm verzeichnet werden. In den Anlagen B und C konnte nur eine 2 bzw.
1,5 fache E.coli Keimreduktion vom Belebtschlamm zum entwasserten
Schlamm beobachtet werden. In Anlage C erfolgt eine Entseuchung des
Klarschlammes durch einen abschlieRenden thermophilen Trocknungsschritt,
bei welchem der entwéasserte Klarschlamm auf eine Trockensubstanz von ca.
90% gebracht wird. Wie zu erwarten, konnten keine E.coli pro Gramm
getrockneten Klarschlamm (Median) in der Anlage C gefunden werden. Die
ermittelten Maximalwerte fiir E. coli von 3,6x10? KBE/g getrocknetem Schlamm
lassen sich durch eine einmalige Entnahme des angesammelten getrockneten
Schlamms im aufReren Bereich des Abfuhrrohres erklaren, da in diesem Bereich
eine Rekontamination des hygienisierten Klarschlammes erfolgen kann. Diese
Rekontamination scheint keine Auswirkungen auf das Endprodukt zu haben.

In Anlage D wird der stabilisierte Klarschlamm vor der Entwasserung mit
Kalkmilch vermischt. Dadurch wird eine Entseuchung des entwasserten

Klarschlammes erreicht. Im Belebtschlamm der Anlage D konnten von den
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E. coli 3,8x10% KBE/g (Median) Schlamm nachgewiesen werden, wahrend im
gekalkten/entwasserten Schlamm keine E. coli gefunden wurden.

In der Anlage E wird dem stabilisierten Klarschlamm ebenfalls Kalkmilch
zugesetzt, hier erfolgt aber keine Entwasserung des Schlammes. In der Anlage
E konnte eine Reduktion der E.coli Bakterien von 1,6x10* KBE/g
Belebtschlamm (Median) auf 0 KBE/g flussigen/gekalkten (Median) Schlamm
festgestellt werden. Die biologische Stabilisierung fuhrt bekannterweise zu einer
Verminderung der Geruchsentwicklung und zu einer Homogenisierung des
Materials. Durch die Zugabe von Kalk erfolgt in erster Linie eine Verfestigung
des Materials. Gleichermalien wird, wie die Untersuchungen zeigen, eine
effektive Reduktion der Keime im Klarschlamm herbeigefuhrt (Bina et al., 2004;
Strauch et al., 1999).

5.2 Resistenzsituation von E. coli

Aus der Literatur ist bekannt, dass urbanes Abwasser zum Teil einen hohen
Gehalt an antibiotikaresistenten Keimen aufweist (Kimmerer et al., 2009, 2004;
Goni-Urriza et al., 2000; Halling-Sorensen et al., 1998; Fernandez-Astorga et
al., 1992).

Die Resistenzraten von E.coli im Abwasser und Klarschlamm stehen in
direktem Zusammenhang mit der Resistenzsituation im klinischen Bereich. Im
Resistenzbericht 2009 wurden die Resistenzdaten fur E. coli und anderen
wichtigen Bakterien aus Probenmaterial des Universitatsklinikums Graz,
privaten und offentlichen steirischen Krankenanstalten sowie niedergelassenen
Arztinnen und Fachérztinnen erhoben (Feierl u. Buzina, 2010). Im klinischen
Bereich hat sich die Resistenzlage 2009 fur die meisten Substanzgruppen im
Vergleich zum Jahr 2000 erhoht. Die hochsten Raten wurden fur die Antibiotika
CF (21,6%), SXT (13,7%) und TE (20,1%) ermittelt (Anhang Tabelle I).

Vergleicht man die Resistenzraten der Substanzgruppen aus dem klinischen
Bereich mit jenen aus dem Abwasser bzw. Klarschlamm der Klaranlagen, so
zeigen sich auch hier hohe Raten im entwasserten Schlamm fur CF von 20,5%
bis zu 45,2% und fur TE von 15,1% bis 19,4%. Fir die Substanz SXT konnten
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im entwasserten Klarschlamm bis zu 5,5% resistente E. coli gefunden werden,
die eine um das 2,5 fache niedrigere Resistenzrate als die E. coli aus dem
klinischen Bereich aufwiesen.

Es konnte auch festgestellt werden, dass fur einige Substanzen wie CF, TE, NA
und SXT beim Durchlaufen der Klarschlammbehandlungsstufen ein Anstieg der
Resistenzraten zu erkennen war. In den Anlagen, die ihre Klarschlamme durch
Kalkzugabe oder durch Trocknung hygienisierten, konnten im Vergleich zu den
anderen Anlagen geringe bis keine Resistenzraten von E. coli festgestellt
werden, da durch die Hygienisierung die Keimkonzentrationen von E. coli sehr
stark reduziert wurden.

Vergleicht man Anlage A, die Klarschlamm landwirtschaftlich verwertet und
Anlage B, die Klarschlamm der Deponierung zufuhrt, so zeigt sich, dass die
entwasserten Schlamme der Anlage B haufiger Resistenzen gegen

Cephalosporine und Gyrasehemmer aufwiesen.

Der Vergleich von Klarschlamm und Gdulle in Bezug auf vorhandene
Antibiotikaresistenzen von E. coli wird in einer Studie von Hoélzel et al. (2010)
diskutiert. Isolierte E.coli aus der Gullle =zeigten signifikant hohere
Resistenzraten fur zwei Aminoglycoside, einem Tetracyclin, Chloramphenicol
und  Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Im  Klarschlamm wurden hohere
Resistenzraten flr Piperacillin/Tazobactam und Cefalosporinen ermittelt.
Grundsatzlich gilt Gulle als hygienisch unbedenklich solange im Bestand keine
anzeigepflichtigen Seuchen (z.B. Brucellose, Maul- und Klauenseuche,
Schweinepest etc.) auftreten. Wird der Klarschlamm nach entsprechenden
HygienisierungsmalRnahmen als seuchenhygienisch unbedenklich eingestuft,
kann eine landwirtschaftliche Verwertung erfolgen. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass insbesondere durch Kalkung und Entwasserung des Klarschlammes eine
vollige Reduktion der untersuchten E. coli und coliformen Erreger und damit

auch eine Reduktion der resistenten Mikroorganismen stattfindet.
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5.3 ESBL-Nachweis

In Bezug auf die Resistenzsituation im medizinischen und auch im kommunalen
Bereich stellen in letzter Zeit die Zunahme der ESBL produzierenden Erreger
ein besonderes Problem dar. Die Verbreitung von ESBL beim Menschen ist
international unterschiedlich. Hohe Pravalenzen mit bis 55% der Klebsiella
pneumoniae und 10% der E. coli produzieren ESBL werden aus Sidamerika
berichtet (Gales et al., 2002).

Die Pravalenz betragt in Frankreich, Italien und Portugal 20-30%, in
Skandinavien, Spanien, den Niederlanden und Deutschland ist sie deutlich
niedriger und in Osterreich liegt sie mit 5-10% im européaischen Mittelfeld
(EARSS, 2008).

Insgesamt sind die ESBL-Inzidenzen jedoch weltweit steigend. Risikofaktoren
sind lange Spitalsaufenthalte, Aufenthalte auf einer Intensivstation, schwere
Grunderkrankung, Intubation, Harnwegs- oder Gefal3katheterisation und
wiederholte Antibiotikagabe, besonders von Cephalosporinen der dritten oder
vierten Generation. Auch im ambulanten Bereich ist ESBL mittlerweile ein
relevantes Problem aufgrund haufiger Verordnungen von Chinolonen und 3.-
Generations-Cephalosporinen im niedergelassenen Bereich.

Fir die Identifikation ESBL positiver Stamme sollten bei Resistenz-
untersuchungen immer ESBL-Screening-Nahrmedien mitgefuhrt werden, da nur
mit diesem zusatzlichen Schritt eine sichere ldentifikation mdglich ist.

In unseren Untersuchungen konnten wir bei drei von 14 Stdmmen mit einem
CTX-M-Gen auch weitere Gene nachweisen. Dass ESBL vermittelnde Plasmide
mehr als ein 3 Lactamase-Gen (wie CTX-M und TEM) tragen konnen ist in der
Literatur beschrieben (Woodford et al., 2009) und konnte fur high level [3-
Lactamase-Resistenzphanotypen verantwortlich sein (Kiratisin et al., 2008).

Die TEM R-Lactamasen sind schon relativ lang als ESBL bildende Gruppe von
R Lactamasen bekannt. Uber 100 unterschiedliche TEM Derivate sind zurzeit
bekannt, viele davon sind ESBLs. CTX-M basiertes ESBL ist im letzten
Jahrzehnt zur dominanten Gruppe unter den ESBL Genfamilien weltweit
geworden (mit Ausnahme von Nordamerika) und hat die friher am haufigsten
vorkommenden Typen aus der Gruppe der TEM und SHV R-Lactamasen

verdrangt. (Livermore et al., 2007). Ein Trend, der auch in den letzten Jahren in
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Europa zu beobachten ist (Eisner et al., 2006; Paterson u. Bonomo, 2005).
Auch in der hier vorliegenden Studie stellten die CTX-M R-Lactamasen die
groldte Gruppe der gefundenen plasmidcodierten R-Lactamase-Gene dar.
Innerhalb dieser 44 Stamme kommen nur 3 unterschiedliche Gene vor (CTX-M-
1, CTX-M-3 und CTX-M-15), wobei das weltweit haufigste vorkommende CTX-
M-15 auch in den E.coli aus den Klarschlammproben dominiert (Pitout u.
Laupland, 2008). In einem Klon wurde ein SHV-15 ESBL Gen nachgewiesen.
Aus der Gruppe der TEM Beta Lactamasen wurde kein einziges ESBL
bildendes Gen gefunden. Sehr wohl aber TEM-1, welches eine der weit
verbreitetsten Beta Lactamasen in gramnegativen Organismen ist und auch
haufig mit ESBL vermittelnden Genen vorkommt (Bradford, 2001). Alle 3 CTX-
M Gene wurden sowohl mit als auch ohne Gegenwart von TEM-1 beobachtet.
Der einzige Stamm mit SHV-15 enthielt hingegen kein TEM-1.

Leider fehlen in Osterreich Daten (ber Verbreitung der ESBL Gene im
Humanbereich, so dass kein direkter Vergleich mit den Klarschlammproben
gezogen werden kann.

ESBL-produzierende Enterobacteriaceae werden auch immer zahlreicher in
Umweltproben gefunden. Mesa et al. (2006) fanden sie in zahlreichen
Umweltproben aus Tierstallungen (Schweine, Huhner und Hasen) und konnten
diese Erreger auch aus 5 Klarschlammproben isolieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass ESBL-produzierende E. coli im Klarschlamm
ubiquitar vorkommen und dieser ein wichtiges Reservoir fur diese Erreger in der
Umwelt darstellt. Eine weitere Verbreitung ist vor allem aus jenen Klaranlagen
zu erwarten, die lediglich eine Entwasserung ohne nachfolgende
Kalkbehandlung durchfihren und diese Klarschlamme einer landwirtschaft-
lichen Verwertung zufihren.

Die Ubertragung antibiotikaresistenter Bakterien auf den Menschen kdénnte
dann z.B. uber die pflanzliche Nahrung erfolgen, wenn z.B. Belebtschlamm auf
die Felder ausgebracht wird (Corpet, 1988; Wegener, 2003).
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5.4 Zusammenfassende Bewertung

Neben der aeroben Schlammstabilisierung, der anaeroben Schlammfaulung
und der Kalkung von Klarschlamm werden noch weitere Verfahren zur
Behandlung von Klarschlamm eingesetzt. Die Kalkung von Klarschlamm stellt
eine kosteneffektive Alternative zur anaeroben und aeroben Stabilisierung dar.

In der Steiermark darf grundsatzlich die Aufbringung von Klarschlamm auf
geeignete landwirtschaftliche Béden nur dann erfolgen, wenn der Klarschlamm
als ,seuchenhygienisch unbedenklich“ eingestuft wurde. In Bezug auf die
mikrobiologische Qualitat ist im Untersuchungsgebiet (Steiermark) Klarschlamm
seuchenhygienisch unbedenklich, wenn in 1 g Schlamm nicht mehr als 100
E. coli nachweisbar sind, 1g Schlamm frei von Salmonellen ist und keine
ansteckungsfahigen Wurmeier vorhanden sind. Erst dann wird die Ausbringung

des Klarschlammes auf landwirtschaftliche Nutzflachen genehmigt.

Mit der vorliegenden Studie sollte zusatzlich der Faktor der Resistenz-
entwicklung bzw. die Zunahme von resistenten Erregern in der Umwelt

berlcksichtigt werden.

e Die vorliegenden Klarschlammuntersuchungen ergaben, dass durch
Kalkbehandlung und Entwasserung des Klarschlammes eine Reduktion
der untersuchten E. coli und coliformen Erreger und damit auch eine

Reduktion der resistenten Mikroorganismen stattfindet.

e In nicht entwassertem/gekalktem Klarschlamm konnten unterschiedliche
Mengen an resistenten E. coli-Stammen nachgewiesen werden. Sollten
Klarschlamme nach Anwendung dieses Verfahrens einer landwirt-
schaftlichen Verwertung zugefuhrt werden, missen die entsprechenden
Kalkungsparameter (Kalkhydratsuspension/m® Klarschlamm, pH-Wert
Verschiebung >12, Inkubationsdauer) Uberpruft werden, um eine

effektive Keimreduktion zu erzielen.
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e Die thermische Trocknung von Klarschlamm stellt ebenfalls ein
weitgehend sicheres Verfahren zur Klarschlammhygienisierung dar. Es
lasst sich daraus ein seuchenhygienisch unbedenkliches, leicht

transportfahiges, granuliertes Endprodukt herstellen.

e Aufgrund der in diesen Untersuchungen beobachteten Resistenz-
situationen sollte die Aufbringung von als ,seuchenhygienisch
unbedenklich®  eingestuftem  entwassertem  Klarschlamm  ohne
Kalkbehandlung grundsatzlich hinterfragt werden, da der entwasserte
Klarschlamm im Vergleich zum gekalkten/entwasserten Schlamm eine

hdhere Belastung an resistenten E. coli aufweist.

e Ein weiterer Forschungsbedarf besteht im Zusammenhang mit der Frage
der Verbreitung von resistenten Mikroorganismen bei der unmittelbaren
Einarbeitung von nicht hygienisiertem Klarschlamm in den Boden fur
Feldfutterpflanzen und auf Ackerland sowie auf Rekultivierungsflachen.

[(siehe Anwendungsempfehlungen im OWAV-Regelblatt 17 (Kap.3)].

e Inwieweit eine vollige Eliminierung von Fakalkeimen aus dem
Klarschlamm im Zusammenhang mit der Resistenzproblematik eine
berechtigte Forderung darstellt, missen weitere Untersuchungen klaren.
Aufgrund der raschen Zunahme von Resistenzen in den letzten
Jahren sollte jedoch praventiv die landwirtschaftliche Nutzung von
unbehandeltem Klarschlamm generell verboten werden und neben
der thermischen Behandlung jener durch Entwasserung und

entsprechender Kalkung der Vorzug gegeben werden.
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7 ANHANG

Klarschlammbehandlungsverfahren

1. Aerobe Schlammstabilisierung

Bei der Schlammstabilisierung sollen die organischen, geruchsbildenden
Inhaltsstoffe reduziert werden. Weitere Ziele stellen die Verringerung der
Schlammfeststoffe, die Verbesserung der Entwasserbarkeit und die

Verminderung von Krankheitserregern dar.

Man unterscheidet die:
« simultane aerobe Schlammstabilisierung
o getrennte aerobe Schlammstabilisierung bei Normaltemperatur
« aerob-thermophile Schlammestabilisierung (ATS)

« aerob-thermophile Schlammstabilisierung mit anschlieRender Faulung

Simultan aerobe Schlammstabilisierung

Die simultan aerobe Schlammstabilisierung erfolgt gemeinsam mit der
biologischen Abwasserreinigung, bei der unter guter Beluftung bzw.
Sauerstoffzufuhr Biomasse abgebaut wird. Dabei entsteht eine geringe Menge
an Uberschussschlamm. Die Mikroorganismen enthalten keine gespeicherten
Reservestoffe mehr und die Faulnisorganismen haben nur geringe
Entwicklungsmaoglichkeiten. Ein Nachteil dieses Stabilisierungsverfahren liegt in

der schlechten Entwasserbarkeit der so behandelten Schlamme.

Getrennte aerobe Schlammstabilisierung

Bei der getrennten aeroben Schlammstabilisierung werden der Primar- und
Uberschussschlamm einer normal belasteten Klaranlage mehrere Tage lang in
einem separaten Stabilisierungsbecken bellftet. In dieser Zeit werden die
organischen Stoffe des Schlammes durch aerobe Stoffwechselprozesse
abgebaut. Einmal pro Tag wird dabei die Beluftung fur wenige Stunden

abgestellt, so dass der Schlamm sedimentieren kann.
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Die getrennte aerobe Stabilisierung wird nicht haufig angewandt, da sich bei
kleineren Anlagen die simultane aerobe Schlammstabilisation durchgesetzt hat.
Bei grollen Klarwerken hat sich das Verfahren der aerob-thermophilen
Stabilisierung (ATS) bewahrt.

Aerob-thermophile Schlammstabilisierung (ATS)

Im ATS-Prozess treten bei Sauerstoffzufuhr infolge exothermer mikrobieller
Abbau- und Stoffwechselvorgange eine Erwarmung (30-38 °C) und eine pH-
Werterhdhung auf pH 8 im Klarschlamm auf. Vorraussetzung ist die richtige
Zufuhr von Sauerstoff, eine gute Warmedammung des Reaktionsbehalters und
die ausreichende Konzentration der Klarschlammmasse. Die Aufenthaltszeit
sollte mindestens 5 Tage betragen, da sonst eine ausreichende Hygienisierung

nicht gewahrleistet ist (Jepsen et al., 1997).

Aerob-thermophile Schlammbehandlung mit anschlieRender Faulung

In der ersten Stufe wird der Schlamm durch ausreichende Temperaturen (50-
60 °C) entseucht. In der anschliellenden zweiten Stufe wird die anaerobe
mesophile und thermophile Stabilisierung erreicht. Bei diesem 2-stufigen
Verfahren gilt der behandelte Klarschlamm als seuchenhygienisch unbedenk-
lich, wenn das vorgeschriebene Verfahren eingehalten wird. Olsen und Larsen
(1987) zeigten, dass eine aerob-thermophile Schlammbehandlung innerhalb
von 24 Stunden eine Inaktivierung von Salmonellen und Mykobakterien
herbeifuhrt.

2. Anaerobe Schlammstabilisierung

Anaerobe Schlammstabilisierung (Schlammfaulung)

Die anaerobe Schlammestabilisierung ist unter dem Begriff der Faulung bekannt,
und findet in sog. Faulbehaltern statt. Der in Form von Kohlehydraten,
Proteinen und Fetten vorliegende Energiegehalt des Rohschlamms soll dabei
weitgehend unter Luft- bzw. Sauerstoffabschluss abgebaut werden. Dabei

setzen die Bakterien die Biomasse im Schlamm zu Faulgas bzw. Methan um.
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In der ersten thermophilen Stufe findet der Vorabbau der organischen
Substanzen bei ca. 55°C statt. Die zweite Faulstufe ist hingegen
temperaturanfallig, da nur die spezialisierten acetogenen Bakterien und die
Methanbakterien tatig sind. Sie fuhlen sich im mittleren Temperaturbereich bei
35 °C wohl. In der Praxis werden die Faultirme im mesophilen Bereich (30-
38 °C) betrieben.

3. Behandlung von Klarschlamm mit Kalk

Die Behandlung von entwassertem Klarschlamm mit Branntkalk/Feinkalk/CaO
und flussigem Schlamm mit Kalkhydrat/Ca(OH), ist Stand der Technik. Mit
diesen beiden Verfahren werden hygienisch einwandfreie, landwirtschaftlich
verwertbare Produkte hergestellt. Die Verfahren sind einfach, wenn einige
Besonderheiten im Umgang mit den Kalkproduktionen und bei der Vermischung
des Schlammes mit Kalk berucksichtigt werden.

Kalk hat gegenuber anderen Chemikalien den Vorzug der Basizitat (hoher
alkalischer pH-Wert). Diesem chemischen Einfluss des Kalks auf
Mikroorganismen muss die hauptsachliche Wirkung der Elimination von
Krankheitserregern aus Abwasser und Klarschlamm zugesprochen werden. pH-
Werte um 12 und hoher fuhren nicht nur zu einer irreversiblen Hemmung von
Enzymsystemen in Mikroorganismen. Die hohe Hydroxid-Alkalitat zerstort auch

Zellwande und fuhrt zu irreparablen Schaden an den Lebewesen.

Die Behandlung von Klarschlamm mit Kalk (CaO - Branntkalk)

Durch die Zugabe von CaO (Calciumoxid, Branntkalk, Feinkalk oder
ungeldschter Kalk) zum entwasserten Klarschlamm erwarmt sich das Kalk-
Klarschlammgemisch auf Temperaturen zwischen 55°C und 70 °C. Der
Anfangs pH-Wert des Kalk-Klarschlammgemisches soll 12,5 + 0,3 und die
Temperatur des gesamten Gemisches mindestens 55 °C wahrend zwei
Stunden betragen.

Die Verwendung von Kalk zur Hygienisierung der Klarschlamme ist ein

einfaches und kostenglinstiges Verfahren. Neben der thermischen
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Keimreduktion erfolgt durch die pH-Wert Erhéhung, bei Misch- und
Reaktionszeiten von 15 bis 30 Minuten, eine chemische Entseuchung. Bei der
Mischung von Kalk und Klarschlamm ist eine Kalkmengenkontrolle erforderlich.
Die Zugabemenge von Kalk hangt vom Wassergehalt des Klarschlammes ab,
wobei generell eine Entwasserung des Schlammes zu bevorzugen ist. Die
Menge des zugefuhrten Kalkes richtet sich auch nach der vorgesehenen
Verwertung des Endproduktes.

Beim Zusatz von CaO zu entwassertem Klarschlamm erwarmt sich das Kalk-
Klarschlammgemisch infolge exothermer Reaktion des Calciumoxids mit dem
noch vorhandenen Wasser bei ausreichender Warmedammung auf
Temperaturen zwischen 55°C und 70 °C. Gleichzeitig tritt eine pH-Wert
Erhdhung ein, und der Trockenrlckstandsgehalt (TR) wird erhdht (Strauch,
1998; Oates, 1998).

Verwendet werden soll Weil3-Feinkalk mit mindestens 88% CaO Anteil, um die
erforderliche Temperaturerhdhung zu erzielen. In der Praxis haben sich
schnellreagierende Feinkalke (T60 < 5min, Tmax > 50 °C; Prufverfahren siehe
DIN 1060 Baukalk, T3 Abschnitt 10) bewahrt (Peschen et al., 1985).

In  Deutschland haben Peschen et al. (1985) eine Klarschlamm-
Nachbehandlungsanlage mit Branntkalk entwickelt. In dieser Anlage erfolgt eine
genaue Dosierung des Feinkalkes. Im Mischer findet die Vermischung des

Schlammes mit Feinkalk statt. Nach der Reaktionsgleichung

CaO + H,0 < Ca(OH); + Energie (1177 kd/kg CaO)

wird Feinkalk mit Wasser zu Kalkhydrat umgesetzt. Dieses verbindet sich mit
reaktionsfahigen Bestandteilen im Schlamm, wie z.B. amorpher Kieselsaure
oder Tonerde; hierdurch wird der Schlamm verfestigt. In einer Langzeitreaktion
findet dann die Karbonatisierung des noch vorliegenden freien Kalkhydrats mit
dem Kohlendioxid aus der Luft statt.

Die Mischungstechnik ist auf den Verwendungszweck des Endproduktes und
die daflr erforderliche Konsistenz, wie z.B. pastds oder krimelig, abzustellen.
Bei dieser Art der Schlammbehandlung wird der pH-Wert im Mischgut >12,0

angehoben. Die Temperaturen konnen bis auf 100 °C ansteigen. Die
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Temperatur im Mischbehalter muss mindestens 55 °C Uber zwei Stunden in
allen Teilen des Materials gehalten werden. Dies erreicht man im Allgemeinen
mit 150-200 kg CaO/t entwassertem Schlamm. Der Anfangs-pH-Wert der
Mischung muss 12,5 + 0,3 betragen. Sollte dieser nicht erreicht werden, ist
nachzukalken. Vor Abgabe zur Verwertung sollte das Gemisch mindestens 3
Monate (Einwirkzeit) gelagert werden (Arbeitsbericht ATV/VKS; Moller et al.,
1988).

Die Behandlung von Klarschlamm mit Kalk (Ca(OH), -Kalkhydrat)

Ca(OH), (Kalkhydrat oder geldschter Kalk) lasst sich in Form von Kalkmilch
leichter und homogener einmischen als Ca(OH); in Pulverform. Bei der Flissig-
Entseuchung mit Kalk ist zu beachten, dass eine gleichmalRige pH-Wert
Verteilung nur erreicht wird, wenn der Klarschlamm vor der Einbringung in den
Behalter homogenisiert wird. Die Kalkdosierung sollte nicht unter 0,2 kg
Ca(OH)./kg TR liegen. In Einzelfallen kann der Kalkverbrauch auf 0,4 kg
Ca(OH)./kg TR erhéht werden, um den pH-Wert von 12,5 + 0,3 zu erreichen
(Arbeitsbericht ATV/VKS; Moller et al.,, 1988). Der Temperaturanstieg im
Schlamm-Kalkgemisch bei gleichzeitiger pH-Wert Anhebung inaktivieren die
Krankheitserreger im Klarschlamm. Der hohe pH-Wert ist aber auch fur sich

allein schon ausreichend, um die Entseuchung des Schlammes herbeizuflihren.

In zeit- und materialaufwendigen Laborversuchen wurde von Kassner et al.
(1990) das Absterbeverhalten der im Klarschlamm vorkommenden
Mikroorganismen nach Kalkzugabe untersucht. Als Testkeime wurden
Salmonellen gewahlt, da sie sich auferst resistent gegenliber Umwelteinfliissen
erwiesen haben, da weiters epidemiologisch ein enger Zusammenhang
zwischen Mensch, Tier und Umwelt besteht und sie den Vorteil haben, dass sie
sich aus stark verunreinigtem Material wieder reisolieren lassen. Sie sind
deshalb als Indikator  fir  die  ausreichende  Wirkung eines

Entseuchungsverfahrens geeignet.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit der Kalkbehandlung eine sichere
Klarschlammentseuchung maoglich ist. In keinem Fall wurde bei den

Untersuchungen eine Wiederverkeimung mit Salmonellen festgestellt, wenn die

53



Dosierung im Bereich Uber 4,5 kg CaO/m? bzw. 6,0 kg Ca(OH),/m? bei 3% TS
im Ausgangsschlamm lag. Auch ein Abfall des pH-Wertes auf etwa 12,0
anderte daran nichts. Aus ahnlichen Erwagungen wie bei der Einwirkzeit sollte
jedoch auch der pH-Wert aus Sicherheitsgrinden nicht unter 12,5 fallen. Nach

den Empfehlungen von Kassner et al. (1990) sollte daher:

1. getrockneter Klarschlamm mit Branntkalk (CaO) und

2. flussiger Klarschlamm ausschlieBlich mit Kalkhydrat (Ca(OH),)
entseucht werden

3. das Kalk-Schlammgemisch sollte mindestens 24 Stunden vor Abgabe
an den Verbraucher gelagert werden.

4. der pH-Wert sollte wahrend der gesamten Einwirkzeit von 24 Stunden
12,5 nicht unterschreiten. Falls der pH-Wert unter 12,5 sinkt, sollte eine
Nachkalkung erfolgen und vor der landwirtschaftlichen Nutzung eine
weitere 24-stundige Einwirkzeit abgewartet werden (Strauch et al.,
1998, Bina et al., 2004).

Die Behandlung von entwassertem Klarschlamm mit Branntkalk und flissigem
Schlamm mit Kalkhydrat ist in Osterreich bereits weit verbreitet. Mit diesen
beiden  Verfahren kénnen  grundsatzlich  hygienisch  einwandfreie,
landwirtschaftlich verwertbare bzw. gut deponierbare Produkte hergestellt

werden.

Eine Untersuchung von Reinhofer und Stuhlbacher (2003) im Auftrag des
Landeshygienikers fiur Steiermark zur Keimreduktion von Klarschlamm mit
unterschiedlichen Kalken im Hygienisierungsverfahren zeigte, dass aufgrund
der kurzen Einwirkdauer der Einsatz von 1%iger Kalkhydratsuspension
(Kalkmilch) zu empfehlen ist. Eine Einwirkdauer von 24 Stunden sei
ausreichend fur die Reduktion von fakalcoliformen Keimen (Reinhofer u.
Stuhlbacher, 2003). Strauch (1999) konnte nachweisen, dass bei einem
stabilen pH-Wert von 10 eine Eliminierung von Salmonellen innerhalb von 24
Stunden erfolgt (weitere Literaturangaben zur Hygienisierung von Klarschlamm

siehe Anhang Tabelle II).
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In der Steiermark erfolgt in der Praxis vor der Hygienisierung eine
Homogenisierung des Klarschlammes. Dem Klarschlamm werden im
Durchschnitt 10 kg/m?® Kalkhydrat beigemengt. Die Verweildauer des gekalkten
Schlammes betragt 24 Stunden. Das Kalkhydrat wird vorher mit Wasser
aufgeschlammt und als Kalkmilch dem flussigen Klarschlamm zugefuhrt. Unter
optimalen Bedingungen ist unmittelbar nach Kalkzugabe eine pH-Wert
Verschiebung von 7 auf >12 und eine Keimreduktion von > 3Log Stufen zu

erwarten.
Zu den beschrieben Behandlungsverfahren gibt es noch die biologischen

Aufbereitungsverfahren der Kompostierung und der Klarschlammvererdung,

welche in dieser Studie nicht berticksichtigt wurden.
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Tabelle I: Resistenzraten von E. coli im klinischen Bereich isoliert aus

dem weiblichen Genitaltrakt
(modif. nach Feierl u. Buzina, 2010)

E. coli Resistenzraten in Prozent

- etestet | Isolate etestet | Isolate
AB-GRUPPE ABKURZUNG 92009 m 92000 m
AMX 27,5 1463 16,4 779

Penicilline AMC 4.9 1464 3,9 780
P/TZP 0,3 1464 0,5 675

CF 21,6 1459 10,6 547

CXMAX 2,6 1464 0,1 778

Cephalosporine FOX 0,2 1461 0,1 779
FEP 1,4 1464 0 675

CTX 1,4 1464 0 778

CAZ 1,4 1464 0 779

Carbapeneme MEM 0 1464 0 779
Aminoglycoside GM 2,7 1463 0,1 779
Gyrasehemmer CIP 4,2 1464 1,2 780
And SXT 13,7 1464 7,3 780

ndere
TE 20,1 1455 | 18,9 22%026?

AMX= Amoxicillin, AMC= Amoxicillin+Clavulansaure; P/TZP= Piperacillin+Tazobactam; CF=
Cefalothin; CXMAX= Cefuroxim/Axetil; FOX= Cefoxitin; FEP= Cefepim; CTX= Cefotaxim; CAZ=
Ceftazidim; MEM=  Meropenem; GM= Gentamycin; CIP=  Ciprofloxacin; SXT=
Sulfamethoxazol/Trimethoprim; TE= Tetracyclin
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Tabelle II: Literaturangaben zur Hygienisierung von Klarschlamm
(modif. nach dem Leitfaden fur die Praxis zur Hygienisierung von KS aus Kleinklaranlagen;

Landeshygieniker fir Steiermark 2003)

. Geldschter . Kalk-
Literatur Branntkalk Kalkmilch .
Kalk Stickstoff
STRAUCH 1981 5kg Kglkje m? Faulschlamm
und Frischschlamm
25kg/m? 3
STRAUCH 1981 7kg Kalk/m? Schlamm ;%Ir(\?; mm
(40%ige K.)
PESCHEN 1986 | |00-200kg CaO/t
entwassertem Schlamm
4,5 — 6,0kg CaO/m?
KASSNER 1990 | ghiamm mit 3% TS
0,5kg/kg TS Temp. Uber 30kg/m? 60kg/m? 20kg/m?
BINNER 1986 50°C 2h Abwasser Abwasser Abwasser
BISCHOFBERGER | 1kg/5-8kg entwassertem
1987 Schlamm
0,2-0,4

MOLLER 1988

Ca(OH)?/kg TS

BOOST 1998

60% Klarschlamm (600g/kg):

40% CaO/Flugasche (44.44
g/kg / 355.56 g/kg) im
Verhaltnis CaO:Flugasche
1:8

PFEIFFER 1990

150-200kg/t entwassertem
Schlamm

6-15kg/m?
Nassschlamm

STRAUCH 1999

600g CaOl/kg

BINA 2004

21,3g/l Frischschlamm
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Bisherige Vortrage im Rahmen von wissenschaftlichen Veranstaltungen
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Antibiotic resistance of Escherichia coli strainsin Styrian sewage sludge

H. Gallerl, D. Haasl, A. Melkesl, G. Zarfell, J. Posch', G. Feierl', L. Winterz, E. Marthl,
F.F. Reinthaler’

'Institute of Hygiene, Medical University of Graz, Austria
*Department of the Styrian Government Graz, Austria

Background: The resistance of pathogen bacteria against antibiotics is an increasing
problem in human and veterinary medicine. Large-scale application of antibiotics leads
to a high pollution of both antibiotics and antibiotic resistant bacteria into the
environment. The study was designed to identify the effectiveness of different sewage
sludge treatment methods, to eliminate bacteria. Escherichia coli strains were isolated
from sludge samples of five sewage treatment plants in Styria/Austria and their
resistance patterns to antibiotics were determined.

Method: For quantitative evaluation the number of colony forming units of E. coli prior
to and after the different sewage sludge treatment procedures of each waste water
treatment plant was investigated. For isolation of E. coli Chromocult agar was used. The
resistance to 24 antibiotics was determined by using Vitek2 and agar diffusion tests.

Results: A total of 709 E. coli strains were isolated from 110 sludge samples. The
highest load of E. coli was found in stabilized sludge with 9.6x10* cfu/g. In activated
sludge of the five sewage plants the median values of E. coli ranged from 2.6x10° to
1.6x10* cfu/g. After treatment and sanitization of the sewage sludge, a 3 log10 reduction
of E. coli was found in plants using thermal treatment or lime stabilization. In activated
sludge resistance rates ranged for ampicillin from 8% up to 24%, for cefalothin from
16% up to 25% and for tetracycline from 9% up to 30%. In dehydrated sludge high
resistance rates were detected for ampicillin ranged from 6% up to 15%, for cefalothin
from 21% up to 45%, for nalidixin acid from 3% up to 17% and for tetracycline from
15% up to 30%.

Conclusions: For sanitization thermal treatment or lime by using Ca(OH), and
dehydration of the sludge were effective methods to reduce E. coli in sludge. The
resistance rates for most antibiotics were significant different according to the sewage
plant and the type of the sludge.
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Extended-spectrum-3-lactamase (ESBL ) and other antibiotic resistance of
Escherichia coli in Styrian sewage sludge.

G. Zarfel; H. Galler; G. Feierl; D. Haas; A. Melkes; E. Leitner; F. Mascher; L. Masoud; J. Posch; L.
Winter; E. Marth; F.F. Reinthaler

'Institute of Hygiene, Medical University of Graz, Austria
*Department of the Styrian Government of Graz, Austria

Objectives. The widespread use of antibiotics in medicine and agriculture had led to
rising numbers of antibiotic resistances pathogenic bacteria. This organism has it’s
reservoir not only in medical facilities, but can also be found in the human community
and in the environment. ESBL carrying enterobacteriacae are among the pathogens with
dramatically increasing spread worldwide.

In this study we collected Escherichia coli from sewage sludge and determined
antibiotic resistance pattern of 24 different antibiotics. Furthermore the genetic
background of ESBL E. coli strains were investigated and compared to isolates from
human urinary tract infection.

Methods: Between February and November 2009 sewage sludge samples from five
different sewage treatment plants in the area of Styria were collected. The colony
forming units (CFU) of E. coli in the samples and the resistance patterns of collected
strains were determined.

20 ESBL E.coli from sewage sludge were compared to 20 ESBL E. coli strains from
urinary tract infections, isolated at the Medical University Graz (Austria) in the same
time period.

Strains were screened for 6 ESBL gene groups (CTX-M, TEM, SHV, OXA, VEB,
GES) by PCR, and genes detected were subsequently sequenced.

Further, strains were phenotypically characterized by the Phene-Plate™ System
(DiaTeam, Austria)using PhP-RF microtiter plates 03 R PHP EC E.coli.

Results: The CFU per g of E. coli ranged from 0 to 9,60x10*. The most often occurring
resistances were detected for Cefalothin (21.7%), Tetracyclin (18.3%) and Ampicillin
(12.6%).

In ESBL E.coli from sewage sludge CTX-M 1 was the most common ESBL gene and
was present in nine of the 20 strains. CTX-M 15 was identified in six and CTX-M 3 in
two strains. In total 17 (85%) sewage sludge strains contained a CTX-M gene. Further,
one ESBL E.coli from sewage sludge harboured a SHV-15 gene, whereas two isolates
had no positive PCR product for any of the tested ESBL gene groups.

All 20 ESBL E.coli from urinary tract infection harboured a CTX-M gene; CTX-M 15
was detected in 15 strains and CTX-M 1 in five strains.

Phenotyping of the strains resulted in four different phenotypical clusters (PHPtype
clusters) with correlation coefficients higher than 0.95. 25 single strains could not be
assigned to any of the clusters. Cluster one was formed by seven strains from urinary
tract infection. The other clusters contained strains from both sources.

Conclusions: In the different types of sewage sludge a high prevalence of resistance
was found for Cefalothin, Tetracyclin, Ampicillin, same antibiotics has lowest rate of
susceptibility in human isolates.

CTX-M genes were the dominant ESBL group in the analyzed samples. All ESBL gene
variants present in human urinary tract infection were also present in sewage sludge.
Consistently, strains from both sources were assigned together into the same
phenotypical clusters.

ECCMID 2010
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Comparison of ESBL genes from Extended-spectrum-3-lactamase (ESBL)
carrying Escherichia coli from sewage sludge and human urinary tract infection

G. Zarfel; G. Feierl; H. Galler; D. Haas; A. Melkes; E. Leitner; F. Mascher; L. Masoud; J. Posch; 1.
Winter; A. Grisold, E. Marth; F.F. Reinthaler

Objectives: Extended-spectrum-B-lactamase carrying enterobacteriacae are a growing
problem in hospital and community. Beside human reservoir, ESBL carrying
enterobacteriacae can also be found in the environment.

Different groups of B-lactamase genes are the genetic basis of the ESBL mediated
resistance.

In this study, ESBL carrying Escherichia coli from sewage sludge and human urinary
tract infection were investigated for their phenotypes and the occurence of six different
ESBL gene groups.

Methods: A sample of 20 ESBL E.coli from sewage sludge collected from five
different sewage treatment plants in the area of Styria between January and September
2009 and a sample of 20 ESBL E.coli strains from urinary tract infections, isolated at
the Medical University Graz (Austria) in the same time period, were analysed.

Strains were screened for 6 ESBL gene groups (CTX-M, TEM, SHV, OXA, VEB,
GES) by PCR, and genes detected were subsequently sequenced.

Further, strains were phenotypically characterized by the Phene-Plate™ System
(DiaTeam, Austria)

using PhP-RF microtiter plates 03 R PHP EC E.coli.

Results: In ESBL E.coli from sewage sludge CTX-M 1 was the most common ESBL
gene and was present in nine of the 20 strains. CTX-M 15 was identified in six and
CTX-M 3 in two strains. A total 17 (85%) sewage sludge strains contained a CTX-M
gene. Further, one ESBL E.coli from sewage sludge harboured a SHV-15 gene, whereas
two isolates had no positive PCR product for any of the tested ESBL gene groups.

All 20 ESBL E.coli from urinary tract infection harboured a CTX-M gene; CTX-M 15
was detected in 15 strains and CTX-M 1 in five strains.

40% of all strains (16 strains from both sources) were carrying, in addition to CTX-M,
the non ESBL B-lactamase TEM-1.

Phenotyping of the strains resulted in four different phenotypical clusters (PHPtype
clusters) with correlation coefficients higher than 0.95. 25 single strains could not be
assigned to any of the clusters. Cluster one was formed by seven strains from urinary
tract infection. The other clusters contained strains from both sources. The phenotypic
data correlated with the PCR results, as within a cluster, all strains harboured the same
CTX-M gene.

Conclusions: CTX-M genes were the dominant ESBL group in the analyzed samples.
All ESBL gene variants present in human urinary tract infection were also present in
sewage sludge. Consistently, strains from both sources were assigned together into the
same phenotypical clusters.
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