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Zusammenfassung

Multi-resistente Enterobacterales gelten als eine der wachsenden Herausforderungen des
One Health Ansatzes. Insbesondere B-Laktamasen und Carbapenemasen verkomplizieren
oft die Behandlung von Patienten mit bakteriellen Infektionen. Diese Enzyme gehdren zu
den Hydrolasen und sind in der Lage, verschiedene B-Laktam-Antibiotika zu hydrolysieren.
Trotz der relevanten Bedeutung von Abwassersystemen fiir die mégliche Verbreitung von
multi-resistenten Bakterien und Resistenzgenen ist wenig Gber evolutionare Prozesse und
mdgliche persistente klonale Linien von multi-resistenten Enterobacterales in dieser

Umgebung bekannt.

Im Verlauf der hier vorgestellten Arbeit wurden Abwasserproben des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) als Krankenhaus der Maximalversorgung im Abstand von 2,5
Jahren gesammelt. Es wurden insgesamt 299 Drittgenerations-Cephalosporin-resistente
Enterobacterales mittels Gesamtgenomsequenzierung untersucht und die Persistenz,

sowie das Resistom identifizierter klonaler Linien analysiert.

In finf von sechs untersuchten Spezies konnten dabei trotz diverser klassischer
Sequenztypen (ST) mittels core genome Multilocus Sequence Typing (cgMLST) klonale
Linien identifiziert werden, die teilweise nicht mit Sequenztypen aus klinischen Isolaten in
Verbindung gebracht werden konnten. Verschiedene Cluster aus Plasmid-Replikons und
Resistenzgenen innerhalb einzelner klonaler Linien geben Hinweise auf einen im
Abwassersystem stattfindenden horizontalen Gentransfer. Neben den 3-Laktamase-Genen
konnte aulRerdem ein in allen Spezies hoher Prozentsatz an Carbapenemase-positiven
Isolaten mit teilweise multiplen Carbapenemase-Genen innerhalb einzelner Isolate
festgestellt werden. Fur einzelne Linien wie dem hier haufig identifizierten, in mehrere
klonale Linien unterteilten Escherichia coli ST635 konnte eine langfristige Persistenz im
Abwasser bestatigt werden. Einzelne Klone dieses ST wiesen zudem eine besonders
grol3e Varianz der Resistenzgene, sowie vermehrt multiple Carbapenemase-Gene auf, was
eine gesteigerte Fahigkeit zur Plasmid-Aufnahme einzelner klonaler Linien dieses ST

nahelegt.

Weiterhin wurden insgesamt 172 Drittgenerations-Cephalosporin-resistente E. coli aus Zu-
und Ablauf mehrerer jeweils aufeinander folgender Tage von vier landlich gelegenen

Klaranlagen in Norddeutschland mittels Gesamtgenomsequenzierung analysiert. Es



konnte in allen Klaranlagen trotz der enormen Durchflussmenge an Abwasser eine
Persistenz einzelner klonaler Linien tGber mehrere Tage hinweg beobachtet werden. Die
Eintragungsquellen einzelner klonaler Linien konnten dabei nur in Ausnahmefallen
nachvollzogen werden, liel3en sich jedoch an einem Punkt stromaufwarts der Klaranlagen
verorten, da innerhalb der Klaranlagen selbst keine Anreicherung einzelner klonaler Linien
beobachtet werden konnte. Auch eine Elimination bestimmter klonaler Linien durch den
Reinigungsprozess innerhalb der Klaranlagen konnte nicht nachgewiesen werden. Diverse
Resistenzgene und mit  phanotypischer  Fluorchinolon-Resistenz  assoziierte
Punktmutationen konnten in mehreren Isolaten identifiziert werden, wobei die variierenden
Resistenzgene und Plasmid-Replikons in eng verwandten Isolaten in mehreren Fallen auf

einen horizontalen Gentransfer stromaufwarts der Klaranlagen schliel3en lassen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen das Vorkommen von persistenten multi-
resistenten, klonalen Linien in Abwassersystemen in Norddeutschland und liefern
Hinweise auf evolutiondre Prozesse, wie horizontalen Gentransfer, die innerhalb der

abwasserfihrenden Systeme stattfinden.



Abstract

Multi-resistant Enterobacterales are considered one of the growing challenges of the One
Health approach. In particular, B-lactamases and carbapenemases often complicate the
treatment of patients with bacterial infections. These enzymes belong to the hydrolases
and are capable of hydrolyzing various p-lactam antibiotics. Despite the relevant
importance of wastewater systems for the potential spread of multi-resistant bacteria and
resistance genes, little is known about evolutionary processes and possible persistent

clonal lineages of multi-resistant Enterobacterales in this environment.

During the work presented here, wastewater samples from the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf (UKE) as a maximum care hospital were collected at intervals of 2.5
years. A total of 299 3™ generation cephalosporin-resistant Enterobacterales were
investigated by whole genome sequencing (WGS) and the persistence, as well as the

resistome of identified clonal lineages were analyzed.

In five out of six species examined, clonal lineages were identified by core genome
multilocus sequence typing (cgMLST) despite diverse classical sequence types (ST), some
of which could not be associated with sequence types from clinical isolates. Various
clusters of plasmid replicons and resistance genes within individual clonal lineages provide
evidence for horizontal gene transfer occurring in the wastewater system. In addition to -
lactamase genes, a high percentage of carbapenemase-positive isolates, some with
multiple carbapenemase genes within individual isolates, was also detected in all species.
For individual lineages such as Escherichia coli ST635, which is frequently identified here
and subdivided into several clonal lineages, long-term persistence in wastewater could be
confirmed. Individual clones of this ST also exhibited a particularly high variance in
resistance genes, as well as increased multiple carbapenemase genes, suggesting an

increased ability for plasmid uptake of individual clonal lineages of this ST.

Furthermore, a total of 172 3™ generation cephalosporin-resistant E. coli from influent and
effluent of several consecutive days from four rural wastewater treatment plants (WWTPs)
in northern Germany were analyzed by WGS. Persistence of individual clonal lineages over
several days was observed in all WWTPs despite the enormous flow of effluent. The
sources of individual clonal lineages could only be traced in exceptional cases, but could

be located at a point upstream of the WWTPs, as no enrichment of individual clonal



lineages could be observed within the WWTPs themselves. Also an elimination of certain
clonal lineages by the cleaning process within the WWTPs could not be detected. Diverse
resistance genes and point mutations associated with phenotypic fluoroquinolone
resistance were identified in several isolates, with the varying resistance genes and plasmid
replicons in closely related isolates suggesting horizontal gene transfer upstream of the

WWTPs in several cases.

The results of this work confirm the presence of persistent multi-resistant clonal lineages
in wastewater systems in northern Germany and provide evidence for evolutionary

processes, such as horizontal gene transfer, occurring within wastewater systems.
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1. Einleitung

Antibiotika-resistente Bakterien gewinnen in der Human- und Veterinarmedizin weltweit
zunehmend an Bedeutung. Enterobacterales wie Escherichia coli oder Klebsiella
pneumoniae gehdren zu den haufigsten Bakterien im menschlichen Gastrointestinaltrakt.
Durch  multi-resistente  Enterobacterales-Stamme  verursachte Infektionen des
Gastrointestinaltraktes stellen dabei ein erhebliches gesundheitliches Risiko dar und
fuhren oftmals zu einer Sepsis oder zum Tod des Patienten (Ordonez et al., 2021). Die
weltweit zurzeit am meisten genutzte Antibiotikagruppe bei bakteriellen
Infektionskrankheiten sind [B-Laktam-Antibiotika wie Penicilline und Cephalosporine,
welche den Aufbau der bakteriellen Zellwand blockieren und mit vergleichsweise wenig
Nebenwirkungen beim Patienten verbunden sind. Namensgebend fiir diese Antibiotika ist
dabei der B-Laktam-Ring, den alle B-Laktam-Gruppen gemeinsam haben (Bush &
Bradford, 2016) (Abb. 1A). Cephalosporine werden anhand ihres Entdeckungszeitraumes
sowie mikrobiologischer und struktureller Charakteristika aktuell in funf Generationen
eingeteilt (Fernandez et al., 2021), von denen besonders die Cephalosporine ab der dritten
Generation eine hdhere Wirksamkeit gegeniiber gramnegativen Bakterien zeigen (W. Liu
etal., 2014).
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Abb. 1: A) Strukturformeln der B-Laktam-Antibiotika mit dem namensgebenden B-Laktam-Ring in der
Mitte (Abbildung nach Bush & Bradford, 2020). B) Hydrolyse des (-Laktam-Rings durch eine (-

Laktamase am Beispiel eines Cephalosporins (Abbildung modifiziert nach He et al., 2020).
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Neben B-Laktamen werden bei Infektionen mit Enterobacterales auch Fluorchinolone wie
Ciprofloxacin verabreicht, welche die bakterielle DNA-Synthese inhibieren (Redgrave et
al., 2014). Eine Ausnahme innerhalb der 3-Laktame bilden zudem Carbapeneme, welche
mit ihrem breiten Wirkungsspektrum trotz einer bakteriellen Resistenz gegen Penicilline
und Drittgenerations-Cephalosporine zur Therapie genutzt werden kénnen (Halat &
Moubareck, 2020). Aufgrund der vergleichsweise starken Nebenwirkungen von
Carbapenemen werden sie in der Regel jedoch nur als letzte Instanz bei einem besonders
schweren Krankheitsverlauf oder einer vorliegenden Resistenz der Bakterien gegen

andere Antibiotika verabreicht (Armstrong et al., 2021).

1.1 Antibiotika-Resistenzen bei Enterobacterales und im globalen

Kontext

Mit dem haufigen Gebrauch von B-Laktam-Antibiotika steigt auch der Anteil an 3-Laktam-
Resistenzen bei gramnegativen Bakterien stetig an (Bush & Bradford, 2016). Eine solche
Resistenz kann durch verschiedene Mechanismen wie veranderte Membranporine oder
eine Uberexprimierung von Effluxpumpen zum aktiven Ausscheiden der Antibiotika aus
der Zelle vermittelt werden. Die haufigste Ursache sind jedoch -Laktamasen, welche den
B-Laktam-Ring der Antibiotika hydrolysieren (De Angelis et al., 2020) (Abb. 1B). Neben der
Resistenz gegeniber Penicillinen und Cephalosporinen der ersten Generationen besitzen
Extended Spektrum Beta-Laktamasen (ESBL) hierbei eine erweiterte Resistenz gegentber
Cephalosporinen ab der dritten Generation (Bush, 2018). Insgesamt sind heute knapp
2.800 verschiedene B-Laktamasen bekannt (Bush, 2018), von denen die Enzyme der CTX-

M-Familie weltweit am haufigsten vorkommen (Castanheira et al., 2021).

Alle B-Laktamasen lassen sich ihrer Struktur nach in verschiedene Gruppen einteilen,
wobei die beiden Einteilungen nach Ambler und Bush am gelaufigsten sind (Bush, 2018).
Bei der Einteilung nach Ambler werden je nach Aminosauresequenz die Klassen A, B, C
und D unterschieden. Unter ihnen gehéren die Klassen A, C und D zu den Serin-g-
Laktamasen, von denen die Klasse A die gréf3te Gruppe mit den am weitesten gestreuten
Aktivitatsspektren bildet. Zu ihnen gehdéren unter anderem CTX-M, SHV und KPC. Die
Enzyme der Klasse C schlielRen hauptsachlich chromosomale B-Laktamasen wie AmpC

oder auch CMY ein, wahrend Klasse D die Oxacillinasen umfasst (Bush, 2018), die sich in
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OXA-B-Laktamasen (Evans & Amyes, 2014; Logan & Weinstein, 2017) und
Carbapenemasen vom OXA-48-Typ (Tacao et al., 2018) unterteilen. Haufige Vertreter der
Metallo-B-Laktamasen aus Klasse B sind VIM und NDM. Die Eingruppierung nach Bush
umfasst aktuell 17 Gruppen, welche sich zusatzlich am jeweiligen Substratspektrum der (-
Laktamasen orientieren (Bush, 2018). Neben den regularen B-Laktamasen wurden zudem
kirzlich promiske Enzyme aus der Gruppe der Hydrolasen identifiziert, die eine den
Metallo-B-Laktamasen ahnliche Proteinstruktur aufweisen und denen ebenfalls eine (-

Laktamase-Aktivitdt nachgewiesen werden konnte (Perez-Garcia et al., 2021).

Neben der Resistenz gegeniber Penicillinen und Drittgenerations-Cephalosporinen
werden auch Resistenzen gegentber Fluorchinolonen und Carbapenemen zunehmend
relevanter (Nordmann & Poirel, 2019; Redgrave et al., 2014). Eine Resistenz gegen
Fluorchinolone kann dabei nicht nur Uber Resistenzgene, sondern ebenfalls Uber
chromosomale Punktmutationen vermittelt werden. Solche Punktmutationen flihren zu
Veranderungen in den bakteriellen Ziel-Enzymen der Fluorchinolone und sind inzwischen
als Ursache flir Resistenzen bei E. coli und anderen Arten bekannt (Afsharikhah et al.,
2023). Fur eine Resistenz gegen Carbapeneme sind in der Regel Carbapenemasen
notwendig, da AmpC-B-Laktamasen und ESBL Carbapeneme im Gegensatz zu den
anderen B-Laktam-Gruppen nicht hydrolysieren (Halat & Moubareck, 2020).
Carbapenemasen kénnen je nach ihrer molekularen Struktur zur Klasse A, B oder D des
Ambler-Klassifikationssystems fir g-Laktamasen gehoéren, wobei KPC, OXA-48, NDM, VIM
und IMP die wichtigsten und klinisch relevantesten Carbapenemasen in Enterobacterales
sind (Bonnin et al., 2021; Canton et al., 2020; Kopotsa et al., 2019; Lasko & Nicolau, 2020;
Tan et al., 2021). Die mit Abstand haufigste Carbapenemase in klinischen Isolaten in
Deutschland ist OXA-48, gefolgt von NDM-1 (RKI Epidemiologisches Bulletin 27/23 - NRZ-

Bericht 2022: Gramnegative Krankenhauserreger).

Je nach Anzahl ihrer Resistenzen gegen einzelne Antibiotika oder Antibiotikagruppen
kénnen Bakterien spezifischer unterteilt werden. International wird zwischen multidrug-
resistant, extensively drug-resistant und pandrug-resistant unterschieden (Magiorakos et
al., 2012). Bei einer Resistenz gegen mindestens je ein Antibiotikum aus mindestens drei
Antibiotikagruppen gilt ein Bakterium als multidrug-resistant. Als extensively drug-resistant
werden Bakterien bei einer Resistenz gegen mindestens je ein Antibiotikum aus allen bis
auf maximal zwei Antibiotikagruppen bezeichnet. Als pandrug-resistant gelten Bakterien

ausschlielBlich bei einer Resistenz gegen alle Test-Antibiotika aus allen Gruppen
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(Magiorakos et al., 2012). Innerhalb der Enterobacterales existiert zudem die an der
Resistenz gegen spezifische Antibiotikagruppen ausgerichtete Unterteilung in
Drittgenerations-Cephalosporin-resistente Enterobacterales (3GCRE) und Carbapenem-
resistente Enterobacterales (CRE) sowie Carbapenemase-produzierende Entero-
bacterales (CPE) (lovleva & Doi, 2017; Shnaiderman-Torban et al., 2021). In Deutschland
werden multi-resistente gramnegative Bakterien zudem abhéngig von dem Grad ihrer
Resistenz gegen die vier Antibiotikagruppen Penicilline, Cephalosporine ab der dritten
Generation, Fluorchinolone und Carbapeneme benannt. Bei einer vorliegenden Resistenz
gegen drei der vier Antibiotikagruppen wird von 3MRGN (dreifach multi-resistente
Gramnegative) gesprochen, wobei meistens noch eine Sensitivitdt gegenlber
Carbapenemen vorliegt. Besteht eine Resistenz gegen alle vier Antibiotikagruppen, wird

der Begriff 4AMRGN (vierfach multi-resistente Gramnegative) genutzt (J. Miller et al., 2015).

Insbesondere CRE und CPE stellen ein Risiko im Gesundheitswesen dar, da durch diese
Bakterien verursachte Infektionen nur wenige Behandlungsmdglichkeiten offenlassen.
Auch sind Reserve-Antibiotika, welche in solchen Faéllen als letztes Mittel zur Behandlung
bleiben, haufig mit starkeren Nebenwirkungen verbunden (Hoffman et al., 2021; Manquat
et al., 2020). Aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit des Therapieversagens bei
kalkulierter Antibiotikatherapie liegt die Sterblichkeit von Patienten mit durch CRE
verursachten Infektionen in Deutschland bei bis zu 72 % (Borer et al., 2009; Hirsch & Tam,
2010). Die bedeutsamsten CRE im deutschen Gesundheitswesen sind K. pneumoniae, E.
coli und Enterobacter cloacae (Mischnik et al., 2015; RKI Epidemiologisches Bulletin 27/23
- NRZ-Bericht 2022: Gramnegative Krankenhauserreger), wobei insbesondere
Carbapenem-resistente K. pneumoniae als die in Europa am schnellsten wachsende
Bedrohung im Bereich der Antibiotika-Resistenzen hervorgehoben wurden (David et al.,
2019). Carbapenemase-Gene befinden sich in der Regel auf Plasmiden, wobei auch
mehrere Resistenzgene auf demselben Plasmid liegen kénnen. Da Plasmide durch
horizontalen Gentransfer auch speziesubergreifend Ubertragen werden (Kopotsa et al.,
2019) und 6kologische Nischen einzelner Linien verlassen kénnen, entsteht so ein Risiko

zur Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen.
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Abb. 2: Der One Health Kreislauf, in dem Menschen, Tiere und Umwelt in einen unmittelbaren
Zusammenhang gestellt sind. Antibiotika-Resistenzen und Antibiotika-resistente Bakterien kénnen sich

Uber die eingezeichneten Pfade verbreiten (Abbildung nach Aslam et al., 2021).

Um diese Problematik mdoglichst effizient zu beschreiben, wurde ein globaler,
interdisziplindrer One Health Ansatz entwickelt, welcher die Gesundheit von Mensch, Tier
und Umwelt als untrennbar miteinander verbunden betrachtet (Aslam et al., 2021) (Abb.
2). Uber die Nahrungsmittel aus Landwirtschaft und Nutzviehhaltung gelangt die
mikrobielle Flora der Tiere zum Menschen und in die Umwelt, wobei besonders die
steigende Menge an in der Nutzviehhaltung verabreichten Antibiotika ein Risiko fir die
Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen birgt (Aslam et al., 2021). Auch durch Haustiere,
sowie Wildtiere, die in Ballungsgebieten immer wieder in Kontakt mit Menschen kommen,
kénnen Ubertragungswege fiir Mikroorganismen entstehen (Aslam et al., 2021; Laborda
et al., 2022; Overgaauw et al., 2020). Gleichzeitig steigt durch die Globalisierung auch
landeriibergreifend die zwischenmenschliche Ubertragung von Bakterien und Antibiotika-
Resistenzen stetig an (Aslam et al., 2021). Neben der Antibiotika-Nutzung in der
Landwirtschaft nehmen hierbei vor allem auch die in der Humanmedizin genutzten
Antibiotika fir den Menschen eine relevante Rolle ein, da sie die Resistenzbildung
besonders bei humanpathogenen Bakterien férdern (Llor & Bjerrum, 2014). Innerhalb

Deutschlands wurden zu diesem Zweck diverse Uberwachungsprojekte wie beispielsweise
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die vom Robert-Koch-Institut genutzte Antibiotika-Verbrauchs-Surveillance (AVS) und
Antibiotika-Resistenz-Surveillance (ARS) ins Leben gerufen (A. Hoffmann, 2023), um die
Vergabe von Antibiotika, sowie die Bildung und Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen
Uberwachen und in einen Zusammenhang stellen zu koénnen. Die Bakterien und
Resistenzgene aus dem Umfeld des Menschen gelangen dabei wiederum zu Tieren und in
die Umwelt, indem sie Uber direkten Kontakt weitergegeben oder tber Abwasserwege in
angrenzende Gewasser und die umgebende Umwelt transportiert werden (Aslam et al.,
2021).

1.2 Krankenhausabwasser

Antibiotika-resistente Bakterien und Resistenzgene kommen weltweit in den
verschiedensten Gewasserarten wie Krankenhaus- und Gemeindeabwéssern, Trinkwasser
und natdrlichen Gewassern vor (Mills & Lee, 2019). Vor kurzem wurde eine intensive
Analyse der Unterschiede verschiedener Gewasserarten in Deutschland durch Kehl et al.
durchgeflihrt, bei der ein erhéhtes Vorkommen an CRE im Krankenhausabwasser
verglichen mit anderen Gewasserarten nachgewiesen werden konnte (Kehl et al., 2022).
In der Studie wurden 490 Bakterienisolate an zehn verschiedenen Probenahmestellen
entlang eines Abwasserpfades genommen, beginnend in den Abflissen von
Patientenbadezimmern eines Krankenhauses Gber das Krankenhausabwasser bis hin zum
Ablauf der kommunalen Klaranlage. Reprasentative Sequenztypen (ST) einzelner Spezies
wurden sequenziert und weiter analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass von neun
nachgewiesenen ST bei K. pneumoniae sechs im Krankenhausabwasser und nur drei an

anderen Probenahmestellen gefunden wurden (Kehl et al., 2022).

Kirzlich konnten zudem krankenhausspezifische, hoch resistente Klone nachgewiesen
werden, die sowohl im Krankenhaus- als auch im Kladranlagenabwasser des selben
Abwasserstrangs gefunden werden konnten, jedoch nicht in Klaranlagen ohne raumliche
Verbindung zum Krankenhausabwasser (M. Hoffmann et al., 2023). Dabei lasst sich die
vermehrte Belastung des Krankenhausabwassers mit Antibiotika-resistenten Bakterien
trotz des Zusammenhangs zwischen dem gehauften Auftreten von Carbapenemasen und
dem verstarkten Einsatz von Carbapenemen nicht allein auf den Eintrag durch klinische

Stamme zurtckfuhren. Vielmehr ist eine deutliche Differenz zwischen dem geringen Anteil
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Carbapenem-resistenter Stamme in klinischen Isolaten und dem vergleichsweise hohen

Anteil im Krankenhausabwasser erkennbar (Perry et al., 2021).

Gestltzt werden diese Erkenntnisse auch durch mehrere Studien anderer europaischer
Lander, in welchen gezeigt werden konnte, dass die Belastung durch multi-resistente
Enterobacterales, insbesondere CPE, in Krankenhdusern und in Krankenhausabwéassern
hoéher ist als in gemischten kommunalen oder auch landwirtschaftlichen und industriellen
Abwassern (Cabhill et al., 2019; Hocquet et al., 2016; Huijbers et al., 2020; Sib et al., 2020).
Daruber hinaus konnte eine starke Selektion fur Antibiotika-resistente Stdamme in
Krankenhausabwassern im Vergleich zu anderen Abwasserarten in einem experimentellen
Versuch nachgewiesen werden (Kraupner et al., 2021). Im Verlauf dieses Versuchs wurde
steril gefiltertes Abwasser eines Krankenhauses in Schweden sowie Zu- und Abfluss einer
kommunalen Klaranlage einer Mischung aus Antibiotika-resistenten und -sensiblen E. coli
Stdmmen ausgesetzt. Dabei konnte ein bakterizider Effekt nachgewiesen werden, den das
Krankenhausabwasser auf die Antibiotika-sensiblen, nicht jedoch auf die resistenten
Stamme hatte (Kraupner et al., 2021). Auch wurde im Krankenhausabwasser im Vergleich
zu kommunalem Abwasser eine erhéhte Rate des horizontalen Gentransfers bei E. coli
Isolaten nachgewiesen, die besonders im Bereich der Sulfonamid-Resistenzen zu einem
deutlichen Anstieg an Resistenzdeterminanten gefiihrt hat (Hutinel et al., 2021). Die globale
Relevanz der besonderen Umgebung von Krankenhausabwassern fur die One Health
Thematik wird durch zahlreiche ahnliche Nachweise héherer CPE/CRE-Belastungen in
Krankenhausabwassern verglichen mit anderen Abwassern in diversen Landern weltweit
bestatigt (Zhang et al., 2020).

Der Einfluss von Krankenhausabwasser zeigt sich dabei zunehmend auch in kommunalem
Abwasser und weist auf eine Verbreitung von multi-resistenten Bakterien und
Resistenzgenen hin. Sib et al. etwa konnten zeigen, dass in einem gemischten Abwasser
der Anteil des Wasservolumens aus Krankenhausabwasser nur 6 % betrug, der Anteil an
Carbapenemase-Genen aus dem Krankenhausabwasser jedoch mit 90 % deutlich héher
ausfiel (Sib et al., 2020). Obwohl die gréRte Menge an CRE in Krankenhausabwassern
gefunden wird, ergibt sich somit auch ein wahrnehmbarer Trend des CRE-Transports in
kommunale Abwasser und sogar Oberflachengewasser. So konnte in einer grof3flachigen
Studie in Deutschland nachgewiesen werden, dass die festgestellte CRE Belastung in
kommunalen Abwassern unter dem Einfluss von Krankenhausabwéassern deutlich hdher

war (28,4 %) als in landlichen Abwassern (0,4 %) ohne Krankenhauseinfluss. Diese CRE
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konnten durch Klaranlagen nicht vollstandig entfernt werden, was eine Freisetzung von

CRE in die Umwelt zur Folge haben kann (Exner et al., 2018).

Einzelne Studien in Europa haben im Sinne der Friherkennung von Krankheitsausbriichen
bereits Versuche zum experimentellen Monitoring von Krankenhausabwéassern nach multi-
resistenten gramnegativen Bakterien durchgefihrt, wobei erste Hinweise auf
persistierende Stamme innerhalb des Abwassersystems gefunden werden konnten (White
et al., 2016). Weiterhin konnten auch Unterschiede in der Menge der Carbapenemase-
Gene in Krankenhausabwasser zu verschiedenen Probenahmezeitpunkten festgestellt
werden (Majlander et al., 2021). In einer weiteren Studie wurde Krankenhausabwasser
Uber einen Zeitraum von zwei Jahren beobachtet und mittels Whole Genome Sequencing
(WGS) geprift, ob hierdurch mdglicherweise ein Frihwarnsystem fir Krankenhaus-
ausbriche entwickelt werden koénnte. Da die im Krankenhausabwasser gefundenen
Stamme und Resistenzgene jedoch nicht exakt die Situation innerhalb des Krankenhauses
darstellen oder voraussagen konnten, sollte ein solches Frihwarnsystem mit Vorsicht
betrachtet werden (Flach et al., 2021).

1.3 Abwasser von Klaranlagen

Die Abwasser von Klaranlagen gelten als eine der wichtigsten Quellen fir die Einfihrung
von Resistenzgenen und multi-resistenten Bakterien in angrenzende Gewasser und
Okosysteme (Jager et al., 2018). Zunehmend werden multi-resistente Bakterien durch den
Eintrag von menschlichen und tierischen Fékalien in den Wasserkreislauf eingebracht
(Burgmann, 2014) und koénnen innerhalb der Bakterienpopulationen im Wasser weiter
selektiert werden. In diesem Zusammenhang liegen auch Hinweise auf eine
Wechselwirkung zwischen Antibiotika und der Entwicklung von Resistenzen in aquatischen

Okosystemen vor (Westphal-Settele et al., 2018).

In Deutschland sind Uber 95 % der Bevdlkerung an die o6ffentliche Kanalisation
angeschlossen, wodurch ein jahrlicher Umsatz von ca. 9,4 Milliarden Kubikmeter Abwasser
in Uber 10.000 Klaranlagen entsteht (BMUV Kurzinfo Abwasser - Kldranlage, 2014). In den
Klaranlagen muss dabei Abwasser aus Krankenhdusern, Industrie, Landwirtschaft und
Wohngebieten moéglichst effizient gereinigt werden, um das Risiko einer Kontamination der

Umwelt zu minimieren und das Abwasser wiederverwerten zu konnen. In annahernd 100%
8
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der deutschen Klaranlagen werden dabei drei aufeinanderfolgende Reinigungsstufen
angewendet (BMUV Kurzinfo Abwasser - Kldranlage, 2014). Die erste Reinigungsstufe
umfasst die mechanische Reinigung und besteht aus einem Rechen zum Abfangen grol3er
Feststoffe, einem Sandfang, in dem sich grobe Partikel wie Sand bei langsamer
FlieRgeschwindigkeit am Boden absetzen und einem Vorklarbecken, in welchem das
Abwasser fur eine begrenzte Zeit stillsteht und sich Schwebstoffe als Schlamm am Boden
ablagern (BMUV Kurzinfo Abwasser - Klédranlage, 2014). In der zweiten, biologischen
Reinigungsstufe werden in einem Belebtschlammbecken flockenbildende, oxidierende
Mikroorganismen zum Abbau organischer und anorganischer Verbindungen genutzt
(BMUV Kurzinfo Abwasser - Kldranlage, 2014). Die biologische Reinigung ist unterteilt in
die aerobe Nitrifizierung zur Oxidation von Ammonium zu Nitrat und die anaerobe
Denitrifizierung zur Reduktion von Nitrat zu molekularem Stickstoff (Thakur & Medhi,
2019). In der dritten Reinigungsstufe werden Nahrstoffe wie Phosphor in einem
Flockungsbecken durch Zugabe von Fallmitteln in eine wasserunldsliche, flockenbildende
Verbindung gebracht, welche sich am Boden des Beckens absetzt (BMUV Kurzinfo
Abwasser - Klédranlage, 2014). Zunehmend werden auch verschiedene vierte
Reinigungsstufen, wie Ultra-Filtration oder die Behandlung mit UV-Licht, Ozon oder
Aktivkohle (Hembach et al., 2019; Pistocchi et al., 2022) zur gezielten Elimination von
Spurenstoffen und Bakterien an Klaranlagen getestet. Solche vierten Reinigungsstufen
erfordern jedoch in der Regel einen erheblichen finanziellen Aufwand (Pistocchi et al.,

2022), sowie zusatzlichen Platz und bilden bisher in Deutschland die Ausnahme.

Frihere Studien haben gezeigt, dass Drittgenerations-Cephalosporin-resistente E. coli
(3GCREC) und andere resistente Enterobacterales weltweit auch in Oberflachengewasser
gelangen kénnen (Jager et al., 2018). In Deutschland wurden bereits resistente E. coli-
Isolate mit verschiedenen Resistenzgenen im Ablauf von Klaranlagen nachgewiesen
(Hembach et al., 2017). Auch konnten in einem direkten Vergleich verschiedener
Klaranlagen 134 CPE in stadtischem und nur acht in Iandlichem Abwasser nachgewiesen
werden, wobei CPE auch im Ablauf der Klaranlagen detektiert werden konnten (H. Maller
et al., 2018). Uber ahnliche Erfahrungen wurde auch in den USA berichtet, wo gezeigt
werden konnte, dass 62 % aller gesammelten Carbapenem-resistenten E. coli aus dem
Abwasser von Klaranlagen sogar positiv fir mehr als eine Carbapenemase waren, was auf
ein Risiko nicht nur fur die Ausbreitung in der Umwelt, sondern auch fur den Genaustausch

in Klaranlagen hinweist (Hoelle et al., 2019). Auch Gene, die eine Resistenz gegen
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Fluorchinolone vermitteln, sowie Punktmutationen in den Genen gyrA und parC konnten
bereits im Zu- und Ablauf von Klaranlagen in Enterobacterales nachgewiesen werden
(Kurasam et al., 2018).

In einigen Fallen konnten 4MRGN auch in den an Klaranlagen angrenzenden Gewassern
nach der Abwasserreinigung gefunden (Exner et al., 2018) und Resistenzgene mittels PCR
in einer Klaranlage noch nach einer vierten Reinigungsstufe mittels Ozonbehandlung
nachgewiesen werden (Jager et al., 2018). Zudem wurde in Kroatien beobachtet, dass der
prozentuale  Anteil Carbapenem-resistenter = Bakterien an der gesamten
Bakterienpopulation im Ablauf einer Klaranlage mehr als dreimal so hoch war wie im Zulauf
(Hrenovic et al., 2017), was auf eine selektive Anreicherung resistenter Stdmme hindeutet.
Die Freisetzung solcher Carbapenem-resistenten Bakterien durch Klaranlagen kann dabei
nicht nur die Gesundheit der Mitarbeitenden der Klaranlagen gefahrden (Zielinski et al.,
2021), sondern stellt ein Risiko fur die potentielle Kontamination von Trinkwasser-

reservoiren dar (Voigt et al., 2020).

1.4 Ziele der Arbeit

Bei der Untersuchung der Verbreitung von multi-resistenten Bakterien und
Resistenzgenen im Sinne des One Health Konzepts sind Abwasser von besonderer
Bedeutung. Zu den relevantesten Stationen innerhalb der Abwassersysteme gehdéren
Krankenhausabwasser mit einem vergleichsweise erhéhten Vorkommen multi-resistenter
Bakterien, sowie Klaranlagen, welche die letzte Barriere vor der Freisetzung in die Umwelt

darstellen und bekanntermafien nicht alle Bakterien eliminieren kénnen.

Erste Studien, die sich mit dem Monitoring von Antibiotika-resistenten Erregern in
Krankenhausabwassern beschéaftigen, konzentrieren sich vor allem auf den Aspekt der
Patientensicherheit und suchen beispielsweise nach Mdéglichkeiten, die Detektion von
multi-resistenten Erregern im Abwasser als Frihwarnsystem zu nutzen, um Ausbriche
innerhalb des Krankenhauses moglichst schnell zu erkennen. Evolutiondre Prozesse
innerhalb des Krankenhausabwassers, wie horizontaler Gentransfer oder die selektive
Persistenz einzelner Klone, wurden dabei nach bestem Wissen der Autorin vor der hier
entstandenen Arbeit nur selektiv und Uber kurze Zeitrdume hinweg untersucht, obwohl die
Aufnahme und Weitergabe von Resistenzgenen innerhalb der Abwassersysteme relevante
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Faktoren fur die Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen sind. Besonders in
Krankenhausabwassern mit inrem vergleichsweise hohen Anteil an CRE und CPE kann ein
besseres Verstandnis dieser evolutionaren Prozesse dazu beitragen, Loésungsansatze zu
entwickeln, mit denen die Verbreitung multi-resistenter Organismen in die Umwelt

reduziert werden kann.

Im Hinblick auf die globale Relevanz der Verbreitung von multi-resistenten
Enterobacterales wurde der Fokus dieser Arbeit auf die Resistomforschung mit

besonderem Hinblick auf zwei Aspekte der Abwassersysteme gelegt.

1. Um die evolutiondren Prozesse im Krankenhausabwasser besser verstehen zu
kénnen, wurde im Verlauf dieser Arbeit in zwei grold angelegten Probenahmen in
einem zeitlichen Abstand von zweieinhalb Jahren das Abwasser des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) am selben Abwasserstrang
untersucht. Hierfir wurden im Jahr 2019 an vier aufeinanderfolgenden Tagen,
sowie 2022 an einem Tag insgesamt bis zu dreihundert phanotypische 3GCRE per
WGS analysiert und miteinander verglichen. Um die Bedeutung der Eintragung
weitgehend resistenter Enterobacterales in das kommunale Abwassersystem
besser zu verstehen, wurde die genetische Diversitat der Isolate, sowie mogliche,
im Abwasser persistierende Klone anhand von core genome Multilocus Sequence
Typing (cgMLST) festgestellt. Weiterhin wurden die Isolate im Hinblick auf ihre
Resistenzgene untersucht, mit besonderer Beriicksichtigung von B-Laktamasen,
Carbapenemasen und Fluorchinolon-Resistenzen. Gerade Carbapenemase-Gene
finden sich in der Regel auf Plasmiden, weshalb zuséatzlich auch die Plasmid-
Replikons der Isolate analysiert und mit den gefundenen Carbapenemase-Genen
abgeglichen wurden. Da besonders bei persistierenden Klonen der Verdacht auf
eine Biofilmbildung im Abwassersystem naheliegt, wurde in einem Biofilm-Assay
aulRerhalb des Abwassers die grundsatzliche Fahigkeit zur Biofilmbildung der
Isolate getestet.

2. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bezieht sich auf Enterobacterales in Klaranlagen
am Beispiel von E. coli und soll ein besseres Verstdndnis zu den
Verbreitungswegen Antibiotika-resistenter Bakterien Uber die Abwassersysteme
bis zur Freisetzung in die Umwelt liefern. Es wurden 172 phanotypische 3GCREC
Isolate neu ausgewertet und analysiert, welche an vier Tagen im Jahr 2017 in Zu-

und Ablauf jeweils aufeinander folgender Tage von vier Klaranlagen in
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Norddeutschland gesammelt wurden. Die Probenahmen der einzelnen Klaranlagen
waren dabei zeitlich voneinander unabhangig. Um eine mogliche Elimination oder
Akkumulation bestimmter Klone innerhalb der Klaranlagen zu erkennen, wurden die
mittels WGS sequenzierten Isolate beziglich ihrer genetischen Verwandtschaft
miteinander verglichen. Dabei wurde auch geprtft, ob einzelne Klone in mehreren
Klaranlagen vorkommen und ob sich dominante Klone auf eine spezifische
Eintragungsquelle zurickfihren lassen. Zudem wurden Resistenzgene und
spezifische Punktmutationen bestimmt, um Antibiotika-Resistenzen zu finden, die
Uber eine Drittgenerations-Cephalosporin-Resistenz  hinausgehen. Um die
Mdglichkeit von horizontalem Gentransfer innerhalb der klonalen Linien zu prifen,
wurden zudem die Plasmid-Replikons von dominanten Clustern genetisch eng

verwandter Isolate bestimmt und verglichen.
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ARTICLE INFO ABSTRACGCT

Keywords: Hospitals are one of the main reservoirs of mult-resistant Enterobacterales (MEE). Az MBE are resistant to the
Hoapital wasteveater most frequently usad antibiotics, therapy for patients with MBE infections iz challenging. It has been previously
?‘mw deseribed that MRE from hospital wastewater can pass into municipal wastewater and even surface warar. In this
. study, we investigated the diversity amnd epidemiology of MEBE in the wastewater of a large tertiary care hospital.
C‘MMME bacterales ‘Wartewater samples were collected for a four-day period and tested for the prezence of Emferobacterales resistant

to 3rd gen cephalospaorinz. Bepresentative izolates were further characterized by whole genome zequencing. In
120 p-glucuronidase-producing isolates, 63 Escherichio coli and, interestingly, also 52 Cirobacter freundii were
identified. In 120 p-glocosidase-producing izolater 45 Saratio marcescens, 34 Klebsiella oxytocs, 32 Enteroboctar
cloacae and 9 Klehsiclla pneumoniae were observed. For all species various MLST sequence types and different
clusters of resistance genss were determined, showing a great diversity within the different Emferoboctorales,
further corroborated by clonal analyziz performed by cgMLST. The most prominent clone was wastewater
amociated E coli STE35, which accounted for 47.1% of all E. colf izolater. Interestingly, 45.6% of E. coli, 83.5% of
C. freundii, 95.6% of 5. marcescens, 91.2% of K oxytoca, 96.9% of E. cloacee and 58.9% of K pneumoniae isolates
carried a carbapenemase gene, indicating a high burden with carbapenemare-producing Enterobacterales. Com-
parizon with clinical izolates from the zame hospital displayed few clonal matches. One wastewater isolate of
K. pnevmonize was identified to be closely related compared to a clone that had been inmroduced into the hospital
during an outhreak four years earlier. One E. coli izolate was identified as identical to an isolate from a patient,
with inpatient stay during the sampling period. The data obtained in thiz study highlight the problem of anti-
biotic resiztance of Enfrrobacterales in hocpital wastewater. In particular, the clustered ocourrence of carba-
penamase genes iz of great concem and underscores the problem of increasingly scarce antibiotic optons against
these bacteria.

limnited and last resort antibiotics are not used in the first line in the
calculated therapy of even life-threatening infections. Such isolates can

1. Introduction

Multidmig-resizstant Enterobacterales have become more important in
the last years. Especially sinee these bactenia eontinuously develop
strategies fo become resistant to Fequently used antibiotics, they
represent a serious health nsk (Davide ot al, 201 8). Next to 3nd gen-
eration cephalosporin-resistant Enterobacterales (3GCRE),
carbapenem-resistant (CRE) and carbapenemase-producing Enter-
obacterales (CPE) are of particular concern in healtheare (Elza et al |
2020; Hoffinan et al, 202]), since therapeutic eptions are significantly

also spread mto the commumity from healtheare settings (Kelly et al |
2017). Infections caused by CRE can be community- as well as
hospital-acquired and are associated with significant mortality up to
72% (Borer et al., 2009; Hirech and Tam, 2010).

A simple and effective way to detect multi-resistant bacteria in
environmental or clindeal samples 1= growth on selective media Selec-
tive chromogenic media can achieve high sensitivity to 3GCRE (Gottig
et al, 2020) and simultaneously a simple scparation of clinically
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relevant Enterobacterales from other bacteria by chromogenic reaction
for p-glucuronidase and f-glucosidase-producing Enterobacterales. The
presence of f-glucuronidase iz associated with E coli, whereas genera
witlun the EESC group (Klebsiella, Enterebacter, Serratia and Ciorobacter)
are characterized by [f-gluccsidaze production (Huang =t al, 2010;
MeLallan =t al., 2001).

Within the carbapenemases in Enterobacterales the most important as
well as clinically relevant ones are KPC, OXA-48, NDM, VIM and IMP,
with worldwide wariances between different regions (Bonnin et al |
2021; Canton ot al., 2020; Laske and Nicolau, 2020; Tan <t al., 2021).
The most prominent carbapenemase-producing Enterobacterales in Ger-
many are K. pneumoniae, B eoli and E. eloaeae (Mischnil et al | 201 5;
Plennigwerth and Schauwer, 2017). Of all specics, carbapenem-resistant
K. pneumonice is the most clinically relevant representative of CRE and
hag been lughhighted as the fastest-growing resistance threat in Europe
(David et al, 2020). The predominant carbapenemases in Europe in the
different species vary: In K pneumnomiae the most preminent carbapen-
emase is OXA-48 (43%), followed by KPC-2 (23%) and EPC-3 (23%). In
E. coli it iz also OXA-48 (44%), but followed by VIM-1 (289%), whereas in
E. cloacae WIM-1 (71%) iz the predominant carbapenemase (Canton
et al, 2012 Dawvid et al, 2019). In Germany, the carbapenemase
OXA-48 iz particularly commoen among all Enterobacterales. Carbapen-
emase genes are often located on plasmids in the bacteria and can be
transferred between different strains of Brterobacterales. One plasmid
can carry multiple resistance genes at once (Hopotza et al |, 2019)

Carbapenemases can belong to class A, B, or D of the Ambler clas-
sification system of f-lactamases, depending on their molscular struc-
ture. Class A ineludes KPC, GES, IMI, NMC-A, SME and SFC, of which
FPCs are the most abundant in Enterobacterales worldwide (Logan and
Weinstein, 2017). KPC has been originally reported in K preunonice,
but later also in other Bnterobacterales and P. asruginosa (Bassett and
Peghin, 2020). Clase B [i-lactamases are metallo-{i-lactamaszes (MBLs),
including IMP, VIM and NDM. Clazs D are OXA f-lactamaszes that can be
divided into A. baumanni-derived OXA-fi-lactamasas (Evans and Amyes,
2014; Logan and Weinstein, 201 7) and Shewanella-derived OXA-48-type
carbapenemases (Tacao =t al | 2018). Not all -lactamases of the OXA
famuly are carbapenemases as well. Carbapenemases hawve the ability to
render a wide range of f-lactams, including carbapenems, cephalospo-
ring and penicillin, harmless by hydrelysie (Halat and Moubareel,
2020}

Carbapenemase genes occur in the environment on almost all con-
tinents. Reservoirs of carbapenemase-producing bacteria and resistance
genes can be located I hospital and community wastewater, donlang
water and natural waterways (Mills and Lee, 2019). Although the
highest amount of CRE continues to be found in hospital effluents,
previous studies have already shown an alamming trend of CRE transport
into mumicipal wastewaters and even surface waters. Exmer et al
demonstrated an impact of CPE contamuinated hospital wastewater on
the water environment in Germany. The load of CRE found in urban
wastewater with the influence of hospital effluentz was sigmficantly
higher (28.4%) compared to rural wastewater (0.4%) with no hespital
influence. Those CRE could alzo not completely be removed by waste-
water treatment plants, resulting in the release of CRE into the envi-
ronment (Exner et al., 201 8). Simular results were shown by Muller et al.
finding 134 CPE in urban and only sight in rural wastewater analyzed by
real-time PCR, detecting CRE even in the effluent of wastewater treat-
ment plants (WWTPe) (Miiller =t al., 2018). Similar issues hawe also been
reported in the USA, where Hoelle et al. demonstrated that 62% of all
collected carbapenem-resistant E coli from the wastewater treatment
plant effluent were even positive for more than one carbapencmase,
highlighting a risk not only for envirenmental spread but also for gens
exchange in WWTFs (Hoelle «t al., 2018).

The impact of hospitals on the spread of CRE and CPE in Germany
becomes more evident by a direct comparizon of urban wastewater and
hospital effluent. Sib et al. could demenstrate, that influent hospital
wastewater accounted for 6% of the total wastewater in the system but
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0% of the carbapensmase genes (Sib et al, 2020). Thiz situation i=
reflected in several Buropean countries, proving that the burden of
multi-resistant Bnterobacterales, especially CPE, iz higher in hospitals
and in hespital wastewater than in mixed urban wastewater (Calull
et al_, 2019; Hocquet et al., 2016; Huijbers ot al., 2020). To improve the
understanding of the sigmificance of the introduction of widely resistant
Enterobacterales inte the urban wastewater system, the clonal relation-
chip of clinically relevant species was further investigated in this study.
Detailed genetic characterization by whole sgenome sequencing of 240
bactenal 1solates selected for 3nd gen. cephalosporn resistance from
wastewater and comparizon with clinical izolates was performed.

2. Material and methods
2 1. Sampling and identification of wastewater olates

Bepresentative 24 h wastewater samples were taken with a Buchler
3010 Stationary Automatie Sampler (Hach, Dusseldorf, Germany) for
four days from 05th to 08" November 2019. The campler was pro-
grammed to take 50 ml water samples every 10 min, resultingina 7.2 1
muxed wastewater cample per 24 h. 100 pL of the maixed wastewater of
each day was spread out onto chromIDE ESBL agar (bioMerisux, Marcy
I'Etoile, France) and incubated at 37 “ C overnight. 120 f-glucuronidase-
producing (red) and 120 j-glucosidaze-producing (green) eolonies were
picked and isolated on chromID® ESBL agar. The plates with subcultures
from glucuronidase producing strains were ncubated at 42 “C over-
night, to support the selection for B coli. Plates with subcultures from
glucoeidase producing strains were incubated at 37 “C. The species of all
straing were determinad by mass spactrometry with MALDI Biotyper®
MBT smart instrument (Bruler, Bremen, Germany) and the associated
MALD! Biotyper® database. Since MALDI iz unable to definitively
distinguish between the different species of the Bnterobacter cloacae
complex and the Klebsiclla exytoca complex, all izolates belonging to the
E cloacae complex were subsequently dezignated az B clogeae and all
isolates belonging to the K ox)toca complex were designated as
K oxyroca.

2.2 Whole genome sequencing and genomie analyss

The DNA of all 1solates was extracted with a QlASympheny SP In-
strument and the QlAsymphony DSF Virus/FPathogen Mim Kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands). The DNA concentration was measured with the
Qubit dsDNA High Sensitivity Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham,
UsA) and adjusted to 58 ng/ul. 60 pL of the DNA were sheared by
ultrazound in a bioruptor pice (diagenode, Seraing, Belgium) 10 times
for 30 5 with 30 ¢ pausing in between. The library preperation was
performed using the NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for [lumina
and the NEBNext Multiplex Oligos for lllumina (NEB, Ipswich, USA).
The PCR was sct with 6 eycles.

Conecentration of the library pool was measured again with Qubit and
fragment length distribution of the final libraries was analyzad with the
DNA High Sensitivity Chip on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). The library pool was normalized to 2
nM DMNA and sequenced on the NextSeq500 (lumina, San Diego, USA)
with 2x151 bp in the mud output format. Samples had 1.3 to 4.7 mie
reads per zample. The resulting FASTO filez were uploaded to the
pipeline of Ridom SeqSphere+ (Ridom, Mimster, Germany), assembled
with Velvet (version 1.1.04) and analyzed for their sequence type and
their relationship to other izolates. Por this purpoee, core genome Mult
Locus Sequence Typing (egMLET) was performed for all species wath the
publishad cgMLST schemes (E. coli and K. pneunoniae) or ad hoe cgMLST
schemes caleulated in Ridom SeqSpherse+ with reference straine
C. freundii FDAARGOS 61 (Accession nr.: NZ_CP0O25045.]; core genome:
2527 alleles) 5. marcescems CAV1492 (Accession nr: NZ_CPO11642.1;
core genome: 3177 alleles), K ox¥toca AR 0028 (Accession nr.:
NZ_CPD26715.1; core genome: 3175 alleles) and E cloacas ATCC13047
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(Acesssion nr: CP0O01918.1; care genome: 523 allalez). The threshold
for 1dentical isolates for each speeies was set at 15 different alleles for
K. pneumoniae and at 10 different alleles for all other species acconding
to the suidelines of Ridom SeqSphere+ (Francizco et al, 2009). Teo
ensure international comparabality, the sequence types of classieal MLET
schemes were used for strain designation, if available. For E. coli the
Warwick MLST echeme was used for analysie (Wirth et al., 2006). In-
foermation about quality sequencing and typing iz displayed in Supple-
mentary Table 1. Sequences of all izolates are availables in BioProject Nr.
PRJNA7E4050 at NCBI BioProject. The sequences were uploaded to the
bacterial pipeline of the Center for Genomiec Epidemiclogy (CGE;
Thomesen et al, 2016) to identify the presence of resistance and viru-
lence genes in all isolates (Bortolaia et al |, 2020; Camacho =t al, 2009;
Joensen et al., 2014; Malberg Tetzechmer et al, 2020; Zankari et al,
2017). Additional to the designation by MLET sequence types the pres-
ence of one or more carbapenemase genes was used to distinguish within
clonally related izolates, if applicable. Descriptive statizHes were per-
formed vzing R (version 3.6.2) and RStudio (version 1.2.5033) with the
library dplyr activated (Wickham =t al., 2019).

2.3. Selection of clinical izolates for comparative analysis

The data of wastewater samples wers compared to genomes of
relevant elinieal izolates sequenced as part of the hospital’s resistance
surveillanee strategy (3GCRE with additional resistance against fluo-
roquinclones from 1CUs and oncology wards or isclates causing out-
breaks in other wards, az well az CPE from all wards) during a defined
comparizon period of 12 monthz (1% February 2019 to 317 January
2020; Supplementary Table 2). Additionally, elonally related sequeneced
MEE isclates associated with former outbreaks were included regandless
of time period. In total 988 E coli, 50 C. freundii, 25 5. marcescens, 18
K oxytoca, 306 E cloacae and 253 K. pneumomniae clinical isolates were
used for the comparizon. For the defined time period a patient-adjusted
relative rate of CRE within all detected Bnterobacterales with phenotypic
rezistance against cefotaxime (CTX-R) was calculated for comparizon
with the wastewater zamples cultivated on selective media.

2.4 Bigfilm assay

To inveztigate the principal capability of the strainz to attach to solid
surfaces and to express interecllular adhesion, a biofilm aszay was per-
formed, modified from the method deseribed by Fiamengo ot al. (2020)
(Flamenge et al_, 2020). In brief, one colony of each izelate was mixed
into 5 mL LB medium (TH Geyer, Renningen, Germany) and incubated
overmight at 37 “C. 20 UL of the culture were transferred into 2 mL
DMEM medium (1% glucoes; TH Gever, Renningen, Germany). After
mixing the solution thoroughly, 200 pL wers transferred into wellz of a
96 well NUNClon delta plate (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
and incubated owemight at 37 “C. Subsequently, plates were Inverted
and tapped firmly to remove the media and were incubated for an
additional 1 h at 37 “C to fix remaining cells or biofilms. 50 pL Gentiana
violet (Roth, Karlzruhe, Germany) were added to each well, incubated
for 15 min, and washed out by carefully draining water over the plate
surface. The stain absorbed by adhering bacteria was dizsolved in 100 pL
of 70% izopropancl for 15 min before analysiz using a Spark (Tecan,
Mannedorf, Switzerland) with an adjusted wavelength of 570 nm and a
reference wavelength of 405 nm. One parmanent peositive and one per-
manent negative wastewater strain were used as positive and negative
controls, respectively, for biofilm forming bacteria on sach plate. For
each izolate, the biofilm assay was performed in two independent ex-
periments with four replicates per izclate. The mean wvalue of the
negative control was subtracted from the mean value of all eight wells to
obtain the final value. A value of <0.] waz defined az biofilm-negative,
0.1 to 0.5 as weak biofilm-positive and 0.5 az biofilm-poeitive.
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3. Results

The 120 f-glucuronidase-producing izolates from hospital waste-
water were identified az E coli (n= 68), and C. freundii (n = 52). The 120
fi-glucosidase-producing isclates were identified as 8. mareeseens (n =
45), K. oxytoca (n = 34), E cloacas (n= 32), and K pneumoniae (n = 9).
Out of the 240 isolates, all except two 5 marcescens izolates (99.17%)
were fFlactamase-positive (Fig. 1) and 191 iselates (79.58%) were alzo
carbapenemaze-positive. Additionally, rezistance genss against amino-
glycosides, trimethoprim, sulfonamides, fluoroquinolones, tetracyclines
and phenicols were present in all species. MLS (maecrolides, lincosa-
mides, streptogramines) resistance genes ocowrred only in E coli,
C. freundii and E. cloacae, whereas fosfomyein resistance genes oceurred
in all B eloacas and K. preumoniae, but in no other specicz. Rifampicin
resistance ocourred in all species axcept K. axytoca and K pneumoniae.

The most prominent carbapenemase gene was blagyy.q9 (n = 112)
detected in E coli (n = 20), € freundii (n = 36), 5. marceseenz (n= 11},
K oxyrtoca (n = 18), E cleacae (n = 21} and K. pnewmoniae (n = 6). In
E. coli 20 izolates (45.6%) were positive for at least one carbapenemasze
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Flg. 1. Resistance gene: detected individual species. Genes encoding resistance
against (Hlacmms (A), sulfonamidez (SUL), trimethoprim (TMP), fuo-
roquinolones (F(Y), tetracyelines (TET), focfomyein (FOS), and rifampicin (RIF)
(B} az well az aminogyleosides (AMG), phenicols (PHEN) and MLS {macrolides,
lincocamides, streprogramines) (C) are displayed. Colors represent the differant
speciez. The fArst bar reprezents the total number of analyzed isolates. Omly
genes that oceurred at least five times are displayed. (For interpretation of the
references to color in thiz Agure legend, the reader iz referred to the Web
verzion of thiz article )
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gene with two isolates displaying cach two carbapenemase genes
(Supplementary Table 3). Beside blagyy g in E coli only blayp., (n =
13) could be detected (supplementary fisure 1.2). 88.5% of the
C. freundil 1solates were carbapenemase-positive, with 45 isolates con-
taiming one and one 1solate contaning two carbapenemase genes (Sup-
plementary Table 3). The genes blaypy. (n= 10) and Magys.am (n= 1)
were detected in thiz species beside the dominant blagys.4g gene (Sup-
plementary Fig. 2B). Out of the 5 marcescens isolates 95.6% were
carbapenemase-positive. 33 isolates contained one and ten isolates
contained each two carbapenemase genes (Supplementary Table 3). In
5. marcescens blayy.; was the most often 1dentified carbapenemase gene
(n = 36). In this species Blagys.4a was the second moet frequent carba-
penemase gene and blaypy.g (n = 4), blagess (n= 1) and blaygyq (n=1)
genes were also observed in thiz species (Supplementary Fig. 3B).
K oxyroca includez 91.2% carbapenemase-positive isolates with 29
1solates contaming ene and two isolates contaiming each two carba-
penemage gene (Supplementary Table 3). Beside the dominant blagys. 4
gene, blaype.a (n = 6), blaypw. (0 = 4), blagyaau (o= 3), and blayp.
(n = 2) were observed (Supplementary Fig. 4B). Qut of the E cloacae
izolates 96.9% were carbapencmase-positive, of which 24 izolates con-
tained one amnd zeven izolates contained two carbapenemase genes
{Supplementary Table 3). Next to Mlagys s, Haypgy (n= 9], blaypa.s (n
= 6) and blaypu.i (n= 1) were detected (Supplementary Fig. 5B). 88.9%
of the K. pneumoniae isolates were also carbapenem-resistant, each of
them containing one single carbapenemase gene (Supplementary
Table 3), cither a Maggaags or a Magyaqm (0 = 2) (Supplementary
Fig. 6E).

Clonal analysis using egMLET was performed for all species as well as
automated determination of classical MLST sequence types, except of
3. marcescens. For E. coli 15 MLST sequence types (5Ts) were observed
with eight singleton STe identified only onece (S5Ts; Supplementary
Table 1). In E coli 5T635 was the most prominent 5T (n = 32), consti-
tuting 47.1% of all isolakes in thiz speciez. Using egMLST five clonally
distinet subgroups were identified (Fiz. 24). Even within elonally elosaly
related strains, as detected by egMLST, different presence of carbapen-
emase genes was obeerved (supplementary fiz. 1.2). The next most
frequent STe were S5T1722 (n= 10) and ST23 (n = 8). Both revealed to
be identical or closzly related within the group as detected by cgMLST.
The remaining 10 non 55T E eoli 1solates were identifisd as STs ST38 (n
= 4), 5T301 (n = 2}, 5T744 (n = 2) and 5T2967 (n = 2). Except for
5T744, all molates of the respeetive sequence types were clonally iden-
tical or closely related according to egMLET. For €. freundit four MLET
5Te with tweo 55Tz obeerved only once were identified (Supplementary
Fig. 24). The predominant ST22 (n = 43) could be further divided into
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three subgroupe by cgMLST. While in the largest subgroup (n = 34) all
izolates carry a blagys.as gene locus, the two smaller clonally related
groupe displaved wanable carbapenemase gene carnage. In € freundii
5T21 (n = 7) all isolates carriad a blaypg gene. However, one isolate
displayed 18 differing alleles in cgMLET, indicating a separate clone.
5. marcescens iz divided into seven genotypes (GT) depending on the
cluster threshold, az MLST for thiz species iz not awvailable (Supple-
mentary Fig. 34). The only clonally related group of strains in egMLST
[n = 39) dizsplayed different carriage of carbapenemase genes (Supple-
mentary Fiz. 3B). K oxymea splite mto six 5Ts, which could not be
further subdivided by egMLET (Supplementary Fig. 44). ST98 (n= 14)
was the most prominent 5T with all izolates carrying blagys.4p- ST170 (n
= 6) and 5T143 (n = 4) displayed a variable carriage of carbapenemase
genes, with three ST170 izolates lacking the presence of a carbapen-
emase gene and three 1solates carryving blagys.1g1, whereas 5T143 1zo-
lates carried Magys,.qp with two strains displaying an addibional blayp.
gene. ST371 (n= 6), 8T183 (n= 2) and 5T319 (n = 2) carried blagp:.2,
blaypsg.1 and Blaygg. . respectively. E cloacee displayed six 5Tz, of which
5T24 (n = 18) and 5T34 (n = 2) are each divided inte two, subgroups
according to egMLST (Supplementary Fig. 5A). The other three 5Ts were
S5T=. K. pneumoniae splits into three STz with one 55T and no further
cgMLST divizsion of ST45 (n = 6) and 5T147 (n = 2} into zubgroups
(Fig. 2B).

Cut of the wastewater isolates 131 displayed the capacity to form a
strong biofilm under the investizated condition while another 47 were
weak bicfilm-positive, constituting 74.2% of the cultivated wastewater
samples. In E coli 33 wastewater isolates were biofilm-positive, 14 weak
biofilm-positive and 2] bicfilm-negative (supplementary figure 1.2)
Two of the bicfilm-positive E coli wastewater izclates (one ST6335, one
ST501) could be determined as typical enteroaggregative E. coli (tEAEC)
carrying the marker gene qzeR (Supplementary Table 1) as well as other
wirulence factors of 8EAEC. C. freundii had 13 bicfilm-positive, four weak
biofilm-positive and 35 biofilm-negative izolates (Supplementary
Fig. 2C). In 5. marceseens 24 1solates were biofilm-poaitive, 16 were weak
biofilm-positiwe and five were biofilm-negative (Supplementary
Fig. 3C). There were no biofilm-negative and only two weak biofilm-
positive isolates in K oxytoca (Supplementary Fig. 4C). B clogeae had
20 biofilm-positive, 11 weak biofilm-positive and one biofilm-negative
isalate (Supplementary Fig. 5C). All K pneumonige displayed a strong
brofilm-positive phenotype.

The cafotaxime-resistant (CTX-R) climeal izolates from the selactad
time period contained 0.6% CRE in E coli, 6.0% in C. freundii, 4.0% in
5. marcescens, 0% In K ox¥toca, 3.3% In E clogces and 7.1% in
K pneumoniae (Tabls 1). A comparizon of wastewater and selected
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Flg. 2. cgMLST analyziz of clonal relations in E coli
(A) and K. pneumonize (B) wastewater isolates and
related clinical isolares. Izolatez are colored depend-
ing on their sequence type. Grey shaded clusters thow
clomally related subgroups according to cgMLST.
Clinical isolates are marked with a dotted red circle.
Mumbers represant the allele differences (E. coli: 2513
alleles; K pneumomige: 2358 allelez). Additional in-
. formation about carbapenemase gemes, biofilm for-
mation and clinical isolatez are displayed in the
supplementary figures. (For interpretation of the ref-
erences to color in thiz figure legend, the reader is
referred to the Web version of thiz ardcle.)
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Table 1
comparizon of wastewater CPE and clinical CRE.
wastewnter isolates Clinical CTX-R izolates
E. coli 31./68 (45.69) 6,050 (0,64
€ freundis 465,52 {BE.5%) 3/50 (6.0%4)
5. marcescens 43/45 (95.6%) 1/25 (4.0%)
K axytoos 3134 (91.2%) 015 (0.0%)
E. cloacae 31./32 (96.9%) 10/306: (3.3%0)

sequenced clinical izolates dizplayed matches for E coli (Fiz. 24 and
supplementary fizure 1.1) and K preunomiae (Pig. 2B and Supplemen-
tary Fig. 6A). For all other species there was no genetic accondance with
clinical isolates.

4. Discussion

In the presented study the diversity of 3nd generation cephalosponn
reziztant E coli and other Enterobacterales in hospital wastewater were
characterized. The E. coli isolates were highly diverse with 15 different
5Te and showed resistance against nine different antibiotic groups,
including carbapenems. Since all strains were isolated from selective
agar containing f-lactams, the presence of p-lactamasez in all species
was expectable. Interestingly 45.6% of the B coll isolates were positive
for at least one carbapenemase gene too. This 1z of particular concemn,
becauss usually less than 0.1% of pathogenic E. coli are CPE (Schulz—-
Stubmer, 2017). Thess data are confirmed by the fact that an additional
carbapenem-resistant phenotype only cecurred at low frequeney (0.6%)
in the clinical CTX-R E. coli izolates examined. The most prominent
E. eoli STS35 found in thiz study iz known to be adapted to wastewater
and 1z deseribed as wastewater treatment rezistant, but has already been
found 1 hospital smbs as well (Constanbinides =t al., 2020; Zhi et al.,
20192). In our study all except four of the carbapenemase-positive E coli
isolates belong to STE35, resulting in 87 5% of the ST635 isolates being
CPE. In E coli the high proportion of CPE in wastewater iz therefore
mainly justifiable by the presence of thiz wastewater adapted clone.
Even clonal identical isolates, laclang different alleles in egMLST, ear-
ried different carbapenemase genes (Supplementary Table 1). This led to
the assumption, that 5T635 might frequently underlie horizontal
transfer of plasmids.

Blagys.4u-type carbapenemase genes (including Blagy.4a. Blaggaai
and blaoya-232) were the most common carbapenemacse type, which were
detected in this study. It must be noted that the selected medium con-
tains cefpodoxime as selective agent. Since carbapensmases of the OXA-
45-type have low hydrolytic activity against 3rd generation cephalo-
gporins (Pitout et al | 2020), isclates lacking an additional fi-lactamase
could be mussed. Therefore, despite the already very high rate of
carbapenemase positive izolates under 3GCRE in this study, there may
ztll be an underestimation of the presence of carbapenemase positive
isolates in the investigated wastewater.

The principle ability to attach to solid surfaces and to express
intercellular adhesion may contribute to the persistence of this clone in
wastewater. Howewer, due to the differences between environmental
condibions in wastewater and experimental verification, 1t 1z still not
sure that STE35 persists in the drainage system fixed in biofilms. Inter-
estingly, one 5TE35 was identified to carry plasmid enceded virulenee
factors present in tEAEC, suggesting that this strain acquired a virulence
plazsmid, indicating that a primary environmentally adapted clonal
linsage can tum to be pathogemie for humans.

In a direct comparison of wastewater and climieal 1solates one single
E. coli ST10 waz alzo found in the wastewater and was determined by
egMLET to be clonal identical to a elinical isolate from the same day.
E. coli ET10 is a known pathogen for humans az well as animals and the
third meost common exfra intestinal pathogenic B coli worldwide
(Garcia-Menino ot al., 2018; Manges ot al, 2019), that has already been
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deseribed as multdrug-resistant (dos Anjos =t al., 2019; Mohzin =t al,
201E). The fact that thiz clone was detected in wastewater only ones and
simultanecusly with the presenee of a earrer of thiz clone in the hos-
pital, indicates that an incidental finding of a clinical izolate was
obeerved and a constant presence of this clone in wastewater i= no
assumed. The other less commen E coli 5Tz underline the microbial
diversity of E eoli in hospital wastewater.

On chromlD ESEL agar, ons expects f-glucuronidase-producing
species to be primarily E eoli In this study, interestingly, we identifiad
almost half (n = 52) of the p-glucuwronidase-producing izelates as
C. freundii. There are already single deseriptions of p-glucuronidase-
producing €. freundi (MeDamiels et al | 1996; Tapsall and Melver, 1995)
and one C. freundii was also observed to grow In an unexpected color on
chromID BESBL agar (Reglicr-Poupet et al |, 2008). Usually, C. freundi are
deseribed as f-glucosidase-producing strains, but no €. freundii were
found In the 120 strains examined in thiz shuly, what iz a remarkable
obeervation. However, the lack of j-glucosidase-positive C. freundii
mught still be caused by a sampling bias. One possible explanation would
be the chosen selective medium pramanly manufactured for the use In
human diagnostics.

The C. freundii izolates also split into different clonal groups, mean-
1ng there 1z not just one single fFelucuremdase-preducing clone present
in the investigated wastewater. In contrast to CTX-R clinical izolates the
wvast majonty (88.5%) of C freundu 1solates earned a earbapensmas=
gene. The two moet common 5Ts (ST22 and 5T91) have been previously
deseribed as carbapenemase-producing strains in hospitals (Villa et al,
2017). As we observed different carbapensmase genes present even in
clonally clogely related strains (egMLST) the diversity of thiz species is
underlined. Under the investipated artificial conditions for most
C. freundii no interecllular adhesion could be observed. Az it has been
demonstrated, that environmental stress ean trigger biofilm formation in
different species (Chu et al_, 2018; Knobloch et al,, 2001; Enobloch et al.,
2004; Nickerson and Faherty, 2018; Ym <t al, 2019), strains tested
biofilm-negative under laboratory conditions maght still be capable of
biofilm formation in the stressful environment of wastewater.

Tweo 5 marcescens izolates lacked the identification of a known
f-lactamase gene, but 5. marcescens can also display a resistant pheno-
type against fFlactams by differental expression of outer membrane
porins (Weindorf «t al, 1998). In contrast to only 4.0% phenotypic
resistance againet carbapenems in CTX-R climeal 8. marcescens isolates,
05.6% of the wastewater isolates were carbapenemase-producing. For
5. marcescens no clazsic MLST scheme is publizhed, but using cgMLST the
isolates could be split into seven different clonal groupe. In the only
major clenally related group in this species, several different carba-
penemaze genes were observed indicating a high diversity in
5. mareescens with the potential capability of horizental transfer of
plasmids as well

The high amount of carbapenemase-positive K. exYtoca izolates in
the wastewater is especially concerning as there were no carbapenem-
resistant climeal K oxyteca isolates detected in the investigated hosp-
tal during the study perod (Table 1). Az upstream of the sampling point
only buildings of the hospital drain inte the wastewater system and
backflow of wastewater is very unlikely due to the exizting slope, the
presence of carbapenemase-producing K. oxytoca 1solates indicates long
term rezsidence of individual clones or acquizition of plazmids from other
species inside the wastewater system. Again the amount of carbapenem-
registant phenotypes among the CTX-R chimeal 1solates (3.3%; Table 1)
was strikingly lower compared to wastewater izolates with 96.9%.
E clogeas 5T24 as the most prominent E elsacae ST found in this study
haz earlier been described as the cause for a CPE outbreak in an
Australian hoepital (Mammer =t al, 2020). In our study the 18 ST24
1zalates could be divided in two elonal groups by egMLET. However, all
isolates of thiz 5T carried at least one carbapenemase gene.

K. pneumoniae was the species with the lowest number of izolates
identified in thi= study, but still could be divided into three clonal
groups. Even though CTX-R climeal izolates had the highest amount of
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phenotypic carbapenem-resistance In K preumemize (7.1%), wiale
wastewater izolates displayed again a clearly higher rate (82.9%) of
isolates being positive for a carbapensmass gene According to egMLET,
K. pneumoniae was the second speeies in our study where a clonally
relationship betwesn wastewater and clinieal izolates was observed.
During winter season 2014,2013, there was a noticeable outbreak of
K pneumnoniae ST147, with isclates closely related to the ST147 waste-
water izolates (2 of 2358 alleles difference in egMLST). K. pneumonias
5T147 has earlier been reported ac the cause for a hospital outbreak in
Portugal (Guerra et al., 2020} and also could be detected in wastewater
isolates (Nuesch-Inderbinen et al_, 201 8]). This ST 12 also known to carry
an OXA-48-tvpe carbapenemase and is designated as a high nsk clone
(Peirano ot al., 2020; Pitout et al., 2020). In our study, we observed an
blapxa.m gene in thiz genetic background. Az thiz strain iz known to be
associated with medical ears, a repeated introduction into the hospital
sewage system by different patients over time iz possible. However, the
very low number of different alleles in egMLET also raises the possibility
of long-term perzistence of this clone without significant chromosomal
variation in the wastewater syetern. Thereby, it iz unclear in which part
of the hospital drainage system this clone might reside, ineluding the
possibility of pemistence in sink siphons with the potential
re-transmizsion to patients. In thiz study we observed the loss of some
resistance genes compared to the onginal outbreak isolates (Supple-
mentary Tables 1 and 3), but the presence of the blagygs. g gene didn't
change.

Diespite the cultural selection only for resistance against 3rd gener-
ation cephalosporins in this study, the proportion of carbapensmase-
positive Enterobacterales was significantly higher compared to CTX-R
clinical samples and elearly indieates an unexpsected high burden of
carbapenemase genss in the hospital wastewater. The high diversity of
carbapenemase genes even within clonally related strains suppeorts the
hypothesis of horizontal trancfer of plasmids, which nught oeeur alzo in
the wastewater system. Our study indicates that individual clenes might
persist for long pericds in the wastewater, leading to a continuous
release of these carbapencmase-posiive strains into the commumal
wastewater system. Because Enterobacterales could not be completely
removed from commumity wastewater, and mdividual iselates are
releazed to natural water reservoirs, resistance genes liberated from
hospitals might reenter human beings by the food and water chain (one
health). Purther studies should be conducted to understand the relative
enrichment of carbapenemasze-producing Enterobacterales compared to
the expected release from the patients’ flora.
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well as evolurion of these lineages,
Methods; In this study, wastewarer isolares of different Encerobaceerales species from a rertiary care hospital

“W*t-' were investigared with 2.5 years distance. Whole Genome Sequencing (WGS) and resistance gene identi-
Hospital wastewater A . .. H )
Multi-resistant bacteria ficarion were performed for E. coli. C_freundii, 5. marcescens, K. pneumonioe, K, ocyroca, and E. doacae isolares
Antibiotic resistance (n = 58}, isolared in 2022 and compared with strains isolared from the same wastewarer pipeling in 2019
Carbapenemase (m = 240).

Enterobacterales Resules; Individual clonal lineages with highly related isolares could be identified in all species identified
Persistance mare than ence in 2022 thar appear to persist in the wastewarer drainage, A commeon motif of all persiscent

clonal lineages was the carriage of mobile genetic elements encoding carbapenemase genes with hints for
horizontal gene mansfer in persistent clones in rhis environmen: observed over the 2.5-year period.
Mulriple plasmid replicons could be detecred in borh years, In 2022 isolates bltyma 1 replaced blamoa g as
the most common carbapenemase gene compared o 2019, Inerestingly, despite a similar abundance of
carbapenemase genes (=80% of all isolares) ar borh rime points genes encoding exrended spectrum p-
lactamases decreased over rime,
Condlusions; This dara indicares thar hospital wastewarter continuously releases genes encoding carbape-
nemases o the urban wastewarter system, The evolurtion of the resident clones aswell as the reasons for the
selection advantage in this specific ecological niche needs to be further investigared in the furure,
@ 2023 The Author(s). Published by Elsevier Lud on behalf of King Saud Bin Abdulaziz University for Health
Sciences. This is an open access article under the CC BY license (hirp: |/ creativecommons,org/licenses by |
4001
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Recently, a discrepancy of the observed amount of CPE in hospital
wastewater compared to the expected frequency of samples from
patients carrying these isolates was described [8]. Although a re-
lationship between the clustered occurrence of carbapenemases and
the increased use of carbapenems has been demonstrated in the UK,
the resistance gene abundance within hospital wastewater did not
reflect resistance patterns in clinical isolates [9]. Additionally, higher
amounts of CPE were observed in hospital wastewater compared to
other wastewater types [10]. Kehl et al. collected 490 isolates at
multiple sampling sites in a wastewater pathway starting in the
drains of a tertiary care hospital and ending at the effluent of the
municipal wastewater treatment plant [11]. In this study it was
demonstrated that out of @ detecred K. pneumoniae clonal lineages 6
could be found in hospital wastewater and only 3 in other sampling
sites and that different clones seem to prefer different parts of the
hospital wastewater system. Interestingly, eight K. pneumoniae of the
sequence type 5T147 isolated along the entire wastewater pathway
displayed a low genetic diversity, as observed by whole genome
sequencing [11], indicating that the wastewater adapted strains are
able to persist at least for some days.

Strong selection for antibiotic-resistant strains in hospital was-
tewater could be shown in an experimental trial in Sweden, in which
hospital wastewater as well as influent and effluent of a municipal
wastewater treatment plant was exposed to antibiotic-resistant and
-susceptible E. coli [12). Also, an increased rate of horizontal gene
transfer was demonstrated within isolates of hospital wastewater
[13]. The previous results are supported by studies performed in a
wide variety of countries around the world, where the load of CPE/
CRE was consistently higher in hospital wastewater than in other
wastewater types [14].

First projects in Europe have performed ex perimental monitoring
of hospital wastewater for multi-resistant gram-negative bacteria,
where hints for persisting strains could be found [15] as well as
differences in the amount of carbapenemase genes ar different
sampling time points [ 16]. Both studies covered periods from nine
weeks and two months, respectively. A recent study comprising the
observation of hospital wastewater during a 2 year period used WGS
to analyze if wastewater monitoring could be useful as an hospital
outbreak warning system [17]. However, persistence as well as
possible evolution of CPE inside the hospital wastewater system was
not investigated.

In 2019 we characterized 3rd generation cephalosporin resistant
Enterobacterales (3CCRE) in a large-scale sampling over 4 days in a
tertiary care hospital with 240 isolates characterized by WGS [£].
Several clonal lineages were observed as persistent at least during
the four-day observation period. To gain a better understanding of
the persistence and possible evolution of resistant Enterobacrerales
in hospital wastewater we analyzed 2.5 years later wastewater from
the identical pipeline.

Material and methods
Sampling and identification of wastewater isolates

On July 1st 2022, a gualified wastewater sample of hospital
wastewater from a tertiary care hospital, in a city of over a million
people, serving about 90,000 inpatients and 400,000 cutpatients per
year was collected at the same sewage pipe analyzed in 2019 [8]. Six
individual 50 mL samples taken manually 15 min apart were mixed
to generate a representative qualified wastewater spot sample.
Further processing for cultivation and species identification was
performed as described recently [2] with isolation of 30 j-glucur-
onidase producing and 30 p-glucosidase producing isolates. Different
species of the Enterobacter cloacae complex and the Klebsiella axytoca
complex, were designated as E. doacae and K. oxytoca, respectively.
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Whole genome sequencing and genomic analysis

Whole Genome Sequencing (WGS) and genomic analysis was
performed as described recently [E]. Information on sequencing and
typing quality is provided in supplementary table A. Sequences for
the 2022 isolates are available in BioProject Mo. PRJNA906350 at
NCBI BioProject, sequences for the 2019 isolates are available in
BioProject Mo. PRJMATG64050. The exact species of all E. cloacae
complex and K. oxytoca complex isolates from 2022 and 2019 was
identified using the Center for Genomic Epidemiology [ 18] pipeline
KmerFinder (version 3.0.2) [19-21] and is given in supplementary
table B. Sequences were uploaded to the Center for Genomic Epi-
demiology [18] pipelines ResFinder (version 4.1) [22-24] and Plas-
midFinder (version 2.0.1) [20.23.25] to identify the presence of
resistance genes and plasmid replicons. Isolates collected in 2019
were reanalyzed. If single bases in contigs were missing and leading
to multiple identified similar carbapenemases on the same position
of the contig, the most probable result was taken. The resistance
gene aac6 )-1b-cr, that confers resistance to aminoglycosides as well
as fluoroguinolones, was included only in the AMG resistance genes
in the amalysis to avoid duplications. Point mutations associated
with fluoroquinolone resistance were determined only for E. coli and
Klebsiella sp.using the ResFinder pipeline because there is no cor-
responding darabase for the other species. Descriptive statistics
were performed using R (version 4.21) and RStudio (version
2022.07.1 +554) with the dplyr library enabled [26). A comparison of
carbapenemase genes and plasmid replicons was developed in form
of a heat map with Python (version 3.9.13) [27] and the libraries
Pandas (version 1.3.4), Matplotlib (version 3.5.3) and Seaborn (ver-
sion 0.12.0) in Spyder (version 5.3.3). In the hospital since 2019
clinical isolates of 3GCRE isolated from patients under intensive care
as well as all 3GCRE isolated from blood cultures of other patients
were characterized using WGS. A database of sequenced clinical E.
coli isolated berween February 1st 2019 and October 1st 2022 was
used for comparison to the 2019 and 2022 isolates.

Results

Phenotypically p-glucuronidase-positive isolates were identified
as Escherichia coli (n = 22) or Citrobocter freundii (m = 8). Isolates
expressing p-glucosidase were identiied as Serratia marcescens
(n = 16), Klebsielln pneumoniae (n = 7). Klebsiella oxytoca (n = 5),
Enterobacter cloacae (n = 1), and Yokenella regensburgei (n = 1). ¥.
regensburgei was excluded as it was not identified in 2019. Of the 59
isolates sequenced in this study, all were j-lactamase positive
(Fig. 1A) and 49 isolates (B3.1%) were positive for at least one car-
bapenemase gene. The most frequently observed carbapenemase
gene was blaymg.1 (n = 21; 35.6% of isolates, Fig. 1A), which was
present in E. coli (n = 8), C freundii (n = 8), 5. marcescens (n=4), and
K. oxytoca (n= 4). In contrast, in 2019 blagy,,_ 45 was the predominant
carbapenemase gene (Fig. 1A). In 2022 isolates the carbapenemase
genes blaggs 4p (0 = 14; 23.72% of isolates), Blaypy y (0= 13; 22.0%),
blayp s (n = 6; 10.2%). blages sand blagga, 191 (each n = 5; 8.5%),
blaypc - (n=3; 5.1%), as well as blogga 245 and blages, 454 (eachn=1;
1.7%) were identified, additionally. Interestingly, in contrast to a si-
milar abundance of isolates carrying carbapenemase genes in 2022
compared to 2019 the relative abundance of the most frequent genes
encoding extended spectrum p-lactamases (blopey o, blagn. 15, and
blarg g 1) decreased in 2022 (Fiz. 1A)

Of the E. coli isolates, 17 (77.3%) were carbapenemase positive,
with two isolates carrying two carbapenemase genes and three
isolates carrying three carbapenemase genes (supplementary figure
A1) Determination of classical MLST sequence types (5Ts) revealed
seven 5Ts for E. coli in 2022 (supplementary figure A2). The most
frequent STs were 5T635 (n=9), ST408 (n=6), 57224 (n=2) and
ST401 (n=2), whereas STs 5T38, ST127 and 5T131 were identified
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Fig 1. Relative abundance of resistance genes detected in individual species in 2022 [ 100%=59, wide bars) and 2009 [ 100%=240, slim bars). Genes encoding resistance against f-
lactams [A). aminogylcosides [AMG), fluorogquinolones (F)) (B). as well as sulfonamides (SUL), tnmethoprim (TMP), tetracyclines (TET), phenicols (FHEN), MLS [macrolides,
lincosamides, streptogramines ). rifampicin (RIF) and fosfomycin (FOS) (C) are displayed. Colors represent the different species. The first bar represents the total number of
analyzed isolates. Genes that occurred at least five times in 2022 as well as all detected carbapenemases are displayed.

only once. ST38, 5T131, ST401, and 5T635 were also observed in 2019,
Analysis of clonal relationship by cgMLST revealed three 5TG35
isolates to be assigned to pre-existing 2018 clusters (Fig. 2A). Six
STG35 isolates in 2022 were distinct from preexisting subgroups.
Five isolates formed a new cluster with 33 allelic differences and one
isolate displayed a distance of 50 alleles to the most closely related
isolates, respectively. Interestingly, all isolates of the new cluster
carried a blaces s gene, which was not identified in 2019 E. coli iso-
lates. The two ST401 isolates of 2022 clustered as a clonal complex

with an isolate from 2019, with only the 2022 isolates possessing
blayi 1. Comparison with clinical isolates from the same time
period showed no matching clinical isolates to ST635 and ST401
(supplementary figure B). The proportion of E. coli $T635 and 5T401
in wastewater was 45.6% and 3.3%, respectively, while they were not
identified in 193 investigated clinical isolates. The proportion of the
common clinical 5T131 was 1.1% in the wastewater and 27.5% in the
clinical isolates. All other E. coli isolates were not clonally related to
isolates identified in 2019, The six blaypw.1-positive 5T409 isolates
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were clonally closely related. Different plasmid replicons could be
detected for genetically closely related E. coli ST635 isolates in both
years. Out of 15 genetically related isolates in the largest sub-cluster,
nine displayed the identical five replicons (Supplementary Fizure
C1). In the other isolates of this sub-cluster both lack and new oc-
currence of plasmid replicons was observed in comparison with the
dominant replicon pattern. The replicon IncN was only present in a
2022 isolate. In the other sub-clusters of 5T635 also varying re-
plicons were detected for individual isolates with replicons IncFI1I(K),
IncX5. and repB(R1701) present only in strains isolated in 2022
(Supplementary Figure C.2 - C.5).

All C freundii isolates were carbapenemase positive with four
isolates possessing a single carbapenemase gene, three isolate car-
wving two and one isolate three carbapenemase genes
[supplementary figure D.1). MLST analysis revealed sequence types
5T22 (n=6) and 5T634 (n=2; supplementary figure D.2). 5T22 iso-
lates were clonally closely related to two isolates from 2019 (Fig. 2B)
but no isolate clustered to the predominant 5T22 2019 sub-cluster.
The cluster of 5T634 was only observed in 2022. Of the ST22 isolates
from 2022 four carried a bl gene. Three clonal clusters with
7-34 isolates were observed within ST22 isolates from 2019 and
2022. Interestingly. the dominant 5722 cluster only present in 2019
[n=34) was uniformly home to a blame 48 carbapenemase gene,
whereas isolates of the cluster observed at both time points dis-
played a variable content with up to three carbapenemase genes in
single isolates. Plasmid replicons in the dominant sequence type of
C. freundii (5T22) were highly variable in individual isolates with
replicon IncX 3 only identified in 2022 (Supplementary Figure C.6). In
all three blagyy, 133-carryving C freundii isolates from 2022 and in the
blaga_aaz-carrying isolate from 2019, the blamcs gene was identified
on the same contig as the replicon ColKP3.

All 5. marcescens isolates displayed a carbapenemase gene. with
blaypas 1 (n=7) being most common. Furthermore, blaypy > (N=6),
blaype y (n=3) and blaogys gz (n=2) were identified. Two isolates
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possessed two carbapenemase genes (supplementary figure E1). 5.
marcescens was classified into genotypes (GT) as described recently
[8] and enumeration from 2019 was applied and extended
(supplementary figure E2). Six isolates could be assigned to the
dominant cluster in 2019 GT1 (Fig. 2 C) with a variable carbapene-
mase gene content. Five isolates formed a new cluster with an isolate
from 2019 (GT2) with all isolates carrying a blaypsy | gene. Another
new cluster (GT3) results from three isolates identified only in 2022
and carrying a blavim 1 gene. A single isolate from 2022 was clonally
closely related to a 2019 isolate {GT4), with which it shares identical
resistance genes including a blayp | gene. In the GT1 cluster, iso-
lates from both years displayed a wide variety of different replicon
combinations showing plasmid loss and acquisition at different time
points (Supplementary Figure C7). The pSM22 replicon was only
identified in one 2022 isolate.

Three K. pneumonioe isolates (42.9%) were positive for carbape-
nemase genes and possessed blama 121 (n=2) or blag 4z (n=1;
supplementary figure F1). In K pneumoniae, the dominant sequence
type was 5T307 (n=4); in addition, 5T147 was found twice and
5T383 was found once (supplementary figure F2). ST147 and ST307
recurred in 20232. The four ST307 isolates are identical to each other
but differ in 35 alleles from a 2019 ST307 isolate with all isolates
being carbapenemase negative. The 2022 5T147 isolates are very
closely related to two isolates from 2019 with constant resistance
determinants, including a blaqg 191 carbapenemase gene. While
both 5T147 isolates from 2019 have five plasmid replicons each, and
differ in two of them, the 2022 isolates contained only three re-
plicons. present in both sampling periods in this clone
(Supplementary Figure CB). Two K. pneumoniae isolates from 2019
and two isolates from 2022 had a blagxa_1s1 gen that could be de-
tected on the same contig as the ColKP3 replicon.

All K. oxytoca isolates were positive for at least one carbapene-
mase gene, with blaqg 4z (n=4) and bio, ., (n=4) being equally
abundant and three isolates possessing both genes (supplementary
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figure G.1). The dominant sequence type 5T143 (n=4) was closely
related to four isolates from 2019 (Fig. 2D). All ST143 isolates carried
a blagys, s gene, with some isolates having another carbapenemase
gene, which varies between blaypss 1 in 2019 and blaypg ¢ in 2022.
The fifth K. oxytoca isolate in 2022 belonged to ST319 and was
clonally closely related to two isolates from 2019 (supplementary
figure G.2). Compared to the 2019 isolates, the 5T143 2022 isolates
had less detectable plasmid replicons, but replicon IncMN was only
detecred in three 2022 isolates (Supplementary Figurs C.9). In all
three K. oxytoca isolates from 2019 with a blagg g the gene was
found on the same contig as the ColKP3 replicon.

The one carbapenemase-negative E. cloacae isolate belonged to
ST24 (Fig. 2 E; supplementary figure H.1+ H.2), which was the
dominant 5T in this species in 2019. However, the isolate showed 39
allelic differences to the next related isolate from 2019 and was thus
considered genetically distinct. No plasmid replicons could be de-
tected in the 2022 isolate. However, the 5T24 isolates from 2019
show diverse replicons as observed for zenetically related isolates in
other species (Supplementary Figure C10)

Genes associated with resistance to aminoglycosides, trimetho-
prim, sulfonamides, fluoroguinolones, and tetracyclines were pre-
sent in all multiply identified species (Fiz. 1 B+ C). As detected genes
associated with fluoroquinolone resistance mediate only a low level
resistance, species with available databases (E coli, Klebsiella spp.)
were analyzed for the presence of chromosomal mutations asso-
ciated with fluoroquinolone resistance. Such point mutations could
be detected in 52 E. coli (57.8%), all K. pneumoniae and 20 K. oxytoco
(51.3%) isolates in both years (supplementary table A). In E. coli the
most common point mutation was gyrA_SBOL (n=>52), followed by
parC_5801 (n=15) and gyrA_D87N (n=11). In K. pneumoniae all 2022
isolates showed the same combination of nine different acrR point
mutations with 2019 isolates containing additional ompK36/
ompK37 mutations. No point mutations could be detected in the K.
oxytoca isolates from 2022, whereas 19 isolates from 2019 have
multiple ompk36 mutations and one isolate has a gyrA_S831 point
mutation.

Genes indicating resistance against phenicols were observed in
all species except K. oxytoca and E cloacae, and genes mediating
resistance to rifampicin were observed in all species except K.
prneumoniae and E. cloacae (Fig. 1C). Genes associated with resistance
against macrolides, lincosamides, and streptogramins (MLS) oc-
curred only in E. coli, C. freundii, and K. preumoniae (Fig. 1C). Marker
genes for fosfomycin resistance were ohserved only in K. preumonioe
and E. deacae (Fig. 1C). Fluctuations in the frequency of individual
resistance genes other than carbapenemases between the sampling
years were examined more closely and could be attributed to the
different individual clones (data not shown].

Discussion

In the present study. 3rd generation cephalosporin resistant
Enterobacterales from an identical hospital wastewater source were
compared with strains isolated 2.5 years earlier to investigate di-
versity and evolution. As previously observed, a strong pre-
dominance of carbapenemase-producing organisms was observed
despite selection only for 3rd generation cephalosporin resistance.
Interestingly. the three most common genes encoding extended
spectrum f-lactamases in 2019, blap o, blagny_ 12 and blomm g s,
were observed in a decreased relative abundance in 2022
Additionally. a frequency shift of carbapenemase genes was detected
with predominant bl in this study (2022: 37.3%; 2019: 14.6%)
replacing blooys 4 as the most frequently observed gene before
(2019: 46.3%; 2022: 23.7% in).

In E. coli 5TE35 clones were identified as dominant clones at both
time points indicating that ST635 might have an advantage and can
remain permanently in the wastewater system of the investigated
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hospital. 5TE35 is known to be adapted to wastewater and hospital
sinks [28-30], but has also been detected in patients, rivers as well
as beef [31-33]. Within 5T635 five clusters of clonally closely related
isolates with allelic distances of 33 to several hundred different al-
leles were identified. Two clusters included strains isolated with 2.5
years in distance. As this clone was detected multiple times in
hospital wastewater in both sampling years. but was never found in
clinical isolates despite consistent routine seguencing of re-
presentative clinical 3GCRE. it can be assumed that this clone does
not repeatedly enter wastewater from patients as a source. Ad-
ditionally, as the hospital is the starting point of this sewage line it is
more likely that single time points of introduction of 5T635 into the
wastewater can led to constant establishment of well adapted 5T635
sub-lineages in the wastewater site with obviously low pressure for
genetic modification in the genetic backbone. However, in both
clusters nat all isolates shared identical carbapenemase genes and
plasmid replicons within the respective clonally related sub-clusters,
indicating loss andfor acquisition of mobile genetic elements. In one
cluster of five isolates identified only in 2022 blaggs - was observed
the first time in E. coli isolates at this sampling location. As for this
cluster the narrowest distance to the next closest related cluster was
only 33 allelic differences this sub-cluster might result from local
evolution within the investizgated sewer line. If other clusters with
up to 179 allelic differences to the next closest strains represent
independent introduction to the sewer line or reflects long term
local evolution could not be answered. Another clonal complex is
formed by two 5T401 isolates from 2022 and one closely related
2019 isolate, with only the 2022 isolates possessing a carbapene-
mase gene. As ST401 was not identified in representative clinical
isolates and this sequence type is known to be present in wastewater
and hospital sinks [28.29]. persistence in the wastewater with up-
take of a carbapenemase gene seems to be possible. Other clonal
clusters of non-5T635 were detected only at one time point. in-
dicating intermediate introduction of these strains without further
persistence. This is corroborated by the observation of unrelated
ST38, ST131 and 57224 in 2022 as well as ST10, 5T38. ST131 and
ST410, which are considered as international epidemic E. coli clonal
lingages [34].

A second constant motif between the two time points was an
unusually high proportion of C freundii in the group of p-glucur-
onidase positive Enterobacterales [B]. However, it remains an open
question if the phenotypic expression of p-glucuronidase is itself
associated with the observed enrichment of this phenotype, or
whether other selection drivers occurring in parallel lead to the
enrichment of these clones. Cluster analysis revealed that six C
freundii 5T22 isolates of 2022 matched to two 2019 isolates, in-
dicating long term persistence of this clone. Interestingly, in this
cluster a variable content of carbapenemase genes with up to three
different genes in single isolates was observed, indicating horizontal
gene transfer in a clone consistent with the location. This was con-
firmed by the detectable plasmid replicons, which were different in
all eight isolates of this cluster, providing evidence for plasmid gain
and loss over time. Thereby, three of the ST22 strains isolated in
2022 carried a blagpe_» carbapenemase gene, observed the first time
in C. freundii at this sampling location. Both blace-1z1 and blage 232
could be located on a ColKP3 plasmid in all blamea 1s1j23:-carrying
isolates. As blaggs 1z and Blaggs_s4» each had the same base pair
distance from the replicon, the genes are probably located on
identical plasmids with one having a point mutation in the Blaggs,_ 121
gene. Aa a blogys_ 1z #ene was also found on the same contig as
ColKP3 in the seven blaggs 1z;-carrying isolates from other species,
all blames 1817232 genes found in this study could be located on a
ColKP3 plasmid, which confirms the 100% association of Blaoxs. 131
and ColKP3 (supplementary document A).

Six 5. marcescens isolates could be assigned to the genetically
closely related GT1, which was already dominant in 2019. Despite
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the 2.5-year time shift, rtwo isolates even lacked allelic differences
compared to related isolates from 2019, indicating a high adaption of
this clone to the local wastewater with low pressure for genetic
modification in the core genome. However, as observed for other
species variations in the content of carbapenemase genes indicate
horizontal transfer, what could be proven by a wide variety of de-
tectable replicons within closely related and even identical isolates
inthe GT1 cluster in both years. While blaypg 1. blaypg > and blaqges s
were common in both years, blaggs  observed in a single isolate in
2019 was lacking in 2022. With comparison of the rwo populations
three new clusters (designated GT2 to CT4) were identified with two
clusters (GT2 and GT4) containing isolates from both time points,
indicating that also minor clones are persistent in the ecologic niche
of this wastewater pipe.

Two K. pneumoniae ST147 isolates displayed close clonal relation
with two 2019 isolates. This cluster was also described at this hos-
pital as causative for an outbreak in 2014 [2]. K. pneumoniae ST147 is
a worldwide evolving strain with described occurrence in waste-
water [35.36]. Despite the observation of low genetic diversity of
ST147 isolates [37], the close relation between clinical isolates from
2014 and 2015 and wastewater isolates from 2019 and 2022 indicate
a likely entry in 2014 with persistence for over 7 years. As interna-
tional described K. pneumoniae ST147 strains carry a variety of dif-
ferent carbapenemase genes in epidemiologic studies [11.38] the
stable presence of a bloggs gy gene in all isolates further corrobo-
rates long term persistence of this clone. A loss of plasmids com-
pared to the 2019 isolates was observed, but these plasmids did not
appear to confer antibiotic resistance, as all isolates nevertheless
possessed the same resistance genes. The blaggs 1z gene could be
located on a ColKP3 replicon in both years.

All K. oxytoca isolates identified in 2022 were related to clonal
clusters preexisting in 2019. Four 5T143 isolates clustered with an-
other four isolates of 2019 carrying at least a blagg_4s carbapene-
mase gene. Three of four 2022 isolates harbored an additional blaviu
1 gene, whereas two of the 2019 isolates displayed a blanpa. 1 gene as
a second determinant, indicating horizontal gene transfer. Overall,
fewer replicons were detected in the 2022 isolates than in the 2019
isolates. However. it is noticeable that all three isolates with an
additional blayp ; also possessed an additional IncN replicon that
was not detected in 2019, It is therefore probable that the Blayyy
gene in this clone is localized on an IncN plasmid. The fifth 2022 K.
oxytoca isolate was clonally related to two 5T319 isolates observed in
2019 and all isolates carried a biayp,  gene. For three clonal clusters
identified with at least six isolates in 2019 (ST98. ST170. and 5T371)
no corresponding isolate was observed in 2022, suggesting that al-
though all of these strains were introduced into the wastewater over
several days in 2018, this source of introduction was no longer
present or at least strongly reduced. In three ST371 isolates from
2019 a blama 181 gene could be detected and located on a ColKP3
plasmid. The single identified E. doacoe isolate belonged to 5T24. but
had 39 different alleles to the next most closely related ST24 from
2019 and thus cannot be considered closely related. Since this 5T is
known to be pathogenic to humans [39]. it can therefore be specu-
lated that the 2022 isolate was introduced into wastewater in-
dependently. Yet, a horizontal gene transfer could also be detecred in
the 2012 isolates with one big cluster of identical isolates that had
four different variations of replicon combinations.

Mext to fi-lactamases, there were also species-specific differences
in the frequencies of other antibiotic resistance genes between 2019
and 2022 (Fig. 1B + C). However. those differences can be explained
by the different individual clonal lineages in each species, that were
either newly added in 2022 or were not identified again. A distinct
increase or decrease of these antibiotic resistance genes within
clonal clusters could not be observed, so these fluctuarions cannot be
considered an additional indication of horizontal gene transfer.
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This study has some limitations. As all isolates were obtained
from selective agar containing cefpodoxime as selective ingredient,
this might result in underrepresentation of isolates carrying blagme,
az-type carbapenemases without additional cefpodoxime hydro-
lyzing p-lactamase genes. Also, it must be considered that in 2022
only a qualified sample at one day was analyzed with less included
isolates compared to the four sampling days in 2019. Therefore, day-
dependent fluctuations as well as persistent isolates of low abun-
dance might have been missed. It has to be noted though that the
detected plasmid-mediated fluoroguinolone resistance genes only
mediate low-level resistance to the antibiotics and additional point
mutations associated with decreased susceptibility against fluor-
oguinolones could not be analysed for all species. Nevertheless, both
a high prevalence of carbapenemase genes as well as the long time
persistence of individual clones could be confirmed with our study.

In summary, this study demonstrated that in all Enterobacterales
species with more than one isolate in 2022 at least one clonal lineage
could be confirmed to be persistent over 2.5 years without undergoing
major genetic changes in the core genome. A common motif of per-
sistent hospital wastewater adapted clonal lineages appears to be the
carriage of plasmids encoding carbapenemase genes. In some persis-
tent clonal lineages, a brisk exchange of resistance genes as well as
different plasmid replicon patterns were observed over time, indicating
the occurrence of horizontal gene transfer in this environment. A trend
for isolates to harbor more than one carbapenemase gene in 2022 was
detected, even though no general increase in replicons was detected in
the isolates. Hospital wastewater of this tertiary care hospital obvioushy
releases mobile genetic elements encoding carbapenemases con-
tinuously to the urban wastewater system. The mechanisms and in-
fluencing factors for the evolution of the resident clones as well as the
reasons for the selection advantage for individual clonal lineages in the
specific ecological niche of hospital wastewater needs to be further
investigated in the future.
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Abstract

The increasing spread of multidrug-resistant bacteria of human or livestock origin via urban
waterways can lead to re-transmission to humans through the food chain. However, the
influence of the sewage treatment process in wastewater treatment plants (WWTP) on the
elimination of specific bacterial clonal lineages and resistance genes is not understood.
Therefore, in this study we performed a detailed molecular comparison of 3 generation
cephalosporin-resistant E. coli (3GCREC) from influent and effluent treated wastewater
from four representative municipal WWTPs to further improve the understanding of
dissemination pathways. Representative 3GCREC isolated from influent and effluent
wastewater in four different WWTPs in northern Germany were characterized in detail by
whole genome sequencing. Clonal relatedness was determined using multi locus
sequence typing (MLST) as well as core genome MLST. Presence of resistance genes
mediating resistance against antibiotics frequently used in human and veterinary treatment
as well as plasmid replicons and point mutations mediating resistance to fluoroquinolones
were determined from the genomic data. In 172 sequenced isolates 68 different classical
sequence types could be determined, with ST10, ST38, ST131 and ST48 being most
common. Few clusters with clonally closely related isolates were found within single
WWTPs as well as across different WWTPs, but no difference between influent and effluent
could be confirmed. Overall resistance genes to eight different antibiotic groups could be
detected. A B-lactamase gene was present in 91.9% of the isolates, with members of the
blactxm family being most prominent. Out of 54 phenotypically fluoroquinolone (FQ)
resistant isolates, only 11 carried an FQ resistance gene, while a point mutation associated
with FQ resistance could be detected in the other 43 isolates. Several plasmid replicons
could be determined in isolates from all four WWTPs, with differing replicons even in
clonally closely related clusters, giving hint for plasmid uptake and/or loss. Overall the
analysis by cgMLST showed a high genetic diversity in all WWTPs with few clonal lineages
found in all four WWTPs. The distribution path of individual lines could only be traced in
exceptional cases, while the origin of most other clonal lines could not be determined.
Neither an enrichment nor an elimination of certain clonal lines could be detected. Various
resistance genes and point mutations associated with FQ resistance were detected.
Evidence for horizontal gene transfer was also found, which poses an issue with regard to

the One Health concept.
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Introduction

The continuous release of antibiotic-resistant bacteria even after the wastewater treatment
process is considered a critical One Health issue. The concept of One Health focuses on
the emergence, development and spread of antibiotic-resistant microorganisms on a local
and global scale. The microbial link between humans, animals and the environment poses
a global health risk, as resistance can accumulate and adapt to different niches [1].
Wastewater treatment plant (WWTP) effluents are considered one of the most relevant
sources for the introduction of resistance genes and multi-resistant bacteria into adjacent
waters and ecosystems [2]. Increasingly, multi-resistant bacteria are introduced into the
water cycle through the input of human and animal feces and may be further selected
within bacterial populations in the aquatic ecosystem through introduction of antibiotics
from different origins. Several studies show that there appears to be an interaction between

antibiotics and the development of resistance in aquatic ecosystems [3,4].

Previous studies have shown that 3™ generation cephalosporin-resistant E. coli (3GCREC)
and other resistant Enterobacterales can be detected in municipal wastewater and even
surface water worldwide [2]. Also in Germany, both resistant E. coli isolates carrying
various resistance genes and even carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) have
already been detected in the effluent of wastewater treatment plants [5-7]. In some cases,
these resistance genes were still detected after post-treatment by a fourth treatment step
(ozone treatment) and were also found in adjacent water systems [2,8]. Even an increase
of the abundance of multi-resistant bacteria, including 3GCREC, in wastewater treatment
plants was demonstrated in some studies, posing a potential risk not only to the immediate

environment and adjacent water systems, but also to WWTP workers [9,10].

In addition to resistance to 3™ generation cephalosporins, further resistance to antibiotic
groups like fluoroquinolones is also becoming increasingly important [11].
Fluoroquinolones such as ciprofloxacin are usually given for infections with bacteria with
existing resistance to 3™ generation cephalosporins, so additional resistance in this
direction poses a further health risk [12]. In this regard, in some cases, specific resistance
genes are not even necessary for bacteria to develop phenotypic resistance to
fluoroquinolones. Several point mutations in the genes encoding the target proteins for
fluoroquinolone antimicrobial activity are now known to cause resistance in E. coli and

other species, the majority of which affect the gyrA, parC, and parE genes [13,14]. Genes
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mediating resistance to fluoroquinolones as well as resistance mediating point mutations

have already been detected in the influent and effluent of wastewater treatment plants [15].

WWTP influent and effluent are increasingly being analyzed for resistance genes and
multidrug-resistant bacteria using various methods in order to understand spread of
antimicrobial resistance between humans, animals and the environment in the spirit of the
One Health concept. However, it is not yet understood how bacterial clonal lineages
behave during the wastewater treatment process and whether specific clones can
individually accumulate or persist within WWTPs. Therefore, in this study, 3GCREC from
four representative WWTPs were characterized on a large scale from both influent and
effluent treated wastewaters by whole genome sequencing and investigated for clonal

relatedness and the presence of resistance determinants.

Material and methods
Selection of representative wastewater treatment plants

Four municipal wastewater treatment plants were selected whose treatment processes
represent a large part of the existing wastewater treatment plants in Schleswig-Holstein
and which were located in different regions of the federal state. The selection was made in
such a way that after the biological stage (Acc. to the activated sludge process), further
process stages (e.qg. trickling filters, fixed bed reactors, polishing lagoons) were operated
before the effluent wastewater was released into receiving water bodies. Detailed

information on each WWTP is provided in Table 1.
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Table 1: characteristics of the analyzed WWTPs

location Characteristics of WWTP

Design Connection | Daily Type of Hydraulic | Sludge | MLSS*
size' size? COD- | treatment | retention | retention | (kg/m?)
(PE - (PE - load time time in
population | population | (kg/d) (hours) AST 3
equivalent) | equivalent) (days)
WWTP1 82,500 40,089 4,811 Step-feed 19.3 17.7 2.99
denitrification

- solid bed

reactor —
sand filtration

WWTP2 12,600 6,660 663 Sequencing 14.5 25-30 4.34
Batch (SBR)+
Reactor 30.7
(SBR) - (polishing
polishing lagoons)
lagoons
WWTP3 25,500 10,480 1,253 Step-feed 27.2 18.2 3.08
denitrification
- solid bed
reactor —
sand filtration
(UVv
treatment
from May to
Oct.)
WWTP4 220,000 68,043 8,168 Pre-anoxic 20.1 20.3 3.21
zone
denitrification
process incl.
biological P-
removal and
post-
precipitation
- sand
filtration
' Refers to design capacity of WWTP. 2 Refers to actual COD-loading (for 120 g/(COD * d). 3 AST -
Activated sludge tank.  Mixed liquor suspended solids in AST.

Sampling, identification and antimicrobial susceptibility testing

Investigation of the individual WWTP was performed at different time periods during the
study period July 20" 2017 to September 27" 2017. During seven-day periods for each
selected WWTP 24-hour composite samples of influent water (raw sewage) as well as the
effluent water were taken using Buehler 3010 stationary automatic water samplers (Hach,

Dusseldorf, Germany) at days 1, 2, 5, and 6, as well as days 2, 3, 6 and 7, respectively. The
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shift of 24 h between influent and effluent wastewater samples were used to mimic the

mean hydraulic retention time of wastewater within the treatment process.

For influent wastewater 100 pl were plated directly on chromID® ESBL agar (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, France), whereas for effluent wastewater 50 mL were enriched by filtration
using a 0.45 pm cellulose mixed ester filter with 47 mm diameter (EZ-PAK 020, Merck
Milipore, Darmstadt, Germany) which was subsequently placed on chrom|D® ESBL agar.
Inoculated media were incubated at 42 °C for 24 h to select the growth of E. coli. Pure
cultures of up to ten randomly selected B-glucuronidase-producing colonies from each
sample were generated and identified by MALDI-TOF mass spectroscopy using a Microflex
LT mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and the BioTyperTM
database (Bruker Daltonics). From plates with less than 10 B-glucuronidase-producing
colonies all available colonies were purified. An orientational antibiotic susceptibility testing
was performed by agar diffusion assays with discs containing ciprofloxacin (CIP, 5 ug),
gentamycin (CN, 10 ug), tetracycline (TE, 30 ug) and trimethoprim (TMP, 5 ug) (all
antibiotic discs were produced by Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). Inhibition zone
diameters were evaluated according to the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST clinical breakpoints, v 7.1) limits. All SGCREC isolates were

assigned to one of 15 observed resistance phenotypes (Supplementary Table 1).

Whole Genome Sequencing and data analysis

The selection strategy for representative isolates for detailed molecular analysis was to
choose one isolate from each resistance type per day and sampling site, if available. In
total, 172 3GCREC isolates were included in the genomic analysis (WWTP 1: n =49; WWTP
2:n =39; WWTP 3: n = 33; WWTP 4: n = 51). Bacterial genomic DNA from pure cultures
was purified using the QIAsymphony® DSP Virus/Pathogen Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Netherlands) and a QlAsymphony® (Qiagen) instrument. Chromosomal DNA was sheared
using a Bioruptor® Pico device (diagenode, Seraing, Belgium). DNA library preparation for
sequencing was performed using the NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for lllumina
(NEB, Ipswich, USA) and NEB Next Multiplex Oligos for lllumina. Concentration of the
library pool was measured again with Qubit and fragment lengths distribution of the final
libraries was analyzed with the DNA High Sensitivity Chip on an Agilent 2100 Bioanalyzer

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). The library pool was normalized to 2 nM and
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sequenced on the NextSeq500 (lllumina, San Diego, USA) with 2x151 bp in the mid output
format. Samples had 1.1 to 4.6 mio reads per sample. Detailed information about

sequencing quality can be found in Supplementary Table 2.

Assembly of sequenced genomes was performed using a Velvet assembler integrated in
SeqSphere software (version 1.1.04) (Ridom, Munster, Germany). Analysis by classical
multilocus sequence typing (MLST) using the Warwick scheme [16] and core genome
multilocus sequence typing (cgMLST) with the published cgMLST scheme was automated
after assembly in the software. The threshold for identical isolates was set at 10 different
alleles according to the guidelines of Ridom SeqSphere+ [17]. To ensure international
comparability, the sequence types of classical Warwick MLST scheme were used for strain

designation. Sequences of all isolates are available at BioProject Nr. PRINA832938.

The sequences were uploaded to the ResFinder [18-20] and Virulence Finder [20-22]
pipelines of the Center for Genomic Epidemiology (CGE) [23] to identify the presence of
resistance and virulence genes as well as point mutations for fluoroquinolones in all
isolates. Also, all isolates that formed genetically closely related clusters were tested for
their plasmid replicons using the CGE pipeline PlasmidFinder [20,24]. Descriptive statistics
were performed using R (version 3.6.2) and RStudio (version 1.2.5033) with the library
dplyr activated [25].

Results

A total of 307 representative B-glucuronidase positive 3™ generation cephalosporin-
resistant isolates (WWTP 1: n = 78, WWTP 2: n= 80, WWTP 3: n = 67, WWTP 4: n = 80)
were randomly isolated. In WWTPs 1 and 3 only 39 and 28 B-glucuronidase producing
colonies were observed in effluent wastewater samples, respectively. Each one isolate
from the influent samples of WWTP 1 and WWTP 3 were identified as C. freundii despite
the presence of a B-glucuronidase and were therefore excluded from further evaluation.
Phenotypic screening of the enclosed 305 E. coli revealed additional resistance against
trimethoprim, tetracycline, fluoroquinolones (ciprofloxacin) and aminoglycosides
(gentamycin) with 154 (50.5 %), 153 (50.2 %), 83 (27.2 %) and 80 (26.2 %) isolates
displaying resistant phenotypes, respectively. Depending on the combination of
phenotypically resistance, 3GCREC could be divided into 15 different resistance types

(RO1 to R15). Several resistance types were observed in all tested water samples (Figure
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1). Resistance type R15 (lacking additional resistance in 3GCREC) was the most common
(n=70) and also was the most frequent phenotype in WWTPs 1 (n=15), 2 (n=20) and 4
(n=16) and the second most common phenotype in WWTP 3 (n=19). Most frequently, a
combined resistance against two antibiotic groups at once was detected against
trimethoprim and tetracycline (n=36). Isolates with resistance to all antibiotic groups tested
(RO1) were found 32 times.
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Figure 1: Subdivision of all isolates into phenotypic resistance types. If available, ten isolates per day
from each WWTP and sampling site were analyzed for their resistance type (R0O1 — R15). Resistance
types displayed in red shades (RO1 through RO7) contain at least one resistance gene against
fluoroquinolones. Missing isolates were either identified as non-E. coli (influent) or there were no 10 8-
glucuronidase producing colonies (effluent).
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In the sequenced representative isolates known B-lactamase resistance genes could be
detected in 158 (91.9 %) isolates (Figure 2). No carbapenemase genes were observed.
Aminoglycoside resistance genes were observed in 123 (71.5 %) isolates, sulfonamide
resistance genes in 113 (65.7 %) isolates. Resistance genes for resistance to trimethoprim
or Tetracycline were found in 88 (51.2 %) or 77 (44.8 %) isolates, respectively. Genes
encoding resistance mechanism against MLS (macrolides, licosamides, and
streptomycins), fluoroquinolones and phenicols were evident in 51 (29.7 %), 47 (27.3 %)
and 33 (19.2 %) of the isolates, respectively. Of the isolates with fluoroquinolone resistance
genes, 36 showed no phenotypic resistance to ciprofloxacin. Only in 11 of 54 sequenced
isolates displaying phenotypic resistance against fluoroquinolones a gene encoding known
resistance mechanisms could be detected. Of the other 43 phenotypically resistant
isolates, all showed point mutations associated with the occurrence of resistance to
fluoroquinolones. With only one exception a combination of at least three different
mutations was detected in each isolate. Among these, the most frequently occurring
combination of point mutations (n=35) was parC(S80l), gyrA(S83L), and gyrA(D87N), with
an additional point mutation of parE(L416F/S458T/S458A/I355T/I529L) in 23 of the
isolates. Of the phenotypically fluoroquinolone susceptible isolates (n=119), 40 (33.6%)
also displayed at least one point mutation. However, only one of these isolates had the
combination of parC(S80I), gyrA(S83L), and gyrA(D87N). The other isolates showed a

maximum of 2 point mutations simultaneously.
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Figure 3: Resistance genes detected in all E. coli. Genes encoding resistance against B-lactams,
fluoroquinolones (FQ), point mutations associated with FQ resistance (A), aminogylcosides (AMG),
sulfonamides (SUL) (B), trimethoprim (TMP), tetracyclines (TET), MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines) and phenicols (PHEN) (C) are displayed. Different colors represent the different
WWTPs. The first bar represents the total number of analyzed isolates. Only genes that occurred at least

five times are displayed.
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Seven of all sequenced isolates didn’t have any detected resistance genes at all. However,
the occurrence of combinations of resistance mechanisms was observed for all substance
classes. Among the B-lactamase genes, the blaCTX-M extended spectrum S-lactamase
(ESBL) family was observed most frequently (n=146) with blaCTX-M-15 (n=69), blaCTX-
M-1 (n=43), blaCTX-M-14 (n=19), blaCTX-M-27 (n=6), blaCTX-M-9 (n=4), blaCTX-M-14b
(n=4) and blaCTX-M-55 (n=1). The determination of potential virulence factors in the
isolates analyzed by whole genome sequencing showed a specific combination of
virulence factors including aggR in four isolates (2.3 %), so that these isolates can be
assigned to the group of intestinal pathogenic E. coli and the subgroup of

enteroaggregative E. coli (EAEC).
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Figure 3: cgMLST analysis of clonal relations in E. coli isolates from all WWTPs. Isolates are colored
depending on their WWTP origin. Grey shaded clusters show clonally related subgroups according to
cgMLST. Single Locus Variants to ST10 and ST38 are marked with a star. Additional information about
phenotypic resistance types and genetic distances is displayed in the Supplementary Figure 1.

Typing of sequenced isolates using cgMLST displayed a wide diversity of the isolates
(Figure 3) with even several subclusters within the most frequent classical MLST sequence

types. In total, 68 different STs (Supplementary Table 2) were detected, with 35 STs
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observed only once (singleton sequence types; SSTs). The most common sequence types
identified were ST10 (n=16), ST38 (n=14), ST131 (n=12) and ST48 (n=10). Several
sequence types were found to be single locus variants (SLVs) to ST10 and ST38 and were
further described as ST10 and ST38 complex, respectively. Only few closely related
isolates, as determined by cgMLST (less than 10 different alleles; Supplementary Figure
1), were identified in different WWTPs. Five subclusters were identified to have clonal
related isolates in two different WWTPs within the ST10 complex (2 subclusters) as well as
in ST48, ST131 and ST58, although the isolates in ST58 were completely identical. Two
subclusters within the sequence types ST38 and ST69 were identified in three different
WWTP. There were seven other pairs of genetically closely related isolates, but each came
from the same WWTP. In contrast, other isolates belonging to the same classical ST
sometimes showed very strong genetic differences by cgMLST with up to 1051 different
alleles in ST10 (Supplementary Figure 1). In most cases, the closely related isolates from
the individual wastewater treatment plants originated from the influent and associated
effluent (Supplementary Figure 2). Only in a few cases did two closely related isolates
belong either exclusively to the influent or effluent. Isolates from the ST10 complex were
found in all four WWTPs, with four isolates (ST209) of two different WWTPs being closely
related. Isolates from different WWTPs were also determined to be clonally closely related
within the ST38 complex and in ST131. Isolates of both sequence types were also found
in all four WWTPs. The three sequence types ST48, ST783, and ST9962 all showed very
low genetic diversity within their STs according to cgMLST. ST48 occurred only in WWTP
2, displaying two different resistance gene clusters. ST783 and ST9962 were found
exclusively in WWTP 1 and WWTP 3, respectively. Of ST9962, exactly one sample was
found on each of three of four sampling days in the influent and the associated effluent of
the following day (Supplementary Figure 2). Also within the other sequence types no

remarkable separation in influent and effluent samples is recognizable.

Resistance genes within ST10 were highly diverse (Supplementary Table 2). Of the ten
phenotypically fluoroquinolone-resistant isolates, only three had a resistance gene to
fluoroquinolones, but all had the combination of point mutations parC(S80I), gyrA(S83L),
and gyrA(D87N). ST38 also shows diverse resistance genes, while ST131 can be divided
into two groups with resistance. Both STs have combinations of point mutations in the
phenotypically fluoroquinolone-resistant isolates without fluoroquinolone resistance gene.

In ST48, two different combinations of resistance genes show up, with five of the isolates
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having resistance genes to fluoroquinolones, but also showing up phenotypically non-
resistant. All isolates with resistance genes to fluoroquinolones also possessed resistance
genes to sulfonamides and trimethoprim. In both ST783 and ST9962, resistance genes are
very homogeneously distributed, with ST9962 having fluoroquinolone resistance genes

throughout, but phenotypically showing up as non-resistant.

Within the ST10 complex, two clusters were formed from ST10 isolates, as well as two
further clusters from the SLVs ST209 and ST44. The isolates of both clusters of ST10
showed homogeneous plasmid replicons (Supplementary Table 2). While four different
replicons were detected in the cluster from WWTP 2, the isolates from the WWTP 4 cluster
had only one replicon each. The ST209 cluster also showed a difference between the
isolates from WWTP 4 with 3 replicons each and the isolates from WWTP1 with one
additional replicon. Of the two isolates from the ST44 cluster, one possessed one more
replicon than the other. Within the ST38 complex, there were two clusters. For the ST38
isolates, with one exception, no replicons could be identified and the two ST2003 isolates
differed in one replicon. In the ST131 two different clusters appeared, one cluster with two
isolates from different WWTPs homogeneous replicons, while within the WWTP 1 cluster
isolates there was a difference in one replicon. The WWTP 2 specific ST48 formed an
entire cluster of all isolates, which could be divided into two clearly distinct groups based
on the replicons. In four isolates, which were all genetically identical, the same six replicons
were identified, while in all remaining isolates only two replicons could be detected. In the
two sequence types ST58 and ST69, three clusters each could be identified, which, with
one exception, were homogeneous but different from the other clusters. The clusters of
ST783 and ST9962, with one exception, each possessed no, or homogeneous replicons,
respectively. The isolates of the clusters of ST46, ST93, ST182, ST226, ST541, and
ST3873 each had different replicons, but the clusters consisted of only two or three
isolates. All other small clusters with two isolates each belonged to ST90, ST120, ST216,
ST410, ST453, ST2067, and ST4981 and each had homogeneous replicons.

Discussion

In this study, the clonal relation of 3" generation cephalosporin-resistant E. coli (3GCREC)
was analyzed in comparison of isolates from the influent wastewater and the purified

effluent wastewater. During the isolation of B-glucuronidase producing resistant bacteria
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C. freundii was observed to express B-glucuronidase activity in the influent of two WWTPs,
as it can be expected as rare events [26,27]. In contrast, recently a study described a high

proportion of B-glucuronidase-producing C. freundii in hospital specific wastewater [28].

It should be noted, however, that the isolates were grown on a selective medium from the
beginning, which precluded the growth of non-resistant bacteria. The most common non-
B-lactam phenotypic resistance was observed against trimethoprim and tetracycline, most
frequently in combination with each other. Since both groups of antibiotics are used in
human and veterinary medicine [29,30], it can be assumed that resistance to these

antibiotic groups accumulates upstream of the WWTPs.

Of the 172 isolates sequenced, a B-lactamase gene was identified in only 158, although all
isolates were phenotypically 3GCREC. This can be justified by the fact that E. coli can also
display a resistant phenotype against B-lactams by differential expression of outer
membrane porins [31]. Other studies demonstrated an increased load of multiple resistant
3GCREC and even CRE in WWTPs [6,32,33], which could not be confirmed in this study,
as a carbapenemase gene could not be detected in any isolate. Nevertheless, resistance
genes against aminoglycosides, sulfonamides, trimethoprim, tetracyclines, MLS,
phenicols, and fluoroquinolones were observed in addition to 3-lactamases, so that overall
there is a high diversity in resistance genes. The occurrence of fluoroquinolone resistance
is particularly significant as fluoroquinolones such as ciprofloxacin are usually the antibiotic
of choice for infections caused by bacteria with existing resistance to 3™ generation
cephalosporins [12] For this reason, the separate classification of fluoroquinolone resistant
gram-negative bacteria as so-called 3MRGN (triple multidrug-resistant gram-negative)
exists in Germany and 3MRGN are being monitored [34]. Of 55 phenotypically
fluoroquinolone-resistant isolates, only 12 showed a corresponding resistance gene, while
the others (with one exception) showed a combination of point mutations associated with
fluoroquinolone resistance. The most commonly found combination of parC(S80l),
gyrA(S83L), and gyrA(D87N) is already known to be able to develop phenotypic resistance
to ciprofloxacin and has already been detected in E. coli both upstream and downstream
of a sewage treatment plants [13,14]. Thus, many of the identified 3GCREC show evidence
of developing fluoroquinolone resistance despite the absence of resistance genes. Point
mutations of the corresponding genes were also detected in some of the phenotypically
non-fluoroquinolone-resistant isolates, so that despite the lack of resistance, these isolates

can no longer be called wild types and may develop fluoroquinolone resistance more easily
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after these first step mutations. Interestingly, of the isolates carrying fluoroquinolone
resistance genes, 36 did not show phenotypic resistance to ciprofloxacin, suggesting that
these resistance genes may not be expressed in the isolates. Enterobacterales with
fluoroquinolone resistance genes and susceptible phenotype have been described
previously and it has been demonstrated that those different phenotypes are influenced by

the linkage or lack of linkage of the according resistance genes to integrons [35].

The clustered occurrence of combined resistance genes to different antibiotic groups
again suggests the presence of several different plasmids. Combinations of B-lactamases
and aminoglycoside resistance genes, which have already been described as frequent
combinations of antibiotic group resistance [36], were particularly common. However, the
selective medium must also be considered at this point. Because multiple resistance genes
are often located on one plasmid [37], selection for 3GCREC is associated with an
increased likelihood for other resistance genes. At the same time, isolates resistant to only
one of the other antibiotic groups but not to B-lactams were not considered. In the search
for virulence factors, virulence factors associated with biofilm formation were detected in
four isolates. Since biofilm formation is common, especially in wastewater [38], there is a
possibility that these strains may persist permanently in wastewater, although no evidence
of this was found in this study. Longer-term sampling would be required to demonstrate

this possibility.

All isolates were analyzed for relatedness using cgMLST. However, to ensure international
comparability, the sequence types of the classical MLST scheme were used for strain
designation. The occurrence of a total of 66 different sequence types in 172 isolates
indicates a high genetic diversity in wastewater associated 3GCREC. Three sequence
types and their respective single locus variants (SLV) were identified in all of the
investigated WWTPS (ST131, ST10 complex, ST38 complex). In these isolates, the strains
could be clearly subdivided by cgMLST with some isolates displaying a distance of several
hundred different alleles (Supplementary Figure 1), corroborating the high diversity in
wastewater. An analysis by classical MLST without consideration of cgMLST therefore
seems to be insufficient for a detailed analysis of wastewater samples along the water
pathways. ST10 has been described to be highly diverse [39—41]. Analysis with cgMLST
revealed two clusters inside ST10 from two different WWTPs with a difference of 69 alleles
to each other (Supplementary Figure 1). Each of those clusters consisted of isolates with

homogenous resistance genes and detected plasmid replicons, with the cluster containing
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more resistance genes also showing more replicons and thus giving proof for the uptake
of plasmid-mediated resistance genes. Since both clusters differ from each other while
they show no heterogeneity inside their isolates, the plasmid uptake presumably took place
in the catchment of the WWTPs. A similar separation could be observed for the ST10-
variant ST209 cluster with varying resistance genes and replicons depending on the
WWTP, also indicating a horizontal gene transfer upstream of these WWTPs. In ST10, the
combination of point mutations parC(S80I), gyrA(S83L), and gyrA(D87N) was detected in
all ten phenotypically fluoroquinolone resistance-positive isolates as well as in all but two
non-ST10 isolates of the ST10 complex, which may indicate that this ST is particularly
capable of achieving fluoroquinolone resistance through point mutations. Isolates of ST38
were detected in all four WWTPs and showed diverse resistance genes, what fits the
description of this sequence type as a global high risk clone [42]. Interestingly, resistance
genes against fluoroquinolones could not be detected in any of the phenotypically
fluoroquinolone resistant isolates, whereas the two isolates containing resistance genes
were phenotypically susceptible, meaning that in this clone the phenotypical resistance to
fluoroquinolones seems to be stronger associated with point mutations than with
resistance genes. Despite multiple resistance genes inside all ST38 isolates, only for one
isolate of the tested clonal cluster a replicon could be identified, meaning the resistance
genes are either located on the chromosome or the existing plasmid replicons could not
be detected. ST131 is considered the most common extraintestinal pathogenic E. coli [43],
so the wide distribution in rural Schleswig-Holstein is not surprising. In contrast, this clone
was not identified in a recent study investigating 68 3GCREC in hospital wastewater in the
neighboring non-rural state of Hamburg [28]. Interestingly, in Hamburg hospital
wastewater, wastewater-adapted ST635 was identified as the dominant clone [28], which
was not observed in the Schleswig-Holstein WWTP samples. However, it must also be kept
in mind that a WWTP has a much larger volume of wastewater than a single hospital and
that only single isolates were sequenced. Thus, it cannot be ruled out that ST635 could
also be found in a more intensive sequencing of E. coli in the WWTPs. Two clonal clusters
could be identified in this sequence type, which differ in their resistance genes and
replicons but have each homogenous isolates, making a plasmid uptake in the catchment
of the WWTP likely for the cluster of WWTP 1 isolates. The sequence types ST48, ST783
and ST9962 were identified for several days only in WWTP 2, WWTP 1, and WWTP 3,
respectively. ST48 has been described as pathogenic to humans and animals and has

been found in agriculture [44,45], so it can be assumed that there is a specific source of
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input for this ST in the catchment of the WWTP. Since all isolates originated from the same
WWTP and are genetically closely related, but can be divided into two clearly delineated
resistance gene/replicon groups, plasmid uptake by individual isolates of the clone can be
assumed. As both detected resistance gene patterns and replicon combinations were
found in influent and effluent of the WWTP, horizontal gene transfer in an upstream input
source is likely. ST783 has already been found in cattle and sheep [46]. Even if usually no
agricultural wastewater should enter municipal wastewater pipes, an exceptional entry
cannot be completely ruled out. It has already been demonstrated that there are clonal
lineages of E. coli that can persist in wastewater permanently without any apparent
permanent source of entry [28]. Accordingly, it would be possible that even a single entry
of a clone into a wastewater pipe upstream of the wastewater treatment plant would lead
to this clone remaining there permanently and being released into the wastewater over
long time periods.ST9962 is a SLV of E. coli ST738, which was also mainly described in

animals.

In ST9962 and ST48, it is notable that both STs have complete and partial resistance genes
to fluoroquinolones, respectively, but phenotypically consistently did not show
fluoroquinolone resistance. This suggests that these STs may not express some
resistance. Nevertheless, it is possible that they can pass their plasmids to other bacteria

that express these resistances.

Since all ST48, ST783 and ST9962 were found both in influent and effluent of the
respective WWTPs, neither elimination nor relative enrichment of certain STs is observed
within the WWTPs. However, due to the sample size of sequenced strains per WWTP, it is
not possible to determine whether there may be a slight enrichment of some strains. This
would require more intensive screening of influent and effluent samples. Tracing back
individual clonal lines back to their entry into the effluent seems to be difficult. However,
the sequence types associated with a continuous upstream source of release (ST48,
ST783 and ST9962) seem to be more likely associated with livestock as it could be
expected for a rural federal state. A high diversity in the presence of resistance
determinants has been shown throughout. Particularly striking is the frequent occurrence
of point mutations associated with fluoroquinolone resistance, which appear to have
resulted in fluoroquinolone resistance in some isolates despite the absence of resistance

genes.
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6. Diskussion

5.1 Die Persistenz klonaler CRE Linien und horizontaler Gentransfer im
Krankenhausabwasser

In der vorliegenden Arbeit wurden die phanotypischen 3GCRE Isolate aus dem Abwasser
eines Krankenhauses der Maximalversorgung im Abstand von zwei Jahren im Hinblick auf
ihre genetische Diversitat und Verwandtschaft, die Persistenz einzelner Klone, sowie

vorhandene Antibiotika-Resistenzen hin untersucht und miteinander verglichen.

In beiden Probenahmejahren wurden die Spezies E. coli, C. freundii, S. marcescens,
K. pneumoniae, K. oxytoca und E. cloacae gefunden, wobei C. freundii in beiden Jahren
unerwartet als B-Glucuronidase-produzierend auftrat, obwohl auf dem verwendeten
Selektivmedium nach Herstellerangaben ausschliellich E. coli als B-Glucuronidase-
produzierende Spezies zu erwarten gewesen ware. In einzelnen Fallen sind C. freundii mit
nachgewiesener B-Glucuronidase (McDaniels et al., 1996; Tapsall & Mclver, 1995), sowie
mit ungewdhnlichem Farb-Wachstum auf dem hier verwendeten Agar (Réglier-Poupet et
al., 2008) bereits beschrieben worden, stellten dabei jedoch Ausnahmen dar. In dieser
Arbeit betrug der Anteil von C. freundii an allen B-Glucuronidase-produzierenden Isolaten
hingegen 43,3 % im Jahr 2019 und 26,7 % im Jahr 2022. Eine mdgliche Erklarung ist das
gewahlte, hauptsachlich flir den Einsatz in der Humandiagnostik entwickelte
Selektivmedium fir die Anzucht von Umweltproben. Weiterhin konnten keine pg-
Glucosidase-produzierenden C. freundii identifiziert werden, welche eigentlich zu erwarten
gewesen waren. Es ist jedoch denkbar, dass in diesem Fall lediglich keine 3-Glucosidase-
produzierenden C. freundii von dem Selektivmedium isoliert wurden, da in spateren
Analysen abwasserfihrender Systeme des gleichen Krankenhauses (Daten nicht
publiziert) auch B-Glucosidase-produzierende C. freundii gefunden wurden. Unklar ist, ob
die phanotypische Expression von B-Glucuronidase einen Vorteil fir die beobachtete

Anreicherung dieser Isolate im Krankenhausabwasser bietet.

In beiden Jahren wurden Resistenzgene gegen elf Antibiotikagruppen gefunden, darunter
auch Resistenzgene gegen Fluorchinolone und Carbapeneme. Wie aufgrund der Anzucht
der Stamme auf dem gewahlten Selektivmedium zu erwarten war, besaf3en dabei bis auf
zwei Ausnahmen aus dem Jahr 2019 alle Isolate ein B-Laktamase-Gen. Interessanterweise

konnte in 79,6 % der Isolate aus 2019 und in 83,1 % der Isolate aus 2022 zudem auch
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mindestens ein Carbapenemase-Gen detektiert werden, was besonders im Vergleich mit
den deutlich geringeren prozentualen Anteilen Carbapenem-resistenter klinischer Isolate
auffallt. So sind beispielsweise regular weniger als 0,1 % der pathogenen E. coli Isolate
Carbapenemase-positiv (Schulz-Sttubner, 2017) und auch bei den parallel zur Probenahme
2019 untersuchten klinischen 3GCREC konnte nur in 0,6 % der Isolate eine zuséatzliche,

phanotypische Carbapenem-Resistenz beobachtet werden (Carlsen et al., 2022).

Die drei 2019 haufigsten B-Laktamase-Gene, blactx-w-9, blasnv-12 und blacrx-w-15, Konnten im
Jahr 2022 in geringerer relativer Haufigkeit beobachtet werden, wahrend das 2022
haufigste B-Laktamase-Gen, blatem-18, 2019 deutlich seltener gefunden werden konnte.
Auch innerhalb einzelner klonaler Linien konnte diese Verschiebung der Haufigkeiten
beobachtet werden, was einen ersten Hinweis auf horizontalen Gentransfer im Abwasser
des Krankenhauses liefert. Darlber hinaus wurde eine Haufigkeitsverschiebung der
Carbapenemase-Gene festgestellt, wobei blayiv-1 (2019: 14,6 %; 2022: 37,3 %) im Jahr
2022 blaoxa-4s als zuvor haufigstes Carbapenemase-Gen abléste (2019: 46,3 %; 2022: 23,7
%). Dabei ist jedoch zu beachten, dass das gewahlte Medium Cefpodoxim als selektives
B-Laktam-Antibiotikum enthélt. Da Carbapenemasen aus der OXA-48 Familie (inklusive
OXA-181 und OXA-232) eine geringere hydrolytische Aktivitdt gegen Drittgenerations-
Cephalosporine aufweisen (Pitout et al., 2020), kdnnten blaoxa-4s-positive Isolate ohne
zusatzliche B-Laktamase in dieser Arbeit nicht detektiert worden sein. Somit kénnte der
beobachtete Rickgang an blaoxa-4s-positiven Isolaten auch durch einen Riickgang an
zusatzlichen B-Laktamasen innerhalb blaoxa-ss-positiver Isolate bedingt sein, ohne dass sich
der tatsachliche Anteil von blaoxa4s-positiven Isolaten geandert hat. Zudem besteht die
Mdglichkeit, dass trotz der bereits sehr hohen Rate an CPE unter 3GCRE in dieser Studie

das generelle Vorhandensein von CPE in dem untersuchten Abwasser noch héher ausfallt.

Auch innerhalb der Resistenzgene gegen andere Antibiotikagruppen gab es artspezifische
Unterschiede in den Haufigkeiten zwischen beiden Probenahmejahren, welche sich jedoch
durch die unterschiedlichen Sequenztypen (ST) jeder Spezies 2019 und 2022 erklaren
lassen. Eine offensichtliche Zunahme oder Abnahme dieser Resistenzgene innerhalb einer
klonalen Linie konnte nicht festgestellt werden. Im Hinblick auf die Fluorchinolon-
Resistenzen ist zudem zu beachten, dass die nachgewiesenen plasmidalen Resistenzgene
gegen Fluorchinolone nur eine geringe Resistenz gegen diese Antibiotika vermitteln
(Gibson et al., 2010) und eine Analyse der mit Fluorchinolon-Resistenz assoziierten

Punktmutationen und eventueller Haufigkeitsverschiebungen nur fiir drei der sechs
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Spezies moglich war. Durch die in den Arbeiten gewonnen Ergebnisse kdnnen keine
Aussagen zu tagesabhangigen Schwankungen oder Variationen in den Haufigkeiten der
Resistenzgene zwischen den beiden Probenahmezeitpunkten getroffen werden. Auch
wurden ausschliel3lich die Resistenzgene der sequenzierten Isolate analysiert. Flr eine
detailliertere Auswertung moglicher veranderter Haufigkeiten der Carbapenemase-Gene
und weiterer Resistenzgene im gesamten Abwasser ist die Etablierung einer quantitativen
PCR (gPCR) eine angedachte Loésung. Zukinftig sollen Proben des
Krankenhausabwassers Uber verschiedene Zeitrdume und zu unterschiedlichen
Tageszeiten enthommen und das Metagenom dieser Abwasserproben mittels gPCR auf
die Frequenz einzelner Carbapenemase-Gene, sowie mdglicher weiterer Resistenzgene
untersucht werden. Denkbar ware zudem auch eine Metagenom-Sequenzierung des
Krankenhausabwassers zu einzelnen, festgelegten Zeitpunkten, um mdgliche seltene
Carbapenemase-Gene, sowie Resistenzgene nicht kultivierbarer Bakterien finden zu
kénnen. Neben den Resistenzgenen gegen verschiedene Antibiotika kbnnten so auch
weitere Gene identifiziert werden, welche mit einer Resistenz oder erhéhten Toleranz von
Bakterien gegenuber anderen Stressfaktoren oder Substanzen wie Schwermetallen

assoziiert sind.

In beiden Arbeiten konnte ST635 als dominanter Sequenztyp innerhalb der Spezies E. coli
identifiziert werden, was auf einen mdglichen evolutiondren Vorteil innerhalb des
Abwassersystems hindeutet, durch den ST635 Isolate dauerhaft im Abwassersystem des
untersuchten Krankenhauses verbleiben kénnen. Im Jahr 2019 gehdrten dabei bis auf vier
alle der Carbapenemase-positiven E. coli Isolate zu ST635 und auch 2022 machte dieser
Sequenztyp mit 52,9 % den Uberwiegenden Teil der Carbapenemase-positiven E. coli
Isolate aus. Der hohe Anteil an CPE innerhalb dieser Spezies lasst sich somit zum grof3en
Teil auf das Vorhandensein von ST635 Isolaten zurlckfihren. Dieser Sequenztyp ist
bekanntermal3en an Abwasser und Waschbecken in Krankenhdusern angepasst und zeigt
sich als resistent gegen die Abwasserbehandlung in Klaranlagen (Behruznia & Gordon,
2022; Constantinides et al., 2020; Zhi et al., 2019), konnte aber auch in anderen
Umgebungen wie klinischen Isolaten, Flissen und Rindfleisch nachgewiesen werden
(Delgado-Blas et al., 2021; Ludden et al., 2021; Yang et al., 2021). Da dieser ST in beiden
Probenahmejahren dominant im Krankenhausabwasser nachgewiesen wurde, trotz
durchgangiger routinemaliger Sequenzierung klinischer 3GCRE aus demselben

Krankenhaus jedoch nicht in klinischen Isolaten gefunden werden konnte, ist eine
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wiederholte Eintragung durch Patienten in das Abwassersystem unwahrscheinlich. Mit
dem Krankenhaus als Ausgangspunkt dieses Abwassersystems ist es wahrscheinlicher,
dass einzelne Eintragungen von ST635 in das Abwasser zu einer Persistenz von ST635-
Klonen innerhalb des Abwassersystems gefuihrt haben, in welchem sie einem geringeren

selektiven Druck ausgesetzt sind als andere klonale Linien von E. coli.

Innerhalb der ST635 Isolate konnte eine hohe genetische Diversitat mit bis zu 179
unterschiedlichen Allelen zwischen zwei Isolaten festgestellt werden. Trotz dieser
Diversitat lieRen sich die meisten Isolate funf Clustern zuordnen, welche jeweils in sich
eine enge klonale Verwandtschaft aufwiesen, sodass eine Selektion einzelner klonaler
Linien innerhalb des Sequenzytps moglich ist. Zwei dieser Cluster umfassten Isolate aus
beiden Probenahmejahren, welche aufgrund ihrer unterschiedlichen Carbapenemase-
Gene und Plasmid-Replikons einen Hinweis auf den Verlust und/oder Erwerb von
Plasmiden geben. In einem Cluster von finf ST635 Isolaten aus 2022 konnte das
Carbapenemase-Gen blaces-s gefunden werden, welches 2019 nicht in E. coli vorkam.
Aufgrund der geringen genetischen Differenz von 33 unterschiedlichen Allelen zum nachst
verwandten Cluster koénnte dieser Cluster auf eine lokale Evolution innerhalb des
Abwassersystems zuriickzufihren sein. Ob andere Cluster mit bis zu 179 Allel-
Unterschieden zu den nachstgelegenen Stdmmen eine unabhangige Einflhrung in die
Kanalisation darstellen oder eine langfristige lokale Evolution widerspiegeln, ist unklar.
Bereits 2019 konnten in diesem Sequenztyp diverse Carbapenemase-Gene und einzelne
Isolate mit zwei Carbapenemase-Genen identifiziert werden. Diese Diversitat der
Resistenzgene konnte auch 2022 erneut bestéatigt und zudem durch die Identifizierung von
drei Isolaten mit jeweils drei Carbapenemase-Gene aus verschiedenen Klassen des
Ambler-Systems bekraftigt werden. Ein solches gleichzeitiges Auftreten von drei
verschiedenen Carbapenemase-Genen innerhalb eines Stamms kommt regular nur selten
vor (Mataseje et al., 2022) und deutet somit auf eine mdgliche Akkumulation von
Resistenzgenen in den Isolaten des ST635 dieser Studie hin. Durch die méglicherweise
verstarkte Affinitat zur Plasmidaufnahme dieses Sequenztyps ist es denkbar, dass einzelne
Klone des ST635 als eine Art Plasmidreservoir im Abwasser des Krankenhauses
verbleiben und eine kontinuierliche Abgabe von Resistenzdeterminaten in das Abwasser
zur Folge haben. Eine solche Weitergabe von Resistenzgenen besitzt dabei eine Uber das
Krankenhausabwasser hinausgehende Relevanz, da sie in der aquatischen Umwelt

verbreitet werden und auf andere humanpathogene Sequenztypen oder andere Spezies
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Ubertragen werden koénnen. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu der
Resistenz von E. coli ST635 konnten anschlieRend in einer &hnlichen Arbeit in
Norddeutschland bestatigt werden, in welcher ebenfalls auffallige E. coli ST635 Isolate mit
diversen Carbapenemase-Genen im Abwasser mehrerer Krankenhauser detektiert
werden konnten (M. Hoffmann et al., 2023), sodass davon auszugehen ist, dass der
auffallend hohe Anteil an Carbapenem-resistenten Isolaten innerhalb des ST635 kein

lokales Phanomen des hier untersuchten Krankenhauses darstellt.

In einem direkten Vergleich konnten ein einzelner E. coli ST10 aus dem Abwasser und ein
klinisches Isolat vom selben Tag als genetisch identisch identifiziert werden. Da dieser
Sequenztyp den weltweit dritthaufigsten extraintestinalen, pathogenen E. coli (Manges et
al., 2019) darstellt, ist eine wiederholte Eintragung in das Krankenhausabwasser zu
erwarten. Da dieser ST jedoch nur einmalig und in Ubereinstimmung mit einem klinischen
Isolat im Abwasser nachgewiesen werden konnte, ist von einem Zufallsfund auszugehen
und eine Persistenz dieses ST im Abwasser trotz der erwarteten mehrfachen Eintragungen

als nicht wahrscheinlich zu betrachten.

Auch E. coli ST401 bildet einen klonalen Komplex mit Isolaten aus beiden
Probenahmejahren, von denen ausschliellich die lIsolate aus dem Jahr 2022 ein
Carbapenemase-Gen und unterschiedliche Plasmid-Replikons besitzen und somit auf
einen horizontalen Gentransfer innerhalb des Klons hinweisen. Da ST401 bekanntermal3en
in Abwassern und Waschbecken in Krankenhdusern vorkommt (Behruznia & Gordon,
2022; Constantinides et al., 2020), jedoch nicht in reprasentativen klinischen Isolaten im
selben Krankenhaus identifiziert werden konnte, ist eine Persistenz im Abwasser mit
Plasmid-Aufnahme bzw. -Verlust in der Zeit zwischen 2019 und 2022 wahrscheinlich.
Aufgrund der niedrigen Anzahl an Isolaten (ein Isolat 2019, zwei 2022) dieses ST kdénnen
endgultige Aussagen jedoch nicht getroffen werden. Andere klonale Cluster von weiteren
Sequenztypen wurden nur in jeweils einem der beiden Probenahmejahre nachgewiesen,
was auf eine zwischenzeitliche Einflhrung dieser Stdmme ohne weitere Persistenz

hindeutet.

Innerhalb der C. freundii Isolate konnte eine Unterteilung in mehrere Sequenztypen und
klonale Linien beobachtet werden, womit mehrere Klone mit ungewdhnlicher -
Glucuronidase parallel im untersuchten Abwasser existieren. Im Gegensatz zu den
klinischen 3GCRE Isolaten besal} die groRe Mehrheit (88,5 % 2019 und 100% 2022) der

C. freundii Isolate beider Jahre ein Carbapenemase-Gen, wobei die beiden haufigsten
55



Diskussion

Sequenztypen, ST22 und ST91, bereits als Carbapenemase-produzierende Stamme in
Krankenhdusern beschrieben wurden (Villa et al., 2017). Die klonale Verwandtschaft von
sechs C. freundii ST22-Isolaten aus 2022 und zwei Isolaten aus 2019 lasst auf eine
langfristige Persistenz dieses Klons innerhalb des Abwassers schlie3en. In einem dieser
Isolate konnten drei verschiedene Carbapenemase-Genen identifiziert werden, was auf
eine hohe Fahigkeit zur Plasmidaufnahme dieses Klons schlieen lassen. Im Jahr 2022
wurde in drei ST22 Isolaten zudem ein blakec2-Gen detektiert, welches 2019 in klonal eng
mit dem Isolat verwandten C. freundii nicht gefunden werden konnte und vermutlich in der
Zeitspanne zwischen beiden Probenahmejahren innerhalb des Abwassers erworben
wurde. Sowohl blaoxa-1s1 als auch blaoxa-232 konnten in allen blaoxa-1s1232-tragenden Isolaten
auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden. Beide Gene wiesen jedoch jeweils den
gleichen Basenpaar-Abstand vom Replikon auf, womit die Mdéglichkeit von identischen
Plasmiden mit einer Punktmutation im blaoxa-1s1-Gen besteht. Da sich das blaoxa-1s1-Gen
ebenfalls in allen sieben blaoxa-1s1-tragenden Isolaten anderer Spezies auf demselben
contig wie das ColKP3-Replikon befand, konnten alle in dieser Studie gefundenen blaoxa-
181232-Gene auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden. Eine weitere Bestatigung dieser
Lokalisation ergibt sich zudem durch die errechnete Assoziation von 100 % fir die
Replikon/Gen-Kombination. Die Kombination aus verschiedenen Carbapenemase-Genen
und den detektierten, in allen acht Isolaten verschiedenen Plasmid-Replikons in C. freundii
ST22 stellen dabei ein deutliches Indiz fir eine hohe Rate an Gentransfer innerhalb des
Abwassers dar, zumal keine klinischen ST22 Isolate in dem Krankenhaus identifiziert
werden konnten und ein wiederholter Eintrag in das Abwasser durch Patienten daher

unwahrscheinlich ist.

Auch bei S. marcescens konnte ein vielfach héherer Prozentsatz an Isolaten mit
zusatzlicher Carbapenem-Resistenz im Abwasser als in den klinischen Isolaten des
Krankenhauses festgestellt werden, sodass sich auch hier Hinweise auf eine Akkumulation
resistenter Stdmme im Abwasser ergeben. Fir S. marcescens lag zum Zeitpunkt der
Auswertung der hier entstandenen Arbeiten kein klassisches MLST-Schema veréffentlicht
vor, sodass die Isolate aus beiden Jahren mit Hilfe von cgMLST in neun verschiedene
klonale Gruppen aufgeteilt und als Genotypen (GT) bezeichnet wurden. Dem gréf3ten
klonal verwandten Cluster dieser Spezies, GT1, konnten insgesamt 45 Isolate aus 2019
und 2022 zugeordnet werden, welche teilweise genetisch identisch waren, jedoch mehrere

verschiedene Kombinationen an Carbapenemase-Gene besallen. Es ist daher
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anzunehmen, dass sich dieser Klon ohne einen hohen Selektionsdruck zu genetischen
Veranderungen Uber langere Zeit in der Umwelt des Krankenhausabwassers hélt und hier
Plasmide erwirbt und/oder verliert. Aufgrund der variierenden Resistenzgene nicht nur
zwischen den einzelnen Probejahren, sondern ebenso bereits an den einzelnen Tagen
2019, lasst sich zudem auf eine generell erhéhte Rate an horizontalem Gentransfer
innerhalb dieses Klons schlieRen, was auch durch eine Vielzahl von nachweisbaren
Replikons innerhalb eng verwandter und sogar identischer Isolate beider Jahre im GT1-
Cluster bekraftigt werden konnte. Wahrend blaviv-1, blaviv2 und blacxa.ss in beiden Jahren
verbreitet waren, konnte ein Verlust von blacess im Jahr 2022 im Vergleich zur vorigen
Probenahme festgestellt werden. Alle detektierten Replikons des blaces.s-positiven Isolats
konnten jedoch auch 2022 erneut identifiziert und das Gen somit nicht mit einem

spezifischen Plasmid assoziiert werden.

Obwohl die klinischen 3GCRE Isolate im Vergleich mit den anderen Spezies bei
K. pneumoniae den héchsten Anteil an phanotypischer Carbapenem-Resistenz aufwiesen,
war der Anteil an CRE innerhalb der Abwasserisolate vielfach héher. Die identifizierten
ST147 Isolate aus beiden Probenahmen und mehreren Probenahmetagen 2019 konnten
dabei einem klonalen Cluster aus klinischen Isolaten zugeordnet werden, welche im Zuge
eines K. pneumoniae Ausbruchs im Winter 2014/2015 innerhalb des untersuchten
Krankenhauses gewonnen wurden. K. pneumoniae ST147 ist auch bereits in anderen
Krankenhdusern als Ausbruchsstamm, sowie als Trager von OXA-48-Carbapenemasen
aufgetreten und wird daher auch als Hochrisiko-Klon bezeichnet (Guerra et al., 2020;
Peirano et al., 2020; Pitout et al., 2020), konnte aber auch in Abwasserisolaten bereits
nachgewiesen und dort mit einer moéglichen Persistenz in Verbindung gebracht werden
(Kehl et al., 2022; Marutescu et al., 2023; NlUesch-Inderbinen et al., 2018). Trotz der
bekanntermalien geringen genetischen Vielfalt von ST147-Isolaten (Biedrzycka et al.,
2021) deutet die klonale Verwandtschaft mit nur wenigen Allel-Unterschieden zwischen
klinischen Isolaten aus den Jahren 2014 und 2015 und Abwasserisolaten aus den Jahren
2019 und 2022 in dieser Arbeit auf einen wahrscheinlichen Eintrag im Jahr 2014 mit einer
Persistenz von Uber 7 Jahren hin. Auch eine wiederholte Einschleppung in das
Krankenhausabwassersystem durch verschiedene Patienten kann jedoch nicht
ausgeschlossen  werden. Dabei ist  unklar, in  welchem  Teil des
Krankenhausabwassersystems sich dieser Klon im Falle einer Persistenz befinden kdnnte,

womit auch die Méglichkeit einer Persistenz in Siphons mit der potenziellen Ubertragung
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auf Patienten nicht endgultig ausgeschlossen werden kann. Die Vermutung einer Langzeit-
Persistenz wird auch durch das stabile Vorkommen eines blaoxa-1s1-Gens in allen klinischen
und allen Abwasser-Isolaten des ST147 bestéarkt, da ST147 Stamme weltweit fur diverse
unterschiedliche Carbapenemasen bekannt sind (Kehl et al., 2022; Peirano et al., 2020)
und bei multiplen, durch Patienten eingetragenen Isolaten somit auch variierende
Carbapenemase-Gene zu erwarten waren. Im Vergleich zu den Isolaten aus dem Jahr
2019 wurde zwar ein Verlust von Plasmiden beobachtet, welche jedoch aufgrund der
unveranderten Resistenzgene nicht mit einer vermittelten Antibiotika-Resistenz assoziiert
werden kénnen. Das blaoxa-1s1--Gen konnte sowohl in den K. pneumoniae Isolaten des
Abwassers, wie auch in allen klinischen blaoxa-1s1-positiven ST147 Isolaten des Ausbruchs
(Daten nicht publiziert) auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden, sodass es mdglich
ist, dass sich dieses Plasmid stabil innerhalb des Klons halt. Unklar ist, ob das Plasmid
selbst dabei einen Selektionsvorteil fur die Persistenz des Klons im Abwasser vermittelt

oder ob der Vorteil durch andere Faktoren gegeben ist.

Da im untersuchten Krankenhaus wahrend des Untersuchungszeitraums keine
Carbapenem-resistenten klinischen K. oxytoca Isolate nachgewiesen wurden, ist der hohe
Anteil an Carbapenemase-positiven Isolaten im Abwasser umso auffélliger. Da
stromaufwarts der Probenahmestelle nur das Abwasser krankenhausinterner Gebaude in
das Abwassersystem einfliet und ein Rlckfluss des Abwassers aufgrund des
vorhandenen Gefalles sehr unwahrscheinlich ist, deutet das Vorhandensein von
Carbapenemase-produzierenden K. oxytoca Isolaten darauf hin, dass entweder einzelne
Klone seit ihrer Eintragung sehr langfristig im Abwassersystem verbleiben oder dass
Plasmide mit Resistenzgenen von anderen Spezies innerhalb des Abwassersystems
erworben wurden. Im Jahr 2022 konnten alle identifizierten K. oxytoca lIsolate bereits
bestehenden klonalen Clustern aus 2019 zugeordnet werden, wobei die Carbapenemase-
Gene innerhalb eines Clusters aus ST143 Isolaten zwischen 2019 und 2022 variierten, was
sowohl die Aufnahme als auch den Verlust eines Plasmids innerhalb des Klons vermuten
lasst. Insgesamt wurden bei den lIsolaten aus dem Jahr 2022 weniger Replikons
nachgewiesen als bei den Isolaten aus dem Jahr 2019, auffallend ist jedoch, dass alle drei
Isolate aus 2022 mit einem zusétzlichen blaviv-1-Gen auch ein zusatzliches IncN-Replikon
besalRen, welches 2019 nicht nachgewiesen werden konnte. Es ist daher denkbar, dass
das blavm-1-Gen in diesem Klon mit einem IncN-Plasmid assoziiert ist. Isolate aus drei

klonalen Clustern konnten 2019 jeweils GUber mehrere Tage hinweg gefunden werden,
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wurden jedoch 2022 nicht erneut beobachtet, was nicht auf eine langfristige Persistenz,
sondern eine 2019 fortlaufende Eintragungsquelle hinweist, welche 2022 nicht mehr

vorhanden war.

2019 konnte der dominante Sequenztyp in E. cloacae Komplex als der als
Ausbruchsstamm bekannte ST24 (Marmor et al., 2020) identifiziert und in zwei klonale
Cluster unterteilt werden. Dabei konnten in beiden Clustern Hinweise auf horizontalen
Gentransfer durch das Vorhandensein von zwei bzw. drei verschiedenen Carbapenemase-
Gene/Genkombinationen gefunden werden. In dem gréRReren Cluster konnten Indizien fur
sowohl eine Plasmid-Aufnahme als auch einen Plasmid-Verlust durch das parallele
Vorkommen von blaoxa-4s und blayim-1 sowohl in Kombination als auch jeweils einzeln
beobachtet werden. Auch in den genetisch identischen Isolaten des ST339 konnte eine
Variation im Vorkommen von blaoxa4s und blanow-1 beobachtet werden. Die zeitliche
Einordnung von Erwerb und Verlust der Plasmide kdnnen in beiden ST jedoch nicht
nachvollzogen werden, da die Gene tagesabhidngige, unterschiedliche Variationen
aufweisen. Unabhangig vom Sequenztyp konnte in allen E. cloacae Komplex Isolaten mit
einem blaoxa4s-Gen ein IncL-Plasmid identifiziert werden, welches in den Isolaten ohne
blaoxa4s-Gen nicht vorhanden war, sodass sich blaoxa4s innerhalb dieser Spezies
moglicherwiese mit einem IncL-Plasmid assoziieren lasst. Zu der Langzeitpersistenz oder
langfristigen Evolution von Carbapenemase-Genen bei E. cloacae Komplex lassen sich in
dieser Arbeit keine Aussagen treffen, da im zweiten Probenahmejahr nur ein einzelnes E.
cloacae Komplex Isolat des ST24 ohne Carbapenemase-Gene identifiziert werden konnte,
welches keine enge klonale Verwandtschaft zu den Isolaten aus 2019 aufweist. Da der
Stamm bekanntermal3en humanpathogen ist (Marmor et al., 2020) und daher in klinischen
Isolaten wiederholt zu erwarten ist, ist von einer unabhangigen Eintragung in das Abwasser

im Jahr 2022 auszugehen.

Der vermutete horizontale Gentransfer in mehreren der in dieser Arbeit sequenzierten
Spezies wird auch durch eine direkte Assoziation von Plasmid-Replikons und
Carbapenemase-Genen verdeutlicht. So waren die insgesamt am haufigsten mit blaoxas
assoziierten Plasmide in dieser Studie IncL-Plasmide, welche auch bei E. cloacae Komplex
speziesintern bereits einen deutlichen Zusammenhang zu blaoxa4s aufzeigten und
bekanntermalen die haufigsten blaoxa4s-tragenden Plasmide sind (Pitout et al., 2020).
Auch das fur blaoxa4s am zweitstérksten assoziierte Plasmid mit IncHI2A-Replikon wurde

bereits als bekannter Trager dieses Gens beschrieben (Samuelsen et al., 2018). Das
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Fehlen dieser Replikons in einigen der Isolaten lasst sich moéglicherweise dadurch erklaren,
dass blaoxa4s auch durch IS-Elemente vermittelt chromosomal vorliegen kann (Harada et
al., 2021) und dementsprechend nicht zwangslaufig in allen Isolaten auf Plasmiden
lokalisiert sein muss. Die héchsten Assoziationen flr blavim-1, zwei Plasmide mit IncFIB(K)-
und IncM1-Replikon, sind beide bereits als Trager dieses Gens bekannt (Bitar et al., 2023;
Heiden et al., 2021), auch wenn in dieser Arbeit die hdchste Assoziation lediglich 48 %
betrug und eine eindeutige Aussage somit schwer zu treffen ist. Auffallig ist jedoch, dass
IncM1 in Isolaten ohne blaviv-1 nicht gefunden werden konnte und somit méglicherweise
eine spezifische Assoziation zu diesem Gen besitzt. Im Gegensatz hierzu konnte das
Plasmid mit IncP6-Replikon trotz 85 %-iger Assoziation mit blavim-2 auch bei Isolaten ohne
blavim-2 und auch bei komplett Carbapenemase-negativen Isolaten nachgewiesen werden.
Da bei den anderen Carbapenemase-Genen keine oder nur eine niedrige Assoziation (<
20 %) mit diesem Replikon besteht und es somit nicht generell haufig in allen Isolaten
vorkommt, ist jedoch trotzdem von einem Zusammenhang des Plasmids und des Gens
auszugehen. Interessant ist dabei, dass Plasmide vom IncP6-Typ mit einem blavyim2-Gen
zwar bereits in Pseudomonas gefunden wurden (Lopes et al., 2022; Urbanowicz et al.,
2021), generell aber eher mit blakec> in Verbindung gebracht werden (Ghiglione et al.,
2021; Hu et al., 2019; Ota et al., 2022). Eine falsch positive Kreuz-Assoziation von blakpc-2-
tragenden IncP6-Plasmiden mit blavww2 kann an dieser Stelle jedoch ebenfalls
ausgeschlossen werden, da keine Isolate dieser Arbeit die beiden Gene blaviv> und blakec-
2 gleichzeitig besallen. Das blanom-1 Gen zeigt hauptsachlich Assoziationen zu Inc-
Replikons, mit einer deutlich ausgepragten Assoziation zu IncFIB(pQil) und IncFlI(K), was
zu friheren Arbeiten passt, in denen blanom-1 bereits auf beiden Plasmiden nachgewiesen
werden konnte (H. O. Khalifa et al., 2020; Spaziante et al., 2021). Eine 100 %-ige
Assoziation konnte flr blaoxa-1s1 zu ColKP3 festgestellt werden, auf dem das Gen bereits in
friheren Arbeiten nachgewiesen wurde (Ragheb et al., 2022). Da blaoxa-1s1 bei den hier
analysierten Isolaten aller Spezies auf dem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden konnte,
stellen die Assoziationen zu anderen Replikons wahrscheinlich falsch positive Kreuz-
Assoziationen dar. Die stéarksten Assoziationen fur blakec2 waren IncFIB(K) und IncFlI(K)
mit jeweils 67 %, von denen beide Plasmide bereits als Trager des blakec-2-Gens bekannt
sind (Kuzina et al., 2023). Mit Betrachtung der einzelnen Isolate lassen sich hier jedoch
keine weiteren Aussagen treffen, da beide Replikons auch haufig in Isolaten ohne blakpc.2-

Gen detektiert wurden. Fir blacess lassen sich aufgrund der multiplen 83 %-igen
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Assoziationen, sowie dem fehlenden Vorkommen eines alleinstehenden blagess-Gens

innerhalb eines Isolats ebenfalls keine eindeutigen Rickschlisse ziehen.

Da mithilfe der in dieser Arbeit genutzten Methodik der Short Read Sequenzierung die
zirkulare DNA von Plasmiden in der Regel nicht vollstdndig in geschlossener Form
zusammengesetzt werden kann (Berbers et al., 2023), kdnnen Resistenzgene in den
meisten Fallen nicht eindeutig auf Plasmiden lokalisiert werden. Durch die Analyse der
nachweisbaren Replikons kénnen jedoch die Anzahl der in den einzelnen Stdmmen
vorhandenen Plasmide bestimmt und mégliche Ubereinstimmungen durch Korrelation von
Replikons und Resistenzgenen gefunden werden. Da blaoxa-1s1 in dieser Studie auf ColKP3
lokalisiert werden konnte, ist davon auszugehen, dass dieses Plasmid vermutlich keine
mobilen genetischen Elemente wie IS-Elemente im Bereich zwischen dem Replikon und
dem Resistenzgen besitzt, sodass eine Rekonstruktion des Plasmidabschnitts trotz Short
Read Sequenzierung als Ausnahme mdglich war. Fir die meisten anderen Gene ergab
sich keine 100 %-ige Assoziation mit einem Replikon, was darauf hindeutet, dass diese
Gene von mehreren verschiedenen Plasmiden vermittelt werden kénnen. Aufgrund der
teilweise niedrigen Anzahl an Genen ist dabei jedoch auch zu beachten, dass sowohl
fehlende als auch zuféllige Assoziationen bei der Berechnung stéarker ins Gewicht fallen.
Auch wurde in dieser Arbeit der Ubersichtlichkeit halber nur ein Abgleich der
Carbapenemase-Gene vorgenommen, wahrend Assoziationen zwischen den Replikons
und weiteren Resistenzgenen sowie anderen Genen nicht bertcksichtigt wurden. Die
eindeutige Zuordnung einzelner Gene zu den Plasmiden wird auch durch das mdgliche
Vorkommen von Hybridplasmiden oder Plasmiden mit multiplen Replikons (C. Liu et al.,
2022; X. Wang et al., 2021), sowie durch mogliche mobile genetische Elemente mit
wechselnder Lokalisierung erschwert. In zukinftigen, auf den Ergebnissen dieser Arbeit
aufbauenden Untersuchungen des Krankenhausabwassers wird aus diesem Grund die
zusatzliche Long Read Sequenzierung ausgewahlter Isolate als sinnvolles Mittel zur
tiefergehenden Analyse der Plasmide und eindeutigen Lokalisierung einzelner
Resistenzgene, speziell von Carbapenemase-Genen, betrachtet. Hierbei sollen im ersten
Schritt bereits analysierte Isolate mit bekannten Carbapenemase-Genen und Replikons
ausgewahlt und erneut sequenziert werden. Besonders interessant ist hier die genaue
Lokalisation von 2022 neu aufgetretenen, sowie multiplen Carbapenemase-Genen, wie sie
bei E. coli und C. freundii 2022 identifiziert werden konnten. Auch sollen

speziestbergreifend mehrfach beobachtete Replikons wie ColKP3 mit Bezug zu einem
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mdglichen horizontalen Gentransfer zwischen den Spezies neu sequenziert werden. Eine
routinemallige Long Read Sequenzierung aller Isolate kinftiger Probenahmen des
Krankenhausabwassers ist mit Hinblick auf mehrere identifizierte klonale Linien ohne
Anzeichen fur horizontalen Gentransfer und nicht persistente Linien jedoch nicht
uneingeschrankt sinnvoll. Besonders in E. coli konnten hauptsachlich klonale Linien eines
einzelnen Sequenztyps (ST635) mit einer Persistenz im Abwasser und diversen
Carbapenemase-Genen identifiziert werden, wahrend die Isolate anderer Sequenztypen in
geringerem Anteil Carbapenemase-Gene besalen. Ideal ware daher eine Kombination aus
Short Read Sequenzierung aller Isolate mit einer zusatzlichen Long Read Sequenzierung

spezifischer klonaler CPE Linien.

Da bei der nachgewiesenen Persistenz einiger Klone eine Fahigkeit zur Biofilmbildung
innerhalb des Abwassersystems naheliegt, wurde ein Biofilm-Assay mit allen Isolaten aus
der ersten Abriet 2019 durchgefihrt. Ein Grofiteil der Isolate, darunter auch die meisten
E. coli ST635 Isolate, zeigte eine leichte oder starke Fahigkeit zur Biofilmbildung. Aufgrund
der unterschiedlichen Bedingungen des Laborversuchs und den realen
Umweltbedingungen im Abwasser bieten die Ergebnisse des Biofilm-Assays jedoch keine
endgultigen Aussagen zur Biofilmauspragung innerhalb des Abwassers. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in vitro biofilm-positive Stdmme unter den Bedingungen im
Abwasser keinen Biofilm ausbilden. Auch eine Biofilmbildung im Abwasser von in vitro
biofilm-negativen Stammen ist moglich, da Umweltstress bekanntermalien die
Biofilmbildung bei verschiedenen Bakterienspezies auslésen kann (Chu et al., 2018;
Knobloch et al., 2001, 2004; Nickerson & Faherty, 2018; Yin et al., 2019). Eine solche
Stress-induzierte Biofilmbildung ware eine mogliche Erklarung fir die Persistenz der
C. freundii Isolate, welche im Biofilm-Assay grofdtenteils als biofilm-negativ aufgefallen
sind. Eine kunftige Mdglichkeit zur weiteren Abklarung einer Stress-induzierten
Biofilmbildung waéare eine Wiederholung des Biofilm-Assays unter verschiedenen

simulierten Stressbedingungen.

Bei dem Vergleich der beiden Arbeiten muss generell berticksichtigt werden, dass im Jahr
2022 nur eine qualifizierte Stichprobe eines einzelnen Tages genommen und weniger
Isolate als im Jahr 2019 analysiert wurden. Tagesabhangige Schwankungen fallen daher
2022 starker auf und persistente Klone, die nur in geringer Haufigkeit ins Abwasser
abgegeben werden, kénnen Ubersehen werden. Dennoch konnten mehrere klonale Linien

mit geringer genetischer Veranderung sowohl kurzzeitig Gber vier Tage 2019 als auch
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langzeitig Uber einen Zeitraum von 2,5 Jahren hinweg nachgewiesen werden. Dabei
konnten deutliche Hinweise auf einen verstarkten horizontalen Gentransfer innerhalb des
Krankenhausabwassers durch eine Veranderung der Resistenzgene wie auch der Plasmid-
Replikons in mehreren persistenten klonalen Linien gefunden werden. Insgesamt lassen
die Ergebnisse dieser beiden Arbeiten den Schluss zu, dass kontinuierlich Resistenzgene
in das ablaufende Abwasser abgegeben werden. Da Enterobacterales trotz
Abwasserreinigung nicht immer vollstdndig aus dem Abwasser entfernt werden kénnen
(Jager et al., 2018) und einzelne Isolate somit in Oberflachengewéasser und von hier tber
die Lebensmittel- und Wasserkette wieder in den Menschen gelangen kdnnen, stellen die
nachgewiesenen persistenten CPE Linien und die kontinuierliche genetische Evolution
innerhalb des Krankenhausabwassers einen relevanten Faktor fir Verbreitung von
Antibiotika-Resistenzen in der Umwelt dar. Zur weiteren Analyse der CPE des hier
untersuchten Krankenhausabwassers im zeitlichen Verlauf sind weitere Probenahmen
angedacht, welche auch erneut Zeitrdume von 24h umfassen sollen. In Kombination mit
der bereits erwahnten tiefergehenden Analyse von Plasmiden mittels Long Read
Sequenzierung sowie einer routinemaRigen Uberpriifung ausgewéhlter Resistenzgene des
Abwasser-Metagenoms durch gPCR sollen so Ergebnisse zur langfristigen Entwicklung

persistenter klonaler CPE Linien innerhalb des Krankenhausabwassers gewonnen werden.

5.2 Klonale resistente E. coli Linien in Zu- und Ablauf von Klaranlagen-
abwasser mit einem hohen Anteil Fluorchinolon-resistenter Stamme

Die klonale Verwandtschaft und Antibiotika-Resistenz von 3GCREC Isolaten aus Zulauf und
gereinigtem Ablauf von vier kommunalen, landlich gelegenen Klaranlagen wurden an vier
Tagen analysiert. Dabei wurden trotz selektiver Suche nach E. coli auch einzelne -
Glucuronidase-produzierende C. freundii auf dem Selektivmedium identifiziert. Die geringe
Anzahl entspricht dabei jedoch bereits beschriebenen einzelnen Vorkommen g-
Glucuronidase-produzierender C. freundii (McDaniels et al., 1996; Tapsall & Mclver, 1995)
und spiegelt nicht die in den anderen Teilen der Arbeit im Krankenhausabwasser
gefundenen hohen Mengen an 3-Glucuronidase-produzierenden C. freundii (Carlsen et al.,
2022, 2023) wieder.

Da nur bei 158 der sequenzierten 172 E. coli ein B-Laktamase-Gen identifiziert werden

konnte, obwohl alle Isolate eine phanotypisch -Laktam-Resistenz aufwiesen, ist eine
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erworbene phanotypische Resistenz durch andere Resistenzmechanismen, wie die bei
E. coli bereits beschriebene veranderte Expression von Membranporinen (S. M. Khalifa et
al., 2021), wahrscheinlich. Die in mehreren anderen Analysen von 3GCREC in Klaranlagen
nachgewiesene erhdhte Belastung mit CRE (H. Miller et al., 2018; Reinke et al., 2020)
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden, da in keinem sequenzierten Isolat ein
Carbapenemase-Gen identifiziert werden konnte. Dennoch wurden neben -Laktamasen
auch diverse Resistenzgene gegen Aminoglykoside, Sulfonamide, Trimethoprim,
Tetracycline, MLS (Makrolide, Lincosamide und Streptogramin), Phenicole und
Fluorchinolone identifiziert, so dass insgesamt eine Uber 3GCREC hinausgehende
Resistenz mehrerer Isolate als 3MRGN sowie variierende Resistenzgene nachgewiesen
werden konnte. Von Interesse ist besonders die Identifikation von Fluochinolon-
Resistenzen, da Fluorchinolone in der Regel bei Infektionen mit 3GCRE verordnet werden
(Azimi et al., 2021). Dabei konnte in nur zwoélf der 55 phanotypisch Fluorchinolon-
resistenten Isolaten ein entsprechendes Resistenzgen identifiziert werden, wahrend mit
nur einer Ausnahme alle anderen Isolate Punktmutationen besal3en, welche mit einer
Resistenz gegen Fluorchinolone assoziiert sind. Die am haufigsten gefundene
Kombination an Punktmutationen der Gene parC(S80I), gyrA(S83L) und gyrA(D87N) ist
bereits daflr bekannt, dass sie eine phéanotypische Resistenz gegen das hier zur
phanotypischen Resistenztestung verwendete Antibiotikum Ciprofloxacin vermitteln kann,
und konnte bereits in E. coli aus Zu- und Ablauf einer anderen Klaranlage nachgewiesen
werden (Johnning et al., 2015; Yu et al., 2020). Auch in einigen der phanotypisch nicht
Fluorchinolon-resistenten Isolate konnten Punktmutationen der entsprechenden Gene
nachgewiesen werden, weshalb sie trotz fehlender Resistenz nicht mehr als Wildtypen
bezeichnet werden kénnen. Es ist davon auszugehen, dass diese Isolate mit den
vorhandenen Mutationen leichter eine phanotypische Fluorchinolon-Resistenz entwickeln
kénnen. Umgekehrt zeigten 36 der Isolate mit nachgewiesenen Fluorchinolon-
Resistenzgenen keine phanotypische Resistenz gegen Ciprofloxacin. Méglicherweise ist in
diesen Isolaten die durch die Resistenzgene vermittelte Resistenz nicht stark genug, um

einen entsprechenden Phanotyp auszubilden.

Neben dem generell hohen Anteil an Isolaten mit weiterfiihrenden Resistenzen fiel zudem
das gehdufte Auftreten von kombinierten Resistenzgenen gegen verschiedene
Antibiotikagruppen auf, mit der besonders haufigen Kombination von B-Laktamasen und

Aminoglykosid-Resistenzgenen, welche auch aulRerhalb dieser Arbeit bereits als haufige
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Kombinationen von Antibiotikagruppen-Resistenzen beschrieben wurden (Bodendoerfer
et al., 2020). Jedoch muss das genutzte Selektivmedium bertcksichtigt werden, welches
spezifisch nach B-Laktamase-positiven Stdmmen selektiert und somit jede weitere Gruppe
an Resistenzgenen erwartungsgemall auch die hoéchste Ko-Existenz mit B-Laktamasen
aufweist, wahrend Isolate, die nur gegen eine der anderen Antibiotikagruppen, nicht aber
gegen B-Laktame, resistent sind, nicht bericksichtigt wurden. Da sich haufig mehrere
Resistenzgene auf einem Plasmid befinden (Kopotsa et al., 2019), ist die Selektion von
3GCREC zudem mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fur die geleichzeitige Detektion

anderer Resistenzgene verbunden.

Zusatzlich zu den Resistenzgenen konnten bei vier Isolaten Virulenzfaktoren
nachgewiesen werden, die mit der Fahigkeit zur Biofilmbildung in Verbindung gebracht
werden. Auch wenn in dieser Arbeit nur einzelne Hinweise auf eine Persistenz gefunden
werden konnten, ist eine Persistenz durch Biofilmbildung somit dennoch denkbar, zumal
Biofilmbildung insbesondere in Abwassern haufig vorkommt (Huang et al., 2019). Zur
Abklarung einer vorliegenden Fahigkeit zur Biofilmbildung ware die kiinftige Durchfiihrung
eines Biofilm-Assays denkbar, wie er auch in der Arbeit zum Krankenhausabwasser
(Carlsen et al., 2022) durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse eines solchen in vitro Biofilm-
Assays konnten nicht uneingeschrankt auf die Bedingungen im Klaranlagenabwasser
Ubertragen werden, wirden jedoch Hinweise zur generellen Fahigkeit der Bakterien zur

phanotypischen Biofilmbildung liefern.

Insgesamt konnte eine hohe genetische Vielfalt der abwasserassoziierten 3GCREC mit 66
verschiedenen Sequenztypen in 172 sequenzierten Isolaten festgestellt werden, von
denen drei Sequenztypen (ST10 Komplex, ST38 Komplex, ST131) inklusive ihrer
jeweiligen Single Locus Variants (SLV) in allen vier untersuchten Klaranlagen gefunden
werden konnten. Auch innerhalb einzelner Sequenztypen existierten bis zu 1051
unterschiedliche Allele zwischen zwei Isolaten desselben ST, was die Notwendigkeit einer
Analyse mittels cgMLST zusatzlich zur Unterteilung in klassische MLST Schemata
hervorhebt. Der am haufigsten gefundene ST10 wurde bereits als hoch divers beschrieben
(dos Anjos et al., 2019; Kamal et al., 2021; Matamoros et al., 2017), dennoch konnten neben
mehreren Isolaten ohne engen genetischen Bezug zueinander auch zwei Cluster mit drei
bzw. vier genetisch eng verwandten Isolaten aus jeweils einer Klaranlage identifiziert
werden. In beiden Clustern konnten in den Isolaten jeweils homogene Resistenzgene und

Plasmid-Replikons identifiziert werden, wobei der Cluster mit der grof3eren Anzahl
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Resistenzgene auch mehr Replikons besal3, was auf eine grofdtenteils plasmidvermittelte
Resistenz in diesen Isolaten hinweist. Da die Resistenzgene und Replikons der Isolate eines
Clusters jeweils homogen auftreten, fand die Plasmid-Aufnahme vermutlich im
Einzugsgebiet der Klaranlagen statt. Ein &ahnlicher Hinweis auf einen horizontalen
Gentransfer stromaufwarts der Klaranlage konnte bei ST209, einem SLV zu ST10,
beobachtet werden, bei dem ebenfalls eine klaranlagenspezifische Homogenitat der

Resistenzgene und Replikons nachgewiesen wurden.

Es konnte eine Kombination der mit Fluorchinolon-Resistenz assoziierten Punktmutationen
der Gene parC(S80I), gyrA(S83L) und gyrA(D87N) in allen zehn phéanotypisch
Fluorchinolon-resistenten ST10 Isolaten sowie in allen bis auf zwei weiteren Isolaten des
ST10-Komplexes nachgewiesen werden, obgleich Resistenzgene gegen Fluorchinolone in
diesen Isolaten nur sporadisch identifiziert werden konnten. Auch besal3en 21 Isolate mit
Fluorchinolon-Resistenzgenen keine phanotypische Resistenz gegenliber Ciprofloxacin,
sodass innerhalb dieses Sequenztyps eine phanotypische Fluorchinolon-Resistenz starker
mit Punktmutationen als mit Resistenzgenen assoziiert ist. Eine solche verstarkt durch
Punktmutationen vermittelte Fluorchinolon-Resistenz konnte ebenfalls in den Isolaten des
ST38 festgestellt werden, welche zudem in allen vier Klaranlagen verschiedene
Resistenzgene aufwiesen und somit ihrer Beschreibung als Hoch-Risiko-Klon (Pitout et al.,
2020) entsprechen. Trotz multipler Resistenzgene in allen ST38-Isolaten konnte jedoch nur
in einem Isolat des untersuchten klonalen Clusters ein Plasmid-Replikon identifiziert
werden, weshalb die Resistenzgene innerhalb dieses Klons entweder chromosomal oder
durch mobile genetische Elemente vermittelt vorliegen oder die vorhandenen Plasmid-
Replikons nicht nachgewiesen werden konnten. Fir die erste Moglichkeit spricht dabei die
bereits bekannte hauptsachlich chromosomale Lokalisation des in diesem Sequenztyp
dominanten B-Laktamase-Gens blacrx-u-15 in aus Gewassern isolierten E. coli (Gomi et al.,
2022).

Ein weiterer haufig identifizierter Sequenztyp dieser Arbeit war ST131, welcher als der
haufigste extraintestinale pathogene E. coli gilt (Nicolas-Chanoine et al., 2014) und die
weite Verbreitung innerhalb der Klaranlagen somit erklart. Innerhalb des ST131 scheint fur
den Cluster aus Isolaten der Klaranlage 1 eine Plasmid-Aufnahme im Einzugsgebiet dieser
Klaranlage wahrscheinlich, da beide Isolate homogene Resistenzgene und Replikons
aufweisen, welche sich im Vergleich mit den Isolaten des zweiten ST131 Clusters jedoch

unterscheiden. Interessanterweise konnte dieser ST in dem Krankenhausabwasser der
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beiden anderen Arbeiten nicht entdeckt werden (Carlsen et al., 2022, 2023), obwohl dort
die Eintragung an humanpathogenen Stdammen erwartungsgemald deutlich gréRer sein
musste als in landlichen Klaranlagen. Gleichzeitig konnte der im Krankenhausabwasser
dominante ST635 in dieser Arbeit nicht identifiziert werden, obwohl er spezifisch mit
Klaranlagen assoziiert wird (Behruznia & Gordon, 2022; Constantinides et al., 2020; Zhi et
al., 2019). Es muss jedoch bedacht werden, dass das Abwasser einer Klaranlage ein
bedeutend gréfReres Volumen umfasst als das Abwasser eines einzelnen Krankenhauses.
Auch wurden nur einzelne Isolate sequenziert, sodass nicht auszuschliel3en ist, dass
ST635 bei einer intensiveren Sequenzierung von E. coli in den Klaranlagen gefunden

werden konnte.

In den drei Sequenztypen ST48, ST783 und ST9962 konnten Hinweise auf
klaranlagenspezifische, persistente klonale Linien gefunden werden, da jeweils eng
verwandte Isolate Uber mehrere Tage hinweg in jeweils nur einer einzelnen Klaranlage
identifiziert werden konnten. E. coli ST783 wurde bei Rindern und Schafen beschrieben
(Wu et al., 2012) und konnte in dieser Arbeit nur in Klaranlage 1 gefunden werden, was auf
einen Viehbetrieb im Einzugsgebiet dieser Klaranlage als Eintragungsquelle hindeutet.
Auch wenn regular keine landwirtschaftlichen Abwasser in kommunale Abwasserleitungen
gelangen sollten, kann nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass in Ausnahmefallen
eine Eintragung erfolgt. So konnte in der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit entstandenen
Analyse des Krankenhausabwassers (Carlsen et al., 2022, 2023) bereits nachgewiesen
werden, dass einzelne klonale Linien von E. coli auch ohne dauerhafte Eintragsquelle die
Fahigkeit zur langfristigen Persistenz in Abwassersystemen besitzen kénnen. Demnach
ware ein einziger Eintrag eines Klons in eine Abwasserleitung stromaufwarts der
Klaranlage moglicherweise ausreichend, um diesem Klon eine dauerhafte Persistenz

innerhalb der Klaranlage zu erméglichen.

Auch fir den in Klaranlage 2 gefundenen ST48 kann eine spezifische Eintragungsquelle
aus dem landlich gepragten Einzugsgebiet der Klaranlage nicht ausgeschlossen werden,
da er als fir Mensch und Tiere pathogener Stamm bekannt ist und ebenfalls in der
Landwirtschaft gefunden wurde (Z. Liu et al., 2019; Y. Wang et al., 2020). Alle Isolate
wurden in derselben Klaranlage identifiziert und weisen eine enge klonale Verwandtschaft
mit zwei klar differenzierbaren Mustern unterschiedlicher Resistenzgene und Replikons
auf, womit Hinweise auf einen horizontalen Gentransfer gegeben sind. Als Ort dieses

Gentransfers ist dabei eine der Klaranlage vorgelagerte Stelle des Abwassersystems zu

67



Diskussion

vermuten, da beide nachgewiesenen Muster von Resistenzgenen und Replikons sowonhl
im Zulauf, als auch im Ablauf der Klaranlage gefunden wurden und ein Plasmid-Transfer

innerhalb der Klaranlage somit unwahrscheinlich ist.

Bei allen ST48 und ST9962 Isolaten konnten Resistenzgene gegen Fluorchinolone
detektiert werden, obwohl die Isolate keine phanotypische Fluorchinolon-Resistenz
aufwiesen. Die detektierten Resistenzgene vermitteln jedoch bekanntermalen nur eine
gering ausgepragte phanotypische Fluorchinolon-Resistenz (Gibson et al., 2010). Zudem
konnte die in den Isolaten des Krankenhausabwassers mit einer phanotypischen Resistenz
assoziierte Kombination an Punktmutationen (Carlsen et al., 2023) in keinem der Isolate

identifiziert werden.

Da alle klaranlagenspezifischen Klone sowohl im Zufluss als auch im Abfluss der jeweiligen
Klaranlagen identifiziert werden konnten, ist weder eine deutliche Eliminierung noch eine
relative Anreicherung bestimmter Sequenztypen innerhalb der Klaranlagen zu
beobachten. Ob mdéglicherweise eine leichte Anreicherung einiger Stamme vorliegt, lasst
sich aufgrund des Stichprobenumfangs der sequenzierten Stamme pro Klaranlage nicht
sagen. Um eine solche leichte Anreicherung nachzuweisen, ware ein intensiveres
Screening von Zu- und Ablaufproben der jeweiligen Klaranlage notwendig. Ein Screening
mit weiteren Probenahmestellen stromaufwarts der Klaranlagen kdénnte zudem auch
weitere Ruckschlisse zur Rickverfolgung einzelner klonaler Linien sowie den Urspriingen
des horizontalen Gentransfers innerhalb der Abwassersysteme zulassen. Aufgrund der
zeitlichen Differenz waren weitere Probenahmen jedoch nur in Kombination mit einer
erneuten Beprobung der Klaranlagen selbst zu kombinieren. Eine weitere Alternative fur
weiterfihrende Analysen des Klaranlagenabwassers ist eine mégliche Vorselektion der zu
sequenzierenden Gesamtgenome anhand einer MLST-Bestimmung der Isolate wie bei
Kehl et al. (Kehl et al., 2022), um eine spezifischere Fokussierung auf wiederholt

vorkommende Sequenztypen zu gewahrleisten.

Bei der Analyse der Klaranlagen wurde ausschlie3lich E. coli als Modellorganismus zur
Analyse von mdoglichen Multi-Resistenzen bei Enterobacterales betrachtet. In Anbetracht
der Ergebnisse aus der Analyse des Krankenhausabwassers (Carlsen et al., 2022, 2023)
stellt sich jedoch die Frage, ob E. coli fir die Detektion méglicher Carbapenemasen als
Modellorganismus optimal geeignet ist. Innerhalb des Krankenhausabwassers zeigte
E. coli von allen Spezies den niedrigsten Anteil an Carbapenemase-positiven Isolaten, von

denen zudem der groRe Teil einem einzigen Sequenztyp, ST635, zugeordnet werden
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konnte. Aul3erhalb dieses im Krankenhausabwasser dominanten ST besal3en hingegen die
meisten E. coli Isolate keine Resistenzgene gegen Carbapeneme, wahrend alle anderen
untersuchten Spezies eine sehr hohe Rate an Carbapenemase-positiven Isolaten besalen.
Es ist daher denkbar, dass das vollstandige Fehlen von Carbapenemase-Genen bei der
Analyse des Klaranlagenabwassers auf das Fehlen von ST635 Isolaten in dieser Studie
zuriickzufiihren ist und mdglicherweise keine reprasentative Ubersicht Uber das
Vorkommen von Carbapenemase-Genen in anderen Enterobacterales Spezies innerhalb
dieser Klaranlagen bietet. Bei zukunftigen Analysen von multi-resistenten Enterobacterales
innerhalb abwasserfiihrender Systeme sollte deshalb in Betracht gezogen werden, eine
weitere Spezies neben E. coli ebenfalls zu analysieren, um speziesabhangige Unterschiede

feststellen zu konnen.

In den hier entstandenen Arbeiten konnten mehrere persistente, klonale Linien multi-
resistenter Enterobacterales in Abwassersystemen identifiziert werden. Besonders die
zahlreichen Hinweise auf horizontalen Gentransfer und multiple Carbapenemase-Gene
liefern dabei relevante Erkenntnisse zur Resistomforschung in abwasserflihrenden
Systemen Norddeutschlands. Basierend auf den in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnissen sind weitere Probenahmen des Krankenhausabwassers mit besonderem
Hinblick auf die nachgewiesenen persistenten CPE Linien angedacht. Auch ist geplant, die
Plasmide einzelner Isolate mittels Long Read Sequenzierung zu analysieren und
plasmidale Resistenzgene zu lokalisieren. Weiterhin soll eine quantitative PCR etabliert
werden, um ausgewahlte Resistenzgene im Krankenhausabwasser im zeitlichen Verlauf

quantifizieren und Veranderungen in Vorkommen und Haufigkeit detektieren zu kénnen.
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