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1. Einleitung

Urbanes Abwasser enthalt verschiedene Schadstoffe, welche mittels
Abwasseraufbereitungsanlagen eliminiert werden. Um eine gefahrlose Einleitung des
Wassers in die Umwelt und damit in den Wasserkreislauf zu gewahrleisten, wird im
Rahmen der Abwasserverordnung die Beseitigung chemischer und biologischer
Substanzen in Klarwerken Uberwacht. Dabei wird jedoch ein relevanter Bestandteil -
die Mikroorganismen, welche im Abwasser trotz einer Vielzahl apathogener Spezies
ein Gesundheitsrisiko darstellen kdnnen — nur unzureichend erfasst. Diese sind
beispielsweise durch den Eintrag von Regenwasser nicht nur humanen, sondern auch
tierischen Ursprungs. Die hohe Umweltstabilitat einiger dieser Pathogene fordert eine
ineffiziente Erregereliminierung und dadurch eine Integration in 6ffentliche Gewasser.
Dies hat zur Folge, dass die Gesundheit sowohl von Tieren als auch von Menschen
gefahrdet wird, da viele der Mikroorganismen ein zoonotisches Potential besitzen.
Regelmalig werden in Tier- und Menschenpopulationen wasserassoziierte
Infektionsausbriiche wie zum Beispiel durch Escherichia coli (E. coli) oder
Cryptosporidium parvum (C. parvum) detektiert. Auch wenn mikrobiologische
Parameter noch nicht in die routinemafligen Abwasseruntersuchungen einbezogen
werden, sollten diese daher Beachtung finden, um den Eintrag von Infektionserregern
in den Wasserkreislauf und eine Gefahrdung von Tier, Mensch und Umwelt zu
verhindern. Zusatzlich kann mikrobielles Abwassermonitoring als Warnsystem
eingesetzt werden, um  Resistenzentwicklungen und epidemiologische
Zusammenhange bestimmter Pathogene in tierischen oder humanen Populationen
frihzeitig zu detektieren.

Globale Organisationen, wie die Weltorganisation fir Tiergesundheit (WOAH), die
Ernahrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (FAO) oder die
Weltgesundheitsorganisation (WHO), haben die Gefahr und das Potenzial des
Abwassers bereits erkannt und entsprechende Empfehlungen und Leitlinien verfasst.
Diese beinhalten unter anderem die Forderung der Entwicklung und Verbesserung
adaquater Nachweisverfahren zur Bestimmung von Pathogenen im Wasser.

Um einen Eintrag von pathogenen Mikroorganismen in die Umwelt zu vermeiden, ist
es relevant, den Erregernachweis im Abwasser schnell und laborunabhangig

garantieren zu konnen. Die in vielen Fallen eingesetzten kulturbasierten
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Detektionsverfahren beinhalten jedoch einen komplexen und zeitintensiven
Arbeitsablauf und der Nachweis ist durch den Anteil lebens-, aber nicht kulturfahiger
Zellen (VBNC) im Abwasser limitiert. Eine Losung bieten hier die schnelleren DNA-
basierten Detektionsmethoden wie die real-time PCR, welche auch mobil einsetzbar
ist. Das Verfahren besitzt im Vergleich zu der Kulturanzucht eine ahnliche Spezifitat
und Sensitivitat.

Eine Grundvoraussetzung fir molekulare Nachweismethoden ist ein geeignetes DNA-
Extraktionsverfahren, welches ebenfalls einen schnellen, effizienten und
laborunabhangigen Arbeitsablauf garantieren muss. Die bereits existierenden
Extraktionsverfahren variieren in ihren Grundprinzipien und entsprechen aufgrund
hoher Kosten, grolem Zeitaufwand oder der Dependenz von komplexen

Laborbedingungen oft nicht den genannten Anforderungen.

Das Ziel der Dissertation war es, eine Schnellextraktionsmethode zur Detektion von
DNA in Abwasser zu entwickeln, welche ein schnelles, zuverlassiges und mobiles
Abwassermonitoring von Mikroorganismen garantiert. FUr eine optimale DNA-
Extraktion, wurden zusatzlich zu einer sogenannten ,Reverse Purification*
unterschiedliche Vorbehandlungen durchgefihrt, die einzeln oder in Kombination
angewendet wurden. Die Extraktionseffizienz wurde mittels real-time PCR bestimmt
und den  Ergebnissen einer  Silica-Saulen-basierten = Referenzmethode
gegenubergestellt. FUr die Zoonoseerreger Staphylococcus aureus (S. aureus), E. coli
und C. parvum wurde eine DNA-Extraktionsmethode entwickelt, welche schnell und

mobil durchflhrbar ist.



2. Literaturubersicht

2.1 Mikrobielle Risiken im Abwasser

Neben anorganischen Schadstoffen enthalt urbanes Abwasser eine Vielzahl
unterschiedlicher und potenziell pathogener Mikroorganismen. Auch wenn der
Uberwiegende Anteil dieser Pathogene durch Aufbereitungsanlagen in den Klarwerken
eliminiert wird, gibt es Erreger, welche durch ihre hohe Tenazitat infektids bleiben,
zuruck in den Wasserkreislauf integriert werden und so die Gesundheit von Tieren und
Menschen gefdhrden (PAPAJOVA et al. 2022). Die Erreger werden dabei vor allem
durch menschliche aber auch durch tierische Exkremente in das Abwassersystem
eingetragen, da es beispielsweise durch Regenfalle zu einer Kontamination des
urbanen Abwassers mit tierischer Biomasse kommen kann (FAO, WOAH, WHO 2020).
Durch Starkregenereignisse werden Abwasseraufbereitungsanlagen zusatzlich
Uberlastet oder zerstdort und kénnen so keine suffiziente Erregereliminierung
gewahrleisten. Mit Regen assoziierte Erosionen und Uberschwemmungen erhéhen
zudem den Eintrag von tierischer Biomasse in das urbane Abwassersystem (SINGH
et al. 2019).

Vor allem zoonotische Krankheitserreger gefahrden dabei die Gesundheit
unterschiedlichster Organismen, da sowohl Tiere als auch Menschen in gleichem
Male die Eintragsquelle und den gefahrdeten Zielorganismus darstellen. Als Zoonose
werden dabei Krankheitserreger bezeichnet, bei welchen eine natirliche Transmission
zwischen Wirbeltieren und dem Menschen detektiert werden kann (FAO/WHO 1959).
Der genaue zoonotische Anteil der im Wasser vorkommenden Pathogene ist aufgrund
fehlender Studien und einer daraus resultierenden schlechten Datenlage schwer zu
definieren. Es ist allerdings davon auszugehen, dass er erheblich ist, da es sich bei 61
% aller bekannten und 75 % aller neu auftretenden Pathogene in der Umwelt um
Zoonosen handelt (TAYLOR et al. 2001). Um Uber den Abwasserkreislauf ein
Individuum infizieren zu kénnen, muss der Erreger zum einen in ausreichender
Konzentration vom erkrankten Tier beziehungsweise Menschen ausgeschieden
werden und zum anderen muss die infektidse Dosis des Pathogens so niedrig sein,
dass ein Organismus auch bei geringen Erregerkonzentrationen infiziert wird.
Aulerdem muss die Latenzzeit der Pathogene lang genug sein, um eine ausreichende

Keimlast im Wasser zu erreichen, bevor Symptome auftreten und die Infektion
3



behandelt wird. Des Weiteren muss der Krankheitserreger eine ausreichende
Persistenz und Pathogenitat im Wasser besitzen (FEACHEM et al. 1985).

Bei vielen wasserassoziierten Krankheitserregern ist das zoonotische Potenzial bereits
bekannt (Tabelle 1). Es wird eine hohe Dunkelziffer der durch Wasserkontamination
auftretenden Infektionsausbriiche vermutet, da fehlende Rickverfolgbarkeit und
subklinische Falle den Erregernachweis erschweren (ZAHEDI et al. 2020, CHOFFNES
und MACK 2009). Vor allem Enteropathogene wie E. coli O157:H7, Campylobacter
Jejuni, Giardia intestinales und C. parvum verursachen aber weltweit immer wieder
Infektionsausbriche in Tier- und Menschenpopulationen (RHODEN et al. 2021,
JENKINS et al. 2021).

Tabelle 1: Liste der am haufigsten vorkommenden wasserassoziierten

Zoonoseerreger. Die Tabelle wurde in Anlehnung an die WHO (2004) erstellt.

Wasserassoziierter Infektionsweg relevante Zoonoseerreger
orale Aufnahme Salmonella sp.
E. coli O157:H7
Campylobacter sp
Francisella tularensis.
Yersinia sp.
Cysticercus sp.
Toxoplasma gondii
Balantidium coli

Cryptosporidium sp.

Giardia sp.

Microsporidia sp.
Inhalation Mycobacteria sp.
Hautkontakt Hepatitis E

Leptospira sp.
Balantidium coli
Cryptosporidium sp.
Giardia sp.

Bei der Detektion von Pathogenen im Abwasser ist zu beachten, dass die
wasserassoziierten Zoonosen unterschiedlichsten Erregergruppen angehéren (WHO
2004). In den folgenden Abschnitten wird konkreter auf jeweils einen Vertreter der

grampositiven und -negativen Bakterien, sowie der Parasiten eingegangen.



2.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein fakultativ anaerobes, kokkoides, grampositives Bakterium mit einer
Grolde von 0,8 bis 1,0 um, welches sich in Haufen organisiert. Bei Inkubation auf Blut-
Agar bildet es gelblich-weile, circa 1 mm grofl3e Kolonien (SELBITZ et al. 2015). Die
Zellwand dieser grampositiven Bakterien besitzt einen robusten Charakter und
ermoglicht daher eine hohe Umweltstabilitadt (MADIGAN et al. 2015)(Abbildung 1).

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellwandaufbaus von grampositiven
Bakterien, modifiziert nach MADIGAN et al. (2015). Den Hauptbestandteil der
Zellwand stellt zu 90 % eine 20 bis 40 nm breite, homogene und quervernetzte
Peptidoglykanschicht dar, in deren Geflecht Teichon- und Lipoteichonsauren
eingelagert sind (GIESBRECHT et al. 1998). Diese Bestandteile induzieren eine
negative Ladung der Zellwand, sowie die Bindung von Calcium- und Magnesium-
lonen. Zusatzlich dazu besitzt die Zellwand eine innere Zytoplasmamembran aus
Phospholipiden und Proteinen, angeordnet in einer Lipiddoppelschicht (MADIGAN et
al. 2015).

S. aureus ist ein ubiquitar vorkommender Kommensale von Haut und Schleimhaut. Er
besitzt pathogenes Potenzial, welches in Fallen von Immunsuppression, erhdhter
Erregerlast, veranderten Wirteigenschaften oder durch Zerstérung von naturlichen
Kérperbarrieren ein Gesundheitsrisiko darstellt (MCVEY et al. 2022). Der Erreger
verursacht folglich bei vielen verschiedenen Tierarten vor allem eitrige Entziindungen
von Haut und Schleimhaut, sowie beim Menschen zusatzlich

Lebensmittelintoxikationen. Ein typisches Krankheitsbild ist aulerdem die Mastitis bei
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Nutztieren, welche durch mangelnde Melkhygiene ausgelost wird. Weitere Entitaten
sind unter anderem Aborte bei Rindern oder die Botryomykose - eine chronische,
abszedierende Wundinfektion bei Pferden. Septikdmien und Entzindungen des
Bewegungsapparates sind beim Gefllgel typische Symptome von Infektionen mit S.
aureus (SELBITZ et al. 2015).

Eine antibiotische Therapie dieser Entitaten ist in den meisten Fallen sowohl bei Tieren
als auch beim Menschen indiziert. Ein Uberhdhter Einsatz der Medikamente induzierte
im Laufe der Jahre jedoch eine Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen (PRICE et al.
2012). Viele S. aureus-Stamme bilden Beta-Laktamasen — bakterielle Enzyme, welche
die Wirkung bestimmter Antibiotika durch die Spaltung des Betalaktamrings
schwachen. Dies limitiert in vielen Fallen die Therapiemdglichkeiten und gefahrdet die
Gesundheit von Tier und Mensch (SELBITZ et al. 2015). Die Erregerstamme kommen
vermehrt in Krankenhausern vor, und auch in tiermedizinischen Kliniken kann bereits
eine Ausbreitung des resistenten Keims vermutet werden. Von besonders grolder
Bedeutung sind dabei die Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA)-Stamme (MCVEY
et al. 2022). Bei verschiedenen Tierarten und dem Menschen existieren dabei eine
Vielzahl unterschiedlicher MRSA-Stamme (PANTOSTI 2012). Eine Pravalenz von bis
zu 20 % in europaischen Milchviehbestanden zeigt, dass MRSA in Nutztierhaltungen
stark verbreitet ist (SCHNITT und TENHAGEN 2020).

Auch die zoonotische Gefahr von S. aureus ist hoch. Die Vermutung, dass
Staphylokokken stark wirtspezifisch sind, konnte mittlerweile widerlegt werden, da
Ubertragungen zwischen Tieren und Menschen in beide Richtungen nachgewiesen
wurden (OSADEBE et al. 2013, MCVEY et al. 2022, VAN DUIJKEREN et al. 2004).
Untersuchungen von Zelllinien zeigten eine Ubertragung von MRSA zwischen
Menschen und Nutztieren und eine standige Adaption des Erregers in Bezug auf
Resistenzentwicklungen (PRICE et al. 2012). Auch eine MRSA-Infektion eines
Hundes, Ubertragen durch den infizierten Besitzer wurde auf diese Weise detektiert
(VAN DUIJKEREN et al. 2004).Somit stellen sowohl Mensch als auch Tier eine
potenzielle Erregerquelle fur das Abwasser dar und sind in gleichem Mal3e durch das
Bakterium gefahrdet.

Obwohl MRSA kein klassischer Abwasserkeim ist, konnte er bereits in vielen Fallen im
Abwasser identifiziert werden. Dabei sind die nachgewiesenen Stamme oft eng
verwandt mit in Krankenhdusern vorkommenden MRSA-Stammen. Dies Ilasst

vermuten, dass die Keime Uber das Wasser im infektidsen Stadium in die Klarwerke
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gelangen (BORJESSON et al. 2010). Die Verweildauer des Bakteriums im Klarwerk
ist dabei ausschlaggebend fiur seine Pathogenitat. Verklrzte Verweildauern, wie
beispielsweise bei Starkregen, verursachen eine erhdhte Erregerlast im geklarten und
in die Umwelt abgegebenen Wasser. Da MRSA in Gewassern eine Uberlebensdauer
von bis zu 14 Tagen besitzt, kann die Gesundheit von Tier und Mensch Uber einen
langeren Zeitraum gefahrdet werden (TOLBA et al. 2008). Auch nach acht Tagen
Verweildauer im Klarwerk kénnen immer noch 10 % der infektiosen Bakterien
detektiert werden (LI et al. 2015). Wissenschaftler konnten einen zeitlichen
Zusammenhang zwischen der Detektion von S. aureus in Jagdwild und in Flusswasser
feststellen, was vermuten lasst, dass S. aureus in der Lage ist, Tiere wasserassoziiert
zu infizieren (CONCEPCION PORRERO et al. 2014).

2.1.2 Escherichia coli

E. coli sind gramnegative, 1,0 x 2,0 ym grol3e Stabchenbakterien, welche bei einer
Kultivierung auf Blutagar grunlich-wei3e Kolonien mit einer GréRe von 1 bis 3 mm
ausbilden (BASAVARAJU und GUNASHREE 2021). Sie zahlen zu der Gattung
Escherichia und besitzen in dieser Gruppe die grofte klinische Relevanz. Die Zellwand
des Bakteriums ist 15 nm breit und besteht im Vergleich zu den grampositiven
Bakterien aus einer relativ dunnen Peptidoglykanschicht, wodurch die mechanische
Stabilitat der Bakterien verringert ist (Abbildung 2) (MADIGAN et al. 2015).



Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zellwandaufbaus von gramnegativen
Bakterien, modifiziert nach MADIGAN et al. (2015). Die Zellwand besteht wie bei allen
gramnegativen Bakterien mit einem Anteil von lediglich 10 % aus einer dinnen
Peptidoglykanschicht (MATULA et al. 2019). Die innere Zytoplasmamembran
beinhaltet eine Lipiddoppelschicht. Den Hauptbestandteil bildet die &auliere
Zellmembran mit einer aus Lipid- und Polysaccharidkomplexen bestehenden
Lipopolysaccharidschicht. Primare Funktionen dieser Schicht sind die Strukturgebung
und die Ausbildung von Antigenstrukturen (MADIGAN et al. 2015).

Fir E. coli existieren viele unterschiedliche Serotypen, welche anhand der O-, H- und
K-Antigene eingeteilt werden. Die O-Antigene beschreiben die Komposition der
auleren Polysaccharidketten des Bakteriums. Kapselantigene werden als H-Antigene
und GeilRelantigene als K-Antigene bezeichnet. Mittlerweile sind 174 O-, 53 H- und 80
K-Antigene bekannt, welche die Erregerspezifitdt, Pathogenitat und klinische
Manifestation des Erregers beeinflussen (BERG 1998, MCVEY et al. 2022).

E. coli besiedelt als naturliches Reservoir in grolen Mengen den unteren
Saugetierdarm und wird daher in Konzentrationen von bis zu 10'° Bakterien pro
Gramm ausgeschieden (SELBITZ et al. 2015). Als Teil der mikrobiellen Darmflora ist
der Mikroorganismus apathogen und entwickelt erst durch Genveranderungen und der
damit einhergehenden Ausbildung von Virulenzfaktoren eine Pathogenitat (MCVEY et
al. 2022).

Basierend auf McVey et al. lasst sich E. coli anhand der klinischen Manifestation in
unterschiedliche Pathovare einteilen (Tabelle 2). Die Lokalisation der Infektion
separiert die Spezies in intestinal pathogene und extraintestinal pathogene E. coli.
Intestinale Pathovare werden in den meisten Fallen fakal-oral Ubertragen. Zu den

wichtigsten Vertretern zahlen Enteropathogene (EPEC), Enterotoxische (ETEC),
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Shigatoxin-bildende (STEC), Adhérent-invasive (AIEC) und Odemkrankheits-bildende
E. coli (EDEC). EPEC, ETEC und STEC bilden Enterotoxine aus, welche das
Darmepithel schadigen und bei verschiedenen Tierarten (vor allem bei Jungtieren)
Durchfallerkrankungen verursachen. Die Therapie erfolgt im Gegensatz zu S. aureus
symptomatisch durch Rehydratation und Elektrolytausgleich. AIEC steht beim
Menschen im Zusammenhang mit einer chronisch-entzindlichen Darmerkrankung
und konnte auch bei Hunden mit histiozytarer ulzerativer Kolitis isoliert werden. EDEC
verursachen bei Absatzferkeln durch eine Zerstérung der Endothelzellen Odeme in
verschiedenen Organen wie beispielsweise in Lunge, Gehirn oder Unterbauch.
Prophylaktische MalRnahmen wie Impfungen und ein geeignetes
Futterungsmanagement sind empfehlenswert, da der abrupte Futterwechsel nach dem
Absetzen der Ferkel die Hauptursache der Erkrankung ist. Zu extraintestinal
pathogenen E. coli zahlen Uropathogene (UPEC), Aviare pathogene (APEC) und
Septikdmisch pathogene E. coli (SEPEC). UPEC infizieren aszendierend den
Harntrakt von Hunden und Katzen mit einer Pradisposition flir weibliche Tiere und kann
durch die Applikation von Antibiotika behandelt werden. APEC werden von
Wirtschaftsgefligel Uber die Lungen oder durch Wundinfektionen aufgenommen und
breiten sich in vielen Fallen systemisch aus. Wird der Erreger vom Embryo Uber das
Ei aufgenommen, verlauft die Krankheit meistens letal. Prophylaktisch kdnnen
bestandsspezifische Impfstoffe eingesetzt werden und bei einem Ausbruch wird der
Einsatz von Antiinfektiva empfohlen. SEPEC verursachen bei Kalbern und Lammern
Erkrankungen des Atmungstrakts in Kombination mit Septikdmien und besitzen eine
hohe Letalitat. Die Ubertragung erfolgt dabei oft vertikal Giber den Nabel, aber auch
uber Sekrete, Kot und Urin. Die Infektionsausbreitung kann prophylaktisch durch
ausreichende Kolostrumgabe und therapeutisch durch Antibiotika oder eine
Kombination aus Zyklooxygenase-Inhibitoren und Dexamethason bekampft werden.
Nekrotische E. coli werden konjunktival, umbilikal oder oral Ubertragen und
verursachen bei Kalbern und Lammern vor allem im Fall von Kolostrummangel
Diarrho, gefolgt von Septikamien. E. coli ist auBerdem an Mastitis-Ausbrichen bei
Rindern und Schweinen beteiligt (MCVEY et al. 2022).



Tabelle 2: Ubersicht der haufigsten vorkommenden Pathovare von E. coli bei
verschiedenen Tierarten nach MCVEY et al. (2022).

Pathovare klinische Auspragung Spezies

Intestinal pathogen

Enteropathogene E. coli (EPEC) Diarrhd Kaninchen, Kalb,
Schwein, Hund,
Katze
Enterotoxische E. coli (ETEC) sekretorische Diarrhd  Kalb, Saugferkel,
Lamm, Hund, Pferd
Shigatoxin-bildende E. coli (STEC) Diarrho Kalb, Lamm,
Damwild, Ziege,
Hund, Katze
Adherent-invasive E. coli (AIEC) chronische Hund
granulomatose
Darmentzundung
Odemkrankheits-bildende E. coli (EDEC) Odeme Absatzferkel

Extraintestinal pathogen

Uropathogene E. coli (UPEC) Zystitis, Pyelonephritis, Hund, Katze
Aviare pathogene E. coli (APEC) systemische Infektion  Wirtschaftsgeflugel
Septikdmisch pathogene E. coli (SEPEC) Septikamie Kalb, Lamm
sonstige

nekrotische E. coli Diarrhd, Septikamie Kalb, Lamm

Beim Menschen haben vor allem ETEC, EPEC, STEC und UPEC eine klinische
Relevanz, wobei Enterohamorrhagische E. coli (EHEC) als Untergruppe des STEC
das grofite zoonotische Potenzial besitzen. EHEC verursachen beim Menschen eine
hamorrhagische Kolitis und kénnen in 5-10 % der Falle zu einem hamolytisch-
uramischen Syndrom fuhren, weswegen sie nach dem Infektionsschutzgesetz
meldepflichtig sind. UPEC und EPEC kénnen ebenfalls ein zoonotisches Potenzial
zugesprochen werden (MCVEY et al. 2022). Phylogenetische Studien haben gezeigt,
dass die Ahnlichkeit der Erregerstamme bei Menschen und Tieren in einem Haushalt
so groR ist, dass von einer gegenseitigen Ubertragung von E. coli ausgegangen
werden kann (EWERS et al. 2010). Auch eine Ubertragung des Erregers von
Wildnagern auf Farmtiere konnte so nachgewiesen werden (GUENTHER et al. 2010).
Des Weiteren treten immer wieder Falle auf, bei denen sich Menschen durch tierische

Fakalien im Wasser mit E. coli infizieren (EFFLER et al. 2001). Dies beweist nicht nur,
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dass das Bakterium zoonotische Eigenschaften besitzt, sondern auch, dass eine
Erregerubertragung Uber Wasser moglich ist und auf natlrliche Weise immer wieder
stattfindet.

Der Gehalt an E. coli ist in Abwasser mit 108 koloniebildenden Einheiten pro 100
Milliliter sehr hoch. Auch wenn circa 95 % der im Abwasser vorkommenden E.coli
durch die mechanisch-biologische Aufbereitung in Klarwerken eliminiert werden, wird
so ein ernstzunehmender Teil der Bakterien in Gewasser abgegeben (RABONI et al.
2016). Studien haben gezeigt, dass die Erregerlast auch bei E. coli mit sinkender
Verweildauer zunimmt und das Pathogen bei Starkregenereignissen vermehrt in die
Umwelt abgegeben wird (LI et al. 2015). Auch Beta-Laktamasen bildende E. coli-
Stamme, welche aufgrund antimikrobieller Resistenzen ein besonders hohes Risiko
darstellen, konnten in Gewassern nahe der Klarwerke extrahiert werden und lagen in
erhohten Konzentrationen nach Starkregenereignissen vor (ASLAN et al. 2018).

Die Abgabe der Erreger in die Gewasser stellt ein besonderes Risiko flir die Umwelt
dar, da E. coli in Wasser bis zu 109 Tage Uberlebensfahig ist (SCOTT et al. 2006).
Durch phylogenetische Untersuchungen wurden im aufbereiteten Abwasser
gefundene E. coli-Stamme zusatzlich in einem Radius von 20 Kilometern in der Umwelt
und in Vogeln isoliert (ANASTASI et al. 2012). Mit E. coli kontaminiertes Abwasser
stellt demnach nicht nur fur die Wildtiere ein Risiko dar, sondern gefahrdet auch
Nutztiere, die mit dem kontaminierten Wasser oder infizierten Wildtieren in Kontakt
kommen. Dies fordert sowohl die Erregerausbreitung als auch die Entwicklung von

Multiresistenzen.

2.1.3 Cryptosporidium parvum

C. parvum sind ubiquitar vorkommende Protozoen, die den Dunndarm verschiedener
Tierarten (vor allem Wiederkduer) infizieren und katarrhalische Enteritiden
hervorrufen. Die Ubertragung der Erreger erfolgt fakal-oral, hauptsachlich direkt von
Tier zu Tier, aber auch indirekt durch kontaminierte Gegenstande, Wasser und
Futtermittel (DEPLAZES et al. 2021).

Die Infektion mit dem Parasiten gilt bei Kalbern als Haupttodesursache und besitzt bei
Rindern in Mitteleuropa eine Pravalenz von 80 %. Der Krankheitsverlauf ist vor allem
fur junge oder immunsupprimierte Tiere fatal und auf3ert sich klinisch in Diarrhd, aber

auch Fieber, Exsikkosen und Azidosen, bis hin zu Todesfallen. Es wird eine
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symptomatische Behandlung in Form von Flussigkeits- und Elektrolytausgleich
empfohlen. Praventiv muss auf eine gute Stallhygiene, ausreichende Kolostrumgabe
und eine artgerechte Haltung geachtet werden. Bei gesunden Tieren sind die
Symptome nach 4-6 Tagen selbstlimitierend (DEPLAZES et al. 2021).

Die Entwicklung des Parasiten ist homoxen. Die Prapatenzzeit betragt 3-6 Tage und
die Patenzzeit 1-2 Wochen. C. parvum wird oral in Form von 4-6 cm grof3en Oozysten
aufgenommen, welche aus vier Sporozoiten und einer robusten Wand bestehen. Im
Darm werden die Sporozoiten freigesetzt und von Enterozyten durch eine
parasitophore Vakuole eingeschlossen. Der intrazellulare, aber extrazytoplasmatische
Sporozoit transformiert sich zum Trophozoiten und danach zum Meronten Typ 1. Diese
Entwicklungsstufe enthalt acht Merozoiten, welche nach der Freisetzung von weiteren
Enterozyten eingeschlossen werden, in denen sie sich zu Meronten Typ 2 mit vier
Merozoiten entwickeln. Im weiteren Verlauf reift C. parvum zu Gamonten, die spater
zu Mikro- und Makrogameten werden und sich durch Syngamie zu Zygoten und dann
zu Oozysten entwickeln. Die Oozysten werden entweder als infektioses Stadium in die
Umwelt ausgeschieden oder sie verursachen bei besonders immunsupprimierten
Tieren eine Autoinfektion. Junge Tiere haben mit bis zu 107 Oozysten pro Gramm Kot

eine besonders hohe Erregerausscheidungsrate (DEPLAZES et al. 2021).

Auf Grundlage des morphologischen Aufbaus der Zellwand besitzen die Oozysten eine
starke Umweltstabilitdt und eine starke Widerstandsfahigkeit gegenitber aufieren
Einflussen (Abbildung 3). Jedoch konnte bisher nicht abschlielend geklart werden,
welche Schicht diese hohe Stabilitat induziert (HARRIS und PETRY 1999).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Oozystenwand von C. parvum,
modifiziert nach LENDNER und DAUGSCHIES (2014). Die Wand der Oozysten
besteht aus mehreren Schichten. Die innere feste Schicht der Wand besitzt eine Breite
von 26 nm und besteht hauptsachlich aus Glykoproteinen. Sie ist durch Filamente mit
den Sporozoiten in der Oozyste verbunden. Die innere Wandschicht wird von einer 12
nm breiten Doppelschicht aus Lipoproteinen und Glykolipiden umgeben und weist eine
Protease-Resistenz auf. Die AulRenschicht besteht aus einer 5 nm breiten,
filamentdsen Glykokalyx mit verschiedenen Polysacchariden (LENDNER und
DAUGSCHIES 2014, HARRIS und PETRY 1999).

Der Erregernachweis erfolgt meist durch den mikroskopischen Nachweis
ausgeschiedener Oozysten in Kotausstrichen, welche sich mit der modifizierten Ziehl-
Neelsen Farbung oder der Ausschlussfarbung nach Heine anfarben lassen. Auch
Immunfluoreszenztests, Antikorpertests oder Sektionen kdnnen als
Diagnostikverfahren genutzt werden. Die Artdifferenzierung innerhalb der Gattung
Cryptosporidium ist jedoch schwierig und muss molekularbiologisch erfolgen. Die real-
time PCR ist eine geeignete Methode, um C. parvum DNA-basiert nachzuweisen
(DEPLAZES et al. 2021).

C. parvum besitzt weltweit eine gro3e Bedeutung als Zoonose. Die Pravalenz ist
besonders bei Kindern sehr hoch. Bei einer Stuhlproben-Untersuchung von
symptomatisch auffalligen Kindern unter funf Jahren konnte der Erreger in 21,8 % der
Falle nachgewiesen werden. Meistens verlauft die Erkrankung beim Menschen jedoch
mild und wird deshalb nicht als solche erkannt. Auch hier kann durch
Immunsuppressionen eine starke Durchfallsymptomatik auftreten, welche
unbehandelt letal verlaufen kann (HOVE et al. 2007).

In den vergangenen Jahren kam es immer wieder zu Ausbrichen, die mit
kontaminiertem Wasser oder Abwasser in Verbindung gebracht wurden. Einer der

grollten Ausbriche fand 1993 in Wisconsin statt, bei dem durch ein Defizit der
13



Abwasseraufbereitungsanlagen 403.000 Menschen an einer Infektion mit C. parvum
erkrankten (MAC KENZIE et al. 1994).

Die immer wieder auftretenden Falle haben verschiedene Ursachen. Zum einen besitzt
C. parvum eine hohe Tenazitat. Die Oozysten bleiben bei kiihlen Temperaturen bis zu
einem Jahr aufllerhalb des Organismus infektids. Der Mikroorganismus ist zudem
gegenuber vielen Desinfektionsmitteln und auch Temperaturen zwischen -20 °C und
65 °C resistent. Dies hat zur Folge, dass mechanische, chemische und biologische
Abwasseraufbereitungsverfahren nur begrenzt wirksam sind und infektidse Stadien
des Erregers in die Umwelt abgegeben werden. UV-Licht ist die effektivste Art, den
Erreger in Abwasseraufbereitungsanlagen zu eliminieren, jedoch wird dieses
Verfahren in den meisten Klaranlagen nicht eingesetzt (CAREY et al. 2004). Eine
weitere Ursache fur die hohe Anzahl der wasserassoziierten Infektionsausbriche ist
die hohe Erregerkonzentration im Abwasser, verursacht durch die hohe Pravalenz in
Tier- und Menschenpopulationen und hohe Ausscheidungsraten. In einflieRendem
Abwasser wurden in Klarwerken in verschiedenen Landern Pravalenzen von bis zu
100 % und Konzentration von bis zu 60.000 Oozysten pro Liter mit durchschnittlichen
Werten von 10-200 Oozysten pro Liter nachgewiesen (NASSER 2016). Durch diese
hohe Erregerlast im Abwasser implizieren auch geringe prozentuale
Erregerrickstande im aufbereiteten Wasser relevante Erregerkonzentrationen, die in
die Umwelt entlassen werden. Bereits niedrige Erregerkonzentrationen sind bei C.
parvum ausreichend, um die Gesundheit von Tier und Mensch zu gefahrden. Bei
jungen Kalbern betragt die infektiose Dosis 100 Oozysten (DEPLAZES et al. 2021).
Diese Grunde haben zur Folge, dass Wasser fur den Erreger C. parvum einen der
Hauptlbertragungswege darstellt (SELBITZ et al. 2015).

2.2 Ablauf der Abwasseraufbereitung in Deutschland

Der Prozess der Abwasseraufbereitung lasst sich in verschiedene Abschnitte
unterteilen: die mechanische, chemische und biologische Reinigung. Nachdem das
Abwasser Uber die Kanalisation in das Klarwerk gelangt, werden zuerst die Grobstoffe
durch Rechen und Filter mechanisch eliminiert. Im Abwasser vorkommender Sand
setzt sich durch eine Reduktion der FlielRgeschwindigkeit am Boden ab und wird

daraufhin abgesaugt. Im weiteren Verlauf werden die feineren Feststoffe im
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Vorklarbecken als abgesetzter Schlamm oder oben schwimmende Fette eliminiert. Bei
der chemischen Reinigung erfolgt eine Fallung und Flockung der geldsten Feststoffe
wie beispielsweise Phosphat durch das chemische Fallungsmittel Eisen-III-Chlorid. Im
Belebungsbecken  zersetzt eine  klarwerkspezifische = Komposition  aus
Mikroorganismen vor allem organische Bestandteile im Wasser und nutzt diese flr den
eigenen Stoffwechsel. Das Nachklarbecken dient dazu, das abgesetzte
Schlammgemisch aus organischen Bestandteilen und Mikroorganismen vom
Beckengrund zu entfernen. Im Anschluss wird das aufgereinigte Wasser Uber
offentliche Gewasser zurick in den Wasserkreislauf eingeschleust. Ziel dieser
Aufbereitung ist es, einen gefahrlosen Kontakt mit dem geklarten Abwasser fur Tier,
Mensch und Umwelt durch die Eliminierung chemischer, biologischer und
mikrobiologischer Kontaminanten sicherzustellen (LEIPZIGER WASSERWERKE
2019).

2.3 Abwassermonitoring

2.3.1 Aktuelle Gesetzeslage und Empfehlungen

In Deutschland wird die Abwasseruberwachung hauptsachlich durch die Verordnung
Uber Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewasser
(Abwasserverordnung) geregelt. Diese Vorschrift schreibt zwar die Untersuchung des
Abwassers anhand chemischer und biologischer Parameter, jedoch trotz der oben
genannten wasserassoziierten, zoonotischen Gefahren keine mikrobiologischen
Analyseverfahren vor (DEUTSCHES BUNDESMINISTERIUM 2004). Eine Auflistung
der in der Verordnung enthaltenen zu untersuchenden Parameter findet sich in Anhang
1.

Dieses Defizit mikrobiologischer Analysen steht damit im Gegensatz zu dem Grolteil
anderer reglementierter Untersuchungen im Wasserkreislauf. Die Vorgaben hier
variieren je nach Verwendungszweck des Wassers. So beinhaltet beispielsweise die
Verordnung (EU) 2020/741 des europaischen Parlaments und des Rates uber
Mindestanforderungen an die Wasserwiederverwendung neben einer Uberwachung

der Tribung, der gesamten suspendierten Feststoffe und des biochemischen
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Sauerstoffbedarfs nach funf Tagen auch mikrobiologische Parameter. Dazu zahlen die
maximalen Keimzahlen von E. coli, Legionella (bei einem Risiko der Aerosolbildung)
und intestinalen Nematoden (bei Bewasserung von Weideflachen oder
Futterpflanzen). AuRerdem sind darin Grenzwerte flr die Indikatormikroorganismen E.
coli, Coliphagen, Clostridium perfringens, Campylobacter, das Rotavirus und
Cryptosporidium fir die Nutzung des Wassers zur Bewasserung roh zu verzehrender
Pflanzen festgelegt. Dabei werden die Proben gemall der Norm EN ISO 19458
entnommen und die Erreger durch Analysemethoden nach Norm EN/IEC-17025
bestimmt (EUROPAISCHES PARLAMENT UND RAT DER EUROPAISCHEN UNION
2020b).

Auch die Trinkwasserqualitat wird zusatzlich zu chemischen Parametern (zum
Beispiel: Bor, Chrom und Nitrat) ebenfalls durch mikrobiologische Grenzwerte (E. coli
und Enterokokken) und Indikatororganismen (zum Beispiel: Clostridium perfringens,
Coliforme Bakterien, Kolonienzahl bei 22 °C / 36 °C) Uberwacht. Diese Anforderungen
finden sich in der Verordnung Uber die Qualitdt von Wasser flir den menschlichen
Gebrauch (Trinkwasserverordnung) (DEUTSCHES BUNDESMINISTERIUM 2001).

FUr Trankwasser enthalt dahingegen kein Gesetz detaillierte mikrobiologische
Parameter und Grenzwerte. Die Verordnung (EU) 183/2005 des europaischen
Parlaments und des Rates mit Vorschriften fir die Futtermittelhygiene
(Futtermittelhygieneverordnung) schreibt lediglich die Verwendung eines fur die
entsprechende Tierart geeigneten Trankwassers und die Konstruktion von
kontaminationsfreien Trankanlagen vor (EUROPAISCHES PARLAMENT UND RAT
DER EUROPAISCHEN UNION 2005). In der Verordnung (EU) 178/2002 des
europaischen Parlaments und des Rates zur Festlegung der allgemeinen Grundsatze
und Anforderungen des Lebensmittelrechts, zur Errichtung der Europaischen Behdrde
fur  Lebensmittelsicherheit und zur Festlegung von  Verfahren zur
Lebensmittelsicherheit (Basisverordnung) wird Trankwasser als Futtermittel definiert,
wodurch eine Aufnahme des Wassers ohne Beeintrachtigung der Tiergesundheit
vorausgesetzt wird (EUROPAISCHES PARLAMENT UND RAT DER
EUROPAISCHEN UNION 2002). Beide Verordnungen sind sehr vage formuliert,
wodurch entsprechende Mallnahmen der Tierhalter variieren kdnnen.

Wichtige Gesundheitsorganisationen wie die WHO, die WOAH oder die FAO haben
die mikrobiologischen Gefahren, die von Wasser und vor allem von Abwasser

ausgehen, bereits erkannt. Daher wurde beispielsweise im Rahmen einer Kooperation
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ein technisches Briefing zum Thema ,Wasser-, Sanitar-, Hygiene- und
Abwassermanagement zur Verhinderung von Infektionen und zur Verringerung der
Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen® veroffentlicht. Darin wird unter anderem die
Dringlichkeit der Selektion und Progression geeigneter Detektionsverfahren fir
Pathogene im Abwasser akzentuiert (FAO, WOAH, WHO 2020). Bereits 2010 wurde
sauberes Wasser und ein geeignetes Abwassersystem von den Vereinten Nationen
zu einem von 13 Hauptzielen ernannt, die es bis 2030 weltweit flr eine nachhaltige
Entwicklung zu erreichen gilt (UNITED NATIONS 2015). Noch dazu sieht die WHO
den Eintrag von Pathogenen Uber tierische Biomasse in den Wasserkreislauf als
unterschatztes Risiko fur die weltweite Gesundheit an und fordert flachendeckende

und regelmanige Monitoring-Programme (DUFOUR 2012).

2.3.2 Zusatzliche Einsatzmaoglichkeiten

Die Uberwachung von Pathogenen im Abwasser hat zusétzlich zu der Vermeidung von
wasserassoziierten Infektionsausbrichen noch weitere Vorteile. Die Monitoring-
Programme der ,Wastewater Based Epidemiology“ dienen als Frihwarnsystem flr
verschiedenste Institutionen, um bestimmte Krankheitsausbriche in Menschen- und
Tierpopulationen zu detektieren (MAO et al. 2020). Urspringlich basierten diese
Studien darauf, einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationen bestimmter
Substanzen, welche in das Abwasser abgegeben werden und deren Konsum in der
Gesellschaft herzustellen (zum Beispiel Tabak) (DAUGHTON 2001). Mit der
Ausweitung  der  Methode  auf  Mikroorganismen konnten  zuklnftig
Krankheitsausbriche in einer Population nachgewiesen werden, noch bevor von
klinischen Manifestationen berichtet wird. So kdnnen frihzeitig MalRnahmen getroffen
werden, um einer Ausbreitung entgegenzuwirken und mogliche Massenausbriiche zu
verhindern. AufRerdem konnen wichtige Daten Uber die Verteilung von
Krankheitserregern und uber den Gesundheitszustand einer Population gesammelt
werden, ohne einzelne Individuen untersuchen zu mussen (MAO et al. 2020).

Auch die Uberwachung des Abwassers in Bezug auf multiresistente Entwicklungen
birgt grol3es Potential. Multiresistente Keime stellen eine grof3e und weltweit steigende
Gesundheitsgefahr fur Tiere und Menschen dar und zahlen bis 2050 zu einer der

Haupttodesursachen in der menschlichen Bevolkerung (O'NEILL 2014). Antibiotika
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werden bei vielen infektiosen Krankheitsbildern in der Tiermedizin angewendet, wie
zum Beispiel der Behandlung einer Mastitis in Rinderbestanden (BARLOW 2011) oder
bei Respirationstrakts- und Harnwegsinfektionen von Hunden und Katzen (OLIN und
BARTGES 2015, LAPPIN et al. 2017). Auch in der Humanmedizin werden Antibiotika
bei einer Vielzahl verschiedener Erkrankungen in hohem Male appliziert (BROWNE
et al. 2021). Viele dieser eingesetzten Antibiotikagruppen sind dabei von hochster
Prioritat und fur die Gesundheit unerlasslich (WHO 2018). Durch einen Ubermafigen
oder fehlerhaften Einsatz der Medikamente konnen die Erreger jedoch antimikrobielle
Multiresistenzen bilden, welche zu Behandlungsengpassen und demzufolge zu
Gesundheitsrisiken fuhren (AARESTRUP et al. 2008). Viele applizierte Antibiotika
werden als aktive Metaboliten Uber Fakalien oder Urin ausgeschieden und gelangen
so in das Abwasser, welches ein ideales Reservoir fur die Resistenzentwicklung von
Pathogenen darstellt (KRISTIANSSON et al. 2011, QIU et al. 2016). Aul3erdem findet
sich in Exkrementen bereits eine Vielzahl multiresistenter Keime, welche ebenfalls in
das Abwasser ausgeschieden, aber dort teilweise nicht vollstandig eliminiert werden
(QIAN et al. 2018).

2.4 Nachweismethoden von Mikroorganismen im Abwasser: der Vergleich

zwischen kultureller Anzucht und real-time PCR

FUr die Detektion von Mikroorganismen in Wasser existieren verschiedene Methoden.
Wahrend die real-time PCR zur Detektion von Parasiten bereits weitreichend etabliert
worden ist, wird fur die meisten bakteriellen Nachweise die kulturelle Anzucht
beispielsweise in Europa (Richtlinie (EU) 2020/2184 Uber die Qualitat von Wasser fur
den menschlichen Gebrauch) oder in den USA (Code of Federal Regulations: 40 CFR
§ 136.3) gesetzlich vorgeschrieben (BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG
2022, FEDERAL GOVERNMENT U.S. 2021, EUROPAISCHES PARLAMENT UND
RAT DER EUROPAISCHEN UNION 2020a). Dabei wird das Probenmaterial auf einem
Medium ausgestrichen und die Bakterien wachsen innerhalb einer bestimmten
Inkubationszeit (oft 12-24 Stunden) zu Kolonien. Um die Vermehrung der

Mikroorganismen in dem Medium zu garantieren, wird die Fllssigkeit mit Nahrstoffen
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wie Fleischbouillon oder Schafblut und weiteren Agenzien wie Pepton, Kochsalz und
Natriumphosphat versetzt. Zur Selektion und ldentifizierung von Mikroorganismen
werden heutzutage vorrangig durch Agar-Agar gelierte Festnahrboden nichtselektiv
oder selektiv eingesetzt. Selektive Festnahrbdéden ermdglichen durch die Zugabe von
Farbstoffen oder antimikrobiellen Substanzen die vorlaufige Identifikation bestimmter
Pathogenspezies. Zusatzlich dazu sind Inkubationstemperatur und Sauerstoffgehalt
entscheidend fur den Kultivierungserfolg. Diese Anzuchtbedingungen werden durch
die spezies-spezifischen Wachstumsoptima der Bakterien bedingt (MESSELHAURER
2010). Die kulturelle Anzucht von Bakterien zum Nachweis spezifischer Pathogene ist
dabei streng reglementiert und durch die nationale und internationale Organisation fur
Normung standardisiert. Ein Beispiel ist hier die Vorgabe der europaischen Union zur
Detektion von E. coliim Trinkwasser, welche eine Anzucht auf Chromogenen Coliform
Agar fur 18-24 Stunden bei 34-38 °C nach ISO Norm 9308-1:2014 vorschreibt
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION 2014).

Zusatzlich zu diesen konventionellen Verfahren kénnen fur das Abwassermonitoring
auch DNA-basierte Detektionsmethoden, wie beispielsweise die weit verbreitete und
haufig eingesetzte real-time PCR, verwendet werden (MEDEMA et al. 2020). Der
schematische Ablauf einer real-time PCR findet sich in Abbildung 4. Die Dauer dieses
DNA-basierten Pathogennachweises variiert zwar erregerspezifisch, betragt aber in
den meisten Fallen nur ein bis zwei Stunden und ist dadurch im Vergleich zu der
kulturellen Anzucht wesentlich schneller (HOLZAPFEL und WICKERT 2007).
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Abbildung 4: Darstellung eines DNA-Amplifikationszyklus der real-time PCR. In dem
thermozyklischen Verfahren wird zunachst die Doppelstrang-DNA durch einen
Hitzeschritt denaturiert und in Einzelstrange separiert. Im Annealing-Schritt binden
spezifische Primer unter bestimmten Bindungstemperaturen an die dazugehdrige
Sequenz in der einzelstrangigen DNA (ss-DNA). In einem Elongationsschritt lagert sich
eine Polymerase an den Primer an und die DNA wird durch den Einbau von
Nukleotiden komplementar zum Ausgangsstrang amplifiziert (ABLEITNER 2014). Um
den Amplifikationsfortschritt in Echtzeit zu detektieren, wird eine Sonde eingesetzt,
welche an eine spezifische Genomsequenz bindet. Der darin enthaltene
fluoreszierende Farbstoff wird dabei von einem Quencher inhibiert. Da die
Polymerasen eine Exonukleasefunktion besitzen, wird bei der Amplifikation der
Quencher abgespalten und der Farbstoff fluoresziert. Dabei existiert ein proportionaler
Zusammenhang zwischen dem Fluoreszenzsignal und der Menge amplifizierter
Nukleinsauren, wodurch der Amplifikationsfortschritt anhand der Fluoreszenzintensitat
kalkuliert werden kann (HOLZAPFEL und WICKERT 2007).

Die grol3e Zeitersparnis mittels real-time PCR beeinflusst dabei weder Spezifitdt noch
Sensitivitat und erzielt analoge oder bessere Werte im Vergleich zur kulturellen
Anzucht (KLEIN et al. 2010, CALL et al. 2001). Noch dazu kénnen durch DNA-basierte
Detektionsmethoden auch VBNC-Mikroorganismen nachgewiesen werden, welche oft
in Fakalien und Abwasser vorhanden sind (VALLEDOR et al. 2020). Prozesse in der
Abwasserbehandlung, wie beispielsweise die Desinfektion mit Chlor oder auch der
Einfluss von Sonnenstrahlung, erhdhen dabei die Anzahl an VBNC-Zellen im Wasser
(OLIVER et al. 2005, BESNARD et al. 2002). Es ist relevant, auch diese Organismen
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zu identifizieren, da sie trotzdem infektios sein kdnnen (COLWELL et al. 1996).

Eine Grundvoraussetzung fur die Detektion pathogener DNA im Abwasser mittels real-
time PCR ist die Existenz freier Nukleinsauren. Um diese aus den Erregerzellen zu
extrahieren, werden verschiedene Verfahren eingesetzt. Bei der Selektion eines
adaquaten Extraktionsverfahrens muss die stark variierende Extraktionseffizienz der
einzelnen Methoden beachtet werden (KNUDSEN et al. 2016).

2.5 Extraktionsverfahren flir Nukleinsduren

Die = DNA-Extraktionsmethoden  kdonnen anhand ihrer  unterschiedlichen
Verfahrensweisen in konventionelle und in Festphasen-Nukleinsaurenextraktionen
unterteilt werden (Abbildung 5) (TAN und YIAP 2009).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des grundsatzlichen Aufbaus einer
Nukleinsauren-Extraktion basierend auf ANON. (2023). Zuerst erfolgt ein
mechanischer, chemischer und/oder enzymatischer Zellaufschluss (2). Nachdem
Proteine verdaut und Dnasen/Rnasen inaktiviert wurden, werden die freien
Nukleinsauren durch verschiedene Verfahren vom Zelldetritus separiert (3). Die DNA
wird schlielllich durch unterschiedliche Methoden von den eingesetzten
Extraktionsreagenzien und dem Zelldetritus getrennt (4) (ANON. 2023). Das Lysat mit
der freien DNA kann dann fur weitere molekulare Detektionsmethoden verwendet

werden (5).
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2.5.1 Konventionelle Extraktionsverfahren

Die konventionelle DNA-Extraktion basiert vorrangig auf chemischen Reaktionen, bei
denen die Nukleinsauren durch organische und anorganische Reagenzien
aufgereinigt werden. Da viele der eingesetzte Chemikalien gesundheitsgefahrdend
und die Verfahren komplex, kosten- und zeitintensiv sind, wird diese Extraktionsart nur
noch selten in der Praxis angewendet (TAN und YIAP 2009).

Zu den konventionellen Extraktionsverfahren zahlt unter anderem die organische
Isolation. Nach einer Zugabe von Lysepuffer, Phenol und Chloroform, sowie einer
Zentrifugation trennt sich die Zellldsung in zwei Phasen — eine untere hydrophobe
Phase mit Zelldetritus, Proteinen und Lipiden und eine obere wassrige DNA-LOsung.
Mit Hilfe von Alkohol werden die in der wassrigen Losung enthaltenen Salze
ausgewaschen. Nach einem Zentrifugationsschritt kann der Uberstand verworfen und
das entstandene DNA-Pellet in einem Lagerungspuffer (zum Beispiel Tris-EDTA-
Puffer oder Wasser) resuspendiert werden (BUCKINGHAM 2019).

Eine weitere Variante ist die alkalische Extraktion, welche vorrangig bei der Isolation
von Plasmiden verwendet wird. Die Denaturierung von zirkularer und linearer DNA ist
abhangig vom pH-Wert, wodurch bei der inkrementellen Einstellung eines basischen
Milieus die chromosomale DNA denaturiert, wahrend die Plasmid-DNA intakt
zurlckbleibt. Der Zusatz von Natriumdodecylsulfat verstarkt die Lyse der Zellhille und
Proteine und induziert eine Komplexbildung aus Zelldetritus, Proteinen und
denaturierten chromosomalen Nukleinsauren. Nach Zentrifugation kann der Plasmid-
DNA-enthaltende Uberstand fir molekulare Detektionsverfahren verwendet werden
(BIRNBOIM und DOLY 1979).

Zur Separation von chromosomaler und Plasmid-DNA kann aullerdem eine
Dichtegradienten-Zentrifugation mit Ethidium-Bromid und Casium-Chlorid verwendet
werden. Ethidium-Bromid lagert sich in linearen DNA-Strangen starker ein und
verursacht ein verandertes Dichteverhalten der Nukleinsauren in Casium-Chlorid. Ein
mehrstindiger Zentrifugationsschritt induziert eine Phasenteilung und die
Nukleinsduren-enthaltende Phase kann entnommen werden. Mithilfe von
hydrophoben Reagenzien wird Ethidium-Bromid schliefdlich von der DNA separiert und
die Nukleinsauren werden mit Alkohol ausgewaschen (SONG et al. 1999, WINK 2021).
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2.5.2 Festphasen-Nukleinsaurenextraktion

Die Festphasen-Nukleinsaurenextraktion wird in den meisten kommerziellen
Extraktionskits verwendet. Durch verschiedene Prinzipien wird die Probe in zwei
Phasen geteilt - eine feste und eine in den meisten Fallen flissige Phase. Die
Nukleinsauren verbleiben in einer der beiden Phasen und werden beispielsweise
durch Zentrifugation oder Filtration von der verbleibenden flissigen Phase oder durch
Verdampfung von der festen Phase separiert. Die Entnahme der DNA ist durch eine
eindeutige Trennung der beiden Schichten in Form von unterschiedlichen
Aggregatzustanden effizienter als bei den konventionellen Extraktionsverfahren. Mit
alkoholhaltigen Waschpuffern werden Komponenten, wie zum Beispiel Proteine
gelost, welche in der gleichen Phase wie die Nukleinsauren enthalten sein konnen. Bei
einer Bindung der DNA an die feste Phase wird diese mittels Tris-EDTA-Puffer oder
Wasser von der festen zurlick in eine flissige Phase uUberfuhrt. Dieser Schritt ist
ausschlaggebend fur die Extraktionseffizienz der Methode (MACDONALD 1995,
ANON. 2023).

Ein Beispiel der Festphasen-Nukleinsdurenextraktion ist die Silica-Membran.
Chaotrophe Salze fordern die Zell-Lyse, inaktivieren Nukleasen und induzieren die
Bindung der negativ geladenen DNA an die Festphase - das positiv geladene Silica-
Material (ANON. 2023). Durch Zentrifugation wird der Uberstand entfernt, wahrend die
DNA an der Silica-Membran haften bleibt. Waschschritte mit Wasser oder Tris-EDTA-
Puffer 16sen die DNA in einem basischen Milieu von der Festphase (ESSER et al.
2006). Auch andere Materialien wie Nitrozellulose oder Polyamid kdnnen als
Membranen eingesetzt werden (ARNOLD et al. 2005).

Eine weitere Moglichkeit ist die Aufreinigung durch sogenannte ,Magnetic Beads".
Nach einer Zell-Lyse werden der Zelllosung diese paramagnetischen Partikel
zugegeben. Diese sind mit magnetisierbarer Zellulose beschichtet und besitzen so
eine Affinitat zu Nukleinsauren. Auch hier ist die Bindungsfahigkeit der DNA-Molekile
an die Magnetic Beads von einer spezifischen Salzkonzentration abhangig. Durch die
Positionierung des Reagiergefaldes in einem Magnetstander lagern sich die Magnetic
Beads und die daran haftenden Nukleinsduren an der Gefallwand an und der
Uberstand kann entfernt werden. Nach mehreren Waschschritten wird die DNA
anschlielend von den paramagnetischen Partikeln durch Zugabe eines Puffers

separiert. Nachdem die Kugeln unter Einsatz des Magnetstanders erneut an der
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GefalRwand haften, kann der Uberstand mit den enthaltenden Nukleinsauren fiir
molekulardiagnostische Verfahren genutzt werden (BERENSMEIER 2006). Dieses
Prinzip existiert auch in Form von Magnetstaben, an denen die DNA durch die
Magnetic Beads haftet und so ohne die anderen Zellbestandteile in ein anderes Gefal
uberfihrt werden kann (QIAGEN INC. 2010). Die beschriebenen Verfahren eignen
sich aufgrund eines hohen Zeitaufwandes und ihrer Laborabhangigkeit jedoch nur sehr
eingeschrankt fur eine schnelle und unkomplizierte Extraktion von Nukleinsauren
(QIAGEN INC. 2010).

Die in dieser Studie verwendete Methode der DNA-Extraktion basiert auf einer
Reverse Purification der Nukleinsauren. Dabei ist die Beschichtung der Magnetic
Beads so konstruiert, dass nach der Zell-Lyse nicht die Nukleinsauren, sondern
Zelldetritus, Proteine und andere Bestandteile an die Magnetic Beads binden.
Demzufolge verbleiben die Nukleinsauren nach der Positionierung in einem
Magnetstand frei in der Losung. Die DNA-L6sung kann anschlieend ohne weitere
Wasch- und Losungsschritte direkt flur die DNA-basierten Diagnostik-Methoden
genutzt werden (XPEDITE DIAGNOSTICS INC. 2021).
Eine Grundvoraussetzung fur die effiziente DNA-Extraktion ist ein adaquater
Zellaufschluss. Dabei ist zu beachten, dass die Morphologie der im Abwasser
vorkommenden Pathogene und demzufolge auch die Empfindlichkeit gegentber der
Lyseverfahren stark variiert (KNUDSEN et al. 2016). So ist beispielweise die Resistenz
der dunnen und labilen Zellhille gramnegativer Bakterien gegenuber den
Lyseverfahren eher gering. Grampositive Bakterien besitzen hingegen aufgrund ihrer
prominenten Peptidoglykanschicht eine sehr robuste Zellwand (MADIGAN et al. 2015).
Die Oozystenwand von Parasiten ist ebenfalls aufgrund ihrer Konstitution sehr stabil,
was den Zellaufschluss in beiden Fallen erschwert (LENDNER und DAUGSCHIES
2014).
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4. Diskussion und Schlussfolgerung

Abwassermonitoring ist ein wichtiges Werkzeug zum Erhalt der Gesundheit von Tier,
Mensch und Umwelt und gewinnt bei verschiedensten Problemstellungen immer mehr
an Bedeutung (DUFOUR 2012). Auch einige Vertreter bekannter Zoonosen sind im
Abwasser auffindbar, welche aufgrund unterschiedlicher Ubertragungswege und eines
breiten Wirtsspektrums im Abwasser eine besondere Relevanz fir eine potenzielle
Gesundheitsgefahrdung besitzen (WHO 2004). Durch eine regelmalige
mikrobiologische Abwasseruberwachung konnen diese Pathogene detektiert werden,
bevor sie von Klarwerken in Ooffentliche Gewasser geleitet werden und den
Wasserkreislauf ~ kontaminieren. Abwassermonitoring kann  zudem als
FrGhwarnsystem flir Resistenzentwicklungen, neue Erregervarianten oder
epidemiologische Zusammenhange bestimmter Pathogene in tierischen oder
humanen Populationen eingesetzt werden (MAO et al. 2020, MEDEMA et al. 2020,
KRISTIANSSON et al. 2011, QIU et al. 2016).

In dieser Studie wurde eine Extraktionsmethode fur DNA aus Abwasser entwickelt, mit
welcher Pathogene mittels real-time PCR im Abwasser weltweit schnell und
zuverlassig identifiziert werden kénnen. Auf Grundlage einer enzymatischen und
mechanischen Zell-Lyse, kombiniert mit einer Reverse Purification wurden pro
Reaktion in experimentell kontaminiertem Abwasser bis zu einer Zelle des
grampositiven Bakteriums S. aureus, zehn Zellen des gramnegativen Bakteriums E.
coli und zwei Oozysten des Parasiten C. parvum extrahiert und detektiert.
Routinemalige diagnostische Testverfahren sind in vielen Landern durch Defizite in
der Infrastruktur, der Strom- und Wasserversorgung oder durch Fachkraftemangel
stark limitiert und daher nicht flachendeckend einsetzbar (URDEA et al. 2006). In
diesen Fallen ist es wichtig, Abwassermonitoring auch mobil zu ermdglichen.
Dezentralisierte Detektionsverfahren sind durch den reduzierten Transport-, Material-
und Personalaufwand weniger zeit- und kostenintensiv und garantieren dennoch eine
zuverlassige Detektion positiver Falle (SANBORN 1982). Die grol3e Zeitersparnis tragt
dazu bei, eine Veranderung mikrobiologischer Parameter rechtzeitig zu detektieren
und durch entsprechende MalRnahmen zu intervenieren (PRICE 2001). Die
Abhangigkeit zwischen der Qualitat der Proben und den auflieren Einfliissen bei der

Sammlung wird bei zentralisierten Diagnostikablaufen zudem haufig unterschatzt
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(VAUGHT und HENDERSON 2011). Sowohl die damit einhergehende ungekihlte
Lagerung der Proben langer als 24 Stunden als auch wiederholtes Einfrieren und
Auftauen verursacht eine Verminderung des nachweisbaren Nukleinsauren-Gehaltes
(HUANG et al. 2017, CARDONA et al. 2012). Daher kann besonders eine Reduktion
von Lagerungs- und Transportzeit bei der mobilen Abwasseruntersuchung die
Detektion der Pathogene positiv beeinflussen. Damit ein Diagnostikverfahren weltweit
und am ,Point-of-Need“ (PON) einsetzbar ist, missen bestimmte Voraussetzungen
erfullt werden. Die Methode muss kosten- und zeiteffizient sowie mobil und
unabhangig von Kuhlketten und komplexen Laborgeraten einsetzbar sein. Noch dazu
sollte das Verfahren eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweisen (DRAIN et al.
2014). Vor allem die Kompetenz des Personals vor Ort beeinflusst in diesen Fallen die
Ergebnisse, weshalb eine adaquate Schulung unerlasslich ist (PRICE 2001). Auf
Grundlage dessen sollte das Protokoll zudem einfach umsetzbar und auch die
Ergebnisanalyse einfach sein (DRAIN et al. 2014).

Die im Rahmen der Dissertation eingesetzte real-time PCR bietet als DNA-basiertes
Detektionsverfahren fur die Bestimmung von Pathogenen im Abwasser dahingehend
einige Vorzuge. Der grofte Vorteil gegenuber der konventionellen Zellanzucht ist in
Hinblick auf ein PON-Diagnostikverfahren die Schnelligkeit. Die Anzucht der
Zellkulturen beinhaltet eine mehrstindige Inkubation (zum Beispiel: 18-24 h flr E. coli),
wohingegen die real-time PCR in vielen Fallen in weniger als zwei Stunden
durchfiihrbar ist (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION
2014). Das molekulare Detektionsverfahren erfillt zudem die Anforderungen an eine
adaquate Spezifitdt und Sensitivitat (KLEIN et al. 2010, CALL et al. 2001). Ein
zusatzlicher Nutzen der real-time PCR ist die Laborunabhangigkeit. Durch gezielte
Weiterentwicklungen existieren transportable Gerate, welche eine Identifikation der
Nukleinsauren innerhalb kirzester Zeit erméglichen (KOMATSU et al. 2022). Dabei ist
allerdings zu beachten, dass mittels real-time PCR keine Differenzierung zwischen
intakten, infektidsen Mikroorganismen und freier DNA erfolgt (JOSEPHSON et al.
1993). Durch die Vorbehandlung mit spezifischen Enzymen oder Farbstoffen kann die
freie DNA im Abwasser jedoch eliminiert oder gebunden werden, wodurch die
nachfolgende durchgeflihrte real-time PCR lediglich DNA aus intakten Pathogenen
amplifiziert und detektiert (LI et al. 2014a, RAUSCH et al. 2023). Des Weiteren ist die
Bestimmung von  antimikrobiellen  Resistenzgenen, Pathogenitatsprofilen,

Mutationsentwicklungen und evolutionaren Urspriangen mittels real-time PCR limitiert,
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wodurch fur diese Fragestellungen ein Next-Generation-Sequencing in Betracht
gezogen werden sollte (DALLMAN et al. 2015, DIAMOND et al. 2022, ZHAO et al.
2016).

Die Grundvoraussetzung fur eine Detektion von Pathogenen im Abwasser mittels
DNA-basierten Detektionsverfahren ist eine vorausgehende Nukleinsauren-Extraktion.
Es ist dabei elementar eine geeignete Extraktionsmethode zu wahlen, da diese den
Gehalt der in der real-time PCR detektierbaren DNA beeinflusst (KNUDSEN et al.
2016). Fur die Extraktion von Nukleinsauren werden viele unterschiedliche
kommerzielle Extraktions-Kits eingesetzt, welche in ihren Mechanismen stark variieren
(Tabelle 3). Sie unterscheiden sich nicht nur in dem Umfang ihrer Arbeitsschritte,
sondern auch in Hinblick auf die Laboranforderungen sowie den Zeit- und
Kostenaufwand. Die meisten Extraktions-Kits entsprechen dabei nicht den oben
genannten Anforderungen an eine Erregerdetektion im Bereich PON. Die Extraktionen
beanspruchen in vielen Fallen mehrere Stunden, sind kostenintensiv, erfordern eine
Kihlung der Reagenzien beziehungsweise den Einsatz komplexer elektrischer

Laborgerate, wie beispielsweise einer Zentrifuge (KNUDSEN et al. 2016).
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Tabelle 3: Exemplarische Darstellung variierender Charaktereigenschaften von
etablierten, kommerziellen Extraktions-Kits in Hinblick auf Extraktionsmethode, Dauer,
Kosten, Kuhlung und den obligaten Einsatz elektrischer Gerate basierend auf
KNUDSEN et al. (2016) sowie den entsprechenden Handblchern (QIAGEN INC.
2020b, ANALYTIK JENA GMBH 2021, INVITROGEN, INC. 2012, MP BIOMEDICALS
INC. 2021, MO BIO LABORATORIES, INC. 2014).

Dauer Kosten pro

Extraktions- (h) & 20 Reaktion elektrische
Extraktions-Kit methode Proben (€) Kihlung Gerite
InnuPure C16 Magnetic 4 73 nein Nukleinsaure-
(Analytic Jena AG) Beads ' Extraktionsgerat
Easy-DNA gDNA :

e . . Phenol- . Zentrifuge,
purlflcatlon kit Chloroform 8.8 4.5 ja Heizblock
(Invitrogen)

MP FastDNA Silica- Zentrifuge,

Spin kit Membran 5 14.1 nein FastPrep-

(MP Biomedicals) Instrument

PowerSoil DNA Silica-

isolation kit 5.3 5.5 ja Zentrifuge

. Membran

(MoBio)

QIAamp Fast DNA . .

stool minikit Silica- 2.6 6.2 nein Zentrifuge,
. Membran Heizblock

(Qiagen)

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Nukleinsauren-Extraktionsverfahren
angewendet, welches durch einen schnellen, einfachen und laborunabhangigen
Arbeitsablauf in Kombination mit der real-time PCR eine Detektion von Pathogenen im
Abwasser vor Ort ermdglichen soll. Das Grundprinzip des eingesetzten Extraktions-
Kits beinhaltete dabei eine Reverse Purification. Das Protokoll ist aufgrund der
Abstinenz von Waschschritten und komplexen elektrischen Geraten schnell,
unkompliziert und mobil einsetzbar (XPEDITE DIAGNOSTICS INC. 2021). So wurde
das angewendete Verfahren der Reverse Purification beispielsweise zur mobilen
Detektion von Leishmania donovani in Blutproben oder dem Ebola-Virus in Serum-
und Tupferproben unter der Verwendung eines Kofferlabors erfolgreich eingesetzt
(MONDAL et al. 2016, FAYE et al. 2015).

Die Effizienz der Zell-Lyse wird maf3geblich durch die Pathogen-spezifische Struktur
der Zellhillen beeinflusst. Um eine universell anwendbare Extraktion fir verschiedene
Pathogene im Abwasser zu garantieren, wurden daher S. aureus, E. coli und C.
parvum als Vertreter unterschiedlicher Zellwandstrukturen eingesetzt. Das

grampositive  Bakterium S. aureus besitzt durch seine prominente
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Peptidoglykanschicht eine sehr robuste und breite Zellwand, wodurch ein starker
Zellaufschluss unerlasslich ist (GIESBRECHT et al. 1998). Die C. parvum-DNA wird
von einer breiten und widerstandsfahigen Oozystenwand eingeschlossen, welche eine
starke Umweltstabilitat des Parasiten garantiert (LENDNER und DAUGSCHIES 2014).
Dementsprechend ist auch flr dieses Pathogen ein effizienter Zellaufschluss
elementar. Die dliinne Zellhllle von gramnegativen Bakterien und damit auch von E.
coli ist im Vergleich dazu labiler und ermdglicht eine unkompliziertere Zell-Lyse
(MATULA et al. 2019). Allen drei zoonotischen Erregern wurde von der WHO ein hoher
Stellenwert in der Abwasser-assoziierten Gefahrdung der globalen Gesundheit
zugesprochen. Die Organisation etablierte dahingehend Kriterien, nach welchen die
Relevanz verschiedener Zoonoseerreger im Abwasser beurteilt werden kann. Zu den
Voraussetzungen fur eine Gefahrdung zahlen dabei die Evidenz eines zoonotischen
Potenzials und einer wasserassoziierten Ubertragung, die Frequenz, der Schweregrad
und die geografische Verteilung der wasserassoziierten Infektionsausbriche sowie die
Resistenz gegenuber Abwasserbehandlungen. Sowohl E. coli als auch C. parvum
wurden der Kategorie 1 zugeordnet und gelten demnach als hochst relevante
Zoonoseerreger im Abwasser. Auch S. aureus besitzt aufgrund der Ausbildung von
antimikrobiellen Resistenzen eine zoonotische Relevanz im Abwasser und wird der
Kategorie 2 zugeteilt (DUFOUR 2012). Weitere Erregergruppen, wie beispielsweise
Viren kdénnen im Abwasser ebenfalls identifiziert werden und beeinflussen die
Gesundheit von Tier, Mensch und Umwelt (WHO 2004). Daher ist es sinnvoll, das

entwickelte Extraktionsverfahren zuklnftig um weitere Erregerspezies zu erweitern.

Um die Effizienz der Nukleinsauren-Extraktion adaquat beurteilen zu kdnnen, wurden
die Pathogene vergleichend mit einer kommerziellen Silica-Saulen-basierten
Referenzmethode extrahiert. Diese Methode wurde in vielen Studien erfolgreich bei
der mikrobiellen Untersuchung von Abwasserproben eingesetzt (WALDEN et al. 2017,
LI et al. 2018, VALEIX et al. 2020). Basierend auf vorherigen Studien wurde dem
Protokoll der Referenzmethode fiur S. aureus in dieser Dissertation ein zusatzlicher
Bead Beating-Schritt hinzugefligt, um die Ausbeute der extrahierten DNA zu steigern
(GUO und ZHANG 2013). In Hinblick auf die Eigenschaften einer schnellen PON-
Detektionsmethode besitzt das Referenzverfahren jedoch aufgrund einer langen
Extraktionsdauer und einem obligaten Zentrifugationsschritt gravierende Defizite
(QIAGEN INC. 2020a). AuRerdem erreichte die Referenzmethode im Vergleich zu den

in der Dissertation etablierten Extraktionsverfahren bis zu 10-fach niedrigere
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Extraktionsmengen. Es kann vermutet werden, dass die Ursache dafiur in einer
Ubermafigen Beanspruchung der lysierten und labilen Nukleinsauren liegt, da in der
Reverse Purification im Vergleich dazu weder Zentrifugations- noch Waschschritte
eingesetzt werden (XPEDITE DIAGNOSTICS INC. 2021, QIAGEN INC. 2020a).
AuBerdem kann eine Ubersattigung der Saulenmembran in Erwdgung gezogen
werden, da bei den Versuchen Erregerkonzentrationen von mindestens 108 Zellen pro
Extraktion eingesetzt wurden und sich diese Konzentrationen im oberen
Detektionslimit der Referenzmethode befinden (QIAGEN INC. 2020a).

Da die Grundvoraussetzung einer effektiven Extraktion der Nukleinsauren eine
effiziente vorausgehende Zell-Lyse darstellt, wurde das Grundverfahren der Reverse
Purification in dieser Dissertation um ein mechanisches (Bead Beating),
enzymatisches (Proteinase K) und chemisches Lyse-Verfahren (alkalische Inkubation
bei 95 °C oder Raumtemperatur) erganzt (ANON. 2023). Es zeigte sich eine starke
Variation der Effektivitat der DNA-Extraktion innerhalb der Lyse-Verfahren und
Erregergruppen, was die variierende DNA-Ausbeute vorheriger Studien bei dem
Einsatz verschiedener Extraktionsverfahren bestatigte (KNUDSEN et al. 2016). Die
enzymatische Hitzeinkubation mit Proteinase K hatte einen gravierenden Effekt auf E.
coli und C. parvum und erhdhte die Extraktionseffizienz im Vergleich zu der
Referenzmethode um das Vier- bis Funffache. Durch die enzymatische
Vorbehandlung mit Proteinase K werden interferierende Proteine, DNasen und
RNasen eliminiert, welche die Detektion und Stabilitat der extrahierten Nukleinsduren
negativ beeinflussen wirden (GAUTAM 2022). Zudem infiltriert und destabilisiert das
Enzym die filamentdse Schicht der Oozystenwand von C. parvum und generiert so
einen effizienteren Zellaufschluss mittels Lyse-Puffer und Hitzeinkubation (HARRIS
und PETRY 1999). Fur S. aureus erwies sich die Zell-Lyse mit einer alleinigen
enzymatischen Vorbehandlung aufgrund der robusten Zellwand des grampositiven
Bakteriums als unzureichend (25-fache Reduktion der Extraktionseffizienz im
Vergleich zu der Referenzmethode).

Eine alkalische Behandlung der Pathogene erzielte in Kombination mit einer
Hitzeinkubation im Falle von E. coli und C. parvum ebenfalls eine erhdhte
Extraktionseffizienz (finffach erhoht). Dieser Einfluss wurde bereits in vorherigen
Studien beobachtet und mit einer hitzebedingten Modifikation der Membranstruktur
und einer daraus resultierenden erhdhten Vulnerabilitat der Zellhulle gegenuber einem
alkalischen Milieu begrindet (MORONO et al. 2014). Um die Nukleinsauren durch die
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alkalische Inkubation nicht zu schadigen, betrug bei einem pH-Wert von 12,5 die
maximale alkalische Inkubationszeit 15 Minuten. Im Fall von S. aureus evozierte die
alkalische Lyse im Vergleich zu der Referenzmethode eine Reduktion der DNA-
Ausbeute, was darauf hindeutet, dass eine chemische Vorbehandlung fur grampositive
Baktierien unzureichend ist.

Die mechanische Lyse hingegen erhdhte die Extraktionseffizienz fur S. aureus um
mehr als das Doppelte im Vergleich zu der Referenzmethode und zeigte daher analog
zu Resultaten vorheriger Studien einen relevanten Einfluss auf die DNA-Extraktion von
grampositiven Bakterien (HALSTEAD et al. 2013, GUO und ZHANG 2013). Im
Gegensatz dazu verbesserte fur E. coliund C. parvum ein erganzender Bead Beating-
Schritt die Extraktionsleistung gegentber dem alleinigen Einsatz von Proteinase K
nicht. Ursache hierfur konnte eine ausreichende Effizienz des enzymatischen
Zellaufschlusses sein, wodurch die Menge extrahierter DNA durch eine zusatzliche
mechanische Zell-Lyse nicht mehr gesteigert werden kann. Eine weitere Ursache ist
die Variation der Extraktionseffizienz der mechanischen Zell-Lyse in Abhangigkeit von
dem eingesetzten Bead Beating-Verfahren. Das Material, die Menge und die GroRRe
der Kugeln haben nachweislich einen signifikanten Einfluss auf den Extraktionserfolg
des mechanischen Zellaufschlusses (PROCTOR et al. 2019). Diese Vermutung
bestatigte sich wahrend der Versuche im Rahmen der Dissertation durch Steigerung
der Extraktionsmengen von S. aureus und E. coli in Abhangigkeit von der
Glaskugelgrofie und dem Bead Beating-Verfahren.

Fur die Erprobung des Extraktionsverfahrens in Kombination mit Abwasser wurden auf
Grundlage der Vorversuche verschiedene Protokolle ausgewahlt. Basierend auf dem
Anspruch dieser Studie eine mdglichst simple und schnelle Erregerdetektion zu
ermoglichen, wurde fur beide Bakterien ein aquivalentes Extraktionsprotokoll
ausgewahlt. Da sich Bead Beating als essenzieller Bestandteil bei der Lyse von
grampositiven Zellen herausgestellt hat, beinhaltete das Protokoll fur die Bakterien
eine Hitzeinkubation mit Proteinase K und einen mechanischen Zellaufschluss. Durch
die Adaptation der Bead Beating-Prozedur wurde die Ausbeute extrahierter DNA fur
die Mikroorganismen erhoht. Im Fall von C. parvum wurde eine alleinige
Hitzeinkubation mit Proteinase K ausgewahlt, da dieses Protokoll den Anspruch, eine
simple und schnelle Detektionsmethode zu etablieren, am ehesten erflllte.

Obwohl sich im Abwasser verschiedenste Inhibitoren befinden, welche die Detektion

mittels real-time PCR beeinflussen und diese in der hier entwickelten
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Extraktionsmethode nicht vollstandig eliminiert wurden, konnte im Vergleich zu
experimentell kontaminierter Phosphatgepufferter Salzlésung keine Abweichung der
Extraktionseffizienz in Abwasser detektiert werden (WILSON 1997). Das in dieser
Dissertation verwendete Grundprinzip der DNA-Extraktion wurde bereits flr
verschiedene Probenmaterialien wie Blut, Urin, Haut oder zervikovaginaler Lavage
erfolgreich angewendet (GUNARATNA et al. 2018, FRIMPONG et al. 2021, MONDAL
et al. 2016, ARCHER et al. 2022). Jedoch wurde das Protokoll dabei anstelle der real-
time PCR mit einer isothermalen Amplifikationsmethode genutzt, welche eine héhere
Resistenz gegenulber Inhibitoren aufweist (EL WAHED et al. 2021). Vorherige Studien
erfassten bei der Untersuchung von Fakalproben eine Beeinflussung der real-time
PCR in Verbindung mit der Reverse Purification, die auf den Inhibitor Bilirubin
zurlickgefihrt werden konnte (AL-SOUD und RADSTROM 2001, HANSEN et al.
2019). Es ist anzunehmen, dass die real-time PCR in dieser Studie aufgrund des
hohen Verdinnungsgrades der Fakalien im Abwasser nicht durch fakale Inhibitoren
beeinflusst wurde. Auch wenn bei der Messung des Nukleinsauren-Gehaltes keine
Beeintrachtigung der real-time PCR durch das Abwasser detektiert wurde, werden in
der Reverse Purification chemische und organische Ruckstande nicht vollstandig
eliminiert und verbleiben nach der Extraktion in dem zu untersuchenden Lysat
(XPEDITE DIAGNOSTICS INC. 2021). Bei zukinftigen Experimenten ist eine
Beeinflussung der molekularen Detektionsverfahren durch Kontaminanten bei
Anwendung des entwickelten Extraktionsverfahrens zu prufen und der

Versuchsaufbau entsprechend zu adaptieren.

In einigen Studien wurden zur Evaluation von Extraktionsmethoden
spektralphotometrische oder fluorometrische Verfahren zur Bestimmung der
Nukleinsdurekonzentration wie beispielsweise Nanodrop™ (Sepktralphotometer) und
Qubit™ (Fluorometer) eingesetzt. Daher wurden diese Verfahren im Rahmen der
Dissertation ebenfalls angewendet (AMOAH et al. 2019). Die Messung der
Nukleinsdurekonzentration via Qubit™ basiert auf einer Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat eines DNA-gebundenen Farbstoffes. Bei der Detektion der
Nukleinsauren mittels Nanodrop™ wird die Hohe der Absorption einer DNA-
spezifischen Wellenlange bestimmt (THERMOFISHER SCIENTIFIC INC. 2022). Fur
beide Messverfahren wurde im Rahmen der Versuche eine fehlende Korrelation
zwischen den Ergebnissen und denen der real-time PCR festgestellt. Auf Grundlage

vorheriger Studien ist davon auszugehen, dass die Analysemethoden durch
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organische und chemische Kontaminanten beeinflusst wurden (LI et al. 2014b).
Demnach lasst sich das Protokoll fur eine Quantifizierung der Nukleinsduren mittels
Qubit™ oder Nanodrop™ nur bedingt einsetzen.

Unter Anwendung der Extraktionsmethode in einer Verdinnungsreihe mit
experimentell kontaminiertem Abwasser wurden analog zu der Referenzmethode
niedrige Erregerkonzentrationen (bis zu einer Bakterienzelle pro Reaktion fur S.
aureus, zehn Bakterienzellen fur E. coli und zwei Oozysten von C. parvum) extrahiert
und detektiert. Die hohe Sensitivitat des Extraktionsverfahrens ist essenziell fur eine
adaquate Identifikation der Pathogene. Im Abwasser liegen nur sehr niedrige
Erregerkonzentrationen vor, welche saisonal und regional variieren und von
Veranderungen des Abwasservolumens und der FlieRgeschwindigkeit beeinflusst
werden (SIDHU und TOZE 2009, ZAHEDI et al. 2020). Eine geringe Erregerlast im
Abwasser reicht jedoch aufgrund der niedrigen infektiosen Dosis vieler Zoonosen aus,
um ein Gesundheitsrisiko flr Tiere und den Menschen darzustellen (KEENE et al.
1994, DUPONT et al. 1995). Um die Sensitivitat des Detektionsverfahrens noch weiter
zu steigern, sollte zuklnftig eine Kombination des Verfahrens mit einer
Aufkonzentrierung der Abwasserproben (zum Beispiel durch Ultrafiltration) in Betracht
gezogen werden.

Das evaluierte Nukleinsduren-Extraktionsverfahren bietet flir die Detektion von
Zoonosen im Abwasser eine Vielzahl von Vorteilen. Das Protokoll ist mit maximal vier
Arbeitsschritten in 35 Minuten gegenuber der Referenzmethode (7-9 Arbeitsschritte in
40-270 Minuten) schnell und einfach durchfihrbar und damit gut in bestehende
Laborablaufe zu implementieren. Da lediglich ein Heizblock und im Falle der Bakterien
zusatzlich ein Vortexer fur das Verfahren genutzt werden, ist die Methode zudem
laborunabhangig einsetzbar. Eine Moglichkeit der transportablen Anwendung bietet
dabei das mobile Kofferlabor, worin die genannten Gerate Platz finden und welches
durch die Kombination mit Generatoren oder Photovoltaikanlangen unabhangig von
dem Stromnetzwerk nutzbar ist (Abbildung 6) (MONDAL et al. 2016). Im Vergleich
dazu setzt die Referenzmethode den laborgebundenen Einsatz einer Zentrifuge

voraus.
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Abbildung 6: Bild eines exemplarischen Aufbaus des transportablen Kofferlabors fur
die mobile Anwendung der etablierten Methode zur Extraktion von Nukleinsauren aus
Abwasser basierend auf MONDAL et al. (2016).

Ein weiterer Vorzug des etablierten Verfahrens ist die Temperaturstabilitat. Alle
eingesetzten Reagenzien sind bei Raumtemperaturen lagerungsfahig und konnen
somit unabhangig von jeglichen Kihlketten eingesetzt werden, was den PON-Einsatz

des Verfahrens unterstitzt.
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Zusammenfassend konnte im Rahmen der Dissertation eine Extraktionsmethode fur
Nukleinsduren entwickelt werden, welche in Kombination mit der real-time PCR eine
Detektion von S. aureus, E. coliund C. parvum im Abwasser ermdglicht. Das Protokoll
entspricht den genannten Anforderungen an ein global einsetzbares und
unabhangiges PON-Verfahren, indem es eine hohe Benutzerfreundlichkeit, eine
mobile Einsetzbarkeit, einen geringen Kosten- und Zeitaufwand sowie eine Kuhlketten-
und Laborunabhangigkeit bei adaquater Sensitivitdt und Spezifitdt garantiert. Ein
regelmaldiges Abwassermonitoring ist essenziell, um Tier, Mensch und Umwelt zu
schiutzen und gewinnt durch verschiedenste Problemstellungen weltweit immer mehr
an Bedeutung. Die Anwendung, Etablierung und Weiterentwicklung adaquater
mikrobiologischer Detektionsverfahren ist dabei elementar (FAO, WOAH, WHO 2020).
Mit der im Rahmen der Dissertation entwickelten Extraktionsmethode wurde das
Repertoire der vorhandenen Nachweismethoden erweitert und der Fokus auf eine
ressourcen-unabhangige Detektion von Zoonosen im Abwasser gelegt. Zukunftig ist
es relevant, das entwickelte Verfahren mithilfe reeller Abwasserproben im Feld zu
testen, das Protokoll gegebenenfalls an weitere Erregerspezies zu adaptieren und um
einen Aufkonzentrierungsschritt zu erweitern. Des Weiteren sollte die Kombination mit
Next-Generation-Sequencing in Erwagung gezogen werden, um das detektierbare

Erregerspektrum zu vergroRern.
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5. Zusammenfassung

Sarah Schurig
Entwicklung einer Methode zur Schnellextraktion von DNA aus Abwasserproben
zur Analyse mittels real-time PCR

Institut fir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen, Veterinarmedizinische
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Diagnostik, abwasserbasierte Epidemiologie

Einleitung

Im urbanen Abwasser findet sich eine Vielzahl pathogener Mikroorganismen, welche
ein Risiko fur Tier, Mensch und Umwelt darstellen. Um die Integration dieser und vieler
weiterer Schadstoffe in den offentlichen Wasserkreislauf zu verhindern, ist deren
Eliminierung durch Klarwerke und die Uberwachung dieser Abl3ufe von besonderer
Relevanz. Obwohl die Prasenz mikrobiologischer Parameter dabei bisher lediglich
akzessorisch betrachtet wird, sollten besonders Zoonosen im Abwasser aufgrund ihrer
hohen Gesundheitsgefahr fur Tiere und Menschen Beachtung in den
vorgeschriebenen  Kontrollen  finden.  Hierfir  eignen  sich  besonders
molekularbiologische Methoden, wie beispielsweise die zeiteffiziente real-time PCR,
welche eine hohe Sensitivitat und Spezifitat garantiert. Eine Grundvoraussetzung flr
diesen DNA-basierten Pathogennachweis ist eine schnelle und effiziente
Nukleinsauren-Extraktion am Point-of-Need. Viele existierende Extraktionsverfahren
werden diesem Anspruch jedoch aufgrund zeitintensiver und komplexer Protokolle

nicht gerecht.
Ziel der Untersuchung

Ziel dieser Studie war es, eine Extraktionsmethode fir mikrobielle DNA aus Abwasser
zu entwickeln, mit welcher Pathogene mittels molekularer Detektionsmethoden wie

beispielsweise real-time PCR nachgewiesen werden kdnnen.
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Material und Methoden

Die Extraktion der DNA des grampositiven Bakteriums S. aureus, des gramnegativen
Bakteriums E. coli und des Parasiten C. parvum basierte auf einer ,Reverse
Purification“. Um einen effizienten Zellaufschluss und DNA-Nachweis zu garantieren,
wurde das Verfahren um a) mechanische (Bead Beating), b) chemische (alkalische
Inkubation bei Raumtemperatur oder 95 °C) und/oder c) enzymatische (Proteinase K)
Vorbehandlungen erganzt. Das Bead Beating-Protokoll wurde anschlie3end durch die
Variation der Kugelgré3en und den Einsatz von Vortexer oder Hulamixer anstelle eines
komplexen Bead Beaters adaptiert. Mithilfe einer Verdiunnungsreihe der Pathogene in
experimentell kontaminiertem Abwasser wurde das Detektionslimit bestimmt und bei
95 %-iger Wahrscheinlichkeit durch das Wilrich&Wilrich Modell kalkuliert. Zusatzlich
dazu wurden die Nukleinsaurekonzentrationen der einzelnen Protokolle mittels
Nanodrop™ (Spektralphotometer) und Qubit™ (Fluorometer) gemessen. Die
Resultate wurden denen einer Silica-Saulen-basierten  Referenzmethode

gegenubergestellt.
Ergebnisse

Die effizienteste Methode zum Zellaufschluss der Bakterien steigerte die
Extraktionseffizienz gegentber der Referenzmethode um das Vierfache und
beinhaltete eine Kombination aus Bead Beating (mit 0,1mm Glaskugeln und einem
Vortexer) und Proteinase K bei 60°C fur 10 Minuten. Im Fall von C. parvum erwies sich
Proteinase K als effektivste Vorbehandlung (siebenfacher Anstieg der
Extraktionsmenge). Basierend auf der etablierten Extraktionsmethode wurde bis zu
0,74 Zellen pro Reaktion von S. aureus, 9,94 Zellen von E. coli und 13,55 Oozysten
von C. parvum in experimentell kontaminiertem Abwasser extrahiert und detektiert.
Zwischen den detektierten Nukleinsaurekonzentrationen und den ermittelten

Extraktionseffizienzen in der real-time PCR wurde keine Korrelation festgestellt.
Schlussfolgerung

Zur Extraktion mikrobieller DNA aus Abwasser wurde eine Methode fur grampositive
Bakterien (S. aureus), gramnegative Bakterien (E. coli) und Protozoen (C. parvum)
entwickelt, welche eine schnelle und sensitive Erregerdetektion mittels real-time PCR
garantiert. Diese Vorteile ermdglichen ein mobil einsetzbares Abwassermonitoring am
Point-of-Need.
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Introduction:

Wastewater contains various pathogenic microorganisms, which represent a risk for
animals, humans and the environment. The wastewater treatment plants play a crucial
role in eliminating such threat to avoid their discharge into the environment.
Nevertheless, microbiological parameters are not included in the current regulatory
monitoring protocols, particularly, the zoonotic pathogens are of one health
significance. There are different methods for identification of pathogens, e.g. culture or
serological and molecular assays, such as real-time PCR, which has revolutionized
diagnostics with higher sensitivity and specificity. However, effective pathogen
identification using real-time PCR requires an efficient, and fast DNA extraction. Many
available extraction methods do not fulfilll these criteria, as the protocols are time-

consuming and require complex laboratory equipment.
Objective:

The aim of the doctoral thesis was to develop a rapid extraction method for isolation of
microbial DNA from wastewater to be used for downstream application, e.g. real-time
PCR.

Material and Methods:

The gram-positive bacterium S. aureus, the gram-negative bacterium E. coli and the
parasite C. parvum were included in this thesis to test the efficacy of the reverse
purification protocol. To assure the lysis of cell wall or membrane and the release of a

large quantities of DNA, the following pre-treatment procedures were tested: a)
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mechanical (bead beating), b) chemical (alkaline incubation at room temperature or 95
°C), and/or c) enzymatic (heat incubation with proteinase K). The bead beating
procedure was adjusted by screening different bead sizes and applying Vortexer or
Hulamixer instead of a complex bead beater. To determine the limit of detection, a
serial dilution of pathogens in spiked wastewater was tested. The 95 % probability was
calculated using the Wilrich&Wilrich model. In addition, the nucleic acid yield was
determined by both Nanodrop™ (Spectrophotometry) and Qubit™ (Fluorometry). All

steps were compared with a silica column-based reference protocol.
Results:

The most efficient pre-treatment for the bacteria was a combination of a bead beating
step (with 0.1 mm glass beads and Vortexer) and proteinase K at 60 °C for 10 minutes.
Up to four-fold increase of the released DNA was observed compared to the reference
method. In the case of C. parvum, heat incubation with proteinase K proved to be the
most effective pre-treatment (seven-fold increase in extraction amount). Based on the
established extraction method, down to 0.74 cells per reaction for S. aureus, 9.94 cells
for E. coli and 13.55 oocysts for C. parvum could be extracted and detected in spiked
wastewater. No correlation could be found between the determined nucleic acid

concentrations by various methods and the outcomes in real-time PCR.
Conclusions:

For the extraction of microbial DNA from wastewater, a protocol was developed for
gram-positive (S. aureus) and -negative bacteria (E. coli), as well as for protozoa (C.
parvum). The procedure enables a rapid and sensitive pathogen detection by real-time
PCR. The method ensures a field-applicable wastewater monitoring suitable for point-

of-need testing.
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10. Anhang

Anhang 1: Liste der zu untersuchenden Parameter fur das Einleiten von Abwasser in

Offentliche ~ Gewasser nach  der  Abwasserverordnung (DEUTSCHES
BUNDESMINISTERIUM 2004)
Anionen/ Kationen/Elemente | Einzelstoffe, biologische
Elemente Summen-, Testverfahren
Gruppenparameter
Chlorid Aluminium* Abfiltrierbare Stoffe* | Giftigkeit gegentber
Fischeiern*
Cyanid, leicht | Ammoniumstickstoff | Adsorbierbare Giftigkeit gegentber
freisetzbar organische Daphnien*
gebundene
Halogene*, als
Chlorid angegeben
Cyanid, Antimon* Chemischer Giftigkeit gegenuber
gesamt Sauerstoffbedarf* Algen*
Fluorid, Arsen* Organisch Giftigkeit gegenuber
gesamt gebundener Leuchtbakterien*
Kohlenstoff, gesamt*®
Nitratstickstoff | Barium* Gesamter Leichte aerobe
gebundener biologische
Stickstoff* Abbaubarkeit von
Stoffen
Nitritstickstoff | Blei* Kohlenwasserstoffe, | Aerobe biologische
gesamt* Abbaubarkeit von
Stoffen
Phosphor, Cadmium* Phenolindex nach Aerobe biologische
gesamt Destillation und Abbaubarkeit der
Farbstoffextraktion* filtrierten Probe in
biologischen
Behandlungsanlagen
Sulfat Chrom, gesamt* Chlor, frei Aerobe biologische
Abbaubarkeit der
filtrierten Probe in
biologischen
Behandlungsanlagen
in 7 Tagen
Sulfid Chrom VI Hexachlorbenzol* biochemischer
Sauerstoffbedarf in 5
Tagen*
Sulfit Cobalt* Trichlorethen*® Erbgutveranderndes
Potenzial
Fluorid, Eisen* Tetrachlormethan® Giftigkeit gegentber
gelost Wasserlinsen*
Thiocyanat Kupfer* Dichlormethan*
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Chlorat

Nickel*
Quecksilber*
Silber*

Thallium*
Vanadium*

Zink*
Zinn*
Titan*
Selen*
Indium*

Bor

Cer

Germanium
Gold

Hafnium

Molybdan
Palladium
Praseodym
Ruthenium
Wolfram
Zirkonium
Platin

Hydrazin

Anilin*
Hexacyclohexan als
Summe aller Isomere
Hexachlorbutadien*
Aldrin, Dieldrin,
Endrin, Isodrin*
1,2-Dichlorethan*
Trichlorbenzol*
Endosulfan*

Benzol und Derivate*
Organische
Komplexbildner*
Polycyclische
aromatische
Kohlenwasserstoffe*
Chlordioxid und
Oxidantien*
Farbung
polychlorierte
Dibenzodioxine und
polychlorierte
Dibenzofurane

Per- und
polyfluorierte
Verbindungen*
pH-Wert
Redoxpotenzial

* In der Orginalprobe

71




Anhang 2: Standardprotokolle flr die DNA-Extraktionen aus der Publikation (S. 25-
39), bestehend aus separaten Vorbehandlungsoptionen und der Reverse Purification.

S1 Standard operation protocols for separated pre-treatment options.

I SwiftX + no pre-treatment:

1.
2.

»

Resuspend pellet in 170 pL DL buffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany).

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Incubate lysis mixture at 95°C for 15 minutes in a HLC Heating-ThermoMixer (DITABIS,
Pforzheim, Germany).

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for one minute to let the
magnetic particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.

Il SwiftX + proteinase K:

-

Resuspend pellet in 160 pL DL buffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany).

Add 10 uL proteinase K (Qiagen, Hilden, Germany) and incubate cell suspension at 60°C for
10 minutes in a HLC Heating-ThermoMixer (DITABIS, Pforzheim, Germany).

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Incubate lysis mixture at 95°C for 15 minutes in a HLC Heating-ThermoMixer (DITABIS,
Pforzheim, Germany).

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for one minute to let the
magnetic particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.

1l SwiftX + alkaline treatment at RT:

1.

2.
3

Resuspend pellet in 90 pL DL buffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) and 90 pL of 200
mM sodium hydroxide.

Incubate lysis mixture at RT for 15 minutes.

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Add 90 pL of 200 mM hydrochloric acid to the suspension and incubate suspension at RT for
three minutes.

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for one minute to let the
magnetic particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.
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IV SwiftX + alkaline treatment at 95 °C:

1.

2.

Resuspend pellet in 90 L DL buffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) and 90 pL of 200
mM sodium hydroxide.

Incubate lysis mixture at 95 °C for 15 minutes in a HLC Heating-ThermoMixer (DITABIS,
Pforzheim, Germany).

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Add 90 uL of 200 mM hydrochloric acid to the suspension and incubate suspension at RT for
three minutes.

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for one minute to let the
magnetic particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.

V SwiftX + bead beating:

Resuspend pellet in 400 pL PBS.

Transfer mixture into a Soil Grinding SK38 Precellys Lysing Tube (Bertin, Montigny-le-
Bretonneux, France) and mix at 6500 rpm for one minute in the Precellys 24 Tissue
Homogenizer (Bertin, Montigny-le-Bretonneux, France).

Transfer 200 pL of the suspension in a new microcentrifuge tube and add 160 pL of DL buffer
(Xpedite Diagnostics GmbH, Germany).

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Incubate lysis mixture at 95°C for 15 minutes in a HLC Heating-ThermoMixer (DITABIS,
Pforzheim, Germany).

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for 1 minute to let the magnetic
particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.
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Anhang 3: Protokolle der erfolgversprechendsten DNA-Extraktionen aus

Publikation (S.

25-39).

S2 Best performing extraction protocols.

SwiftX + proteinase K:

1.
2.

3.

o~

Add 160 pyL DLNbuffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) to 200 ul wastewater.

Add 10 pL proteinase K (Qiagen, Hilden, Germany) and incubate cell suspension at 60°C for
10 minutes.

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Incubate lysis mixture at 95°C for 15 minutes.

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for 1 minute to let the magnetic
particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.

SwiftX + bead beating:

o arwON-=

©

10.

Add 200 pL DLN buffer (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) to 200 pL wastewater.
Transfer lysis mixture into a 2.0 mL microcentrifuge tube with 250 mg glass beads.

Bead beating in the Vortexer for 3 minutes at 2000 rpm.

Transfer 200 uL of the lysis mixture into a new 1.5 ml microcentrifuge tube.

Add 10 pL proteinase K (Qiagen, Hilden, Germany) and incubate cell suspension at 60°C for
10 minutes.

Shake or vortex Beads A (Xpedite Diagnostics GmbH, Germany) for 30 seconds to ensure
homogeneous suspension. Add 30uL of Beads A to the sample mixture. Mix well by vortexing
the tube.

Incubate lysis mixture at 95°C for 15 minutes.

Remove condensate from the lid before opening by shaking down.

Place sample tube into a magnetic stand at room temperature for 1 minute to let the magnetic
particles separate.

Open the lid while the tube remains in the magnetic stand and transfer the supernatant into a
new tube for storage or use in downstream applications.
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