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Einleitung

Die Nutzung aufbereiteten Abwassers
zu Bewisserungszwecken im Pflan-
zenbau ist bereits in vielen Regionen
der Welt notwendig. Sie wird im Hin-
blick auf zunehmende Trockenperioden
auch fiir die Landwirtschaft in Euro-
pa diskutiert. Da die Verordnung (EU)
2020/741 des Europdischen Parlaments
und des Rates eine solche Bewiésserung
mit Einschrankungen vorsieht, soll die-
ser Ubersichtsartikel den derzeitigen
wissenschaftlichen Kenntnisstand und
die sich daraus ergebende Risikobewer-
tung fiir Deutschland darstellen [1]. Es
wird diskutiert, ob fiir Riickstinde von
Antibiotika-, Metall- und Biozidverbin-
dungen bzw. das Vorhandensein von
resistenten Bakterien besondere Vor-
sichtsmafinahmen erforderlich sind, die
tiber die im Hinblick auf pathogene Mi-
kroorganismen ohnehin erforderlichen
Mafinahmen hinausgehen.
Bewisserungswasser gilt als wichtige
Quelle fir den Eintrag von Antibiotika-,
Metall- und Biozidverunreinigungen so-
wie von antibiotikaresistenten Bakterien
in Nutzpflanzenkulturen [2]. Es wird
ein direkter Zusammenhang zwischen
der Wasserqualitit und der Kontami-
nation von roh verzehrtem Obst und
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Gesundheitsrisiken durch die
Bewasserung von Nutzpflanzen
mit aufbereitetem Abwasser, das
Antibiotikaruckstande,
Resistenzgene und resistente
Mikroorganismen enthalt

Gemiise vermutet. Das Vorkommen
von Mikroschadstoffen, wie Antibioti-
kartickstinden, und deren Aufnahme
in die Pflanze kann sowohl die Zusam-
mensetzung des natiirlichen Pflanzen-
mikrobioms beeinflussen als auch die
Etablierung der mit dem aufbereiteten
Abwasser eingebrachten Keime. Das
Pflanzenmikrobiom wiederum kann
einen direkten Einfluss auf das mensch-
liche Darmmikrobiom nehmen [3].

Zum Schutz vor lebensmittelbeding-
ten Erkrankungen durch pathogene
Bakterien, Viren und Parasiten durch
Rohverzehr von frischem Obst und Ge-
miise sind entsprechende Anforderun-
gen an die Wasserqualitit zu berticksich-
tigen [4]. Mit diesem Ubersichtsartikel
wird gezeigt, dass die Qualitit des zur
Bewisserung genutzten aufbereiteten
Abwassers auch im Hinblick auf die
Antibiotikaresistenz-Problematik  von
grofler Bedeutung ist.

Einerseits enthdlt aufbereitetes Ab-
wasser Nihrstoffe fiir das Pflanzenwachs-
tum, andererseits sollten Mikroschad-
stoffe, die antibiotikaresistente Bakterien
selektieren und die Ubertragung von
Genen zwischen Bakterien (horizon-
taler Gentransfer) stimulieren, vor der
Nutzung von aufbereitetem Abwasser
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aus dem Bewisserungswasser entfernt
werden [5].

Aufbereitete Abwisser enthalten
deutlich geringere Riickstandskonzen-
trationen wie Antibiotika-, Metall- und
Biozidverbindungen als z.B. Giille. Al-
lerdings tibersteigt bei einer regelmafii-
gen Bewisserung die Gesamtmenge der
aufbereiteten Abwisser die der ausge-
brachten Giille deutlich, so dass es {iber
die Zeit zu einer stirkeren Exposition
des Bodens und der Pflanzen gegeniiber
diesen Substanzen kommen kann.

Wesentlich fiir die Fragestellung die-
ses Artikels sind einerseits der Gehalt
an antimikrobiell wirksamen Substanzen
im aufbereiteten Abwasser sowie der Ge-
haltan resistenten Mikroorganismen und
ggf. freier DNA, die Resistenzgene tragen
kann. Zweitens ist zu priifen, in welchem
Umfang sowohl die resistenten Mikroor-
ganismen als auch die Riickstinde von
Arzneimitteln von den Pflanzen aufge-
nommen werden bzw. auf den Pflanzen
verbleiben. Drittens ist zu fragen, in wel-
chem Umfang iibliche Mafinahmen, z. B.
das Waschen von pflanzlichen Lebens-
mitteln vor dem Verzehr, zu einem re-
levanten Riickgang solcher Mikroorga-
nismen und ggf. der Riickstinde fithren,
der iiber den Effekt der Entfernung von
Bodenpartikeln hinausgeht.
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Tab. 1

anlagenin 7 EU-Mitgliedstaaten 2015/2016 [13]
Substanz Minimum
Cefalexin 37
Trimethoprim 15,2
Ciprofloxacin 384
Enrofloxacin 69,4
Ofloxacin 20
Orbifloxacin 6,5
Clindamycin 6,5
Azithromycin 45,2
Clarithromycin 45
Metronidazol 7,6
Ampicillin 68,1
Nalidixinsaure 253
Oxolidinséure 53
Pipemidsaure 32
Sulfamethoxazol 7,1
Sulfapyridin 4,7
Tetracyclin 15,4

Dieser Ubersichtsartikel strebt keine
umfassende Risikobewertung der mogli-
chen Exposition von Verbraucherinnen
und Verbrauchern gegeniiber resistenten
Mikroorganismen, Resistenzgenen und
Riickstinden von Arzneimitteln durch
die Bewisserung von Nutzpflanzen mit
aufbereitetem Abwasser an, sondern fo-
kussiert auf mogliche Aspekte, die tiber
die Herausforderungen hinausgehen, die
sich im Hinblick auf pathogene Mikro-
organismen stellen und an anderer Stelle
bewertet worden sind [4]. Ausgehend von
den im geklarten Abwasser vorhande-
nen Kontaminanten und resistenten Mi-
kroorganismen betrachten wir zunéchst
deren Effekt auf die bewdsserten Pflan-
zen. Anschlieffend analysieren wir den
Effekt der Verarbeitung der Lebensmit-
tel auf die Konzentrationen von Antibio-
tikartickstdinden und Bakterien im ver-
zehrfertigen Lebensmittel.

Resistente Bakterien, Plasmide
und Antibiotikariickstande im
Zu- und Ablauf von Klarwerken

Vorkommen resistenter Bakterien

Das Vorhandensein resistenter Mikroor-
ganismen in aufbereiteten Abwissern ist
weltweit gut belegt [6-10]. Resistente Mi-

Gehalt von 17 antimikrobiellen Substanzen (ng/l) am Ablauf von 13 europdischen Klar-

Maximum Anzahl Klaranlagen
ohne Nachweis

308 3

190,6 0

584,9 0

69,4 12

305,1 1

6,7 11

110,7 1

597,5 0

313,2 1

93,2 4

99,4 11

50,3 11

53 12

30,1 1

1234 3

184 0

231,2 2

kroorganismen unterschiedlichster Art
kommen in fastallen Abwissern vor [11].
Dabei unterscheiden sich Muster der fest-
stellbaren Resistenzen zwischen Abwis-
sernverschiedener Herkunft (kommuna-
le Abwisser mit und ohne Krankenhaus
im Einzugsgebiet, Schlachthofabwisser
etc.; [8-10]). Die Zahl und Abundanz
(Haufigkeit) der detektierten Resistenz-
gene ist auch von dem Behandlungsver-
fahren der Klaranlage abhingig [12].

Haufig ist unklar, in welcher Abun-
danz die resistenten Bakterien vorhan-
den sind. Bei kultivierungsunabhingi-
gen DNA-basierten Nachweisverfahren
ist meist nicht bekannt, ob es sich bei den
festgestellten Genen um Nachweise aus
intakten Bakterien oder aus freier DNA
handelt, die nicht aus intakten Bakterien
stammt, weil die Gene in direkt extrahier-
ter DNA, d.h. ohne die vorherige Kul-
tivierung und Isolierung der Bakterien,
nachgewiesen werden. Insgesamt kann
der Gehalt an Mikroorganismen stark
variieren, je nach Jahreszeit und Tempe-
ratur sowie nach Aufbereitung der Ab-
wisser (mechanisch, biologisch etc.) und
Einspeisung aus verschiedenen Ressour-
cen [13].

Kultivierungsunabhéngige DNA-ba-
sierte Untersuchungen zeigten, dass es
im Laufe des Kléarprozesses bei vielen Re-
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sistenzgenen zu einer Verminderung der
Abundanz kommt [14]. Dabei bestehen
sowohl hinsichtlich der Ausgangsabun-
danz [9] als auch hinsichtlich des Grades
der Reduktion erhebliche Unterschiede
[7, 15], die durch Verschiebungen in
der Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaft im Rahmen des Klarpro-
zesses begriindet sind. Eine Ubersicht
iiber die nachgewiesenen Resistenzgene
gaben Pazda et al. (2019; [11]).

Mit kultivierungsunabhéngigen
DNA- oder RNA-basierten Methoden
kénnen die Dynamik der Zusammen-
setzung des Mikrobioms sowie das Vor-
kommen von Antibiotikaresistenzge-
nen (ARG) oder mobilen genetischen
Elementen (MGE) analysiert werden.
Diese Methoden haben aber im Hin-
blick auf Empfindlichkeit und Infor-
mationen zum Resistenzphdnotyp oder
dem genetischen Kontext noch deut-
liche Schwichen gegeniiber den tra-
ditionellen, oft mit Anreicherungen
verbundenen  Kultivierungstechniken.
Letztere erlauben gleichzeitig die Cha-
rakterisierung des Resistenzphinotyps
der isolierten Bakterien durch Gesamt-
genomsequenzierung, die Analyse der
plasmidlokalisierten Resistenzgene und
ihrer Verkniipfung mit Insertionsse-
quenz(IS)-Elementen [16] sowie den
Vergleich von Isolaten aus aufbereitetem
Abwasser und von rohverzehrtem Ge-
miise oder Obst. Die exogene Isolierung
von Ubertragbaren plasmidlokalisierten
Antibiotikaresistenzen in einem E.-coli-
oder Pseudomonas-Rezipienten [17, 18]
kann diese Analyse unterstiitzen.

Rickstande antimikrobiell
wirksamer Arzneimittel

Neben resistenten Mikroorganismen
konnen geklarte Abwisser auch Riick-
stinde antimikrobiell wirksamer Sub-
stanzen enthalten ([7, 13, 19-26]; exem-
plarisch @Tab. 1). Auch bei den Riick-
stinden kommt es im Rahmen der Kli-
rung der Abwisser in der Regel zu einem
Riickgang der Konzentrationen [23]. Es
kann aber bei einigen Substanzen auch
dazu kommen, dass durch chemische
Prozesse die urspriingliche Substanz aus
Metaboliten wiederhergestellt wird, und
deshalb die Konzentrationen im Auslauf
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von Klidranlagen hoher sind als im Zu-
lauf [22]. Die EU hat 5 antimikrobielle
Substanzen auf eine Beobachtungsliste
hinsichtlich der Belastung von Gewis-
sern gesetzt: Ciprofloxacin, Amoxicillin,
Erythromycin, Clarithromycin und Azi-
thromycin [27]. Grundsitzlich ist davon
auszugehen, dass es zukiinftig durch
verbesserte Technologien in der Abwas-
seraufbereitung zu einem Riickgang der
im aufbereiteten Abwasser verbleiben-
den Riickstinde kommen wird [5, 24,
28].

In einer umfassenden Monitoring-
studie zu aufbereitetem Abwasser von
Kldranlagen in 7 EU-Mitgliedstaaten
konnten 17 von 53 getesteten Anti-
biotika in mindestens einer Kldran-
lage nachgewiesen werden (@Tab. 1).
Im aufbereiteten Abwasser deutscher
Kldranlagen wurden Trimethoprim, Ci-
profloxacin, Ofloxacin, Azithromycin,
Clarithromycin, Sulfamethoxazol, Sulfa-
pyridin und Tetrazyklin nachgewiesen.
Die Studie zeigte auch saisonale Unter-
schiede in der Antibiotikabelastung des
aufbereiteten Abwassers. Von den Auto-
ren dieser Studie wurden Ciprofloxacin,
Azithromycin und Cefalexin als Mar-
ker fir Antibiotikaverunreinigungen
vorgeschlagen [13].

Diese Riickstinde konnen einerseits
zur weiteren Resistenzselektion im Mi-
krobiom der Abwisser beitragen. An-
dererseits konnen sie ggf. von den be-
wisserten Pflanzen aufgenommen wer-
den [5] und dann als Riickstinde im Le-
bens- oder Futtermittel eventuell toxi-
kologisch relevante Wirkungen entfalten
oder aber wiederum zur Resistenzselek-
tion bei Pflanzen-, Tier- und Menschen-
assoziierten Mikroorganismen beitragen
[29, 30].

Der Umfang, in dem die aufbereite-
ten Abwisser noch Wirkstoffe enthalten,
hidngt von der Ausgangssituation, al-
so dem Eintrag der Wirkstoffe in die
Kldranlagen, sowie dem Abbau oder
der Sedimentation der Substanzen ab.
Fraglich bleibt, inwieweit geringe Kon-
zentrationen entsprechender Riickstin-
de nach Ausbringung in die Umwelt
zu einer Resistenzentwicklung fithren.
Subinhibitorische Riickstdnde unterbin-
den zwar nicht das Wachstum sensibler
Organismen, konnten aber die Aufnah-
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Zusammenfassung

Diese Ubersichtsarbeit beschreibt Effekte und
mdgliche Gesundheitsrisiken durch resistente
Mikroorganismen, Resistenzgene und Biozid-
und Arzneimittelriickstdnde, die durch die
Nutzung von aufbereitetem Abwasser zur
Bewdsserung von Nutzpflanzen entstehen
konnen. Dabei fokussiert die Arbeit auf
spezifische Aspekte dieser Kontaminanten
und ihrer Interaktionen, strebt jedoch keine
allgemeine Bewertung der mikrobiologischen
Belastungen an.

In aufbereitetem Abwasser werden regelma-
Big Riickstande von antibiotisch wirksamen
Arzneimitteln, resistente Mikroorganismen
und Resistenzgene nachgewiesen. Diese
beeinflussen das Boden- und Pflanzenmi-
krobiom und kénnen von den Pflanzen
aufgenommen werden. Mit einer Interaktion
von Antibiotikariickstdnden und Mikroorga-
nismen ist vor allem vor der Ausbringung
der aufbereiteten Abwésser zu rechnen. Sie
kann allerdings auch das Pflanzenmikrobiom
beeinflussen, inklusive der Gesamtheit seiner
Resistenzgene (Resistom). Eine besondere
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Gesundheitsrisiken durch die Bewédsserung von Nutzpflanzen mit
aufbereitetem Abwasser, das Antibiotikariickstdande,
Resistenzgene und resistente Mikroorganismen enthalt

Problematik ergibt sich dadurch, dass
Pflanzen als Lebensmittel haufig roh, also
ohne keimreduzierende Verarbeitungsschritte
verzehrt werden. Griindliches Waschen
pflanzlicher Lebensmittel beeinflusst das
Pflanzenmikrobiom nur geringfiigig. Zerklei-
nerungsschritte bei der Verarbeitung kénnen
hingegen zur Vermehrung vorhandener
Mikroorganismen beitragen, so dass danach
eine griindliche Kiihlung erforderlich ist.

Bei der Aufbereitung von Abwdssern, die zur
Bewadsserung von Nutzpflanzen eingesetzt
werden sollen, werden neue Verfahren zur
Elimination von Mikroschadstoffen und Mi-
kroorganismen benétigt, um das Risiko einer
verstarkten Exposition von Verbraucherinnen
und Verbrauchern gegentiber (ibertragbaren
Resistenzgenen und resistenten Bakterien
weiter zu reduzieren.

Schliisselworter

Aufbereitete Abwasser - Antibiotikaresistenz -
Arzneimittelriickstande - Pflanzenverfiigbar-
keit - Lebensmittelsicherheit

microorganisms

Abstract

This review describes the effects and potential
health risks of resistant microorganisms,
resistance genes, and residues of drugs and
biocides that occur when re-using wastewater
for crop irrigation. It focusses on specific
aspects of these contaminants and their
interactions, but does not provide a general
risk assessment of the microbial load when
using reclaimed water.

Antimicrobial residues, antimicrobial resistant
microorganisms, and resistance genes are
frequently detected in treated wastewater.
They have effects on the soil and plant-
associated microbiota (total associated
microorganisms) and can be taken up by
plants. An interaction of residues with
microorganisms is mainly expected before
using the water for irrigation. However, it
may also occur as a combined effect on the
plant microbiome and all the abundant

Health risks from crop irrigation with treated wastewater
containing antibiotic residues, resistance genes, and resistant

resistance genes (resistome). Special concerns
are raised as plants are frequently consumed
raw, that is, without processing that might
reduce the bacterial load. Washing fruits and
vegetables only has minor effects on the
plant microbiome. On the other hand, cutting
and other processes may support growth of
microorganisms. Therefore, after such process
steps, cooling of the foods is required.

Further progress has to be made in the
treatment of wastewater that will be used

for crop irrigation with respect to removing
micropollutants and microorganisms to
minimize the risk of an increased exposure of
consumers to transferable resistance genes
and resistant bacteria.

Keywords
Water reuse - Antimicrobial resistance - Drug
residues - Bioavailability - Food safety
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me von freier DNA mit Resistenzgenen
begiinstigen und damit einer weiteren
Ausbildung von Resistenzen Vorschub
leisten. Auch durch andere, nicht antimi-
krobielle Substanzen im Abwasser kann
der Austausch mobiler genetischer Ele-
mente beférdert werden [31, 32]. Diese
Verdnderungen sind vor allem vor der
Ausbringung zu erwarten, weil danach
die Konzentrationen der Substanzen
weiter sinken und die Verfiigbarkeit der
freien DNA in der Umgebung rasch
abnimmt.

Wihrend Beta-Laktam-Antibiotikain
hohem Maf3e einem Abbau durch Hydro-
lyse unterliegen, besitzen andere Antibio-
tikaklassen wie Fluorchinolone, Tetrazy-
kline, Makrolide und Sulfonamide eine
hohere Stabilitit. Sie werden nur lang-
sam abgebaut und oft in der organischen
Substanz des Klirschlamms abgelagert
(sequestriert; [33]). Sie konnen sich ggf.
in der Umwelt anreichern.

Effekt zusatzlicher Behandlungs-
schritte im Klarprozess auf das
Vorkommen von Mikroorganismen
und Resistenzgenen

Weitere Aufbereitungsschritte des Ab-
wassers, wie zum Beispiel die Ozo-
nierung, konnen zu einer Reduktion
der Zahl resistenter Bakterien und der
Abundanz von Resistenzgenen beitra-
gen. Sie fithren aber aufgrund der un-
terschiedlichen Wirksamkeit gegeniiber
verschiedenen Mikroorganismen auch
zu einer Verschiebung des Spektrums
vorhandener Bakterien und ihrer Re-
sistenzgene oder mobilen genetischen
Elemente [7, 34]. Nur bei ausreichender
Vorreinigung der Abwisser kann eine
effiziente Reduktion von Mikroorganis-
men durch Ozonierung erreicht werden.
Hierfiir fehlen jedoch Daten, inwie-
weit die unterschiedlichen Prozessstufen
einen wesentlichen Einfluss auf die mi-
krobielle Last der Abwisser ausiiben.
Daher empfehlen verschiedene Autoren
eine Kombination von konventionel-
len Abwasserbehandlungsmethoden mit
Verfahren, die auf oxidativen Metho-
den (UV-Strahlung, Ozon, H,0,) oder
adsorptiven Methoden (Holzkohlefil-
ter, Sandfilter und membranbasierten

Filtertechnologien) basieren [5, 7, 24,
28].

Kontamination von Pflanzen
bei der Bewdsserung mit
aufbereiteten Abwassern

Das Pflanzenmikrobiom

Die Zusammensetzung des Pflanzenmi-
krobioms (Gesamtheit aller mit Pflanzen
assoziierten Mikroorganismen) hingt
von der Pflanzenart, vom Wachstumssta-
dium, vom Mikrohabitat (Blatt, Stingel,
Waurzel, endophytisch oder epiphytisch),
dem Substrat, dem landwirtschaftlichen
Management (organische Diinger, Be-
wisserung) und der Witterung ab. Von
besonderer Bedeutung ist das Mikrobi-
om von roh verzehrten Pflanzen, wie
Blattsalaten, Lauch und Wurzelgemiisen,
daihr Verzehr eine direkte Beeinflussung
des menschlichen Darmmikrobioms er-
moglicht [35]. Grundsitzlich dominieren
bei den Bakterien die Proteobakterien
und bei den Pilzen Basidiomyceten im
Pflanzenmikrobiom [36]. Gerade Proteo-
bakterien sind als genetischer Ursprung
fir eine Vielzahl mobiler Resistenzgene
identifiziert worden, die eine klinische
Relevanz aufweisen [37]. Der Einfluss
des Bodentyps auf das Mikrobiom der
Pflanzen wurde in verschiedenen Studien
nachgewiesen [38]. Neben der Diversi-
tat werden auch das Vorkommen und
die Persistenz von antibiotikaresistenten
Bakterien durch die Beschaffenheit des
Bodens beeinflusst [38, 39].
Epiphytische und auch die endophy-
tischen Bakterien haben eine sehr hete-
rogene Verteilung mit lokal sehr hohen
Zelldichten (sogenannte Mikroaggrega-
te, Biofilme), die die heterogene Vertei-
lung und Verfiigbarkeit von Nahrstoffen
fir Mikroorganismen widerspiegelt. Die
Phyllosphire besiedelnde Bakterien ha-
ben hiufig sehr effiziente Effluxpumpen,
sie bilden Auxine, Antibiotika, Pigmente,
Biosurfactants (Detergenzien), N-Acyl-
Homoserinlactone oder extrapolymere
Substanzen, um sich an das Leben in
der Phyllosphére anzupassen [40, 41].
Dabei dienen die mikrobiell gebildeten
Antibiotika als hochaktive Signalmole-
kiile. Es ist deshalb nicht iiberraschend,
dass ein grofler Anteil der pflanzenasso-
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ziierten Bakterien Mehrfachresistenzen
gegen klinisch relevante Antibiotika be-
sitzt. Die Kenntnisse zur Gesamtheit der
natiirlich vorhandenen Resistenzgene im
Pflanzenmikrobiom (intrinsisches Resi-
stom) wurden durch Metagenomstudien
wesentlich verbessert [41-43].

Viele der typischen pflanzenbesie-
delnden Gattungen (Acinetobacter, Burk-
holderia, Enterobacter, Pantoea, Klebsi-
ella, Pseudomonas, Stenotrophomonas
oder Serratia) spielen auch im Kranken-
haus als Erreger nosokomialer Infektio-
nen eine grofle Rolle. Der Erfolg von
Isolaten dieser Gattungen im Habitat
Krankenhaus erklirt sich durch effizi-
ente Effluxpumpen und die Fahigkeit,
Biofilme zu bilden. Dadurch sind sie
bestens geeignet trotz des starken Se-
lektionsdrucks im Krankenhaus (hoher
Einsatz von antimikrobiellen Substan-
zen und Bioziden) aufgrund fehlender
Konkurrenz zu kolonisieren.

Es ist wichtig festzuhalten, dass das
natiirliche Pflanzenmikrobiom nicht nur
von grofler Bedeutung fiir die Gesund-
heit und das Wachstum der Pflanzen ist,
sondern auch fir die Gesundheit des
Menschen. Die Produktion von mog-
lichst keimarmem Gemiise ist daher
nicht sinnvoll. Vielmehr tréigt eine hohe
Diversitit des Pflanzenmikrobioms dazu
bei, dass eingebrachte Mikroorganismen,
z.B. Keime aus dem Bewisserungswas-
ser, sich nicht auf Pflanzen etablieren
kénnen. Pro Gramm Blattmaterial im
Freiland gewachsenem Salat kénnen ty-
pischerweise 10°-107 koloniebildende
Einheiten (KbE) nach einer Plattierung
auf nichtselektiven Nihrmedien nach-
gewiesen werden [44]. Diese Zahl wird
nur in geringem Mafle durch Waschen
reduziert [45-47]. Man geht heute davon
aus, dass das Samenmikrobiom und der
Boden die Zusammensetzung des oberir-
dischen Pflanzenmikrobioms wesentlich
beeinflussen [48]. Allerdings tragen auch
eine Reihe von externen Faktoren wie
Regen- und Bewisserungswasser, Staub-
oder Boden-assoziierte Mikroorganis-
men zum Blatt-Mikrobiom bei.
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Einfluss der Bewasserung auf
Mikrobiom und Resistom

Trotz der Belastung von aufbereitetem
Abwasser mit antibiotikaresistenten Bak-
terien hat ihr begrenzter Nachweis im
Boden zu der Einschitzung gefiihrt, dass
Boden wie ein Puffer wirkt, d.h. bioti-
sche und abiotische Bodenfaktoren den
Effekt limitieren [49].

Bei der vergleichenden Nutzung von
Oberflachen- und Trinkwasser oder auf-
bereitetem Abwasser zur Bewdsserung
zeigte sich in einer Metagenomstudie kei-
ne Beeinflussung des Bodenmikrobioms
und -resistoms [50]. Wurde der Boden
aber bei 37 °C in fliissigem Nahrmedium
(Lysogeny Broth) angereichert, zeigten
sich deutliche Unterschiede. So wurden
aus Boden, die mit aufbereitetem Ab-
wasser beregnet worden waren, vor al-
lem Moraxellaceae und Enterobacteriace-
ae angereichert, wahrend aus Leitungs-
wasser-beregneten Boden vor allem Ba-
cillaceae angereichert wurden. Auch un-
terschieden sich 50% der analysierten
Resistenzgene signifikant. In dem Bo-
den, der mit aufbereitetem Abwasser be-
regnet worden war, waren nach Anrei-
cherung mehr als 61 % Multidrug-Resist-
ance-Effluxpumpen (Membrantranspor-
ter, die antimikrobielle Stoffe aus Bakte-
rien ausschleusen kénnen) nachweisbar,
im Leitungswasser-beregneten lediglich
8%. In der Risikobeurteilung sollte be-
riicksichtigt werden, dass bei Persistenz
einer geringen Anzahl von Bakterien im
aufbereiteten Abwasser unter geeigneten
Bedingungen wieder eine Vermehrung
stattfinden kann.

Aus Bewidsserungswasser stammende
Keime mit Mehrfachresistenz-Plasmiden
konnen Pflanzen kolonisieren und auch
Plasmide iibertragen [51, 52]. Die Kom-
bination aus Keimen mit iibertragbaren,
plasmidlokalisierten  Antibiotikaresis-
tenzen und Schadstoffen wie Antibiotika
und Bioziden kann Effekte haben, die
tiber die Einzeleffekte der mikrobiel-
len Kontamination und der Arznei-
mittelriickstainde hinausgehen, und ist
deshalb gesondert zu beriicksichtigen.
Auch wenn die Keimbelastung in auf-
bereitetem Abwasser im Vergleich zum
ungereinigten geringer ist und z.B. E.-
coli-Keimzahlen unter den zugelassenen

Grenzwerten liegen, konnen sich solche
Keime auf Pflanzen etablieren, insbeson-
dere wenn sie Plasmide enthalten. Fiir
einige typischerweise in Enterobakteri-
en vorkommende Plasmide, wie die der
IncF-Gruppe, konnte gezeigt werden,
dass sie zur Ausbildung von Biofilmen
beitragen kénnen. Die im aufbereiteten
Abwasser enthaltenen und von Pflanzen
zum Teil aufgenommenen Arzneimit-
telriickstainde und Biozide bieten den
aus dem Bewdsserungswasser stammen-
den Keimen einen Selektionsvorteil [53,
54]. Aufgrund der hohen Zelldichten in
Mikrokolonien kann es dariiber hinaus
zur Ubertragung von Plasmiden aus
Bewisserungswasser-assoziierten Bak-
terien auf dominante Blatt-assoziierte
Bakterien, wie z.B. die Enterobacterales
und Pseudomonadales, kommen.

Antibiotika aus zur Bewidsserung ge-
nutztem aufbereiteten Abwasser konnen
in Abhingigkeit von ihren physikoche-
mischen Eigenschaften von Pflanzen auf-
genommen werden [25, 55]. Die Aufnah-
me und Akkumulation von Pharmazeu-
tika und Pflegeprodukten aus dem Be-
wisserungswasser in Pflanzen sind auch
von der Pflanzenart abhingig [30, 53, 54,
56-60]. Insbesondere in Gurken wurden
erhohte Konzentrationen gefunden [59,
61]. In den Pflanzen konnen sie das int-
rinsische Resistom modulieren, horizon-
tale Gentransferprozesse stimulieren und
die Etablierung von Abwasserbakterien
auf Pflanzen fordern.

Die Charakterisierung von Tetra-
zyklin- und Colistin-resistenten und
ESBL-produzierenden  Enterobakteri-
en aus Anreicherungen von Salat, der
hydroponisch in verschieden aufberei-
tetem Abwasser gewachsen war, zeigte,
dass sie zu den Gattungen Enterobacter,
Citrobacter, Klebsiella und Escherichia
gehoren [62]. Die intrinsisch auf den
Chromosomen vorkommenden AmpC-
Beta-Laktamasen wurden in Isolaten des
Enterobacter-Komplexes und von Citro-
bacter spp. nachgewiesen. Als mobile,
nicht chromosomal gebundene geneti-
sche Elemente gehorten die am héufigs-
ten in Isolaten nachgewiesenen Plasmide
zu den Inkompatibilitidtsgruppen ColE1
und IncE Aus Anreicherungen von auf-
bereitetem Abwasser und Salatbldttern
konnten konjugative Tetrazyklin-Re-
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sistenzplasmide in E.-coli-Rezipienten
isoliert werden, die zu den Plasmiden
der IncF-, IncI-, IncN- und der IncP-1-
Gruppen gehorten. In direkt extrahierter
DNA konnten IncF- und IncI-Plasmide
nicht nachgewiesen werden, wohl aber
in der nach Anreicherung extrahierten
DNA [62].

Entwicklung einer resistenten
Mikroflora nach der Ernte
durch Waschen oder andere
Prozessschritte

Vor allem pflanzliche Produkte, die zum
Rohverzehr geeignet sind, stellen eine
sensible Produktgruppe fiir eine poten-
zielle Ubertragung von antibiotikare-
sistenten Bakterien auf den Menschen
dar [63]. Bei diesen Produkten (Obst,
Gemiise) fehlt oftmals ein Dekontami-
nationsschritt wie das Erhitzen. Eine
Verarbeitung wie Waschen oder Schilen
ermoglicht nur eine moderate Reduktion
von Mikroorganismen. Daher werden
diese Produkte im Folgenden fokussiert
betrachtet. Insbesondere fiir vulnerable
Gruppen ist es dabei wichtig, die Hin-
weise iiber den sicheren Umgang mit
solchen Lebensmitteln zu beachten [64].

Bei der Betrachtung von Antibiotika-
resistenzen in pflanzlichen Lebensmit-
teln nehmen vor allem Enterobakterien
eine hervorgehobene Stellung ein. En-
terobakterien wie E. coli, Klebsiella, aber
auch Enterobacter und Citrobacter geho-
ren zu den hiufigsten Infektionserregern
und sind aufgrund von Antibiotikare-
sistenzen oftmals schwer zu therapieren
[65]. Gleichzeitig sind Pflanzen natiirli-
cherweise mit Enterobakterien besiedelt
[66]. Der Anteil der Enterobakterien am
gesamten Mikrobiom betrdgt meist nur
1-5%, ist aber von einer hohen Varianz
gekennzeichnet [66]. Cho et al. konnten
antibiotikaresistente Enterobacter-, Ci-
trobacter-, Escherichia- und Klebsiella-
Arten aus pflanzlichen Frischeproduk-
ten des deutschen Einzelhandels isolie-
ren [67]. Mittels Genomsequenzierung
wurden Resistenzgene gegen Tetrazy-
kline, Sulfonamide, Aminoglykoside,
Chloramphenicol, Chinolone und Be-
ta-Laktamantibiotika nachgewiesen. Des
Weiteren zeigten die Isolate verschiedene
Plasmidgruppen wie IncEF, IncH, IncN,



IncQ, IncR, p0111 und ColRNAI, was
auf eine Mobilisierung der Resistenzgene
hindeutet [67]. Blau et al. untersuchten
das Vorkommen von Plasmiden (IncE
Incl, IncP-1 und Klasse 1 Integrons) auf
kommerziell erworbenem Koriander,
Rucola und Mischsalat [17]. Insbeson-
dere die IncF- und IncI-Plasmide in der
Gesamt-DNA konnten nur nach vorhe-
riger Anreicherung detektiert werden.
Gekenides et al. (2018) zeigten, dass Be-
wisserungswasser eine wichtige Quelle
von antibiotikaresistenten Bakterien auf
Frischeprodukten ist [68].

Pflanzen- und produktgruppenspezi-
fische Unterschiede fithren zu verschie-
denen mikrobiologischen Belastungen
in Obst und Gemiise. Ublich sind Keim-
gehalte von ca. 4-8logKbE/g in der
Gesamtkeimzahl und 3-7logKbE/g
Enterobakterien [44]. Sprossen sind
beispielsweise hoher belastet als Salat-
gurken [66]. Generell sind bodennah
wachsende Pflanzenteile hoher belastet.
Die Keimzahlen von Pflanzen aus dem
Gewichshaus sind 2-3logKbE/g nied-
riger als Keimzahlen von Pflanzen aus
dem Freiland.

Bei frischen pflanzlichen Lebensmit-
teln, wie Obst und Gemiise, bleibt der
Stoffwechsel auch nach der Ernte aktiv.
Neben der Respiration (Aufnahme von
Sauerstoff, Abgabe von Kohlenstoffdi-
oxid) fihren vor allem intrazelluldre
Abbaureaktionen zu einer Veranderung
der physikalisch-chemischen Beschaf-
fenheit dieser Lebensmittel. Bakterien,
Hefen und Schimmelpilze unterstiitzen
diese Prozesse und fithren zum mikro-
biologischen Verderb.

Meist ist Gemiise und Obst durch ei-
ne intakte Oberflache geschiitzt. Diese
verhindert den Austritt von néhrstoff-
reichem Zellsaft und schiitzt vor einer
raschen Vermehrung von Mikroorganis-
men (insbesondere schnell wachsende
Bakterien wie E. coli). Allerdings gibt
es Produktgruppen, wie vorgeschnitte-
nes Obst oder geschnittene und gewa-
schene Salate (,,Fresh-Cut®), deren zer-
storte Oberflachenstruktur eine rasche
Vermehrung von Mikroorganismen zu-
lasst. Um das Wachstum zu verlangsa-
men, milssen geschnittene Produkte ge-
kiihlt werden. Dies ist grundsitzlich bei
intakter Oberfldche nicht notwendig, da

sich Mikroorganismen wiéhrend der iib-
lichen Lagerzeit nicht zu einem beein-
trichtigenden Mafle vermehren.

Die Verarbeitungsschritte, wie Wa-
schen und Schneiden, beeinflussen die
Mikrobiota der Produkte deutlich. Das
industrielle Waschen von pflanzlichen
Produkten fithrt zu einer gewissen Re-
duktion der mikrobiellen Belastung, aber
auch zu einer Verteilung der Mikroor-
ganismen zwischen den gewaschenen
Produkten [47, 66]. Die Ubertragung
von pathogenen und antibiotikaresis-
tenten Bakterien kann dadurch auch
zwischen den Produkten stattfinden.
Im Fresh-Cut-Bereich wurde durch den
Waschschritt eine moderate Reduktion
von ca. 0,27logKbE/g in der Gesamt-
keimzahl und ca. 0,361og KbE/g bei der
Enterobakterienanzahl festgestellt [66].
Mit einer Nachweisrate von 10 % (L. mo-
nocytogenes, Shigatoxin-bildende E. coli,
Salmonella spp.) wies die Produktgruppe
der Fresh-Cut-Salate eine deutlich ho-
here Belastung mit humanpathogenen
Bakterien auf als frische Krauter, Kopf-/
Blatt-/Pfliicksalate, Sprossen, Mohren,
Speisepilze und Gurken [66]. Daher ist
durch den Waschschritt auch mit einer
Verteilung von antibiotikaresistenten
Bakterien zu rechnen.

Die Reduktion der mikrobiellen Be-
siedlung durch die gesamte Prozessie-
rung von Fresh-Cut-Salaten (Vorput-
zen, Schneiden, Waschen) betrigt etwa
0,5logKbE/g in der Gesamtkeimzahl
und etwa llog KbE/g in der Anzahl
der Enterobakterien [66]. Als markt-
fahige Einheit kommt es wahrend der
Haltbarkeitsdauer zu einem Anstieg der
Keimzahlen um ca. 1 log KbE/g in der
Gesamtkeimzahl und ca. 2 log KbE/g
bei der Enterobakterienanzahl [69].

Durch das Waschen im Privathaushalt
wurden lediglich geringfiigige Reduktio-
nen von 0,5-0,9logKbE/g in der Ge-
samtkeimzahl und 0,3-0,7 log KbE/g bei
den Enterobakterienzahlen beschrieben
[45, 46]. Der Waschvorgang bei Gemiise
und Salat eignet sich demnach grund-
sitzlich nicht, um eine mikrobiologische
Sicherheit zu gewihrleisten, sondern nur
um ein potenzielles Risiko geringfiigig zu
mindern.
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Lagerung

Deutschland ist ein Importland fiir
Gemiise und Obst (64-78% werden
importiert). Auch wenn der Grofiteil
in anderen EU-Lindern (Niederlande/
Spanien) produziert wird, findet ein
globalisierter Handel mit pflanzlichen
Frischeprodukten statt. Durch Transport
und Vorratslagerung kénnen Lagerzei-
ten von mehreren Wochen entstehen.
Trotz verbesserter Lagerungsbedingun-
gen kommt es zu Verdnderungen in
der mikrobiologischen Besiedlung. Bei
Kiihllagerung kann es beispielsweise zu
einer Vermehrung von kéltetoleranten
Enterobakterien (z.B. Yersinien; [69])
oder anderen Verdnderungen des Mi-
krobioms und Resistoms kommen [42].
Durch das Verpacken in Kunststoff-
verpackungen mit modifizierter Atmo-
sphire wird das Wachstum von Mikro-
organismen gehemmt [70]. Im Fresh-
Cut-Bereich werden verschiedene Sys-
teme eingesetzt. Modified Atmosphere
Packages (MAP) besitzen eine produkts-
pezifisch modifizierte Schutzatmosphire
von 3-8% COs, 2-5% Oy, 87-95% N
[71]. Ein weiteres System ist das Equi-
librium Modified Atmosphere Packaging
(EMA), indem die Verpackung eine
definierte Permeabilitit aufweist und
der Gasaustausch zu einem Equilibrium
zwischen Austausch und Respiration der
Pflanzen/Mikroorganismen fithrt [71].
Sowohl MAP als auch EMA fithren zu
einem reduzierten Sauerstoffgehalt in
der Verpackung, wodurch aerobe Mi-
kroorganismen gehemmt und anaerobe
Bakterien begiinstigt werden [70]. En-
terobakterien konnen sich als fakultativ
anaerobe Bakterien auch unter diesen
Bedingungen vermehren und ihren An-
teil an der Mikrobiota erhohen [72].

Fazit

Pflanzen sind grundsitzlich kein natiir-
liches Habitat fiir fikale Enterobakterien
wie E. coli. Jedoch bilden Pflanzen ein
allgemeines Reservoir fiir Enterobak-
terien, was auch medizinisch relevante
Gattungen wie Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter und Citrobacter einschlief3t
[73]. Prinzipiell kénnen diese Bakterien
auch Antibiotikaresistenzen tragen und
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weitergeben [65]. Der Eintrag von anti-
biotikaresistenten Bakterien kann iiber
Diingung, Wild- und Haustiere, Luft,
Wasser sowie menschliche Einfliisse auf
Bdden und auf die Pflanzen stattfinden
[74]. Ein Eintrag tiber Bewidsserungs-
wasser findet statt, wird aber nicht als
dominierende Eintragsquelle beschrie-
ben. Er folgt denselben Prinzipien wie der
Eintrag von humanpathogenen Bakteri-
en. Die in der EU-Verordnung 2020/741
definierten Anforderungen an die Was-
serqualitit von Bewdsserungswasser re-
duzieren die Wahrscheinlichkeiten fiir
eine Kontamination der Pflanzen mit
antibiotikaresistenten Bakterien analog
zu pathogenen Bakterien. Der Indi-
katorkeim E. coli wird als genereller
Parameter fiir das Vorkommen von fi-
kalen Enterobakterien verwendet. Seine
Abwesenheit oder eine geringe Anzahl
in Bewisserungswasser ldsst sich dem-
nach als Qualititsparameter auch auf
andere, potenziell antibiotikaresistente
Enterobakterien {ibertragen.

Spezielle Verarbeitungs- und Lager-
bedingungen wie im Fresh-Cut-Bereich
kénnen eine Vermehrung von Entero-
bakterien begiinstigen. Die Eigenschaft
der Antibiotikaresistenz fiihrt nicht
grundsdtzlich zu einem verdnderten
Wachstumsverhalten der Mikroorga-
nismen, einschliefllich der Humanpa-
thogene. Dadurch ist die im Hinblick
auf pathogene Bakterien getroffene Ein-
schitzung zu den mikrobiellen Anfor-
derungen an das Bewisserungswasser
auch auf antibiotikaresistente Bakterien
tbertragbar.

Einer besonderen Betrachtung bedarf
allerdings die Exposition gegeniiber einer
Kombination von Mikroorganismen mit
tibertragbaren  Resistenzeigenschaften
und Spuren von Antibiotikariickstdnden
oder Mikroschadstoffen im Bewdsse-
rungswasser. Diese Kombination kann
zu einer Begiinstigung des Wachstums
der resistenten Mikroorganismen auf
den bewdsserten Pflanzen und zu ei-
ner Weitergabe der mobilen genetischen
Elemente fithren. Bei den Mikroorganis-
men im Bewisserungswasser wie auch
bei Klarschlamm handelt es sich um po-
tenziell humanadaptierte Stimme und
bei den Riickstinden um Substanzen,
die zur Therapie von bakteriellen In-

fektionen beim Menschen verwendet
werden. Die Exposition erfolgt nicht
einmalig, wie bei Diingemitteln, son-
dern iiber einen bestimmten Zeitraum
mehr oder weniger kontinuierlich. Die
durch diese Kombinationen induzier-
ten Verdnderungen und Interaktionen
der Mikrobiota auf Pflanzen sind we-
nig erforscht, sodass weitere Studien im
Hinblick auf Antibiotikaresistenzen und
die Persistenz der von Pflanzen aufge-
nommenen Mikroschadstoffe notwendig
erscheinen.

Aktuell gibt es vermehrt Hinweise,
dass neben antibiotischen Substanzen
auch andere Spurenstoffe den Gentrans-
fer und somit auch einen Resistenzgen-
austausch beschleunigen kénnen, z.B.
kiinstliche Stufistofte [31, 32, 75].

Unter diesem Gesichtspunkt ist ne-
ben den mikrobiologischen Anforderun-
gen auch die Minimierung des Gehaltes
an antimikrobiellen Substanzen zu for-
dern. Als Orientierung kann dabei die im
Durchfiihrungsbeschluss (EU) 2018/840
vorgeschlagene Liste von antimikrobiel-
len Substanzen berticksichtigt werden.
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