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Antibiotikarückstände, Resistenzgene und resistente 
Mikroorganismen im aufbereiteten Abwasser



Das natürliche oder intrinsische Resistome
Lack of target, inactivation, low uptake and efflux 
(Olivares et al., 2013; Perry & Wright, 2013)

Erworbene Antibiotikaresistenz
Antibiotics, metal and biocide compounds used by humans cause

community shifts, select resistance and horizontally acquired resistances
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Natürliche Funktionen von Antibiotika: bioaktive Moleküle, 
die bei sub-inhibitorischen Konzentrationen

Signalmoleküle

TRANSKRIPTION

Zellwachstum inhibieren

Adhäsion, Adhärenz

Exotoxin-

Produktion

Intrazelluläre

Persistenz

Courtesy of J. Davies



Abwasser, Klärschlämme, Gülle, Gärreste sind Umwelthabitate mit einer großen Zahl

Bakterien mit transferablen Resistenzgenen gegen Desinfektionsmittel, Metall- und 

Antibiotikaverbindungen.

Komplexe Interaktionen zwischen Bakterien in Habitaten mit sub-inhibitorischen

Konzentrationen von unterschiedlichsten selektiven Agenzien.

Courtesy M. Gillings



Wichtige Faktoren:
Beregnungshäufigkeit

Bodeneigenschaften

Physikochemische Eigenschaften der Mikroschadstoffe

Fähigkeit der Pflanzen Mikroschadstoffe aufzunehmen

Mikrobiome des aufbereiteten Abwassers

Belastung von Beregnungswasser mit Mikroschadstoffen, 
multi-resistenten Bakterien, ARGs, MGEs

Effekte auf

Bodenmikrobiome/Mikroschadstoffe

Pflanzenmikrobiom/Mikroschadstoffe

Grundwassermikrobiom/Mikroschadstoffe

Nutzung von aufbereitetem Abwasser 
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Courtesy of T.U. Berendonk



Konzentrationen von Antibiotika in aufbereitetem Abwasser
von 13 europäischen Kläranlagen

Courtesy of T.U. Berendonk



Konzentrationen von Ciprofloxacin und Azithromycin in auf-
bereitetem Abwasser von 13 europäischen Kläranlagen:
Frühjahr 2015, Herbst 2015, Frühjahr 2016, Herbst 2016

Courtesy of T.U. Berendonk



Environment International 2020. 138

Courtesy of T.U. Berendonk



Data on removal efficiency associated with different 
treatment technologies is scattered (and scarce)

 Data compilation on removal efficiencies observed in 
cases studies into a simple, extensible database

 Accessible via web interface to facilitate the selection of 
appropriate treatment technology 

Courtesy of T.U. Berendonk



DSWAP Datenbank zur Effizienz verschiedener Technologien

beim Abbau/Abtrennung von Mikroschadstoffen



Monitoring der Transmission von Resistenzgenen, Integrons
und Plasmiden

Organischer
Dünger
Gülle

Gärreste

Klärschlamm

Beregnungswasser

Boden Gemüse & Obst Menschliches
Darmmikrobiom



DNA/RNA-Extraktion

Kultivierung
direkt oder nach Anreicherung

Phänotypische & molekulare

Charakterisierung

PCR-Amplifikation von

16S rRNA-oder ARG &

MGE Genfragmenten

Quantitative PCR

PCR-Southern Blot

- Amplikonsequenzierung

- Metagenomsequenzierung

Exogene Isolierung von
Plasmiden

Monitoring von Antibiotikaresistenzgenen und 
mobilen genetischen Elementen

Kultivierungs-unabhängig
direkt oder nach Anreicherung



Courtesy of T.U. Berendonk



Genes with the the highest abundance in 

TWW irrigation associated with the TWW-irrigated soil

blaTEM & blaCTX-M-32 showed the lowest abundance in the TWW irrigation.

Courtesy Ioannis Kampouris



FW: Freshwater-Group, TWW: Treated Wastewater-Group, 

PERMANOVA test (Euclidean distance, R2 = 0.63, p<0.001, n=4)

TWW irrigation favored higher dissemination

for the genes with higher abundance in TWW than FW

Courtesy of Ioannis Campouris & T.U. Berendonk
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p1

pKPC-484

APH(4)-Ia

AAC(6')-
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sul3
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Escherichia coli sp. T-S-2-68 

Assembly of hybrid Illumina/Oxford Nanopore whole genome sequencing

Marano et al., 2019 , Water Research

Courtesy of Eddie Cytryn



EF

HA

LYS

AF

ST

WWTP
Fields

Source tracking of ARGs in WWTP effluents

Targeted genes

16S rRNA- marker for total bacteria

int1- Class 1 integron integrase  

gene

qnrS- plasmid associated 

quinolone resistance gene (proxy 

for plasmid-associated AR).

blaTEM- common, well established

blaCTX-M- clinically-associated ESBL

blaOXA (variants 2, 10)

blaGES- harbored on integrons & 

abundant in wastewater 

environments

Marano et al. 2019. Water ResearchCourtesy of Eddie Cytryn



DNQ- detectable but not quantifiable; ND- not detected

ARG 

copies/ml 

intI1 qnrS blaTEM blaCTX-M blaOXA-2 blaOXA-10 blaGES 

Effluent 

samples 

106-108 102-104 103-105 ND-DNQ 102-104 103-107 103-105 

Freshwater 

samples 

101-104 DNQ DNQ ND DNQ-102 ND ND 

 

Daily load 

of ARGs 

entering 

(copies/m2) 

intI1 qnrS blaTEM blaCTX-M blaOXA-2 blaOXA-10 blaGES 

1010-1012 106-108 107-109 ND-103 106-108 107-109 105-107 

 

Marano et al., 2019 , Water Research

Source tracking of ARGs in WWTP effluents

Courtesy of Eddie Cytryn



Marano et al., 2019 , Water Research

ARGs (copies g soil-1)
Irrigatio

n Water 

source

Crop

type
blaTEM qnrS

blaCTX-M-

32

blaOXA

2

blaOXA10

blaG

ES

WWTP1 

effluent

s

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

BDL BDL BDL BDL BDL BDL

WWTP2 

effluent

s

4.6·104

±5.26·1

04

DBN

Q
DBNQ BDL BDL BDL

BDL
DBN

Q
BDL BDL BDL BDL

DBNQ
DBN

Q
BDL BDL BDL BDL

WWTP2 

reservoi

r

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

WWTP3 

reservoi

r

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

BDL BDL BDL BDL BDL BDL

FW
3.1 ·104

±9.5·103
BDL DBNQ BDL BDL BDL

ARGs  (copies g matter-1)

Irrigation 
Water 
source

Crop 

type
blaTEM qnrS blaCTX-M-32

blaOXA

2

blaOXA

10

blaGE

S

WWTP1 
effluents

2.35 ·104 

±1.1·104

2.35 ·104

±1.09·104 BDL BDL BDL BDL

BDL BDL BDL BDL BDL BDL

WWTP2 
effluents

4.17·104

±4.08·10
4

BDL BDL BDL BDL BDL

BDL DBNQ BDL BDL BDL BDL

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

WWTP2 
reservoir

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

WWTP3 
reservoir

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

BDL BDL BDL BDL BDL BDL

FW DBNQ BDL BDL BDL BDL BDL

SOIL CROPS

Source tracking of ARGs in WWTP effluents

DNQ- detectable but not quantifiable; BDL- below detection limit

Courtesy of Eddie Cytryn



Soil is an ecological barrier that impedes dissemination of ARB and 

ARGs,

Ecological barriers: evidence of soil microbiome resilience

TWW has negligible impact on soil ARB and ARG abundance”

Negreanu et al., 2012 Environmental Science and Technology.

Marano et al., 2019, Water Research

Courtesy of Eddie Cytryn
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Marano et al., 2021, Environmental Science and TechnologyCourtesy of Eddie Cytryn



Enrichment 

(Soil+LB o/n)
CHROMagarTM

(ESBL, mSuperCarba)

qPCR
blaOXA10, blaGES, 

intI1, qnrS

FW / TWW

Lysimeters 
(Lettuce)

Almond

Avocado

DNA

extraction

Water

Soil

E
n
ri
c
h
e
d
 

C
u
lt
u
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Metagenomes

Impact of irrigation water quality on the 
copiotrophic fraction of the soil microbiome

Marano et al., 2021, Environmental Science and TechnologyCourtesy of Eddie Cytryn



TW samples

Soil 

samples

Marano et al., 2021, Environmental Science and Technology

Enriched soils

Direct analyses

Impact of irrigation water quality on the 
copiotrophic fraction of the soil microbiome

Carbapenem-resistant
CHROMagar msupercarba®)

ESBL-producing
(CHROMagar ESBL®)

Lysimeters Avocado 

orchard

Almond 

orchard

Courtesy of Eddie Cytryn



Take home messages

• Limits of detection need to be considered! 
The fact that a particular ARB or ARG is not identified does not mean it is not present!

• Everything is not always everywhere:
Enrichment of environmental samples subjected to anthropogenic pressure can stimulate 
“under the radar” microbiomes and resistomes in both deterministic and stochastic manners  

• Within a “One Health” perspective, targeting “under the radar” 
microbiomes and resistomes can be functional for risk assessment 
models 

Courtesy of Eddie Cytryn



Übertragbare Antibiotikaresistenzplasmide in
Pflanzen-assoziierten Bakterien

DNA Extraktion

PCR-Southern blot
qPCR Exogene Isolierung von konjugativen oder

mobilisierbaren Tc Resistenzplasmiden

Platierung auf  Tc10 Selektiv
Medium

Anreicherung     Plattierung

...open access: Blau et al., 2018, mBio
„The transferable resistome of produce“



Charakterisierung von Tetrazyklin-resistenten E. coli Isolaten von Koriander

E. coli

isolates

ST
Inc 

groupsa
bla genes Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profileb

EK2.2 0 Uh blaTEM intI1, tet(A), sul2,strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, OFX

EK2.19 0 FIIl blaTEM intI1, tet(A), merRT∆P, sul2, aadA AM, AMX, TE, S, TMP, D, GM, KM

EK2.20 0 HI1h blaTEM intI1, tet(A), sul2, sul3, aadA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, GM, OFX, 

C

EK2.21 0 X1h blaTEM intI1, tet(A) AM, AMX, TE, OFX

EK2.22 0 X1h blaTEM intI1, tet(A), strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, OFX

EK2.25 0 Uh, X1h blaTEM intI1, tet(A), sul2, strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, OFX

EK2.26 0 Uh blaTEM intI1, tet(A), sul1, aadA, qacE∆1, strA AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CIP, NA, 

OFX

EK2.29k 0 Ng blaTEM, 

blaCTX-M-1

intI1, tet(A), sul1, strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CRO, CTX, 

OFX, CIP

EK2.30 0 Uh blaTEM intI1, tet(A), sul1, sul3, aadA, qnrS AM, AMX, TE, TMP, SD, C

EK3.33 0 X1h - intI1, sul1, strA TE, D

EK3.36 0 FIBl blaTEM intI1, tet(A), merRT∆P, sul1, aadA AM, AMX, TE, S, TMP, D, GM, KM

EK3.43k 0 Ng blaCTX-M-1 tet(A), sul1,qnrS AM, AMX, TE, S, D, GM, CTX, OFX

EK3.44k 7 Ng blaTEM, 

blaCTX-M-1

intI1, tet(A), merRT∆P, sul1, strA, 

qnrS

AM, AMX, TE, S, TMP, SD, CRO, CTX, 

C, NA, CIP, OFX

EK5.16 7 FIIl, I1f blaTEM intI1, tet(A), aadA, qacE∆1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, D, OFX

EK5.19 7 X1h blaTEM intI1, tet(A), sul2, strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D, C

EK5.20 7 FIIl, I1f blaTEM intI1, tet(A), aadA, qacE∆1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, OFX

EK5.25 7 FIIl blaTEM intI1, tet(A), qacE∆1, qnrS AM, AMX, TE, TMP, OFX

EK5.28 7 FIIl, I1f blaTEM intI1, tet(A), aadA, qacE∆1, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, CIP, OFX

EK5.30 7 FIIl, FIBl, 

I1f

blaTEM intI1, tet(A), sul1, aadA, qacE∆1, 

qnrS

AM, AMX, TE, TMP, SD, D, CIP, NA, 

OFX

EK5.32 7 X1h blaTEM intI1, tet(A), sul1, sul2, strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, OFX, C

EK5.40 7 X1h blaTEM intI1, tet(A), sul2, strA, qnrS AM, AMX, TE, S, TMP, SD, C

EK7.6 7 Uh blaTEM intI1, tet(A) AM, AMX, TE, TMP, D

EK7.7 7 I1f bla intI1, tet(A), qacE∆1, aadA AM, AMX, TE, TMP



Charakterisierung von repräsentativen Tetracyclin-
resistenten E. coli Isolaten

E. coli

isolatesa
ST

Inc 

groupsb

bla

genes
Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profilec

M1E 0 ND blaTEM intI1, tet(A), sul1, sul2, qacE∆1, strA, 

merRT∆P

AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D

M19E 0 ND blaTEM intI1, tet(A), sul1, sul2, qacE∆1, strA AM, AMX, TE, S, TMP, SD, D

E. coli

isolatesa
ST

Inc 

groupsb
bla genes Resistance and integrase genes Antibiotic resistance profilec

RE1D 0 FIIl - - TE, D

RE4D 0 I1 - intI1, tet(A), sul3, aadA, merRT∆P TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

RE9D 0 I1l - intI1, tet(A), sul3, aadA, merRT∆P TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

RE10D 0 I1f - intI1, tet(A), sul3, aadA, merRT∆P TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

RE11E 0 I1f - intI1, tet(A), sul3, aadA, merRT∆P TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

RE14E 7 FIIl - - TE, D

RE19E 7 I1f - intI1, tet(A), sul3, aadA, merRT∆P TE, S, TMP, SD, D, CIP, NA

Gemischter Salat 

Rucola

a: D: Direct plating; E: Enrichment.
b: l: detected by RT-PCR and PBRT; f: detected by RT-PCR; g: detected by PCR; h: detected by PBRT. 
c: C: Chloramphenicol; AM: Ampcillin; AMX: Amoxicillin; TE: Tetracycline; S: Streptomycin; TMP: 

Trimethoprim; SD: Sulfadiazine;    CIP: Ciprofloxacin; OFX: Ofloxacin; D: Doxycycline; GM: Gentamicin; 

NA: Nalidixic acid; ND: not detected.



Phylogruppe B1 dominiert

häufigsten STs: 
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A
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D
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88
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457

641

1727

2165

4684

5891

6021

6186

7576

8677

Singleton

Novel

Source

Cilantro

Arugula

Mixed Salad

Reid, et al. 2020. Whole genome sequencing of Escherichia coli from store-bought produce. 

Front. Microbiol. 10:3050. doi.org/10.3389/fmicb.2019.03050.

“Whole Genome Sequencing” (WGS) von 120 E. coli 

Isolaten von Frischeprodukten

84/120 Stämmen trugen 
Klasse 1 integrons (intI1)

ST58: 2 von 14 strains trugen
ESBL gene blaCTX-M15



“Whole Genome Sequencing” (WGS) von 120 E. coli Isolaten
von Frischeprodukten

• Viele Klasse 1 integrons waren auch mit IS Elementen wie IS26 und verschiedenen
ARGs assoziiert. 

• Die Detektion der gleichen Integrons in E. coli- Stämmen verschiedener STs deutet
auf HGT hin
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E. coli Rifr Kmr

Filter mating, 

selection with Rif Km Tc

Produce  bacteria with 

conjugative plasmids

E. coli transconjugants with tetracyline resistance plasmids

Übertragbare Resistom von Frischeprodukten



Charakterisierung von repräsentativen Tetracyclin-resistenten E. coli

CV601 Transkonjuganten von Frischeprodukten
TETR E. coli

CV601 

transconjugants

Sample 

sourcea

Inc 

groupsb

bla

genes

Resistance, integrase genes and 

ISc
Antibiotic resistance profiled

pBC1.1 Ci P-1βf blaTEM intI1, tet(A), merRT∆P, qacE∆1, 

IS1071

TE, AM, AMX, D

pBC1.3 Ci P-1βf - intI1, tet(A), merRT∆P, qacE∆1, 

IS1071

TE, AM, AMX, D

pBC1.9 Ci P-1βf, FIIl blaTEM intI1, tet(A), merRT∆P, qacE∆1,

IS1071

TE, AM, AMX, D

pBC1.12 Ci P-1βf, FIIl - intI1, tet(A), merRT∆P, strA, qacE∆1, 

IS1071

TE, AM, AMX, D, S

pBC2.1 Ci FIBl blaTEM tet(A), sul1, qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA, 

OFX, C

pBC2.2 Ci FIBl blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX

pBC2.3 Ci FIBl, I1f blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX

pBC2.4 Ci FIBl blaTEM tet(A), sul2, qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA, OFX

pBC2.6 Ci FIBl blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX, C

PBC2.8 Ci FIBl blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, NA, OFX

pBC2.11 Ci FIIl blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX

pBC2.15 Ci I1fl blaTEM tet(A), qnrS TE, AM, AMX, D, CIP, OFX

pBMS1 MS FIIl blaTEM intI1, tet(Q), sul1, strA, merRT∆P TE, AM, AMX, D, TMP, C, S, 

SD

pBMS4 MS FIIl blaTEM intI1, sul1, strA, merRT∆P, TE, AM, AMX, D, TMP, C, S, 

SD

pBA1 A ND blaTEM tet(A) TE, AM, AMX, D, TMP, C, CIP

E. coli CV601 (R) - - - - -

a: Ci: Cilantro; MS: Mixed salad; A: Arugula.
b: l: detected by RT-PCR and PBRT; f: detected by RT-PCR; c: IS, Insertion Sequence.
d: C: Chloramphenicol; AM: Ampcillin; AMX: Amoxicillin; TE: Tetracycline; CIP: Ciprofloxacin; OFX: Ofloxacin; D: Doxycycline; NA: Nalidixic acid; 

TMP:Trimethoprim; SD: Sulfadiazine; ND: not detected.



Nachweis von IncF, I1, I2 Plasmiden, intI1 und tet(A) in TC-DNA 
extrahiert aus Frischeprodukten direct und nach Anreicherung

Produce DNA
IncF IncI1 IncI2 intI1 tet(A)

qPCR Blot qPCR Blot qPCR Blot qPCR Blot qPCR Blot

Mixed 

salad
Direct 

extraction

0 - - - - - +++ + (+++) - (++)1*

7 - - - - - +++ + (+++) - (+++)2*

Enrichment
0 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + (++)2*

7 + (+++) + (++) + +++ + (+++) + +++

Arugula Direct 

extraction

0 - - - - - (++)3* + (++) - (+++)2*

7 - - - - - (++)1* + (++) - (+++)1*

Enrichment
0 + (+++) - - + +++ + (++) + +++

7 + (+++) - - + +++ + (++) + +++

Cilantro Direct 

extraction

0 - - - - - - (+)1* (++) (+)1* (+++)3*

7 (+)1* (++)2* - - - - (+)3* (+++) (+)2* (+++)3*

Enrichment
0 (+)2* (+++)2* (+)1* (++)2* - - (+)3* (+++) (+)2* (+++)3*

7 (+)2* (+++)2* (+)2* (++)2* - - (+)3* (+++)3* (+)3* (+++)3*

(*): Number of positive replicates, -: Not detected or no signal, +: positive (qPCR), (++): Medium signal; (+++): Strong signal.



Faktoren, die das Mikrobiom und das übertragbare 
Resistom von Pflanzen beeinflussen

Pflanzenart und –sorte

Das Substrat (Bodentyp)

Beregnungswasser- Qualität und Häufigkeit 

Nutzung organischer Dünger

Lagerung und Verarbeitung nach der Ernte: induzierte Mikrobiom-
Verschiebungen



Zusammenfassung

Aufbereitetes Abwasser enthält eine Vielzahl von Mikroschadstoffen, multi-

resistente Bakterien, ARGs und mobile genetische Elemente

In Gegenwart von Nährstoffen und Selektionsdruck führt dies zum Wachstum von 

resistenten Populationen und stimuliert horizontalen Genaustausch. 

Beitrag von aufbereitetem Abwasser zur erhöhten Abundanz von Bakterien mit

transferablen Resistenzgenen im Boden und an Pflanzen wesentlich durch die 

enthaltenen Mikroschadstoffe beeinflusst: Notwendigkeit der Entwicklung bzw. 

Nutzung von Methoden zur effizienten Entfernung von Mikroschadstoffen

Das Pflanzenmikrobiom kann ein Reservoir für transferable Resistenzgene für

Bakterien im menschlichen Darm sein


