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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Osterreichs Seen sind besonders fir ihre ausgezeichnete Wasserqualitdt bekannt
(EUROPAISCHE UMWELTAGENTUR, 2020). Jahrlich locken sie zahlreiche Touristen an und
bieten auch fir Einheimische einen Ort der Erholung. Besonders durch die Coronavirus-
Pandemie im Vorjahr wurde Urlaub in Osterreich fiir viele Einwohner wieder sehr attraktiv. Die
Seen bieten Abklhlung in heiRen Sommermonaten oder aber auch einen Ort flir sportliche
Aktivitdten wie dem Schwimmen, dem Stand-Up-Paddling und vielem mehr.

Nach Veroffentlichung einer Studie Uber die Wasserqualitat dsterreichischer Badegewasser
im Jahr 2019 konnte man einen Anstieg an negativen Schlagzeilen, vor allem in den
Onlinemedien vermerken. ,Geféahrliche Keime in Seen gefunden“ meldete die Presse (DIE
PRESSE, 2019). Andere Medien berichteten von dem Nachweis von so genannten
Krankenhauskeimen in vier dsterreichischen Badeseen (ORF, 2019).

Ziel dieser vorliegenden Studie war es zu bestimmen, ob das Baden in dsterreichischen Seen
eine Gefahrenquelle fur den Menschen durch die Ansteckung mit zoonotischen Erregern

darstellt.

Campylobacter (C.), Salmonellen und Verotoxin-bildende Escherichia coli (E. coli) zahlen
derzeit zu den bedeutendsten Zoonoseerregern in Osterreich. Seit einigen Jahren hat
Campylobacter als wichtigster Ausloser fir Erkrankungen des Magendarmtraktes des
Menschen die Salmonellose abgeldst. Den wichtigsten Ubertragungsweg stellt hierbei die
Aufnahme dieser Erreger Uber kontaminierte Nahrungsmittel dar (AGES, 2018). Daneben
kénnen diese Erreger jedoch auch durch unterschiedliche Wege in naturliche Gewasser
gelangen und so in Kontakt mit dem Menschen treten. Einbringungswege in
Oberflachengewasser sind vielfaltig und kénnen beispielsweise bedingt sein durch inadaquat
behandeltes Abwasser, Niederschlagsereignisse, durch den Abfluss von landwirtschaftlichen
Aktivitdten oder aber auch durch eine Kontamination durch Wildtiere (O'FLAHERTY et al.,
2019).

Eine Gefahr fur den Menschen besteht dabei durch die Aufnahme dieser Erreger beim
Schwimmen in kontaminierten Gewassern. Nach einer Studie konnte gezeigt werden, dass

Erwachsene beim Schwimmen bis zu 53 ml an Wasser verschlucken (DUFOUR et al., 2006).



In den meisten Gewassern besteht die héchste Gefahr einer Verschmutzung des Wassers
durch Fakalerreger. Die Ubertragung dieser erfolgt meist fakal-oral. Zur Uberpriifung der
Reinheit eines Badegewassers werden sogenannte Indikatorbakterien herangezogen, deren
Auftreten eine gewisse Grenze nicht Uberschreiten darf. Als Indikatorbakterien fur Suf3- und
Salzwasser werden E. coli und Enterokokken herangezogen. Das Vorhandensein anderer
bakterieller oder viraler Erreger wird jedoch routinemafig nicht tberprift (MCKEE u. CRUZ,
2021).

Infektionen mit Erregern aus Gewassern fuhren hauptséchlich zu Symptomen im
Verdauungstrakt. Nur in seltenen Fallen kann es zu einer Manifestation an der Haut oder des
Atmungstraktes kommen. Zu den haufigsten Erregern, welche durch das Baden in Gewassern
Ubertragen werden, zahlt man Kryptosporidien, Giardien, Shigatoxin-bildende E. coli,
Campylobacter und Shigellen (PERKINS u. TRIMMIER, 2017).

Neben den Erregern selbst besteht ebenfalls die Gefahr des Eintrags von
Antibiotikaresistenzen in die aquatische Umwelt. Neben unbehandeltem, aber auch
behandeltem Abwasser, in welchem sich antibiotikaresistente Keime befinden, spielt auch die
Nutztierhaltung eine bedeutende Rolle in der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der
Umwelt. Natirliche Gewasser sind demnach nicht nur Empfanger flr antibiotikaresistente
Erreger, sondern kénnen auch als Reservoir dieser dienen und wiederum eine Gefahr fiir den
Menschen darstellen (NAPPIER et al., 2020).

Neben dem Einsatz von Indikatorbakterien gewinnen Bakteriophagen als Indikatoren fir
Wasserverschmutzung in der Forschung immer mehr an Popularitat. Unter Bakteriophagen
versteht man Viren, welche Bakterien befallen. Im Falle des Indikatorkeims E. coli handelt es
sich dabei um die so genannten Coliphagen. Sie weisen eine bessere Widerstandsfahigkeit
gegenitber Umwelteinflissen auf als die herkdmmlich genutzten Indikatorbakterien und
konnten diese somit eventuell im Laufe der Zeit ablésen (LIN u. GANESH, 2013).

Die Verbreitung der Bakteriophagen ist noch nicht vollstandig erforscht. Man nimmt jedoch an,
dass sie ahnlich verbreitet sind, wie ihre dazugehodrigen Bakterien, da die Phagen fur ihre
Reproduktion vollstandig von ihren bakteriellen Wirten abhangig sind (DIAZ-MUNOZ u.
KOSKELLA, 2014). Ziel dieser Studie war es ebenso herauszufinden, ob zu den isolierten

Bakterien auch dazugehorigen Bakteriophagen nachgewiesen werden konnen.



1.2 Hypothese

Die haufigsten zoonotischen Lebensmittelinfektionen werden durch Campylobacter spp.,
Salmonellen und pathogene Escherichia coli  verursacht. Diese drei
Lebensmittelinfektionserreger kdnnen aber auch insbesondere im Sommer aus natirlichen
Gewassern isoliert werden. Inwieweit eine Verunreinigung von dsterreichischen Badeseen mit
diesen Pathogenen zur Infektionshaufigkeit beitragt und ob neben diesen Bakterien auch
zugehdrige Bakteriophagen in den natirlichen Gewassern auftreten, ist nicht bekannt. Daher
soll in dieser Arbeit der Hypothese nachgegangen werden, dass das Vorhandensein von
Campylobacter spp., Salmonellen und pathogenen Escherichia coli und deren Phagen in
Osterreichischen Badegewassern in den Sommermonaten nicht zu bedeutenden

Infektionsquellen des Menschen zahilt.



2 Literaturiubersicht

2.1 Qualitat osterreichischer Seen

Osterreichs Seen zahlen zu den saubersten Seen in Europa. So konnten sie im Jahr 2019
wieder mit ihrer ausgezeichneten Wasserqualitat punkten und landeten im EU-weiten Ranking
auf Platz zwei hinter Zypern (EUROPAISCHE UMWELTAGENTUR, 2020). Einen jahrlichen
ausfihrlichen Bericht Uber die Wasserqualitit der Seen in Osterreich liefert das
Badegewassermonitoring der Osterreichischen Agentur fir Erndhrungssicherheit (AGES). In
der von der AGES angelegten Badegewasserdatenbank kann man die Bewertung aller der in
dieser Diplomarbeit beprobten Seen finden, mit Ausnahme des Teichalmsees und des
Toplitzsees in der Steiermark. Die restlichen der beprobten Seen wiesen auch in der
Veroffentlichung der AGES eine ausgezeichnete Wasserqualitat auf. In die Beurteilung fallen
hierbei unter anderem die Anzahl der koloniebildenden Einheiten an E. coli und an
Enterokokken pro 100 ml Seewasser sowie die Wassertemperatur und die Sichttiefe (AGES,
2020).

Von einer ausgezeichneten Wasserqualitat eines Sees spricht man laut der Richtlinie
2006/7/EG des Europaischen Parlaments und des Europaischen Rates, wenn in 100 ml des
beprobten Seewassers weniger als 200 koloniebildende Einheiten an intestinalen
Enterokokken und weniger als 500 koloniebildende Einheiten an E. coli nachgewiesen werden
kénnen (RICHTLINIE 2006/7/EG DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES
EUROPAISCHEN RATES, 2006). RoutinemaBig werden Badestellen in Osterreich
demzufolge nur auf die Indikatorkeime E. coli und Enterokokken tberprift. Ein Vorhandensein
anderer eventuell humanpathogener Erreger wird bei diesen jahrlichen Untersuchungen nicht

berucksichtigt.

In einer Studie aus dem Jahr 2017 wurden 27 Badestellen in Osterreich auf das Vorkommen
von antibiotikaresistenten pathogenen Bakterien getestet. Von diesen 27 Proben konnten an
23 der beprobten Stellen keine fir den Menschen gefahrlichen Keime gefunden werden. An
den restlichen vier der Probestellen konnten jedoch pathogene Erreger nachgewiesen werden.
Dabei handelte es sich um Pseudomonas aeruginosa im Stausee in Forchtenstein, um
Enterobacter mori im Ossiacher See in Bodendorf, um Enterobacter cloacae im Donaualtarm
in Greifenstein und um E. coli im Wocherhafen in Bregenz. Bei den weiteren

Laboruntersuchungen konnten in Enterobacter cloacae zwei Plasmide und in E. coli ein



Plasmid nachgewiesen werden. Diese Laborergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die
Bakterien ihre Antibiotikaresistenzgene im Laufe der Zeit durch Plasmide erworben haben.
Das Pseudomonas aeruginosa-lsolat zeigte Resistenzen gegenuber dem Antibiotikum
Aztreonam. Das Enterobacter mori-Isolat war resistent gegentber Imipenem, Meropenem,
Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansaure sowie Moxifloxacin. Das Enterobacter cloacae-Isolat
zeigte gegeniber folgender Antibiotika keine Wirkung: Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansaure,
Piperacillin/Tazobactam, Cefotaxime, Ceftazidime, Aztreonam und Fosfomycin. In dem
gefundenen E. coli-lsolat konnte das Enzym Extended-Spectrum-Betalaktamase (ESBL)
nachgewiesen werden, wodurch es befahigt ist, Beta-Laktam-Antibiotika zu verdauen. Dieses
Isolat wies Resistenzen gegeniiber Ampicillin, Cefuroxime-Axetil und Cefotaxime auf und
zeigte eine intermediar resistente Wirkung gegen Cefepime und Aztreonam. Laut dieser Studie
geht man jedoch von keiner Infektionsgefahr mit pathogenen Erregern durch das Schwimmen
in Osterreichischen Seen aus, sofern der Schwimmer ein intaktes Immunsystem besitzt.
Personen, welche an offenen Hautwunden oder schweren Hauterkrankungen leiden oder flr
einen langeren Zeitraum Antibiotika einnehmen miuissen, wird vom Baden in offenen
Gewassern abgeraten (LEPUSCHITZ et al., 2019).

Eine weitere Studie zur Wasserqualitat und Uber die fakale Verschmutzung des Neusiedler
Sees im Burgenland wurde 2018 verdffentlicht. Diese Studie zeigte, dass eine Verunreinigung
des Seewassers, vor allem in Bereichen mit ernohtem Aufkommen von Menschen und in der
Nahe von Wochenendhitten, wo hausliches Abwasser anfallt, sowie auch in der Nahe von
Klaranlagen, auftritt. Einfluss auf die Wasserqualitat haben ebenfalls Wetterbedingungen, wie
Starkregen, der zum Uberlaufen von Kanalen und demzufolge zur Einspilung verunreinigten
Wassers in den See flihren kann. Aber auch Stirme kénnen Erreger aus dem Sediment oder
dem Schilfgurtel, wo sich eine hohere Dichte an Fakalbakterien befindet, in andere Bereiche
des Gewassers Ubertragen. Jedoch zeigte sich auch in dieser Studie, dass dsterreichische
Seen eine aulierordentlich gute Wasserqualitat aufweisen. So wurden 5 der 7 beprobten EU-
Badestellen rund um den Neusiedler See mit einer ausgezeichneten, die restlichen zwei mit

einer guten Wasserqualitat anerkannt (HATVANI et al., 2018).



2.2 Zoonotische Erreger, ihr Vorkommen in Gewassern und deren Antibiotikaresistenzen

Nach der Definition der World Health Organisation (WHQO) versteht man unter einer Zoonose
Krankheitserreger, welche von Tieren auf den Menschen Ubertragen werden kénnen. Diese
Erreger kdnnen dabei bakteriellen, parasitaren oder viralen Ursprunges sein. Die Ubertragung
von zoonotischen Erregern erfolgt entweder durch den direkten Kontakt zu Tieren, durch die
Aufnahme kontaminierter Lebensmittel oder Wasser, oder aber auch durch die Umwelt
(WORLD HEALTH ORGANISATION, 2020). Die Ubertragung von Krankheitserregern vom
Menschen auf Tiere ist jedoch ebenfalls moglich und wird als Anthropozoonose bezeichnet.
Bis heute stellen Zoonosen eine relevante Gefahrdung fir die menschliche und tierische
Gesundheit dar und immer wieder werden neue Krankheitsbilder mit zoonotischem Potential
entdeckt (BAUERFEIND et al., 2015).

Zu den bedeutendsten zoonotischen Erregern in Osterreich zéhlen derzeit Campylobacter,
Salmonellen und Verotoxin-bildende E. coli. Der wichtigste Ubertragungsweg fir Menschen
stellt dabei die Aufnahme dieser Erreger Gber kontaminierte Nahrungsmittel, hauptsachlich
tierischer Herkunft, dar. Seit einigen Jahren steht die Campylobacteriose an erster Stelle der
bakteriell bedingten Enteritiden beim Menschen in Osterreich und hat somit die Salmonellose
abgeldst (AGES, 2018).

2.2.1 Campylobacter spp.

Campylobacter spp. ist schon lange als Erreger im veterindrmedizinischen Bereich, zum
Beispiel als Verursacher von Durchfallen bei Rindern, bekannt. Die ersten Nachweise dieses
Erregers beim Menschen erfolgten vermutlich bereits 1880 bei an Durchfall erkrankten
Sauglingen in Deutschland. Die Bedeutsamkeit von Campylobacter fur die menschliche
Gesundheit wurde jedoch erst im Laufe der Jahre erkannt. Die erste Identifikation dieses
Erregers erfolgte 1913 durch McFadyen und Stockman, die ihn aus Abortmaterial von Schafen
isolierten. Urspruinglich wurde Campylobacter aufgrund seiner spiralférmigen Morphologie der
Gattung der Vibrionen zugeordnet. Erst 1963 wurde der Begriff Campylobacter zur
Beschreibung des gramnegativen, mikroaerophilen Erregers verwendet. Die wichtigsten
Spezies fur den Menschen sind Campylobacter jejuni und Campylobacter coli, wobei C. jejuni
am haufigsten als Ausléser der humanen Campylobacteriose auftritt. Diese beiden Spezies

zahlen zu den prominentesten bakteriellen Durchfallerregern fur den Menschen weltweit. Das



Leitsymptom fur eine Campylobacteriose ist Durchfall, welcher sich wassrig bis blutig
darstellen kann. Ebenfalls haufige Beschwerden sind Bauchschmerzen, Fieber und
Kopfschmerzen. In den meisten Fallen ist eine Infektion selbstlimitierend und im Vergleich zu
Erkrankungen mit anderen zoonotischen Erregern verlauft sie weniger akut. Eine Ansteckung
mit Campylobacter spp. kann in allen Altersstufen erfolgen, jedoch andert sich das klinische
Bild in Abhangigkeit des Alters und des Immunsystems der Betroffenen. Neben der enteralen
Krankheitsform der Campylobacteriose kann es in sehr seltenen Fallen auch zu einer
Septikdmie kommen, meistens verursacht durch die Spezies C. fetus. Der bedeutsamste
Ubertragungsweg der Spezies C. jejuni und C. coli ist wie bereits erwahnt, die Aufnahme
kontaminierter Lebensmittel. Nicht ausreichend hei} zubereitetes Geflligelfleisch oder
mangelnde Hygiene bei der Verarbeitung sind die Hauptursachen. Neben Gefllgel stellen aber
auch Schweine, Rinder und Schafe ein Erregerreservoir dar. C. jejuni kann vor allem aus Kot
von Rindern, Schafen, Enten, in Hihnerkadavern, aber auch aus Oberflachengewassern
isoliert werden. Wahrend man C. coli hauptsachlich im Kot von Schweinen vorfinden kann.
Aber auch verschmutztes Trinkwasser wurde bereits als Infektionsquelle beschrieben,
insbesondere wenn Grundwasser, das zuvor nicht desinfiziert wurde, als Trinkwasser
verwendet wird. Ebenso kann nicht ausreichend aufbereitetes Abwasser aus
Wasseraufbereitungsanlagen in die Umwelt gelangen und dadurch eine mdgliche
Infektionsquelle fiir Menschen und Tiere darstellen (MOORE et al., 2005).

2.2.2 Escherichia coli

Bei E. coli handelt es sich um ein gramnegatives, fakultativ anaerobes und meist bewegliches
Bakterium des Genus Escherichia. Eine Besiedelung des menschlichen Verdauungstraktes
mit diesem Keim erfolgt bereits innerhalb der ersten Stunden nach der Geburt. Von diesem
Zeitpunkt an befindet sich E. coli physiologischerweise im Darmlumen von Saugetieren und
Vogeln und ist fir den Wirt als harmlos zu betrachten, insofern dieser ein ausreichend
ausgebildetes Immunsystem besitzt. Grundsatzlich kann man bei E. coli zwischen pathogenen
und apathogenen Stammen unterscheiden. Auf Basis des modifizierten Kauffmann-Schemas
werden E. coli abhangig ihrer somatischen, flagellaren und kapsularen
Oberflachenantigenprofile in Serotypen unterteilt. Nahezu alle E. coli-Stdmme, einschliel3lich
apathogener Stamme, besitzen so genannte Fimbrien, welche zur Anheftung an

Zelloberflachen dienen. Pathogene Stamme besitzen zusatzlich bestimmte fimbriale Antigene,



welche es ihnen ermdglicht, sich noch leichter im Darmlumen und besonders an der
Dunndarmschleimhaut anzusiedeln. Man kann sechs unterschiedliche Kategorien an Durchfall
ausldésenden E. coli unterscheiden, wobei jede davon in einer unterschiedlichen Art und Weise
mit der Darmschleimhaut interagiert. Die Variabilitat des E. coli-Genoms ist durch das
Vorhandensein von Virulenzplasmiden und chromosomalen Pathogenitatsinseln zu erklaren.
Zu diesen sechs Kategorien werden folgende E. coli-Gruppen gezahlt: enterotoxinbildende E.
coli (ETEC), enteropathogene E. coli (EPEC), enterohamorrhagische E. coli (EHEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) sowie diffus adharente E. coli
(DAEC) (NATARO u. KAPER, 1998). Der erste pathogene E. coli-Stamm wurde 1945 aus dem
Kot von an Durchfall erkrankten Sauglingen im Vereinigten Konigreich isoliert. Bei diesem
Stamm handelte es sich um EPEC. Durch die Bindung von EPEC an die Zelloberflache mit
Hilfe von Adhasinen und der Sekretion von Toxinen kommt es in weiterer Folge zur Sekretion
von lonen, einer entztindlichen Reaktion, einer erhohten Permeabilitat, sowie dem Verlust der
Absorptionsfahigkeit der Darmschleimhaut. Aus dieser Kombination an Patho-Mechanismen
resultiert schliellich das Leitsymptom Durchfall (KAPER et al., 2004).

EHEC wurde erstmals 1982 als Krankheitserreger fir den Menschen erkannt. Als
Erregerreservoir flr diesen Stamm gelten hauptsachlich Rinder. Die Symptome einer Infektion
mit EHEC reichen von nicht-blutigen Uber blutige Durchfalle bis hin zum hamolytisch-
uramischen Syndrom (HUS). HUS ist das Krankheitsbild, welches eine hamolytische Anamie,
eine Thrombozytopenie sowie ein akutes Nierenversagen beschreibt. EHEC produzieren das
so genannte Verotoxin (VT), welches auch als Shigatoxin (Stx) bezeichnet werden kann, und
welches einen Virulenzfaktor dieses Krankheitserregers darstellt. Beim Shigatoxin werden
zwei Untergruppen unterschieden und zwar Stx1 und Stx2. Die Sekretion dieses Toxins I0st
bei Betroffenen blutigen Durchfall aus. Ebenso kdénnen eine hamorrhagische
Dickdarmentziindung, Nekrosen oder auch Perforationen der Darmschleimhaut die Folge
einer Ansteckung mit EHEC sein (KAPER et al., 2004).

ETEC l6st wassrigen Durchfall aus, wobei sich die Krankheitsverlaufe in ihnrem Schweregrad
stark unterscheiden kénnen. ETEC produziert zwei Enterotoxine, welche als hitzelabiles (LT)
und hitzestabiles Enterotoxin (ST) bezeichnet werden (KAPER et al., 2004).

Neben der Bedeutung als Krankheitserreger spielt E. coli aber auch eine Rolle als Indikator
fur fakale Verschmutzung von Grundwasser, Trinkwasser sowie Freizeitgewasser. Studien

erwiesen, dass das Vorhandensein und Ubersteigen einer gewissen Grenze von E. coli und



Enterokokken in Salz- und Stllwasser am ehesten mit der Anzahl an Krankheitsausbriichen
nach dem Schwimmen korrelieren. Daher sind diese beiden Erreger gute Indikatoren fir die
Pravention von durch Wasser Ubertragenen Krankheitsausbrichen (ISHII u. SADOWSKY,
2008).

2.2.3 Salmonella

Salmonellen sind gramnegative Bakterien und zahlen zu den bedeutendsten
Krankheitserregern, sowohl fir den Menschen, als auch fir die Tierwelt. Ausbriiche von
Salmonella spp. sind gekennzeichnet von hoher Morbiditat. Das Genus Salmonella (S.) kann
in zwei Spezies unterteilt werden, Salmonella enterica und Salmonella bongori. Wahrend S.
bongori keine Subspezies besitzt, wird S. enterica wiederum in sechs Subspezies
untergliedert. Bezeichnet werden diese Subspezies als S. enterica, S. salamae, S. arizonae,
S. diarizonae, S. houtenae und S. indica. Ebenfalls kann bei Salmonella unterschieden werden
zwischen typhoiden und nichttyphoiden Salmonellen. Zu diesen werden S. enterica,
Subspezies enterica der Serotypen Typhi und Paratyphi gezahlt. Diese I6sen das so genannte
enterische Fieber beim Menschen aus, wobei S. Typhi erstmals 1880 als einer der Erreger
dieses Krankheitsbildes erkannt worden ist. Der Verlauf und der Schweregrad einer Infektion
mit Salmonella sind hauptsachlich von dem jeweiligen Salmonellenserotyp abhangig.
Wahrend eine Erkrankung mit nichttyphoiden Salmonellen mildere und fir gewdhnlich
selbstlimitierende Verlaufe zeigt, stellt ein Ausbruch des enterischen Fiebers oftmals eine
lebensbedrohliche Situation fir die Betroffenen dar, vor allem in unterversorgten
Bevdlkerungsgruppen. Im Gegensatz zu anderen Salmonellenarten stellt der Mensch das
einzige Reservoir fur S. Typhi und S. Paratyphi dar. Die Aufnahme dieser Erreger erfolgt
weitgehend Uber kontaminiertes Wasser, seltener Uber kontaminierte Lebensmittel. Am
haufigsten betroffen sind Sduglinge und Kinder. Die Klinik des enterischen Fiebers mit S. Typhi
oder S. Paratyphi als Verursacher stellt sich ahnlich dar. Vor dem Einsetzen des Fiebers
klagen die meisten Patienten Uber Kopfschmerzen, Durchfall oder Verstopfung sowie
Bauchschmerzen. Zu Beginn zeigt sich leichtes Fieber, welches in ein hohes anhaltendes
Fieber Ubergeht und unbehandelt bis zu vier Wochen anhalten kann. Betroffene zeigen eine
belegte Zunge, die man auch als typhoide Zunge bezeichnet. In manchen Fallen ftritt eine

verminderte Herzfrequenz sowie rosafarbene Flecken auf der Haut im Bereich von Brust und



10

Abdomen auf. Besonders schwere Verlaufe zeigen sich hier bei Kindern unter einem Jahr und

bei Personen mit geschwachtem Immunsystem.

Ansteckungen mit nichttyphdsen Salmonellen sind auch heute trotz verbesserten
Hygienestandards sowohl in unterentwickelten, als auch in industrialisierten Landern von
groRer Relevanz. Uberwiegend stellt bei dieser Kategorie an Salmonellen der Serotyp S.
Enteritidis den haufigsten Vertreter dar, gefolgt von S. Typhimurium und S. Newport
(SANCHEZ-VARGAS et al., 2011).

Als Risikofaktoren fur eine Infektion mit diesen Erregern stellen die Kontamination von
Rohstoffen durch den Kontakt mit infizierten Menschen oder Tieren sowie eine inadaquate
Lagerung oder Verarbeitung von Lebensmitteln dar. So birgt die Aufnahme kontaminierter
Lebensmittel, sowohl tierischen als auch pflanzlichen Ursprungs oder verschmutztes
Trinkwasser und der direkte Kontakt mit infizierten Tieren fir den Menschen eine bedeutende
Gefahr. Nichttyphoide Salmonellen kénnen im Darmtrakt zahlreicher Tierarten gefunden
werden, zum Beispiel in Hihnern, Enten, Schafen, Ziegen, Schweinen, Reptilien, Hunden,
Katzen sowie in einigen Wildtieren. Die haufigsten Symptome bei einer Infektion mit
nichttyphoiden Salmonellen sind Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall. Die Krankheitsprozesse
verlaufen vorwiegend selbstlimitierend. Nur in seltenen Fallen, vor allem bei
immungeschwachten Personen kann es zu einer systemischen Manifestation dieser Erreger
kommen, die sich in den meisten Fallen als Bakteriamie darstellt. Als haufigstes
extraintestinales Organ wird die Leber und Milz befallen (SANCHEZ-VARGAS et al., 2011).

2.2.4 Zoonotische Erreger in Gewasser

Damit Erreger wie Campylobacter spp., E. coli oder Salmonellen an ihren Hauptzielort den
Verdauungstrakt gelangen kénnen, missen sie vom Menschen oral aufgenommen werden.
Wenn man von einer Infektionsgefahr mit diesen Erregern durch das Schwimmen in Badeseen
ausgeht, musste der Mensch folglich eine gewisse Menge an Seewasser verschlucken. Nach
einer Studie aus dem Jahr 2006 konnte man anhand von Urinuntersuchungen erkennen, dass
Erwachsene beim Schwimmen bis zu 53 ml an Wasser verschlucken, bei Kindern waren es
sogar bis zu 154 ml. Durchschnittlich nahmen Erwachsene bei einer Schwimmperiode mit
einer Dauer von 45 Minuten 16 ml Wasser auf, bei Kindern waren es 37 ml fir dieselbe Zeit.
(DUFOUR et al., 2006).
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In einer Metaanalyse von insgesamt 92 Studien versuchte man die haufigsten Folgen im
Zusammenhang mit dem Schwimmen und dem Auslben von Freizeitaktivitdten in
Oberflachengewassern zu bestimmen. In diese Analyse wurden Studien Uber das Auftreten
von Erkrankungen nach dem Kontakt mit SuBwasser wie Seen, Flussen oder Teichen, aber
auch dem Kontakt mit Meerwasser eingeschlossen. Nach Vergleich dieser Studien erkannten
die Autoren, dass das Schwimmen das Risiko flr eine Infektion mit Erregern des
Gastrointestinaltraktes verdoppelt und die Gefahr einer Erkrankung des Respirationstraktes
um 75 % steigert. Bei Kindern ist das Risiko eine Magen-Darm-Erkrankung nach dem
Wasserkontakt zu erleiden hoher, als im Vergleich zu Erwachsenen. Als minimalen Kontakt
bezeichnete man Kanu- oder Kajakfahren, Rudern, Bootfahren, Fischen, Stand-Up-Paddling
sowie das Rafting in stillen Gewassern. Bei diesen Aktivitdten zeigte sich zwar ein deutlich
erhohtes Risiko flur gastrointestinale Erkrankungen, jedoch ein geringeres als beim
Schwimmen. Die Gefahr bei diesen Sportarten bleibt das versehentliche Hineinfallen ins
Wasser, welches wiederum zu einer Aufnahme pathogener Keime fuhren kann. Als
sportbezogene Kontakte wurden das Surfen, Schnorcheln, Tauchen, Windsurfen, Kanu- und
Kajakfahren, sowie das Rafting in wilderen Gewassern eingestuft. Bei diesen Aktivitaten zeigte
sich ein gleich hohes bzw. hdheres Infektionsrisiko mit wasserburtigen Erregern, als beim
Schwimmen. Diese Metaanalyse zeigte auch, dass das Risiko einer Infektion durch Erreger
aus dem Wasser vermutlich von der Intensitat des Betreibens der jeweiligen Wassersportart
abhangig ist. Hauptrisikofaktoren fur die Aufnahme zoonotischer Erreger aus dem Badewasser
sind folglich das Schwimmen und der intensive Wasserkontakt bei Wassersportarten (RUSSO
et al., 2020).

In vielen Freizeitgewassern sind hauptsachlich Fakalerreger eine Gefahrenquelle fur
Badegéaste. Die Ubertragung dieser Erreger erfolgt dabei groRtenteils fakal-oral. Eine
Untersuchung des Wassers auf alle bakteriellen, viralen oder protozoaren Erreger, welche
vorhanden sein kénnten, ware zwar ideal, jedoch zu kosten- und zeitintensiv. Daher werden
zur Uberprifung der Reinheit eines Badegewassers so genannte Indikatorbakterien, die eine
fakale Verschmutzung anzeigen, eingesetzt. Diese Indikatorbakterien besitzen die
Eigenschaft, dass sie im Darmtrakt von Menschen und zahlreichen Tieren zu finden sind.
Diese Eigenschaften treffen vor allem auf E. coli und Enterokokken zu und so werden diese
beiden seit 1986 als Indikatorbakterien fur SuRwasser eingesetzt (MCKEE u. CRUZ, 2021).
Als Indikatoren flr enterale Viren werden somatische Coliphagen herangezogen (/SO 10705-
2:2000).
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Uberwiegend fiihren Infektionen mit Erregern aus Gewassern zu Krankheitssymptomen im
Verdauungsapparat, jedoch kdnnen in manchen Fallen auch die Haut oder der Atmungstrakt
betroffen sein. Zu den haufigsten Erregern, welche den Gastrointestinaltrakt befallen, zdhlen
Kryptosporidien und Giardien. Neben diesen beiden spielen aber auch noch Shiga-Toxin
produzierende E. coli, Shigellen und Campylobacter als wasserblrtige Krankheitserreger eine
bedeutende Rolle. Des Weiteren kdnnen Cyanobakterien in Gewassern vorkommen, welche
sich unter bestimmten Umweltbedingungen sehr rasch vermehren und es in weiterer Folge zu
einer gefahrlichen Algenbildung flihren kann. Durch das Schwimmen in diesen betroffenen
Gewassern und der Aufnahme der Toxine kdnnen sowohl Symptome im Bereich des Magen-
Darm-Traktes, im Atmungstrakt, aber auch der Haut auftreten. In seltenen Fallen kann eine
Infektion mit dem Bakterium Vibrio algynolyticus zu einer bakteriellen Sinusitis oder einer
Entziindung des aulReren Gehdérganges flihren. Legionellen kénnen ebenfalls in Gewassern
vorkommen und wenn diese beim Schwimmen eingeatmet werden, besteht die Mdglichkeit,
dass sie und in weiterer Folge respiratorische Symptome verursachen. Sehr selten kommt
eine Infektion mit Naegleria fowleri vor, welche sich in Form einer Meningoenzephalitis
darstellen kann, die in schweren Verlaufen tédlich endet. Entziindliche Hautveranderungen
nach dem Schwimmen lassen sich hauptsachlich auf Pseudomonas aeruginosa zuruckfuhren.
Die Zerkariendermatitis hingegen wird durch Schisostomen verursacht, welche von
Wassergefligel ins Wasser abgegeben werden. Zellulitis, eine Entziindung des
Unterhautgewebes, kann durch Staphylococcus aureus oder Streptokokken ausgeldst
werden, wobei Pseudomonas aeruginosa und Aeromonas hydrophila oftmals ebenfalls daran
beteiligt sind. Vibrio fulnificus wird Ublicherweise durch die Aufnahme von rohen
kontaminierten Schalentieren Ubertragen, es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass diese
Bakterien ebenso Uber verletzte Hautstellen einwandern und so zu schweren Erkrankungen
fuhren koénnen. Meistens ist das Weichteilgewebe betroffen und es kann zu einer
nekrotisierenden Entzindung von Haut und Unterhaut kommen. Leptospiren, die
Kopfschmerzen, Schittelfrost, Muskelschmerzen und in seltenen Fallen eine Meningitis
auslosen, werden indessen entweder Uber die Schleimhaute oder oral Gber kontaminiertes
Wasser aufgenommen. Selten kdnnen infizierte Personen ein Leber- oder Nierenversagen mit
Todesfolge erleiden (PERKINS u. TRIMMIER, 2017).

Die Gefahr zoonotische Erreger wie Campylobacter durch Wasser aufzunehmen besteht vor
allem beim Trinken von unbehandeltem Wasser oder aus privaten Brunnenwassern, sowie

beim Schwimmen in nattrlichen Oberflachengewassern (RAVEL et al., 2016). In einer Studie
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aus Finnland wurden sporadisch auftretende Infektionen mit Campylobacter spp. untersucht.
Dabei kam man zu dem Ergebnis, dass 48 von 100 Personen, welche nachweislich mit
Campylobacter spp. infiziert waren, zuvor in naturlichen Gewassern geschwommen sind
(SCHONBERG-NORIO et al., 2004). Bei einer Beprobung von 22 Badestranden an 18 Seen
in Kanada Uber einen Zeitraum von drei Jahren konnte man an jeder der beprobten Stellen
thermotolerante Campylobacter nachweisen. Bei 21 der 22 Proben handelte es sich hierbei
um Campylobacter jejuni, mit einer niedrigen nachgewiesenen Konzentration an
Campylobacter spp. (GUY et al., 2018). Einer anderen Studie zufolge spielt das Schwimmen
in Badestrandgewassern jedoch eine untergeordnete Rolle fir eine Infektion mit
Campylobacter spp.. Die Hauptansteckungsquellen fir den Menschen stellen hier der Kontakt
mit Hihnern sowie Rindern dar (WILSON et al., 2008). Zu ahnlichen Ergebnissen kam eine
norwegische Studie aus dem Jahr 2003, welche das Baden in natlrlichen Gewassern oder in
Pools nicht zu den bedeutenden Risikofaktoren flr die Campylobacteriose impliziert. Eine
grolRere Rolle sehen sie im Trinken von nicht ausreichend aufbereitetem Wasser, vor allem in
Entwicklungslandern (KAPPERUD et al., 2003).

Bei einer Forschungsarbeit in der von drei Seen im Mittleren Westen der Vereinigten Staaten
die Konzentrationen an E. coli im Sand vom Badestrand, im Sediment unter Wasser und im
Wasser selbst detektiert wurden, zeigte sich, dass die E. coli-Konzentrationen im Sand vom
Badestrand mit der Nahe zum Wasser zunahmen. Die Autoren stellten die Hypothese auf,
dass durch etwaige Wellenaktivitat Bakterien, welche im Sandstrand angereichert sind, ins
Wasser gespult werden konnen. Des Weiteren zeigte sich, dass die Konzentrationen an E. coli
im Sediment hoher waren, als im Wasser selbst. Zudem waren in den seichteren
Schwimmarealen die Konzentrationen an E. coli héher, als am offenen See. Stiegen die
Konzentrationen im kistennahen Sand an, so stiegen gleichzeitig auch die Mengen an
gefundener E. coli im Schwimmbereich. Der kustennahe Strandbereich konnte somit als
Reservoir fur E. coli, besonders bei warmen Temperaturen erkannt werden (PALMER et al.,
2020). Gleichartige Ergebnisse konnten auch in einer anderen Studie beobachtet werden,
welche sich mit den E. coli-Konzentrationen des Lake Superiors in Nordamerika beschéftigte.
Die Konzentrationen an E. coli stiegen bei hohen Temperaturen im Wasser an und die grofRte
Dichte wurde ebenso im klstennahen Sand gefunden. Hier wurden zusatzlich 3557 E. coli-
Isolate untersucht und lediglich bei einem handelte es sich um einen humanpathogenen Keim,
namlich EPEC. Besonders hohe Konzentrationen konnten in den Herbstmonaten, im Vergleich

zum Fruhling, vermerkt werden (ISHII et al., 2007).
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Zu den bedeutendsten Gefahrenquellen fur eine Infektion mit Salmonella gehoéren
internationale Reisen, die Einnahme von Antazida und Antibiotika, Vorerkrankungen, sowie
das Essen von rohen Eiern oder ein Restaurantbesuch. Eine weitere Maoglichkeit der
Ansteckung ist durch die Umwelt méglich, sei es durch das Trinken von kontaminiertem
Wasser oder durch die Aufnahme wahrend dem Schwimmen in Freizeitgewassern
(DOMINGUES et al.,, 2012). In einer Studie aus Argentinien wurden verschiedene
Oberflachengewasser, wie Lagunen, Flisse und Strdnde auf das Vorhandensein von
Salmonellen untersucht. In 6 der 68 Wasserproben konnten Salmonellen entdeckt werden. Die
gefundenen Salmonellen gehdrten zu folgenden Spezies und Serovaren: S. enterica Serovar
(Ser.) Give, S. enterica subspecies |V, S. enterica Ser. Bredeney, S. enterica Ser. Rubislaw,
und S. enterica Ser. Enteritidis. Jedoch zeigten die in der Umwelt gefundenen Salmonellen
eine niedrigere Invasivitat und die Erkrankten wiesen nur milde Symptome auf. Eine
Korrelation zwischen dem Vorhandensein der fakalen Indikatorbakterien und der Prasenz von
Salmonellen konnte nicht nachgewiesen werden. So nimmt man an, dass E. coli kein
geeigneter Indikator fir das Vorhandensein von Salmonellen in Gewassern darstellt
(TRACOGNA et al., 2013). Ebenso wurde Sand von vier Salzwasserstranden im Nordwesten
und Sudwesten von England auf das Vorhandensein von Salmonellen beprobt. Zwei dieser
Strande entsprachen jeweils den Standards der Richtlinien fir europdische Badegewasser,
die restlichen zwei jedoch nicht. Neun der 100 Proben aus dem Nordwesten wiesen
Salmonellen auf und aus einer der 82 Proben aus dem Sidwesten konnte man ebenfalls
Salmonellen isolieren. Von den Stranden, welche nicht den europaischen Standards
entsprachen, konnten sechs verschiedene Salmonellen-Serotypen isoliert werden. Im
Vergleich dazu konnten von den anderen Stranden nur drei Serovare und zwar S. Enteritidis,

S. Typhimurium und S. Virchow nachgewiesen werden (BOLTON et al., 1999).

2.2.5 Antibiotikaresistenzen zoonotischer Erreger

Der Einsatz von Antibiotika ist von besonderer Bedeutung fur die menschliche Gesundheit.
Sie werden sowohl zur Behandlung von bakteriellen Infektionen, als auch zur Pravention von
solchen eingesetzt. Die steigende Resistenzlage der Bakterien stellt eine groRe Bedrohung
fur die Menschheit dar, da eine Infektion mit resistenten Keimen immer mit einem gréf3eren
Risiko fir die Gesundheit sowie einem Mehraufwand an klinischer Versorgung der Erkrankten

einhergeht. Antibiotikaresistenzen spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der
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Pflanzenproduktion, der Tierhaltung und der Aquakultur. So kann es durch die
Lebensmittelversorgung zu einer weitreichenden Verbreitung von antimikrobiell resistenten
Bakterien kommen. Die Umwelt und damit auch Gewasser nehmen bei der Verbreitung von
Resistenzen einen besonderen Stellenwert ein, so kénnen sie nicht nur als Empfanger,
sondern auch als naturliches Reservoir und Quelle fur resistente Erreger dienen. Das
Vorhandensein von resistenten Keimen in Oberflachengewassern stellt vor allem eine Gefahr
beim Schwimmen und sonstigen Aktivitadten am Wasser dar. So konnten ESBL-produzierende
E. coli aus Freizeitgewassern im Vereinigten Konigreich isoliert werden, welche man
anschliefiend auch im Darm von Surfern vorfand (NAPPIER et al., 2020). Trotz dessen, dass
Klaranlagen verschiedenste Verfahren zur Beseitigung oder Inaktivierung von
Krankheitserregern anwenden, konnten antibiotikaresistente Rickstande sowohl in Form von
antibiotikaresistenten Bakterien, als auch von Antibiotikaresistenzgenen im Abwasser
nachgewiesen werden (NAPPIER et al., 2020).

Durch die Erfindung von Antibiotika gelangten diese im Laufe der Zeit entweder durch die
humanmedizinische oder veterindrmedizinische Anwendung bzw. auch (ber
Korperpflegeprodukte und die kommerzielle Tierproduktion in die Umwelt. Der Einsatz von
Antibiotika fuhrt zu einem Selektionsdruck unter den Bakterien und es kann in weiterer Folge
zur Resistenzentwicklung Uber einen horizontalen Gentransfer oder durch Mutation kommen.
Der horizontale Gentransfer kann in den folgenden drei Formen ablaufen: als Transformation,
Konjugation oder auch Transduktion. Die Transformation beschreibt die Aufnahme von
genetischem Material aus der Umwelt. Als Konjugation bezeichnet man die direkte
Ubermittlung von genetischem Material von einer Zelle auf die andere und die Transduktion
stellt die Ubermittlung von genetischem Material durch Bakteriophagen dar. Der Austausch
von Resistenzen zwischen Bakterien wird erleichtert durch Plasmide, Prophagen und
Integrons. Resistente Keime kénnen auf mehreren Wegen in die Umwelt kommen. Zum einen
kann die Verbreitung der resistenten Erreger durch die Verschmutzung der Umwelt mit
unbehandeltem Abwasser als Ursache fungieren. Ebenso kann medizinischer Abfall, wie zum
Beispiel Ausscheidungen von mit Antibiotika behandelten Patienten, durch eine
unzureichende Aufbereitung des Abwassers in Krankenhausern in die Umwelt gelangen.
Neben diesen genannten Eintragungswegen kann jedoch auch bereits behandeltes Wasser
eine wichtige Rolle in der Verbreitung von Resistenzen darstellen. Studien konnten darlegen,
dass Wasseraufbereitungsanlagen zwar die Konzentrationen an Bakterien senken, jedoch

konnten sie dabei keinen merklichen Einfluss auf den Anteil an resistenten Keimen nehmen
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und somit konnten sie auch nicht die Verbreitung dieser in die aquatische Umwelt reduzieren.
Der Klarschlamm, welcher in solchen Klaranlagen entsteht, wird oftmals als Zusatz in der
Landwirtschaft eingesetzt und dient hierbei zur Verbesserung der Bodenbeschaffenheit,
wodurch es wiederum zu einer Verbreitung kommen kann. Ebenso spielt der Einsatz von
Antibiotika in der Landwirtschaft, der Aquakultur und der Tierhaltung eine bedeutende Rolle.
Die Bedeutung der Resistenzlage durch die Tierproduktion spiegelt sich im globalen
Verbrauch von Antibiotika wider. 73 % aller gekauften Antibiotika finden ihren Nutzen in der
Tierproduktion. Wildvégel kénnen ebenso eine Eintragungsquelle darstellen, so kénnen sie
sowohl als Vektor als auch als Reservoir fur antimikrobiell resistente Keime fir den Menschen
angesehen werden (NAPPIER et al., 2020).

Durch die Uberlebensfahigkeit der Antibiotikaresistenzgene in der Umwelt miissen sie als
Gefahr fur die humane, aber auch tierische Gesundheit angesehen werden.
SiuRwassergewasser kdnnen dabei ein wichtiges Reservoir fur antibiotikaresistente Keime
darstellen und vor allem in Seen und Flissen besteht die Mdoglichkeit, dass die
Konzentrationen besonders hoch sind. Vorwiegend findet man in ihnen Resistenzen
gegenitber Cefalotin, Penicillin, Tetrazyklin, Ampicillin und Chloramphenicol. Das
Vorhandensein bemerkenswerter Konzentrationen an resistenten Bakterien weist auf das
Vorkommen von Antibiotika in Seen und Flissen hin. Im Vergleich zu diesen
Wassersystemen, findet man in Staudammen, Teichen und Quellen eher geringere Mengen
an resistenten Erregern. Ein Nachweis der Ubertragung von Antibiotikaresistenzen in
SuRwasser gestaltet sich als schwierig, jedoch gibt es einige indirekte Hinweise darauf. Der
gleichzeitige Nachweis ahnlicher Resistenzgene in Krankheitserregern, Kommensalen und
auch in der Umwelt nach der Einfuhrung eines bestimmten Antibiotikums in der Medizin, waren
solche Zusammenhange. Ebenso bekraftigt wird diese Annahme durch den gleichzeitigen
Nachweis von mobilen genetischen Elementen von Krankheitserregern in Wasservogeln
sowie in deren Lebensraumen. Dies lasst darauf schlieRen, dass Wildtiere und besonders
Vogel an der Resistenzverbreitung in der Umwelt beitragen kdnnen. Ein weiteres Indiz fur das
Entstehen von Antibiotikaresistenzen in Gewassern sind enterale Bakterien, die aus
SlRwasser isoliert werden. Da diese in Gewéassern meist eine lange Uberlebensfahigkeit
aufweisen, kann das Auftreten eines horizontalen Gentransfers zwischen den enteralen
Erregern und der aquatischen Umwelt beginstigt sein. Uberdies fordert die grofe
Speziesvielfalt, welche in StiRwasser gefunden werden kann, die Wahrscheinlichkeit eines

horizontalen Gentransfers. So kdnnen natlrliche Gewasser, welche zur Erholung genutzt
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werden, als Ubertrager von antimikrobiell resistenten Keimen fiir den Menschen angesehen
werden (NNADOZIE u. ODUME, 2019).

In einer Studie in Beijing in China wurden drei Badeseen beprobt und auf das Vorhandensein
von antibiotikaresistenten Erregern untersucht. Bei den Ergebnissen zeigten sich hohe
Resistenzraten gegeniiber den Antibiotika Penicillin-G, gefolgt von Ampicillin, Vancomycin und
Erythromycin. Gegeniber Gentamycin, Chloramphenicol, Ceftriaxon und Tetrazyklin waren
die Resistenzraten niedriger. Bei der Mehrheit der gefundenen Bakterien handelte es sich um
gramnegative Bakterien, hauptsachlich konnten sie den Proteobakterien zugeordnet werden
(FANG et al., 2018).

Eine kanadische Forschungsarbeit beschaftigte sich mit dem Vorkommen von
Antibiotikaresistenzen in E. coli und Salmonella in Wasserproben aus dem Grand River.
Beprobt wurden hierbei ausgewahlte Wasserstellen, unter anderem auch drei Badestellen
wahrend den Sommermonaten. Dabei zeigten sich 51 der 320 gefundenen Salmonellen-
Isolate als resistent gegentber mindestens einem Antibiotikum. Bei den Serovaren handelte
es sich hauptsachlich um S. Typhimurium, S. Thompson und S. Newport. Die Salmonella
Isolate waren resistent gegentiber Streptomycin, Tetrazyklin, Sulfisoxazol und Ampicillin. Drei
der Isolate zeigten Resistenzen gegenuber Amoxicillin/Clavulansaure, Ceftriaxon sowie
Ceftiofur, wobei eines dieser Isolate aus einem der Badegewasser stammte. Bei den E. coli-
Isolaten zeigten sich die hochsten Konzentrationen stromabwarts in der Nahe von
Klaranlagen. Im Vergleich dazu waren die Konzentrationen an den Badestranden am
geringsten. Von den 93 Isolaten waren 20 resistent gegeniber mindestens einem
Antibiotikum. Die haufigsten Resistenzen zeigten sich gegenuber Tetrazyklin, Ampicillin,
Streptomycin und Sulfisoxazol (KADYKALO et al., 2020).

Ebenso konnten an vier Osterreichischen Badestellen vier verschiedene antibiotikaresistente
Erreger nachgewiesen werden. Dazu zahlte unter anderem ein Pseudomonas aeruginosa-
Isolat, welches intermediar resistent gegenuber dem Antibiotikum Aztreonam war. Zugleich
wurde ein Enterobacter mori-lsolat gefunden, welches Resistenzen gegenlber Imipenem,
Meropenem, Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansaure sowie Moxifloxacin aufwies. Des Weiteren
konnte ein Enterobacter cloacae-Isolat nachgewiesen werden, welches resistent gegenuber
Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansaure, Piperacillin/Tazobactam, Cefotaxime, Ceftazidime,

Aztreonam und Fosfomycin war. Das gefundene E. coli-Isolat zeigte keine Wirkung gegenuber
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Ampicillin, Cefuroxime-Axetil und Cefotaxime und war intermediar resistent gegenuber
Cefepime und Aztreonam (LEPUSCHITZ et al., 2019).

Innerhalb der EU ist die Uberwachung der Antibiotikaresistenzen der zoonotischen Erreger
Salmonellen, Campylobacter jejuni sowie E. coli in lebensmittelproduzierenden Tieren, sowie
in deren Fleisch verpflichtend durchzufihren. Im Jahr 2018 wiesen hohe Raten an
Salmonellen Resistenzen gegeniber den Antibiotika Sulfonamide, Tetrazyklin und Ampicillin
auf. Die Resistenzlage ist dabei sehr abhangig vom jeweiligen Serovar. So zeigten sich wenige
Resistenzen beim Serovar S. Enteritidis, jedoch sehr hohe bei den Serovaren S. Typhimurium
und S. Kentucky. Bei Campylobacter spp. ist lediglich die Uberwachung von C. jejuni
verpflichtend, eine Uberwachung der Antibiotikaresistenzen von C. coli erfolgt auf freiwilliger
Basis. Das Monitoring zeigte sehr hohe Levels an Resistenzen gegenuber Fluorchinolonen
und Tetrazyklinen. Resistenzen gegeniber Erythromycin waren in C. coli hdher als in C. jejuni.
Bei E. coli zeigten sich global gesehen in allen Tierarten hauptsachlich Resistenzen gegenuber
Ampicillin, Sulfamethoxazole, Trimethoprim und Tetrazyklinen. Resistenzen gegeniber
Ciprofloxacin und Nalidixinsdure waren sehr haufig in Masthihnern und Puten zu finden,

jedoch nur in geringen Mengen in Kalbern und Schweinen (EFSA, 2020).

Die Resistenzlage zoonotischer Erreger wie Campylobacter spp. ist von grofter
Bedeutsamkeit, denn Campylobacter zahlt, wie bereits erwahnt, zu dem wichtigsten
bakteriellen Krankheitserreger der humanen Gastroenteritis weltweit. Zu den Therapeutika der
Wahl bei einem nicht selbstlimitierenden Verlauf der Campylobacteriose, zahlen die Antibiotika
der Gruppe der Fluorchinolone oder Makrolide. Amerikanischen Studien zufolge wurden im
Jahr 2013 bei 24 % der getesteten Campylobacter-Isolate Resistenzen gegeniber diesen
genannten Antibiotika, genauer gesagt gegeniber Ciprofloxacin und Azithromycin,
nachgewiesen. Die Wirkung der Fluorchinolone zielt auf die essentiellen Enzyme der DNA-
Gyrase und der Tropoisomerase IV ab. Der hauptsachliche Resistenzmechanismus von
Campylobacter spp. gegenlber Fluorchinolonen besteht in einer Punktmutation im Bereich
der Chinolonresistenz bestimmenden Region der Gyrase A. Dabei ist eine einzelne
Punktmutation ausreichend um die Anfalligkeit von Campylobacter spp. flr diese Antibiotika
wesentlich zu vermindern. Diese rasante Entwicklung und die Eigenschaft von Campylobacter
sehr veranderlich zu sein, unterstreicht die Wichtigkeit der Resistenzuberwachung dieses
Erregers (SHEN et al., 2018).
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2.3 Einbringungswege zoonotischer Erreger in Gewasser

Die Einbringungswege pathogener Erreger in Stillgewassern, wie Seen, sind vielfaltig.
Hauptsachlich entstehen die Verunreinigungen durch Fakalerreger, welche durch inadaquat
behandeltes Abwasser aus Klaranlagen oder aber auch durch verschiedene
Wetterbedingungen, wie Niederschlage und Wind in die Umwelt gelangen kénnen. Ebenso
kann die Verunreinigung durch den Abfluss von landwirtschaftlichen Aktivitaten oder durch den
Zufluss von kontaminierten Flissen bedingt sein (siehe Abb. 1). Uberdies kdnnen Abfliisse
von Schiffen oder Hinterlassenschaften von Wild- oder Haustieren Kontaminierungswege flr
Badegewasser darstellen (O'FLAHERTY et al., 2019).
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Abbildung 1: Verunreinigung des Grundwassers durch landwirtschaftliche Aktivitédten

Mit dem Zuwachs der Bevodlkerung und dem Voranschreiten des Klimawandels stellt
aufbereitetes Abwasser eine immer wichtiger werdende nachhaltige Ressource bei der
Wasserversorgung dar. Durch die Sammlung von Abwasser und die Aufbereitung davon,
werden pathogene Erreger oder auch andere Verunreinigungen grdfltenteils beseitigt,
wodurch in weiterer Folge ein wiederverwertbares Gut entstehen kann. Jedoch besteht
durchwegs die Moglichkeit, dass Krankheitserreger die Aufbereitung des Abwassers
Uberleben und so in nachgelegene Gewasser gespult werden. Eine Studie aus dem
Vereinigten Kdnigreich beschaftigte sich mit dem potentiellen Infektionsrisiko mit Pathogenen
durch Wasseraktivitaten in Flissen, welche durch aufbereitetes Wasser verunreinigt sein
kdénnten. Flusse, aber auch aufbereitetes Abwasser wurden auf das Vorhandensein der
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Indikatorbakterien E. coli und Enterokokken, sowie von Cryptosporidien, Salmonellen und
Adenoviren an verschiedenen Probestellen untersucht. Die beprobten Flussstellen wiesen
nach europdischen Standards fir Badegewasser eine ,exzellente Wasserqualitat® auf,
lediglich an zwei der Beprobungsstellen wurde eine ,gute“ Qualitat ermittelt. Wahrend
Resultate in dieser Studie darauf hinweisen, dass das Risiko einer Infektion mit Salmonellen
oder Cryptosporidien aufgrund von generell niedrigen Konzentrationen eher vernachlassigbar
sei, zeigte sich die Wahrscheinlichkeit einer Infektion mit Adenoviren in Gewassern, welche
mit aufbereitetem Abwasser in Kontakt kamen, bei allen Aktivitaten am Wasser, jedoch
besonders beim Schwimmen, als sehr hoch (PURNELL et al., 2020).

Neben den Erregern selbst, kdnnten auch Antibiotikaresistenzgene durch die Aufbereitung und
Wiederverwendung von Abwasser in die Umwelt gelangen. Da die meisten antimikrobiellen
Wirkstoffe nach ihrer Anwendung nicht vollstdndig metabolisiert werden, ist es mdglich, dass
ihre Rickstande Uber menschliche oder tierische Ausscheidungen in das Abwasser und in
weiterer Folge in Klaranlagen gelangen. In diesen kdnnen die Antibiotika jedoch nicht
vollstandig eliminiert werden, was folgend zu einer Verbreitung von antibiotikaresistenten
Mikroorganismen in Oberflaichengewéssern oder im Grundwasser fiihrt (LENART-BORON et
al., 2020). Hierbei besteht dann die Gefahr der Ubertragung von Resistenzgenen der
Umweltbakterien auf humane Krankheitserreger in den Klaranlagen oder spater in der
aquatischen Umwelt (LENART-BORON et al., 2020).

Eine Forschungsarbeit aus Polen befasste sich mit dem Vorhandensein von Pathogenen und
Antibiotika an verschiedenen Stellen des Biatka Flusses, welcher ein beliebtes Tourismusziel
darstellt. Es wurden jeweils drei Stellen beprobt, zu diesen zahlte der Tatra-Nationalpark, eine
Abwasserableitungsstelle der ortlichen Klaranlage, sowie eine Stelle etwa 3 km flussabwarts
von der Klaranlage entfernt. Bei der Auszahlung der Indikatorbakterien zeigte sich im Tatra-
Nationalpark eine sehr gute Wasserqualitdt. Diese entsprach den Anforderungen flr
Oberflachengewasser. Die Probenstelle an der Abwasserableitung wies hingegen eine
signifikante Kontamination mit E. coli auf und zeigte dadurch eine schlechte Wasserqualitat.
Als Maximalwert an dieser Stelle konnten 2 Millionen koloniebildende Einheiten an E. coli pro
100 ml festgestellt werden. Diese hohe Dichte an E. coli spiegelte sich auch an der Stelle
flussabwarts wider. Hier variierte die Wasserqualitat im Laufe der Zeit zwischen gut,
befriedigend und unbefriedigend. Als Ursache fur die Verbreitung von Fakalerregern aus der
Klaranlage, vermutete man die steigende Population an Touristen und in weiterer Folge eine
Uberlastung der Anlage (LENART-BORON et al., 2020).
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Ebenfalls bedeutsam fir die Einbringung von Bakterien und deren Antibiotikaresistenzen in
Gewassern stellt die Landwirtschaft dar. Gro3e Mengen an Antibiotika werden taglich in der
Viehwirtschaft eingesetzt, vor allem in der Intensivtierhaltung (THANNER et al., 2016). Die
Ausscheidungen der Produktionstiere werden oftmals als Glille fur die landwirtschaftliche
Nutzung herangezogen. Diese stellt einen Hotspot fiir antibiotikaresistente Bakterien dar
(THANNER et al., 2016). So agieren Nutztiere nicht nur als Vehikel der Antibiotikaresistenzen,
sondern auch als Endpunkte in der Weitergabe und Verbreitung von antibiotikaresistenten
Bakterien und deren Resistenzgenen (THANNER et al., 2016). Landwirtschaftlicher Boden
stellt hierbei ein natlrliches Reservoir flr antibiotikaresistente Bakterien dar, welche durch die
Einbringung von antimikrobiellen Substanzen oder aber Metallen, Desinfektionsmittel oder
Bioziden unter einem Selektionsdruck stehen kénnen. Dadurch kann es in weiterer Folge zu

einem horizontalen Gentransfer kommen (THANNER et al., 2016).

Mit der Frage welchen Einfluss die Anwendung von Gille in der Landwirtschaft hat,
beschéftigte sich eine zweiteilige Studie um den Black Hawk Lake in lowa. Ergebnisse der
ersten Studie, welche die Unterschiede zwischen gedingten und nicht gedingten
Ackerflachen verglich, konnten zeigen, dass die fakalen Indikatorbakterien E. coli und
Enterokokken in den Proben der Wasserauslasse der gediingten Acker deutlich héher waren,
als in den Proben der ungediingten Flachen. Das Abflusswasser der nicht gediingten Acker
wies ebenso signifikant weniger Antibiotikaresistenz-Indikatoren auf, als die gediingten
(NEHER et al., 2020b). Der zweite Teil der Studie beschaftigte sich mit den Auswirkungen der
Saisonalitat auf das Vorhandensein von Indikatorbakterien und deren Resistenzen. Gulle wird
hauptsachlich im Frahling und im Herbst nach der Ernte auf die Felder aufgebracht. Die
Konzentrationen an E. coli und Enterokokken waren in der Wachstumsphase und nach der
Ernte deutlich hoher als vor der Bepflanzung. Die Autoren vermuten, dass ein hoheres
Bakterienaufkommen in den Sommermonaten, vermutlich durch eine hohere Wildtieraktivitat
auf den Ackerflachen und der flr das Bakterienwachstum optimalen Temperaturverhaltnissen
bedingtist (NEHER et al., 2020a). Die untersuchten Antibiotikaresistenz-Gene waren vor allem
in der Phase vor der Bepflanzung und nach der Ernte erhdht, was sich auf die
Gulleausbringung zu diesen Jahreszeiten zurtickfihren Iasst. Durch das erhdhte Aufkommen
an antibiotikaresistenten Bakterien wahrend der Sommermonate besteht die Gefahr der
Verschleppung dieser in Freizeitgewasser, welche vor allem im Sommer von Menschen
zahlreich genutzt werden (NEHER et al., 2020a).
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Daruber hinaus spielen Umwelteinflusse eine bedeutende Rolle bei der Eintragung von
Erregern in Gewasser. Bei besonders starkem Regen und Stirmen kann es zu einem
verstarkten EinflieRen von tierischen oder menschlichen Fakalien in Oberflachengewasser
kommen (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003). Durch eine Uberlastung der Klaranlagen kann
es bei starkem Regen zu undichten Stellen im Filter des Abwassertransportes oder zum
Uberlaufen der Anlage kommen und dies kann zur Verbreitung von humanpathogenen
Erregern fiihren (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003). Regenfall bzw. die Niederschlagsmenge
wird in mm angegeben. Bei Niederschlagen, ab einer Hohe von 25 mm kann die
Wasserqualitdit an Badestranden leiden (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003). Bei
Niederschlagen von unter 2,5 mm wurde in dieser Studie kein Einfluss auf den Gehalt von
Indikatorbakterien in Badegewassern festgestellt (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003). Die
hochste bakterielle Konzentration war nach grollen Niederschlagsmengen am
darauffolgenden Tag nachweisbar. Bei kleineren Stiirmen vernahm man die grofte Dichte an
Erregern am zweiten Tag nach dem Regenfall, vermutlich bedingt durch die niedrigere
FlieRgeschwindigkeit bei geringerer Wassermenge (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003). Die
Wasserqualitat stellte sich innerhalb von finf Tagen wieder ein. Dies lasst darauf schlief3en,
dass Schwimmen in naturlichen Gewassern, vor allem fur Personen mit geschwachtem
Immunsystem in den Tagen nach starken Regenfallen, wegen einer erhohten Infektionsgefahr
vermieden werden sollte (ACKERMAN u. WEISBERG, 2003).

Die Art und Weise der Landschaftsnutzung im Nahbereich von Gewassern kann ebenfalls
bedeutenden Einfluss auf die jeweilige Wasserqualitat einnehmen. Bei einer Forschung in
Florida wurden angelegte Seen in drei verschiedenen Kategorien der Landschaftsnutzung in
Hinblick auf ihre Wasserqualitat verglichen. Hierbei handelte es sich zum einen um unbenutzte
Flachen, deren Seen hauptsachlich zur menschlichen Erholung (z.B. zum Fischen) dienten
und das naturliche Habitat von Wildtieren darstellten. Die nachste Kategorie beinhaltete Seen
in der Nahe von Landschaftsflachen, welche als Rinderweiden genutzt wurden. Bei der dritten
Kategorie handelte es sich um Seen in stadtischer Umgebung. Bei der Untersuchung von
fakalen Indikatorbakterien konnten im Wasser keine merklichen Unterschiede zwischen den
differenten Landschaftsnutzungen festgestellt werden. Gegenséatzlich verhielt es sich bei den
Sedimentproben. Aufierdem war die bakterielle Konzentration im Sediment bedeutend gréler,
als im Wasser selbst. Die Sedimente wiesen vor allem in stadtischer Nahe hohere
Keimbelastungen auf (STALEY et al., 2013). Die vorliegenden Ergebnisse lassen wiederum

darauf schlieflen, dass das Sediment ein langerfristiges Reservoir fir Erreger darstellt, als das
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Wasser selbst (STALEY et al., 2013). Als Marker zur Bestimmung der Herkunft der fakalen
Verschmutzung wurden in dieser Studie Bakterien der Ordnung der Bacteroidales
herangezogen, welche man im Darmtrakt nahezu aller warmblitigen S&ugetiere findet.
Wahrend man keine humanspezifischen Bacteroidales in dieser Studie finden konnte, zeigten
vor allem Seen mit Nahe zu Rinderweiden eine hohe Anzahl an rinderspezifischen
Bacteroidales an. Die hochsten Uberschreitungen fanden sich an jenen Stellen, an welchen
Rinder direkten Seezugang hatten. Fakale Coliforme und Enterokokken waren in den Arealen
niedriger, fur welche die Rinder den geringsten Seezugang hatten (STALEY et al., 2013). Die
Autoren folgerten daraus, dass vor allem durch Rinderhaltung beeintrachtigte Seen eine
Gefahr fur die menschliche Gesundheit darstellen kénnen (STALEY et al., 2013).

Kuhweiden sind durch die Nutzung oftmals sparlich bewachsen. Rinderausscheidungen
werden somit leichter in  umliegende Gewasser gespllt, vor allem bei
Niederschlagsereignissen wie Regen. Die Beweidung von Rindern in der Nahe von Flussen
fuhrt zu einem Anstieg an fakalen Coliformen im Wasser (LINE, 2003). Das Forschungsziel
einer Studie aus North Carolina war die Feststellung der Veranderung der Wasserqualitat der
Long Creek Wasserscheide durch die Verhinderung des direkten Wasserzuganges von
Rindern. Dazu wurden entlang der Wasserscheide Zaune aufgestellt und eine alternative
Wasserversorgung eingerichtet. Es zeigte sich hierbei ein deutlicher Abfall der
Konzentrationen an Enterokokken und fakalen Coliformen in den Wasserproben (LINE, 2003).
Neben fakalen Indikatorbakterien konnte man auch vermehrt Campylobacter spp. in
Freizeitgewassern in der Nahe von Rinderstallungen auffinden. Bei einer Beprobung von Seen
in Quebec war hauptsachlich C. jejuni im Badewasser nachzuweisen. Die Wahrscheinlichkeit
C. jejuni aus Badegewassern zu isolieren, war im Spatsommer am folgenden Tag nach einem
Regenfall und in Gewassern, welche im 5 km Umkreis von Rinderstallungen lagen, besonders
hoch (GUY et al., 2018).

Neben Rindern spielen jedoch auch Végel eine bedeutende Rolle bei der Verbreitung von
Campylobacter spp. in menschlicher Umgebung. Viele Vdgel kdnnen mit Campylobacter spp.
infiziert sein und geben diese kontinuierlich mit ihnrem Kot in ihre Umwelt ab (WHELAN et al.,
1988). Bei einer Untersuchung von 942 Silberméwen in Schottland schieden 64 %
Campylobacter spp. aus. Bei 55 % davon handelte es sich um C. /aridis, die restlichen 45 %
stellten C. jejuni und C. coli dar. Eine hohe Anzahl an mit Campylobacter spp. infizierten
Mowen fand man in der Nahe von Mullhalden in Gebieten mit einer hohen Bevdlkerungsdichte.

Dies kann durch die Aufnahme von kontaminiertem Mdull der Vdégel oder durch die
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Verschmutzung der Rastplatze der Méwen durch Abwasser erklart werden. Eine Korrelation
der isolierten Campylobacter-Sequenzen aus Mowen, mit jenen in Menschen gefundenen,
zeigte sich nicht. Die Autoren spekulieren, dass dies vor allem durch die unterschiedliche
Uberlebensdauer in der Umwelt und im Verdauungstrakt der Vogel bedingt sei (WHELAN et
al., 1988). Es besteht daher die Annahme, dass Végel eher keine Gefahr fir die direkte
Ubertragung von Campylobacter auf den Menschen darstellen. Es besteht jedoch die
Méglichkeit, dass sie aufgrund ihres Aufhaltens in der Nahe von Abwassern und dem Fressen
von Abfallen als Indikatoren fur das Ausmalf der Kontamination der Umwelt durch menschliche
Abfallprodukte angesehen werden kénnen (WHELAN et al., 1988).

Trotz schlechter Uberlebensfahigkeit von Campylobacter spp. auRerhalb seines Wirtes,
konnten sich spezielle Stamme entwickeln, die sich an die Bedingungen in verschiedensten
Umweltnischen angepasst haben (MULDER et al., 2020). So gelingt es diesen Bakterien auch
ohne Wirt in lebensfahigem, jedoch nicht kultivierbarem Zustand zu Gberleben (MULDER et
al., 2020). Dadurch stellt die aquatische Umwelt vielmehr ein Vehikel der Ubertragung von
Campylobacter zwischen Tieren, von Tieren auf Menschen, sowie umgekehrt dar. Studien
zufolge konnte nachgewiesen werden, dass vor allem C. coli aus Oberflachengewassern
isoliert werden kann (MULDER et al., 2020). Die héchsten Konzentrationen finden sich in
landwirtschaftlich beeinflusstem Wasser, die niedrigsten hingegen in Badegewassern. Des
Weiteren zeigten sich saisonale Unterschiede. So waren die Konzentrationen in den
Wintermonaten deutlich hoher, als in den Sommermonaten, was sich vermutlich auf die
starkere UV-Strahlung und damit die Inaktivierung der Bakterien in diesen Monaten
zurUckfuhren lasst (MULDER et al., 2020). Die grofite Bedeutung in der Verbreitung von
Campylobacter in Oberflachengewassern wird den Wildvogeln zugesprochen, gefolgt von
Mastgefligel und Wiederkauern (MULDER et al., 2020).

Bei dem Vergleich von gesundheitlichen Auswirkungen einer Wasserverschmutzung durch
Fakalien verschiedener Herkunft wurde festgestellt, dass sich das Erkrankungsrisiko fur den
Menschen, sowohl beim Schwimmen in mit menschlichem Abwasser, als auch mit frischem
Rinderkot verschmutztem Gewasser, nicht wesentlich unterscheidet. Das Risiko, an einer
Erkrankung des Gastrointestinaltraktes nach dem Schwimmen in Gewassern, die durch den
Kot von Méwen, Hihnern oder Schweinen kontaminiert sind, ist jedoch niedriger anzusehen,
als in Gewassern, die mit menschlichen Fakalien verschmutzt sind (SOLLER et al., 2010).
Diese Ergebnisse lassen wiederum darauf schlie®en, dass vor allem Wiederkauer eine sehr

bedeutende Rolle in der Verbreitung von zoonotischen Erregern in die aquatische Umwelt
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spielen. Besonders auch, da ihre Ausscheidungen gelegentlich humanpathogene Erreger, wie
beispielsweise E. coli O157:H7 oder andere Shigatoxin-bildende E. coli beinhalten kdnnen
(SOLLER et al., 2010). Diese Erreger sind von grof3er Bedeutung in der Humanmedizin, da
sie nicht nur Symptome im Magen-Darm-Trakt auslosen konnen, sondern auch

schwerwiegendere Erkrankungen (SOLLER et al., 2010).
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2.4 Bakteriophagen

Unter Bakteriophagen, welche abgekirzt als Phagen bezeichnet werden, versteht man Viren,
die Bakterien befallen und infizieren. Die Entdeckung der Bakteriophagen lasst sich auf die
Forschungsarbeiten von Twort und d’Herelle zurtickfiihren (ABEDON, 2012). Bereits 1917
beschrieb d’Herelle seine neuartigen Entdeckungen und bezeichnete sie damals noch als
unsichtbare antagonistische Mikroben. Er schaffte es, aus dem Kot und Urin von Patienten,
welche gerade von der bazillaren Dysenterie genesen waren, unsichtbare Mikroben zu
isolieren. Diese Mikroben wiesen antagonistische Effekte gegentber dem Bakterium Shiga-
Bazillus auf. Seine Versuche lieferten sichtbare Beweise flr das Vorhandensein der mit freiem
Auge oder unter dem Lichtmikroskop unsichtbaren Phagen. In seinen Versuchen flgte er
zunachst eine Verdunnung einer zuvor lysierten Kultur zu einer Shiga-Kultur hinzu. Diese
Kultur wurde auf einen Agar aufgebracht und inkubiert. Nach der Inkubation zeigte sich eine
Schicht an Bazillen auf dem Agar, auf welcher man regelmafRige Kreise mit einem
Durchmesser von etwa einem mm erkennen konnte, an denen die Kultur nicht mehr sichtbar
war (D'HERELLE, 2007).

Bakteriophagen konnen sich in ihrer Form und GroRRe sehr unterschiedlich darstellen, jedoch
beinhalten sie alle Nukleinsaure und Proteine. Die Nukleinsaure wird dabei umgeben vom Kopf
der Phagen, welcher auch als Kapsid bezeichnet wird und sich ebenfalls unterschiedlich grof3
darstellen kann. Er dient als Schutz der Nukleinsdure und setzt sich aus einem oder mehreren
verschiedenen Proteinen zusammen. Die Nukleinsdure kann dabei sowohl als RNA oder auch
DNA auftreten, jedoch nicht als beides gleichzeitig. Einige der Phagen besitzen Schwanze,
welche an ihrem Kopf angebracht sind, diese dienen der Passage der Nukleinsaure bei der
Infektion von Bakterien. Einige komplexere Phagen besitzen zusatzliche Hilfsmittel, wie eine
kontraktile Hille um den Schwanz oder eine Grundplatte am Ende des Schwanzes, welche
zur Bindung der Bakteriophagen an die Bakterien dient. Die Infektion der Wirtszelle 1auft
jeweils in vier Schritten ab. Zunachst erfolgt die Adsorption der Phagen an die Bakterien. Dabei
haften die Schwanzfasern an spezifischen Rezeptoren auf der Bakterienzelle. Die
Wirtsspezifitat der Bakteriophagen wird von der Art der jeweiligen Schwanzfasern bestimmt.
Der nachste Schritt ist die irreversible Anhaftung der Phagen an die Bakterien mit Hilfe der
Grundplatte oder anderen Mechanismen. AnschlieRend erfolgt die Hillenkontraktion und der
Phagenschwanz wird durch die Bakterienhulle gestoRen. Den letzten Schritt stellt die Injektion
der Nukleinsaure in die Bakterienzelle dar (MAHARAJAN, 2013).
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Wahrend man von Bakterien weil}, dass sie in nahezu allen Nischen der Umwelt prasent sind,
ist die Verteilung von Bakteriophagen noch nicht vollstandig erforscht. Man nimmt jedoch an,
dass sie ahnlich weit verbreitet sind, wie Bakterien. Zu finden sind sie in einer Vielzahl an
Umgebungen, beispielsweise im Meer oder Stf3wasser, in Béden, in der Wiste, aber auch in
Polarregionen. Ebenso werden sie durch Aerosole, Tiervektoren oder Wasserstrémungen in
der Umwelt verteilt. Phagen sind flr ihre Reproduktion vollstandig abhangig von ihren
bakteriellen Wirten, deshalb nimmt man an, sie auch in der Nahe ihrer spezifischen Bakterien
zu finden. Es gibt jedoch Hinweise dazu, dass Phagen weiter verbreitet sind, als ihre Wirte.
Phagen, die in der Lage sind, mehrere bakterielle Genotypen oder Spezies infizieren zu
kénnen, haben einen Uberlebensvorteil. Daher wird davon ausgegangen, dass Phagen
mehrere verschiedene anfallige Wirte besitzen kénnen. Ein Indiz, das unterstitzt wird durch
die Tatsache, dass Bakterien oft mit verschiedenen Typen an Phagen infiziert werden kénnen
(DIAZ-MUNOZ u. KOSKELLA, 2014).

Die Entwicklung von Resistenzen gegenuber Antibiotika stellt ein nattrliches Phanomen dar.
Zusatzlich hat der vielseitige Einsatz von antibiotischen Arzneimittel an der Entwicklung der
heutigen Resistenzlage beigetragen. Es gibt viele natlrliche Wege wie aus anfélligen
Bakterien resistente werden konnen, z.B. dem horizontalen Gentransfer. Dieser kann durch
verschiedene Prozessen, wie der Konjugation, Transformation oder Transduktion,
zustandekommen. Die Transduktion stellt den genetischen Austausch durch Bakteriophagen
dar. Die Phagen dienen hierbei als Vektoren fir den genetischen Austausch Uber eine
generalisierte oder spezialisierte Transduktion, wobei ein genetisches Merkmal durch
Phagenpartikel von einer Spenderbakterienzelle auf eine Empfangerbakterienzelle Gbertragen
wird. Somit spielen Phagen in der Evolution der Bakterien und der Antibiotikaresistenzen eine
bedeutende Rolle und sind dazu befahigt genetisches Material zwischen Bakterien
auszutauschen. Die genauen Ablaufe und Konditionen der Transduktion in der Umwelt sind
noch nicht vollstandig erforscht (BALCAZAR, 2014).

Der Einsatz von Bakteriophagen zur Therapie gegen bakterielle Infektionen gewinnt durch die
steigende Antibiotikaresistenzlage weltweit immer mehr an Bedeutung. Die Idee dahinter
begann bereits im Jahr 1919 in Paris, als es d’Herelle gelang, vier an der bakteriellen
Dysenterie erkrankte Kinder mit Hilfe von Bakteriophagen zu heilen (LIN et al., 2017).
Grundsatzlich unterscheidet man bei Bakteriophagen zwischen lytischen oder auch virulenten
und lysogenen oder auch temperenten Phagen. Lytische Phagen binden an Rezeptoren an

der Bakterienoberflache und injizieren genomische Information in das Innere der Bakterien. Im
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Zytosol des Bakteriums erfolgt anschlieRend die virale Replikation. Ist diese abgeschlossen
entweichen die neuen Phagenpartikel aus dem Zytoplasma durch die Lyse des Bakteriums.
Dieser Prozess wird wiederum von den neu gebildeten Phagenpartikeln wiederholt. Dies weist
einen Vorteil in der Behandlung gegen bakterielle Infektionen gegenlber Antibiotika auf,
welche keine selbstverstarkenden Eigenschaften aufweisen. Lysogene Phagen hingegen
integrieren sich in das Wirtsgenom und werden wahrend der Zweiteilung des Bakteriums an
die Tochterzelle vererbt. Zu einem spateren Zeitpunkt kann sich der lysogene Phage aus dem
bakteriellen Genom herausschneiden und tritt in einen lytischen Infektionszyklus ein. Lytische
Phagen ahneln in ihrer Wirkung eher antibiotischen Medikamenten, somit stellen sie die
wichtigere Proportion der Phagen, die als Therapeutikum verwendet werden kdnnen, dar
(KORTRIGHT et al., 2019).

Den Nachweis des Erfolgs des Einsatzes von Bakteriophagen gegen bakterielle Infektionen
wurde und wird vor allem in zahlreichen Tierversuchen dargestellt. Die besten Resultate einer
Phagentherapie konnten bei der gleichzeitigen Applikation der Phagen parallel zur Infektion
mit Bakterien beobachtet werden. Ein solches Szenario lasst sich in der Klinik jedoch
realistisch nicht umsetzen. Mehrere Studien an Mausen oder anderen Tierarten, wie Insekten,
stellten die Wirksamkeit der Phagentherapie dar. Es zeigte sich, dass diese vor allem abhangig
vom Applikationszeitpunkt, dem Applikationsort und der verabreichten Dosis ist. Bei den
weniger vorhandenen klinischen Studien Uber die Wirksamkeit von Phagen im Einsatz bei
bakteriellen Infektionen beim Menschen, findet man widersprichliche und sehr differente
Ergebnisse (KORTRIGHT et al.,, 2019). Die Effizienz einer Phagentherapie ist nur dann
gegeben, wenn genugend Phagen zu den Bakterien gelangen und diese téten kdnnen. In der
Humanmedizin wurden hauptsachlich die Routen der topischen, intravendsen und oralen
Applikation erforscht. Die topische Anwendung von Phagen zeigte vor allem bei Ulzera an den
FiRen von Diabetikern positive Wirkungen. Ebenso konnte die Inhalation von
Phagenlésungen bei Lungeninfektionen sowohl im Tiermodell, als auch bei der Anwendung
am Menschen heilende Effekte aufzeigen. Die intravendse Applikation von Bakteriophagen
spielt vor allem bei einer Bakteridmie oder anderen weitlaufigen Infektionen eine Rolle. Die
Gefahr dieser Applikationsart stellt jedoch die Freisetzung gro3er Mengen an Endotoxinen,
durch die Lyse von Bakterien, direkt in die Blutbahn dar. Dieser Prozess bedingt in weiterer
Folge die Opportunitat einer starken Immunreaktion und einer Anaphylaxe des Patienten.
Diese Art der Anwendung erdffnet einen weiteren Kritikpunkt, nadmlich die Entfernung der

Phagen aus dem Blut. Studien konnten nachweisen, dass Phagen nicht nur im Blut verdinnt
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werden, sondern auch durch Antikérper gegen sie neutralisiert werden kénnen, wodurch ihre
Wirkung schwindet. Die orale Applikationsart hat zur Folge, dass sie mit einer Passage durch
den Gastrointestinaltrakt verbunden ist. Somit stellt sich die Frage, ob Phagen diese Passage,
durch das vorherrschende saure Milieu, Uberleben kénnen. Ebenso kénnen hier wiederum
Endotoxine im Darmtrakt aufgenommen werden und in weiterer Folge wieder in die Blutbahn
gelangen (BRIX et al., 2020). Anders als einige Antibiotika sind Phagen als Therapie flr
intrazellulare Erreger ungeeignet, da sie keinen zuverlassigen Mechanismus flir den Eintritt in
eukariotische Zellen aufweisen. Realistisch gesehen, werden Bakteriophagen somit
Antibiotika niemals vollstandig ersetzen kénnen. Es werden jedoch zahlreiche Vorteile in der
gemeinsamen Nutzung von Bakteriophagen zusammen mit Antibiotika vermutet. Eine
Methode der Erweiterung der Spannbreite der Wirte der Phagen stellt das Zusammenstellen
eines so genannten Phagencocktails dar, welcher eine Kombination aus mehreren Phagen
beinhaltet (KORTRIGHT et al., 2019).

Phagen werden auch in der Tierhaltung eingesetzt. Infektionen mit Campylobacter zahlen zu
den haufigsten durch Lebensmittel hervorgerufenen Magen-Darm-Erkrankungen beim
Menschen weltweit. Hauptrisikofaktor flr eine Infektion mit Campylobacter stellt dabei die
Aufnahme von kontaminiertem Gefllgelfleisch dar. Campylobacter spp., besonders C. jejuni
und in geringeren Anteilen auch C. coli finden sich im Darmtrakt von Masthihnern. Wahrend
der Schlachtung oder der Verarbeitung kann es zu einer Kontamination der Schlachtkérper
kommen. Durch den Einsatz von Bakteriophagen, sowohl in lebenden Herden, als auch an
verarbeiteten Produkten, wurde eine Reduktion der Campylobacter-Zahlen auf dem
gewonnenen Geflugelfleisch aufgezeigt. Hierbei ist vor allem die Auswahl der optimalen
Phagen aus einem Pool, die auf die jeweilige Campylobacter-Spezies spezialisiert ist, der
Schlussel zu einer erfolgreichen Entwicklung. Studien wiesen nach, dass meist zwei bis vier
Phagen in einem Cocktail die besten Ergebnisse erzielten (CHINIVASAGAM et al., 2020).

Eine bedeutende Rolle wird den Bakteriophagen auch in Hygienekontrollen in der
Lebensmittelindustrie zugeschrieben. Krankheitserreger, wie E. coli, Salmonellen,
Campylobacter oder Listeria monocytogenes kénnen durch kontaminierte Lebensmittel auf
den Menschen uUbertragen werden und verursachen dadurch weltweit sehr hohe Kosten,
sowohl in der Lebensmittelindustrie als auch in der Gesundheitsversorgung. Als Nachweis
dieser Erreger in Lebensmitteln stellen immer noch kulturbasierte Verfahren den Goldstandard
dar. Diese Verfahren erwiesen sich am sensitivsten und haben des Weiteren den Vorteil, dass

die Kolonien zusatzlichen Tests unterzogen werden konnen und nach ihrem Ursprung
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geforscht werden kann. Nachteilig wirkt sich sowohl die Zeit-, als auch die Arbeitsintensitat
aus. Hierbei haben Bakteriophagen, die ebenfalls als Nachweis dieser Erreger dienen kdnnen,
den wesentlichen Vorteil, dass der komplette Infektionszyklus lediglich zwischen einer und
zwei Stunden andauert. Ebenso konnen aufgrund der viralen Replikation in der Wirtszelle
langwierige Voranreicherungsprozesse verklrzt werden oder sogar entfallen (SCHMELCHER
u. LOESSNER, 2014).

Neben den bereits genannten Gebieten werden Bakteriophagen auch als Indikatoren zur
Bestimmung der Wasserqualitdt herangezogen. Von besonderer Bedeutung sind hier die
Coliphagen, darunter versteht man Phagen, welche coliforme Bakterien infizieren. Man nimmt
an, dass sie aufgrund ihrer Widerstandsfahigkeit gegeniber Umwelteinflissen und dem
Uberleben in der aquatischen Umwelt den menschlichen Viren mehr &hneln, als die
standardgemal genutzten fakalen Indikatorbakterien. Grundsatzlich unterscheidet man bei
den Coliphagen zwischen den somatischen Coliphagen und den F-RNA-Phagen. Vorteile in
der Nutzung von Coliphagen zur Bestimmung von fakaler Wasserverschmutzung sind die
einfache, schnelle und kostengiinstige Anwendung. Der Nachweis erfolgt dabei durch
sogenannte Phagen-Plaque-Assays. Somatische Coliphagen Ubertreffen die Anzahl an F-
RNA-Phagen und der menschlichen Viren in Abwasser und Rohwasser und werden dadurch
zur Beurteilung des Verhaltens madglicherweise enthaltener enteralen Viren in aquatischen
Umgebungen, wie Salz- oder SuRwasser, Trinkwasser und Abwasser, herangezogen. Die
Studien zum Einsatz von Phagen als Indikator differieren. Auf der einen Seite, seien
somatische Coliphagen in Abwasser und anderen durch Fakalien kontaminierten Gewassern
gleichzusetzen mit der Anzahl an enteralen Viren. Auf der anderen werden sie als ungeeignete
Parameter angesehen, da autochtone Coliphagen auch in unkontaminierten Gewassern
vorkommen kdnnen. F-RNA-Phagen kdnnen unterteilt werden in vier Serogruppen, wobei die
Serogruppen 2 und 3 hauptsachlich in menschlichem Abwasser und die Serogruppen 1 und 4
hauptséachlich in tierischen Abfallen gefunden werden kénnen. Nach ihrer Detektion besteht
die Moglichkeit der Charakterisierung des menschlichen oder tierischen Ursprunges (LIN u.
GANESH, 2013).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

e 500 ml Seewasser pro Entnahmestelle inklusive 0,5-3 g Sediment

3.1.2 Gerate und sonstige Materialien

e 500 ml sterile Weithalsflaschen (Aqua-Laborservice)
e Kihlakkus

e Kuhltasche, Kuhlbox

e Autoklaven

¢ Automatische Pipettierhilfe (Greiner Bio-One)

e Bunsenbrenner

e Deckelketten (Greiner Bio-One; 373270)

e Drigalskispatel

e Erlenmeyerkolben 250 mi

e Gefriertruhe

o Gelelektrophoresekammer: MultiSUB Maxi (Cleaver; MSMAXI20)
e Glasflaschen

o Glaspipetten

e Glasréhrchen

e Heatblock (Henry Troemner; 460-3201)

e Inkubatoren

e Kuhlschrank



32

Sterile Einmal — Pipetten (Greiner BioOne)

o 100-1000pl (686290)

o 10-100ul (772288)

o 0,5-10ul (765288)
Magnetrihrer (IKA KMO 2 electronic; Janke & Kunkel)
Metallbehalter
Mikroskop
Mikrowelle (Clatronic; MW 749)
Osen
PCR-Streifen (Greiner BioOne; 673210)
pH-Messgerat FE20 FiveEasy (Mettler Toledo; 51302916)
Pipetten:

o Eppendorf Research Plus Pipette 10ul (Eppendorf; 3120 000.020)
o Eppendorf Research Plus Pipette 100ul (Eppendorf; 3120 000.046)
o Eppendorf Research Plus Pipette 1000ul (Eppendorf; 3120 000.062)

Pipettenspitzen (Greiner Bio-One)

o 100-1000 pl (686290)

o 10-200 pl (685290)

o 0,5-10 pl (765290)
Pipettierhelfer fir Glas- und Kunststoffpipetten von 1 bis 100 ml Powerpette Plus
(VWR; 613-4442P)

Reaktionsgefall (Greiner Bio-One)
o 1,5ml (616201)
o 2ml (623201)

Spritzen (Braun)

o 2ml (4606027V)
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Spritzenvorsatzfilter 0,2um (VWR International; 514-0073)

sterile Petrischale (LabXperts; STM 101VR20)

Sterile Wattestabchen (Heinz Herenz; 1030419)

Thermoschittler (Eppendorf; New Brunswick™ Innova 40/40R Incubator Shaker 40)
Thermocycler (Eppendorf; nexus GX2)

UV Transilluminator (MWG BIOTECH; TFX-20M)

Vortexer (IKA MS2 Minishaker)

Zentrifugenréhrchen 50ml (Greiner Bio-One; 210261)

Zentrifuge (Eppendorf; 5417C)

Zentrifuge (Sigma; 3K30)

3.1.3 Bakterien

E.coliDSM12242
Salmonella enterica Serovar Typhimurium ATCC 14028s

Campylobacter jejuni 81-176

3.1.4 Chemikalien und Primer

AccuStart Il Gel Track PCR Super Mix (2X) (Quanta Bio-Science; 95136-500)
Agarose (VWR International; 732-2789) peqGOLD Universal Agarose

Antibiotika-Testblattchen (Oxoid; CT0004B, CT0013B, CT0025B, CT0031B, CT0048B,
CTO0059B, CT0054B, CT0076B)

Calciumchlorid (Sigma-Aldrich; C3881)
DNA/RNA-Farbstoff pegGREEN (VWR International; 732-2960)
DNA-Leiter, 1 kb (peqGOLD; 25-2030)

EDTA (Merck; 1.08418.0250)
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Essigsaure (Carl Roth; 3738.5)

Loading buffer (6x) (peqGOLD; 25-2021)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Merck; 5833.0250)
Magnesiumsulfat (VWR; 1.058.861.000)

Natriumchlorid (Merck; 1.06404.0500)

Nuclease-Free Water (Carl Roth; T143.4)
Polyethylenglycol (VWR; J19972.A1)

Primer (Microsynth) (MAYRHOFER et al., 2004)

o stxl forward 5-GTG GTT GCG AAG GAATTT ACC-3'
o stxl reverse 5-ACT GAT CCC TGC AAC ACG CTG-3'
o stxll forward 5'-ATC CTATTC CCG GGA GTT TAC G-3

o stxll reverse 5'-GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C-3°

SM Buffer (Prophagen-Induktionspuffer)

o 100mM NaCl,
o 10mM MgSOs4
o 50mM TrisHCI (pH 7,5)

PerfeCTa® SYBR® Green SuperMixes und FastMixes™ (VWR; 733-1381)
TAE-Puffer (pH: 8,5)

o 2MTris
o 1M Essigsaure
o 0,05M EDTA

o Bi-destilliertes Wasser
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e Testreagenzien zum Screening:

o Anti-Salmonella (A-67 + Vi), omnivalent (Sifin; TR 1105)
o Anti-Salmonella Groupe B (Sifin; TR 1201)

3.1.5 Nahrmedien
Bakteriologischer Agar (Thermo Scientific™ Oxoid™; 10351303)

e Bolton Bouillon (Oxoid; CM0983B)
e Bi-destilliertes Wasser
e CampyGen (Oxoid; CNO025A)
o Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base (Oxoid; CM0739)
e CCDA-Agar (Oxoid; CM0739)
e CCDA Selective Supplement (Oxoid; SR0155)
e Coli-ID-Agar (bioMerieux; 42017)
o Gepuffertes Peptonwasser (Oxoid; CM0509B)
o GKZ-Agar (Merck; 1.05463.0500)
e LB-Agar (Thermo Scientific™ Oxoid™; Agar Bacteriological; 10351303)
e LB Broth (Thermo Scientific Oxoid; Luria Bertani Broth (Miller)-Oxoid; CM0996B)
e MSRV-Agar (Oxoid; CM0910)
¢ Mueller Hinton Broth (Oxoid; CM0405)
e NZCYM-Agar (VWR Life Science; J865-500G)
e NZCYM Broth (VWR; J865-500G)
e PI-Buffer (Prophage Induction Buffer):
o 10mM CaCl:

o 10mM MgCl,
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o 2mM H;0;

o Mueller Hinton Broth (Oxoid; CM0405) 21g in 1 Liter Bidestillierten Wasser
o Plate Count Agar (Merck; 1054630500)
e ssLB-Agar (Semi-solid LB Agar 0.8% Agar)

o XLD-Agar (Oxoid; CM0469)
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3.2 Methoden

3.2.1 Probennahme

Die Probenziehung fand im August 2020 statt. Es wurden jeweils funf Seen in der Steiermark
(Altausseer See, Grundisee, Oedensee, Teichalmsee und Toplitzsee) sowie finf Seen in
Karnten (Faaker See, Millstatter See, Ossiacher See, Weissensee und Worthersee) beprobt.
An jedem See wurden funf bzw. vier (Weissensee) unterschiedliche Entnahmestellen fir die
Wasseruntersuchung ausgewahlt. Insgesamt wurden an 49 verschieden Stellen jeweils 500
ml Seewasser zuzlglich 0,5-3 g Sediment ufernahe etwa 30 cm unterhalb der Oberflache mit
sterilen Weithalsflaschen entnommen. Bei den ausgewahlten Entnahmestellen handelte es
sich vorwiegend um Seebader, aber auch um 6ffentlich zugangliche Seebereiche (siehe Abb.
2 bis 11). Die Proben wurden unter standiger Kuhlung in das Labor des Institutes fur
Lebensmittelsicherheit,  Abteilung  fir  Hygiene und  Technologie, an der
Veterinarmedizinischen Universitat in Wien zur weiteren Analyse transportiert. Im Zeitraum
vom 17.08.2020 bis zum 20.11.2020 erfolgten die Laboruntersuchungen.

Abbildung 2: Probenentnahmestelle Faaker See



Abbildung 4: Probenentnahmestelle Ossiacher See
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Abbildung 6: Probenentnahmestelle Wérthersee
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Abbildung 7: Probenentnahmestelle Altausseer See

Abbildung 8: Probenentnahmestelle Grundlsee



Abbildung 10: Probenentnahmestelle Teichalmsee
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Abbildung 11: Probenentnahmestelle Toplitzsee

3.2.2 Herstellung der Medien

3.2.2.1 LB-Agarplatten

Zur Herstellung der LB-Agarplatten wurden 7,5 g Agar und 12,5 g LB Broth in 500 ml Wasser
eingewogen. Die Suspension wurde dann in einer Glasflasche mittels eines Magnetruhrers
homogenisiert. Die Suspension wurde autoklaviert und anschlieBend wurden jeweils 20 ml
dieses LB-Agars in sterile Petrischalen gegossen. Zur Verfestigung des Agars wurden die

Petrischalen geschwenkt und stehengelassen.
3.2.2.2 CCDA-Agarplatten

Zur Herstellung der CCDA-Platten wurde jeweils 22,75 g Campylobacter Blood-Free Selective
Agar Base eingewogen, mit 500 ml bi-destilliertem Wasser vermengt und anschliel3end
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der CCDA-L6sung auf 50 °C wurde das CCDA Selective

Supplement beigefligt. Die Lésung mit dem Supplement wurde anschlieflend in sterile
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Petrischalen gegossen und geschwenkt. Fur die spatere Verwendung wurden die Petrischalen

stehengelassen, damit sich der Agar verfestigen konnte.
3.2.2.3 Mueller-Hinton (MH)-Agarplatten

Zur Herstellung der Mueller-Hinton-Agarplatten wurden 26,6 g MH-Agar eingewogen und mit
700 ml bi-destilliertem Wasser vermengt. Diese Suspension wurde dann mittels eines
Magnetrihrers durchmischt und anschlieend autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde
der flissige Agar in sterile Petrischalen gegossen und bis zur weiteren Verwendung zum

Auskihlen stehengelassen.
3.2.2.4 LB Broth

Fur die Herstellung des LB-Mediums wurden 12,5 g LB Broth in 500 ml bi-destilliertem Wasser
geldst. Hierfir wurde wie auch bei den Agarplatten ein Magnetrihrer verwendet. Nach dem
Autoklavieren wurden jeweils 10 ml des Mediums in sterile Glasréhrchen mit einer sterilen 10
ml Glaspipette aliquotiert. Nach Verschliel3en der Réhrchen erfolgte die Aufbewahrung bis zur

weiteren Verwendung in Metallbehaltern unter Kihlung (3 °C).
3.2.2.5 MH Broth

Als Verdlinnungsmedium fur Campylobacter spp. fungierte MH Broth. Fir die Herstellung von
500 ml dieses Verdinnungsmediums wurden 10,5 g MH Broth mit 500 ml bi-destilliertem
Wasser vermengt und anschlieRend autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden wie bei
dem LB-Medium je 10 ml in sterile Glasréhrchen Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung
gekuhlt (3 °C) aufbewahrt.

3.2.2.6 semisolider Agar (ss-Agar)

Fir den Bakteriophagen-Nachweis in E. coli- bzw. Salmonella-Stammen agierte ein
semisolider LB-Agar. Hierfir wurden 7,5 g LB Broth und 2,4 g bakteriologischer Agar

eingewogen, in 300 ml bi-destilliertem Wasser geldst und autoklaviert.
3.2.2.7 ssNZCYM-Agar

Fur den Bakteriophagen Nachweis in Campylobacter jejuni wurde ssNZCYM-Agar verwendet.
Dazu wurde 6,9 g NZCYM Broth und 2,4 g bakteriologischem Agar in 300 ml bi-destilliertem
Wasser geldst und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden jeweils 4 ml des semisoliden
Agars in sterile Glasrohrchen Uberfuhrt. Im Anschluss erfolgte eine Abkuhlung auf

Raumtemperatur und eine Aufbewahrung im Kuhlschrank bis auf weiteres.
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3.2.2.8 Gesamtkeimzahlagar (GKZ)

Zur Anzichtung von E. coli fur die weiteren Untersuchungen wurden GKZ-Agarplatten
herangezogen. Fir die Herstellung dieser wurden 22,5 g Plate Count Agar eingewogen und
mit einem Liter bi-destiliertem Wasser vermengt. Diese Suspension wurde danach
homogenisiert und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurde sie auf eine Temperatur von

50 °C abgekunhlt und in sterile Petrischalen gegossen.

3.2.3 Anziichten der Wirtsstamme fiir die Phagenisolation

Als Wirtsstamm flr E. coli bzw. Salmonellen diente der Stamm E. coli DSM12242 bzw.
Salmonella ATCC 14028s. Die Rezipienten-Stamme wurden zunachst auf LB-Agarplatten
angezichtet. Danach wurde von jedem Stamm jeweils eine bakterielle Kolonie in 10 ml LB
Broth Uberflhrt, anschlielend erfolgte die Inkubation Gber Nacht im Schittelinkubator bei 250
rom und 37 °C. Am darauffolgenden Tag wurden 10 pl der bakteriellen Ubernachtkultur in 10
ml LB Broth geldst und wiederum fir zirka zwei Stunden bei 250 rpm und 37 °C in einem
Thermoschittler inkubiert. Die Einstellung der Dichte der bakteriellen Suspension erfolgte auf
einen McFarland von 0,5 (108 CFU/ml). Fiir Campylobacter agierte Campylobacter jejuni 81-
176 als Wirtsstamm. Daflr wurde eine bakterielle Kolonie auf vier CCDA-Platten mit
Supplement ausgestrichen. Danach folgte eine 48-stiindige Inkubation unter Einhaltung eines
mikroaerophilen Milieus bei 42 °C. Anschlief’end erfolgte die Abschwemmung der Kolonien
mit 2 ml MH Broth pro Platte. Die abgeschwemmten Kolonien wurden dann so weit mit MH

Broth verdinnt bis die Dichte einen McFarland von 5 erreicht hatte.

3.2.4 Anreicherung und Anzuchtung der Bakterien

Fur die Anreicherung der Bakterien wurde zunachst von jeder gezogenen Wasserstelle 50 ml
bzw. 62 ml (Weissensee) Seewasser aus den sterilen Weithalsflaschen entnommen und zu
einer gepoolten Sammelprobe in einen Erlenmeyerkolben fir jeden See Uberfuhrt. Demnach
befanden sich in allen Erlenmeyerkolben 250 ml Seewasser. Fir die Anreicherung von E. coli
und Salmonellen wurde 27,8 ml 10 x gepuffertes Peptonwasser, fir die Anreicherung von
Campylobacter spp. 27,8 ml 10 x Bolton Bouillon zu den gepoolten Proben zugeflgt. Die

Inkubation der Sammelproben mit gepuffertem Peptonwasser erfolgte danach fir 24 h bei 37
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°C. Die Proben mit Bolton Bouillon (zum Nachweis von Campylobacter spp.) wurden fur 48 h
bei 42 °C unter mikroaerophilem Milieu inkubiert. Von den mit gepufferten Peptonwasser
inkubierten Proben wurden am néachsten Tag jeweils 100 pl mit sterilen Glaspipetten
entnommen und auf Coli-ID- und XLD-Agarplatten mit einem Drigalskispatel ausgestrichen.
Fur die Anziichtung auf den MSRV-Agarplatten erfolgte die Entnahme von jeweils drei Tropfen
zu je 100 pl aus der Voranreicherung und die Aufbringung auf drei gleichmaRig voneinander
entfernten Stellen auf den MSRV-Agarplatten. Die Coli-ID- und MSRV-Agarplatten wurden
anschlieftend bei 42 °C flir 24 h bzw. 16-20 h, die XLD-Agarplatten bei 37 °C fir 24 h inkubiert.
Die mit Bolton Bouillon versetzten Anreicherungen wurden nach 48 h Inkubationszeit auf
CCDA-Agar aufgebracht. Daflir wurden von jeder Probe 100 ul abpipettiert und auf die CCDA-
Agarplatten Uber einen Filter (0,45 pm; Durchlassigkeit fir die kleinen beweglichen
Campylobacter ist gegeben) aufgetropft. Die Entfernung der Filter erfolgte nach einer Stunde
und die Platten wurden gemeinsam mit einem CampyGen-Beutel, fir die Herstellung eines

mikroaerophilen Milieus, in zwei Sackchen verpackt und danach bei 42 °C flir 48 h inkubiert.

3.2.5 pH-Wert-Messung

Zur Bestimmung der pH-Werte der entnommenen Wasserproben wurde von jeder
entnommenen Wasserstelle eine Wasserprobe in ein Glasrohrchen umgefullt. In diesen
Glasréhrchen erfolgte dann die pH-Wert-Messung mittels einer Elektrode und einem pH-

Messgerat bei Raumtemperatur (ca. 20°C).

3.2.6 PEG-Prazipitation

Fir die PEG-Prazipitation erfolgte die Entnahme von jeweils 25 ml Seewasser von jeder
Probestelle und die Uberfiihrung in ein Zentrifugenréhrchen. Zu diesen wurden dann je 25 ml
20%ige PEG-8000/2.5 M NaCl Lésung hinzupipettiert. Im Anschluss wurde die Suspension 15
s lang gevortext und fur eine Stunde auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation der
Proben fir 20 min bei 10.000 x g und einer Temperatur von 4 °C. Der Uberstand wurde
verworfen und das Ubriggebliebene Pellet wurde in 1 ml SM Puffer aufgeldst und danach mit
einer Pipette in ein 2 ml Eppendorf Rohrchen aliquotiert. Zu diesen Réhrchen wurde dann

jeweils 10 ul Chloroform zupipettiert, um die unerwiinschte bakterielle Mikroflora abzutéten.
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Die Probe mit Chloroform wurde danach 15 s gevortext, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und 2 min lang bei 10.000 x g zentrifugiert, um die Schmutzpartikel zu pellettieren. Der

Uberstand, welcher zirka 900 ul umfasste, fungierte zum Nachweis der Bakteriophagen.

3.2.7 Bakteriophagen Nachweis

Fur den Nachweis der Bakteriophagen wurde der semi-solide Agar (ssAgar) durch Aufkochen
verflissigt. Danach erfolgte die Uberfiihrung der Glasréhrchen mit je 4 ml ssAgar in einen 50
°C-Inkubator zum Abkuhlen. Zu diesen 4 ml ssAgar wurden dann jeweils 24 ul 1 M CaCl;-
Lésung hinzupipettiert und anschlieend wurden die Rohrchen gevortext. Im Anschluss
wurden 1000 pl der bakteriellen Suspension zu den je 900 ul in SM Puffer gelosten PEG-
Prazipitaten beigeflgt und die Réhrchen wurden ein weiteres Mal gevortext. Die Dichte der
bakteriellen Suspension flr E. coli und Salmonellen besald einen McFarland von 0,5, die
Dichte der bakteriellen Suspension fur Campylobacter einen McFarland von 5. Als
Negativkontrolle fur E. coli wurde der Stamm DSM 12242, fur Salmonella der Stamm ATCC
14028s und fur Campylobacter der Stamm Campylobacter jejuni 81-176 herangezogen. Diese
Negativkontrollen enthielten jeweils 1000 pl der bakteriellen Stammkultur und 900 yl SM
Puffer. Die bakterielle Suspension mit dem Prazipitat wurde dann jeweils zu 4 ml
komplementierter ssAgar-Losung zupipettiert und auf die dementsprechende Agarplatte
ausgegossen und gleichmafig verteilt. Die Verwendung von LB-Agarplatten erfolgte fir E. coli
und Salmonellen. Fir den Nachweis von Campylobacter-Phagen wurden NZCYM-Agarplatten
eingesetzt. Nach dem Polymerisieren erfolgte die Inkubation der Agarplatten. Die LB-
Agarplatten wurden aerob bei 30 °C fir 16 h, die NZCYM-Agarplatten bei 37 °C fur 48 h unter

Einhaltung einer mikroaerophilen Atmosphare mit Hilfe eines CampyGen-Beutels inkubiert.

3.2.8 Auswertung der Platten

Die Auswertung der Platten erfolgte jeweils nach 16 h fur den Nachweis von E. coli- und
Salmonellen-Phagen bzw. nach 48 h fir den Nachweis von Campylobacter-Phagen. Danach
erfolgte die Auszahlung der Plaques auf den Platten und die Umrechnung in PFU/mlI (,plaque
forming units“ per ml). Zur besseren Sichtbarkeit wurden die Plaques auch unter einem
Mikroskop begutachtet. Die gefundenen Plaques wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von

den Platten entnommen und in 2000 pl SM Puffer geldst. Anschlieend wurden sie 2 min lang
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bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Filtrierung des Uberstandes erfolgte mithilfe eines sterilen 0,2
pm PES-Spritzenvorsatzfilters in ein Eppendorf Réhrchen. Bis auf weiteres wurden die

Phagenlysate im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.9 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Testung der angezichteten E. coli-Kolonien auf die Virulenzgene stx/ und stxll erfolgte mit
einer PCR. Zur Herstellung der bakteriellen Suspension wurden zunachst mehrere, der zuvor
auf Coli-ID-Agarplatten angeziichteten, E. coli-Kolonien mit einer Ose enthommen und in 1,5
ml LB-Agar uberfihrt. Diese Réhrchen wurden danach gevortext und bis zur weiteren
Verwendung eingefroren. Pro Probe wurde 1 pul bakterielle Suspension verwendet. Der
SuperMix fur die PCR bestand aus 12,5 pl AccuStart™Il GelTrack™PCR SuperMix, je 0,10 ul
des virulenzgenspezifischen forward bzw. reverse Primers und 11,3 pl autoklaviertem bi-
destillierten Wasser (siehe Tab. 1). Mit dem Eppendorf MasterCycler erfolgte die initiale
Denaturierung bei 95 °C fur 3 min. Danach folgten 35 Wiederholungen folgender Zyklen:
Denaturierung bei 94 °C fiur 30 s, Annealing bei 53 °C flr 30 s sowie die Elongation bei 72 °C
fur 1 min. Anschliellend erfolgte die finale Elongation fir 5 min bei einer Temperatur von 72
°C. Nach Abschluss der PCR wurden die Proben auf 4 °C abgekduhlt.

Tabelle 1: PCR- Reaktionskomponenten

PCR- Volumen fiir 20-pl
Endkonzentration

Reaktionskomponenten | Reaktion
AccusStart Il GelTrack

12,5 pl 1x
PCR SuperMix (2X)
Forward Primer (100mM) 0,1ul 500 nM
Reverse Primer (100mM) 0,1ul 500 nM
Nuclease-free water 11,3ul
Kolonien gel6st in 1ul
1000pI LB H

Reaktionsvolumen (pl) 20pl
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3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Als Gel- und Laufpuffer fur die Gelelektrophorese wurde 1%iger TAE-Puffer mit dem
DNA/RNA-Farbstoff peqGREEN verwendet. Zur Herstellung des 1%igen TAE-Puffers wurden
20 ml 50%igen TAE-Puffers in einem Liter bi-destilliertem Wasser geldst. Fur die Herstellung
eines 1%igen Agarose-Gels wurden anschlieend 4 g Agarose in 400 ml 1%igem TAE-Puffer
geldst. Zum Kochen der Losung wurde sie fur 5 min in eine Mikrowelle gestellt. Nach dem
Erreichen einer glasklaren Konsistenz wurde die Losung bis auf eine Temperatur von 50 °C
abgekihlt. Zu dieser Suspension wurden anschlielend 24 pl des DNA/RNA-Farbstoffs
peqGREEN beigefligt. Danach wurde sie in eine Gelelektrophoresekammer gegossen und bis
zum vollstdndigen Polymerisieren und fur zirka 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Zum Aufladen auf das Agarose-Gel wurden 10 pl des amplifizierten PCR-Produkts
verwendet. Als Marker wurde 1 kb DNA-Leiter verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte in
einem 1%igem Agarose-Gel fur 45 min und einer Spannung von 150 V. AnschlieRend wurden

die Fragmente mittels UV-Licht auf einem UV-Transilluminator identifiziert.

3.2.11 Antibiogramm

Zur Bestimmung der Antibiotikaresistenzen (nach CLSI Standardmethode) wurde ein
Agardiffusionstest durchgefuhrt. Hierfur wurden zu Beginn jeweils drei, der zuvor auf Coli-ID-
Agarplatten angeziichteten E. coli-Kolonien mit einer sterilen Metallése enthommen und auf
eine gedrittelte GKZ-Agarplatte ausgestrichen. Die GKZ-Agarplatten wurden dann bei 37 °C
fur 24 h inkubiert. Zur Bestimmung der Antibiotikaresistenzen der in den Seen gefundener E.
coli-lsolate wurden daraufhin 1,5 ml Eppendorf Réhrchen mit 650 pyl MH beflillt. Mit einer
Pipettenspitze wurde jeweils eine einzelne Kolonie, der zuvor auf den GKZ-Agarplatten
angezichteten E. coli, entnommen, in die mit MH beflillten Eppendorf Réhrchen abgestreift
und gevortext sodass in diesem eine Bakteriendichte McFarland von 0,5 eingestellt worden
ist. Zur Ubertragung der Suspension auf MH-Agarplatten wurden sterile Wattestdbchen zum
Ausstreichen verwendet. Mit den Wattestdbchen wurde die Suspension aufgenommen und
dann auf den MH-Agarplatten so ausgestrichen, dass die gesamte Platte benetzt war.
Insgesamt wurde auf eine Resistenz gegentuber folgender acht Antibiotika getestet: Ampicillin,
Chloramphenicol, Kanamycin, Nalidixinsaure, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin und

Trimethoprim. Fir die einzelnen Antibiotika wurden dabei folgende Plattchenkonzentrationen



49

verwendet: fur Ampicillin 25 ug, fur Chloramphenicol 30 pg, fur Kanamycin 30 pg, fur
Nalidixinsaure 30 ug, far Streptomycin 25 pg, fur Sulfonamide 300 ug, flr Tetrazyklin 30 ug
und fur Trimethoprim 5 pg. Diese Agarplatten wurden anschliel3end bei 35 °C fir 24 h inkubiert

und danach erfolgte die Auswertung und Abmessung der Hemmhofdurchmesser in mm.

3.2.12 Salmonellen-Agglutinationstest

Zur Uberpriifung des Vorhandenseins von Salmonellen auf den Selektivagarplatten wurde
eine Objekttrageragglutination durchgefiihrt. Zuvor wurde die Anreicherung des Seewassers
mit gepuffertem Peptonwasser auf eine XLD-Agarplatte ausgestrichen und fir 24 h bei 37 °C
inkubiert. Mit einer Metallose wurden dann die verdachtigen schwarzen Kolonien von der
Agarplatte enthommen und auf einen Objekitrager mit einem Tropfen omnivalentem
Testserum vermengt. Anschlielend wurde der Objekttrager geschwenkt und das Ergebnis
beurteilt. Gleichzeitig wurde diese Kolonie auf einem Wuchsagar angezichtet, um die

Objekttrageragglutination ohne den stérenden Einfluss des XLD-Agars zu verifizieren.



4 Ergebnisse

4.1 pH-Wert-Messung

Tabelle 2: pH-Werte

See Wasserprobe | pH-Wert
Altausseer See AL1 8,04
Altausseer See AL2 8,1
Altausseer See AL3 7,84
Altausseer See AL4 7,88
Altausseer See ALS5 7,89
Faaker See F1 8,04
Faaker See F2 7,9
Faaker See F3 7,99
Faaker See F4 7,93
Faaker See F5 7,84
Grundlsee GR1 7,74
Grundlsee GR2 7,94
Grundlsee GR3 8,08
Grundlsee GR4 8,03
Grundlsee GR5 7,98
Millstatter See M1 7,79
Millstatter See M2 7,97
Millstatter See M3 7,98
Millstatter See M4 8,1
Millstatter See M5 7,98
Ossiacher See o1 8,05
Ossiacher See 02 8,15
Ossiacher See 03 7,96
Ossiacher See 04 7,89
Ossiacher See 05 8,04
Odensee OD1 7,79
Odensee OD2 7,81
Odensee OD3 7,71
Odensee OD4 7,74
Odensee OD5 7,82
Teichalmsee TAS1 8,27
Teichalmsee TAS2 8,25
Teichalmsee TAS3 8,15
Teichalmsee TAS4 7,99
Teichalmsee TAS5 8,11
Toplitzsee TO1 7,93
Toplitzsee TO2 7,88
Toplitzsee TO3 7,74
Toplitzsee TO4 7,76
Toplitzsee TO5 7,78
Weillensee WE1 8,41
Weillensee WE2 8,07
Weillensee WE3 8,05
Weillensee WE4 7,97
Wérthersee wO1 7,93
Wérthersee wO02 8,12
Wérthersee wo3 7,89
Wérthersee w04 8,19
Wérthersee wO5 8,1

50
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4.2 Anziuchtung der Bakterien

Die Auswertung der mit gepuffertem Peptonwasser angereicherten und auf Coli-ID- und
MSRV-Agarplatten ausgestrichenen bzw. aufgetropften Proben erfolgte nach einer 16-24-
stiindigen Inkubationszeit bei einer Temperatur von 42 °C. Dabei zeigte sich auf allen der
ausgestrichenen Coli-ID-Agarplatten ein Wachstum mit roten Kolonien. Zur besseren
Beurteilbarkeit und zum Nachweis der bakteriellen Reinkultur wurden fir jeden See einzelne
Kolonien von diesen Platten entnommen und erneut auf Coli-ID-Agarplatten ausplattiert und
inkubiert. Auch auf diesen Platten zeigten sich am darauffolgenden Tag rote E. coli-Kolonien.

Demnach zeigte sich ein Vorhandensein von E. coli in jedem der beprobten Seen.

Die MSRV-Agarplatten wurden nach 16-20 h beurteilt. Hierbei zeigte sich eine fragliche
Migrationszone bei den Platten vom Ossiacher See sowie vom Grundisee. Durch das nicht
vorhandene aussagekraftige Schwarmverhalten auf den Agarplatten wurden diese jedoch als
negativ gewertet. Die Auswertung der XLD-Agarplatten zeigte schwarze Kolonien bei den
Proben vom Grundisee und Toplitzsee. Diese schwarzen Kolonien wurden aufgrund der
undeutlichen Abgrenzbarkeit und der Uberwucherung von anderen Kolonien nochmals auf
XLD-Agarplatten ausgestrichen. Dies wurde fir mehrere Tage wiederholt, da eine deutliche
Abgrenzung der Kolonien schwierig zu erzielen war. Ebenfalls wurde ein Salmonellen-
Agglutinationstest mit den vermuteten schwarzen Salmonellen-Kolonien durchgefihrt. Die
schwarzen Kolonien wurden gleichzeitig auf GKZ-Agar ausgestrichen und diese Kolonien

wurden ebenfalls mit omnivalentem Serum agglutiniert.

Die Uberpriifung nach dem Vorhandensein von Campylobacter in den beprobten Seen verlief
negativ und es konnten keine Campylobacter-Kolonien auf den CCDA-Agarplatten

dokumentiert werden.

4.3 Salmonellen-Agglutinationstest

Die Objekttrageragglutination zeigte keine Agglutination, somit konnten keine Salmonellen in

den beprobten Seen bestétigt werden.
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4.4 Bakteriophagennachweis

Die Auswertung der LB-Agarplatten zum Nachweis von E. coli-Phagen erfolgte jeweils am
darauffolgenden Tag nach dem Ausgiel3en. Bei der Auswertung wurde auf das Vorhandensein
von Plaques auf den Agarplatten geachtet. Wenn nétig wurden die Platten auch mikroskopisch
begutachtet und anschliellend wurden die Plaques auf jeder Platte ausgezahlt und in PFU pro
Milliliter umgerechnet. Bei den Proben des Teichalmsees konnten an jeder der funf
entnommenen Stellen Plaques auf den Platten und demnach Coliphagen nachgewiesen
werden (siehe Tab. 3). Ebenso konnte im Wérthersee und im Odensee jeweils an einer
entnommenen Probestelle eine Plaque auf den Agarplatten dokumentiert werden (siehe Tab.
4).

Tabelle 3: Phagen Teichalmsee

Probe Plaques in 6 ml PFU/ml

TAS 1 20 3,333
TAS 2 29 4,833
TAS 3 23 3,833
TAS 4 18 3
TAS 5 11 1,83

Tabelle 4: Phagen Odensee und Wérthersee

Probe Plaques in 25 ml PFU/ml
OD 1 1 0,04
WO 1 1 0,04

Bei der Uberprifung nach Salmonella-Phagen konnten keine Plaques fir keinen der

beprobten Seen auf den Agarplatten festgestellt werden.

Ebenfalls wiesen die beprobten Seen keine Campylobacter-Phagen auf.

4.5 Nachweis der Virulenzgene stx/ und stx//

Fir den Nachweis der Virulenzgene stx/ und stx// wurden eine PCR und anschlief3end eine
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Hierfur wurden die zuvor in den See gefundene E. coli-

Kolonien beprobt. Bei der Gelelektrophorese konnte man bei einer Probe stx/ nachweisen.
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Diese Probe stammte aus dem Weissensee. Fiir die restlichen Seen verlief die Uberpriifung
auf Virulenzgene fir stx/ und stx/l negativ.

4.6 Antibiogramme

Fur die Bestimmung der Antibiotikaresistenzen der in den Seen gefundener E. coli wurden
zunachst drei Kolonien von den Coli-ID-Agarplatten mit einer Metallése auf GKZ-Agarplatten
ausgestrichen und inkubiert. Die angezichteten E. coli-Kolonien stammten jeweils aus einer
gepoolten Probe jedes jeweiligen Sees. Die drei Ergebnisse, wie in der Tabelle angeflihrt,
geben daher nur einen Rickschluss auf das Vorhandensein von antibiotikaresistenten
Erregern des entsprechenden Sees, aber nicht auf die Entnahmestelle. Die mit E. coli-Kulturen
benetzten und mit Antibiotikatestplattchen bedruckten MH-Agarplatten wurden fir 24 h bei 35
°C inkubiert. Danach erfolgte die Abmessung der Hemmhdofe in mm. Zur Auswertung der
Ergebnisse wurden die CLSI-Richtlinien der jeweiligen angewendeten Antibiotika
herangezogen (siehe Tab. 6).

Tabelle 5: Abkiirzungsverzeichnis Antibiotika

Abkiirzung Antibiotikum

Amp Ampicillin

C Chloramphenicol
K Kanamycin

NA Nalidixinsaure

S Streptomycin

S3 Sulfonamide

TE Tetrazyklin

W Trimethoprim
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Tabelle 6: Ergebnisse Agardiffusionstest

Hemmbhof in mm
See Wasserprobe 1A 525 [C30 K 30 NA 30 $25 $3300  |TE 30 W5
Altausseer See |AL1 12 25 19 30 18 23 25 30
Altausseer See |AL2 6 21 12 19 31 21 6
Altausseer See |AL3 6 20 11 19 27 20 6
Faaker See F1 11 26 21 27 10 22 25 30
Faaker See F2 6 11 20 17 6 7 6
Faaker See F3 6 12 20 17 6 7 6
Grundisee GR1 18 27 18 29 20 25 29
Grundlsee GR2 10 26 19 30 16 24 25 32
Grundlsee GR3 12 25 18 30 6 22 24 31
Millstatter See  |M1 13 27 19 30 18 20 25 30
Millstétter See  |M2 13 25 20 29 18 6 23 34
Millstatter See  |M3 12 25 19 28 18 24 23 30
Ossiacher See |01 19 25 21 29 19 17 8 25
Ossiacher See (02 12 28 20 30 19 27 25 35
Ossiacher See (03 13 22 21 28 6 23 7 23
Odensee 0OD1 10 25 19 27 18 21 25 30
Odensee 0D2 11 25 19 28 17 24 8 26
Odensee 0OD3 8 24 20 27 19 22 23 26
Teichalmsee TAS1 22 28 18 26 17 20 20 30
Teichalmsee TAS2 24 27 19 26 18 6 25 29
Teichalmsee TAS3 23 24 21 26 6 25 28 28
Toplitzsee TO1 11 26 20 29 19 21 24 27
Toplitzsee TO2 10 26 19 29 17 24 25 27
Toplitzsee TO3 10 24 20 26 6 19 23 28
Weissensee WE1 12 25 18 28 16 20 24 31
Weissensee WE2 8 25 18 27 17 21 21 28
Weissensee WE3 11 24 19 27 16 20 25 30
Wérthersee wo1 8 25 19 27 17 20 26 28
Worthersee w62 13 26 20 29 18 25 26 33
Woérthersee w03 6 21 11 19 16 31 20 10
m rot= resistent m grun= sensibel

Von den getesteten E. coli-Kolonien wiesen 25 der 30 Proben Resistenzen gegeniber
Ampicillin auf. Dabei konnten in jedem der beprobten Seen, bis auf den Teichalmsee,
Ampicillin-resistente E. coli vermerkt werden. Lediglich finf der Proben waren sensibel
gegenuber diesem Antibiotikum. Davon stammten drei Proben aus dem Teichalmsee, eine

aus dem GrundIsee und wiederum eine aus dem Ossiacher See.

Gegenuber dem Antibiotikum Chloramphenicol konnten nur zwei resistente Proben
beobachtet werden. Diese beiden hatten ihren Ursprung im Faaker See. Die restlichen Proben

waren sensibel gegentiber Chloramphenicol.

Resistenzen gegeniber Kanamycin wurden in drei der Proben festgestellt. Davon waren zwei
aus dem Altausseer See und eine aus dem Worthersee. Der Rest der Proben erwies sich als
sensibel.
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Nalidixinsaure zeigte bei 26 der 30 Proben eine Wirksamkeit. Es konnten jedoch vier
intermediar resistente Proben nachgewiesen werden. Zwei davon stammten aus dem

Altausseer See und zwei aus dem Faaker See.

In finf der Proben konnten streptomycinresistente E. coli detektiert werden. Davon stammte
eine aus dem Faaker See, eine aus dem GrundlIsee, eine aus dem Ossiacher See, eine aus
dem Teichalmsee und eine aus dem Toplitzsee. Eine der Proben aus dem Grundisee war
intermediar resistent gegeniber Streptomycin. Die restlichen Proben erwiesen sich als

sensibel.

Bei der Testung gegen Resistenzen gegenuber Sulfonamiden, fand man vier resistente
Proben. Zwei davon waren aus dem Faaker See, eine aus dem Millstatter See und wiederum

eine aus dem Teichalmsee. Der Rest der Proben war sensibel.

Gegenuber Tetrazyklin wiesen funf der Proben Resistenzen auf. Zwei davon stammten aus
dem Faaker See, zwei aus dem Ossiacher See und eine aus dem Odensee. Die restlichen

Proben waren sensibel.

Funf der Proben zeigten eine Resistenz gegeniber Trimethoprim, davon zwei aus dem
Altausseer See, zwei aus dem Faaker See und eine aus dem Worthersee. Die restlichen

Proben waren gegenulber Trimethoprim sensibel.
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5 Diskussion

Osterreichs Badegewasser, dazu werden Seen und Fliisse gezahlt, welche als solche
gemeldet sind, werden regelmaRig vor jeder Badesaison auf inre Wasserqualitat Gberpruft. Im
Jahr 2020 entsprachen 99,6 % der Osterreichischen Badegewasser den
Mindestqualitatsstandards. 97,7 % der Badegewasser wiesen sogar eine exzellente
Wasserqualitat auf (EUROPEAN ENVIRONMENT AGENCY, 2021).

In dieser Arbeit wurden zehn Osterreichische Badeseen beprobt, jeweils finf aus der
Steiermark und finf aus Kéarnten. Bei jedem der Seen wurden funf (bzw. vier beim
Weissensee) Probenentnahmestellen ausgewahlt. Insgesamt wurden demnach 49
Wasserproben gesammelt. Dazu zahlten sowohl Badestrande als auch 6ffentlich zugangliche
Seeplatze. Die Probenentnahme erfolgte dabei im Sommermonat August und die Badeplatze
waren reichlich besucht. Ebenso konnte man an nahezu allen Probenentnahmestellen
Wassergeflugel wie Enten, Schwane oder Blasshihner beobachten (siehe Abb. 12 und 13).
Neben diesen wurden manche der Seebereiche auch als Badestellen fur Hunde genutzt.
Uberpriift wurden diese Probenentnahmestellen jeweils auf das Vorhandensein zoonotischer
Erreger wie Campylobacter, E. coli und Salmonellen, deren Bakteriophagen und die pH-Werte

der enthommenen Wasserproben wurden bestimmt.

Abbildung 12: Wassergefliigel am Badestrand Millstétter See
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Abbildung 13: Wassergefliigel am Badestrand Weissensee

Der pH-Wert des Wassers stellt einen entscheidenden Umweltfaktor dar. Er bestimmt die
bakterielle Besiedelung von Wasser und Boden. Der pH-Wert kann vor allem in der
aquatischen Umwelt stark variieren. Wasser aus Seen oder Flissen kann selbst innerhalb
kleiner geografischer Gebiete pH-Werte zwischen unter 4 und Uber 9 aufweisen. Auch durch
Umwelteinflisse, wie zum Beispiel starker Regenfall, kann der pH-Wert eines Wassers bereits
innerhalb von Stunden absinken. Ein Anstieg des pH-Wertes eines Gewassers hingegen, kann
durch warme Temperaturen und viele Sonnenstrahlen begrindet sein. Somit kann man
oftmals tageszeitlich bedingte Anderungen des pH-Wertes um bis zu zwei pH-Wert-Einheiten
beobachten (BAATH u. KRITZBERG, 2015). Die enthommenen Wasserproben wiesen bei der
Messung der pH-Werte eine Spannbreite von 7,71 bis 8,41 auf (siehe Tab. 2).

Bei der Beprobung der Seen auf die zoonotischen Erreger Campylobacter spp., E. coli und
Salmonellen konnten in jedem See E. coli nachgewiesen werden. Die gefundenen E. coli-
Kolonien wurden daraufhin mittels einer PCR auf die Virulenzgene fur stx/ und stx/l Gberprift.
Bei einer Probe konnte das Virulenzgen fiur stx/ nachgewiesen werden. Diese Probe konnte
dem Weissensee zugeordnet werden.
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Shigatoxin-produzierende E. coli besiedeln haufig den Gastrointestinaltrakt von Wiederkauern.
Diese wiederum stellen eine der Hauptansteckungsquellen fir den Menschen mit
humanpathogenen E. coli-Stdmmen, wie zum Beispiel EHEC dar. Die Infektion erfolgt dabei
durch die orale Aufnahme des Menschen von mit Rinderfakalien kontaminierten Lebensmittel
oder Wasser (MENGE, 2020). Diese Rinderfakalien kénnen uUber landwirtschaftliche
Aktivitaten sowie durch Niederschlagsereignisse in das Grundwasser und in umliegende
Gewasser gespult werden, in denen Menschen in spaterer Folge in Kontakt mit diesen
Erregern treten und sich infizieren kénnen (LINE, 2003; STALEY et al.,, 2013). Es kann
vermutet werden, dass die im Weissensee gefundenen Shigatoxin-bildenden E. coli durch
landwirtschaftliche Aktivitaten oder durch die Abschwemmung von Rinderweiden nach

Niederschlagsereignisse in den See gelangen konnten.

Die restlichen der nicht Shigatoxin-bildenden E. coli koénnen ebenfalls durch
Niederschlagsereignisse, landwirtschaftliche Aktivitdten, unzureichend aufbereitetem
Abwasser oder durch Hinterlassenschaften von Wildtieren in die Gewasser gelangt sein
(O'FLAHERTY et al., 2019).

Die Beprobung der Seen auf das Vorhandensein von Campylobacter spp. und Salmonellen
verlief negativ und es konnten keine dieser Bakterien nachgewiesen werden.

Grundsatzlich findet man die hoéchsten Konzentrationen an Campylobacter in
landwirtschaftlich beeinflussten Gewassern, die niedrigsten hingegen in Badegewassern
(MULDER et al.,, 2020). Ebenso kann man saisonale Unterschiede im Auftreten von
Campylobacter in der aquatischen Umwelt beobachten. So sind die Konzentrationen in den
Wintermonaten im Vergleich zum Sommer hoéher. Als Ursache vermutet man hierbei die
Inaktivierung von Campylobacter durch die starkere UV-Strahlung in den Sommermonaten
(MULDER et al., 2020). Des Weiteren nimmt man an, dass Salmonellen im Seewasser
durchschnittlich schneller absterben als E. coli (PACHEPSKY et al., 2014). Diese

Forschungsergebnisse korrelieren mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen.

Neben dem Vorhandensein der zoonotischen Erreger Campylobacter spp., E. coli und
Salmonellen wurden die Probenentnahmestellen auch auf das Vorhandensein ihrer
zugehorigen Bakteriophagen untersucht. Dabei konnten lediglich E. coli-Phagen
nachgewiesen werden. Bei den Proben des Teichalmsees konnte an jeder der funf beprobten
Stellen Coliphagen aufgefunden werden. Ebenso konnte man an einer beprobten Stelle des

Odensees und einer des Warthersees Coliphagen nachweisen.
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Die Verbreitung von Bakteriophagen in der Umwelt ist noch nicht vollstéandig erforscht. Jedoch
nimmt man an, dass sie aufgrund ihrer Abhangigkeit von ihren bakteriellen Wirten ahnlich weit
verbreitet sind wie Bakterien (DIAZ-MUNOZ u. KOSKELLA, 2014). Diese Annahme spiegelt
sich auch in den Ergebnissen dieser Studie wider. So konnte man zu den gefundenen E. coli
auch Coliphagen nachweisen. Im Gegenzug verlief die Beprobung auf das Vorhandensein von
Campylobacter und Salmonellen negativ und man konnte auch keine zugehérigen Phagen

nachweisen.

Die Umwelt und in diesem Sinne auch Gewasser nehmen einen bedeutenden Stellenwert in
der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen ein (NAPPIER et al., 2020). Eine Eintragung
antibiotikaresistenter Keime in die aquatische Umwelt kann bedingt sein durch die
Landwirtschaft, die Haltung und Produktion von Nutztieren oder aber auch durch Wildvogel
(NAPPIER et al., 2020). Durch die Uberlebensfahigkeit von Antibiotikaresistenzgenen in
Gewassern konnen diese eine Gefahr fur die menschliche und tierische Gesundheit darstellen
(NNADOZIE u. ODUME, 2019).

In dieser Studie wurden die Wasserproben der dsterreichischen Seen ebenfalls auf das
Auftreten von antibiotikaresistenten Keimen Uberprift. Da lediglich E. coli in den Gewassern
nachgewiesen werden konnten, wurden auch nur diese auf Antibiotikaresistenzen Uberpruft.
Dabei zeigte sich die hochste Dichte an Resistenzen gegenluber dem Antibiotikum Ampicillin.
25 der 30 Proben wiesen Resistenzen gegentber Ampicillin auf und in jedem der beprobten
Seen, mit Ausnahme des Teichalmsees, konnten Ampicillin-resistente E. coli nachgewiesen
werden. Gegenilber Streptomycin, Tetrazyklin und Trimethoprim zeigten jeweils funf Proben
Resistenzen auf. Gegenuber Sulfonamide waren es vier Proben, bei Kanamycin drei und
gegenuber Chloramphenicol waren es lediglich zwei resistente Proben.

Die meisten Resistenzen gegenuber den untersuchten Antibiotika wies der Faaker See auf.
Es konnten dabei resistente E. coli gegenuber allen untersuchten Antibiotika nachgewiesen
werden, mit der Ausnahme von Kanamycin. Die zweithaufigsten Resistenzen konnten im
Altausseer See nachgewiesen werden. Die Proben zeigten hierbei Resistenzen gegentber
den Antibiotika Ampicillin, Kanamycin und Trimethoprim sowie intermedidre Resistenzen
gegenlber Nalidixinsaure. Die wenigsten Resistenzen wies der Weissensee auf, in welchem

lediglich Resistenzen gegenlber Ampicillin gefunden werden konnten.
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Im Vergleich zeigte ebenfalls eine dsterreichische Studie aus dem Jahr 2019 auf, dass ein
gefundenes E. coli-Isolat resistent gegentber Ampicillin, Cefuroxime-Axetil und Cefotaxime
war (LEPUSCHITZ et al., 2019).

In einer kanadischen Forschungsarbeit zeigten sich bei den E. coli-lsolaten ebenso die
haufigsten Resistenzen gegeniber Ampicillin, Streptomycin, Sulfisoxazol und Tetrazyklin
(KADYKALO et al., 2020).

Bei der Uberwachung der Antibiotikaresistenzen der zoonotischen Erreger wie E. coli in
lebensmittelproduzierenden Tieren zeigten sich global die haufigsten Resistenzen gegeniber
Ampicillin, Sulfamethoxazole, Trimethoprim und Tetrazyklin (EFSA, 2020).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten ein Vorhandensein an E. coli an jedem der beprobten
Seen. Ebenso konnte in einer Wasserprobe des Weissensees humanpathogene Shigatoxin-
bildende E. coli nachgewiesen werden. Die gefundenen E. coli-Isolate zeigten des Weiteren
Resistenzen gegenlber verschiedenen Antibiotika auf.

Ein Vorhandensein von Campylobacter spp. oder Salmonellen in den &sterreichischen
Badegewassern im Sommer 2020 konnte jedoch nicht aufgezeigt werden.

Man kann also davon ausgehen, dass das Baden in 6sterreichischen Seen nicht zu den
bedeutenden Infektionsquellen des Menschen fir eine Infektion mit den zoonotischen
Erregern Campylobacter spp., E. coli oder Salmonellen zahlt, insofern der Badende ein

intaktes Immunsystem besitzt.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Diplomarbeit war es zu bestimmen, ob zoonotische Erreger wie Campylobacter
spp., E. coli oder Salmonellen eine Gefahr fir den Menschen beim Schwimmen in
ausgewahlten osterreichischen Seen darstellen. Des Weiteren sollte der Frage nachgegangen
werden, ob man die dazugehdrigen Bakteriophagen zu den jeweiligen Bakterien auffinden
kann. Hierfir wurden jeweils funf Seen aus der Steiermark und flinf Seen aus Karnten

ausgewanhlt und jeweils an flnf (bzw. vier beim Weissensee) Stellen im August 2020 beprobt.

Campylobacter spp., E. coli und Salmonellen zahlen zu den bedeutendsten Zoonoseerregern
des Menschen weltweit. Die haufigste Ubertragung mit diesen Erregern erfolgt tber nicht
ausreichend aufbereitete Lebensmittel oder Wasser. Sie kdnnen jedoch auch bedingt durch
verschiedenste Umwelteinflisse wie Starkregen, landwirtschaftliche Ackerwirtschaft oder
Wildtiere in Gewasser gelangen, in denen sich Menschen vor allem in den Sommermonaten
aufhalten. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Menschen bei
Wassersportarten und vor allem beim Schwimmen eine gewisse Menge an Wasser

verschlucken und so pathogene Erreger aufnehmen kdnnen.

Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten ein Vorhandensein von E. coli in jedem der zehn
beprobten Seen. Des Weiteren konnten Shigatoxin-bildende E. coli aus dem Weissensee
isoliert werden. Die zugehorigen Coliphagen konnten an jeder Entnahmestelle des
Teichalmsees, an einer des Odensees und einer des Worthersees nachgewiesen werden.
Die Beprobung auf die restlichen zwei der zoonotischen Erreger Campylobacter spp. und
Salmonellen verlief negativ und ihre zugehdrigen Bakteriophagen konnten ebenfalls nicht
nachgewiesen werden.

Die Uberprifung auf Antibiotikaresistenzen der gefundenen E. coli-Isolate zeigte
hauptsachlich eine Resistenz gegeniber den Antibiotika Ampicillin, Streptomycin, Tetrazyklin
und Trimethoprim. Diese Ergebnisse korrelieren mit den haufigsten Resistenzen von aus

Gewassern isolierter E. coli.

Die Hypothese, dass das Vorhandensein von Campylobacter spp., Salmonellen und
pathogenen Escherichia coli und deren Phagen in Osterreichischen Badegewassern in den
Sommermonaten nicht zu bedeutenden Infektionsquellen des Menschen zahlt, konnte belegt
werden. Demnach bieten dsterreichische Seen eine ausgezeichnete Wasserqualitadt und man

kann in ihnen bedenkenlos schwimmen, insofern man ein intaktes Immunsystem besitzt.
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7 Summary

In this Diploma thesis it was analysed if swimming in certain lakes in Austria could be
dangerous in regard to infections with zoonotic pathogens like Campylobacter spp., E. coli and
Salmonella. Furthermore, bacteriophages of these pathogens were isolated from the sampled
water. Therefore, in August 2020 five different lakes in Styria and Carinthia were selected and

sampled at five (four at Weissensee) different sampling sites.

Campylobacter spp., E. coli and Salmonella are the most important zoonotic bacterial
pathogens worldwide. Infections are mainly due to contaminated food and drinking water.
These zoonotic pathogens can find their way into lakes, where people like to spend summer
time, by animal and human fecal contamination. Different environmental conditions like heavy
rainfall, farming and animals living in the wild can also impact on this contamination. In different
studies it has been shown that people can be infected by taking up certain amounts of water

performing different types of aquatic sports or swimming in lakes.

E. coli was found in each of the sampled lakes (by enrichment); in one lake (Weissensee)
shiga-toxin positive E. coli was isolated. Coliphages were identified in three lakes,
Teichalmsee, where all five sampling sites tested positive, in Oedensee and in Woerthersee.
No Campylobacter spp. nor Salmonella could be detected in any of the water samples.
Antimicrobial resistance testing in isolated E. coli showed that resistance against ampicillin,
streptomycin, tetracycline and trimethoprim was found most often. These results confirm study

results from lakes in other countries.

Zoonotic bacterial infections like campylobacteriosis, salmonellosis and infections caused by
shiga-toxin producing Escherichia coli by performing aquatic activities in Austrian lakes during

summer months are not very likely.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

AGES Agentur fir Gesundheit und Ernahrungssicherheit GmbH
C. Campylobacter

CaClz Calciumchlorid

DAEC Diffus adhéarente E. coli

E. Escherichia

EAEC Enteroaggregative E. coli

EHEC Enterohamorrhagische E. coli

EIEC Enteroinvasive E. coli

EPEC Enteropathogene E. coli

ESBL Extended-Spectrum Beta-Lactamase
ETEC Enterotoxinbildende E. coli

GKz Gesamtkeimzahl

HUS Hamolytisch-uramisches Syndrom
LB Luria-Bertani

LT Hitzelabiles Toxin

MH Mueller-Hinton

MRSV Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis
NaCl Natriumchlorid

PEG Polyethylenglycol

PFU Plaque Forming Units

Pl-Buffer Prophage Induction-Buffer

SS Semisolid

S. Salmonella

sefr. Serovar

spp. Spezies (Plural)

ST Hitzestabiles Toxin

Stx Shigatoxin

TAE-Puffer TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

VT Verotoxin

WHO World Health Organisation

XLD Xylose-Lysin-Desoxycholat
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Abbildung 11: Probenentnahmestelle Toplitzsee

Abbildung 12: Wassergefligel am Badestrand Millstatter See

Abbildung 13: Wassergefligel am Badestrand Weissensee



10.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: PCR-Reaktionskomponenten
Tabelle 2: pH-Werte

Tabelle 3: Phagen Teichalmsee

Tabelle 4: Phagen Odensee und Wérthersee
Tabelle 5: Abklrzungsverzeichnis Antibiotika

Tabelle 6: Ergebnisse Agardiffusionstest
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