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Zusammenfassung 
 

Multi-resistente Enterobacterales gelten als eine der wachsenden Herausforderungen des 

One Health Ansatzes. Insbesondere β-Laktamasen und Carbapenemasen verkomplizieren 

oft die Behandlung von Patienten mit bakteriellen Infektionen. Diese Enzyme gehören zu 

den Hydrolasen und sind in der Lage, verschiedene β-Laktam-Antibiotika zu hydrolysieren. 

Trotz der relevanten Bedeutung von Abwassersystemen für die mögliche Verbreitung von 

multi-resistenten Bakterien und Resistenzgenen ist wenig über evolutionäre Prozesse und 

mögliche persistente klonale Linien von multi-resistenten Enterobacterales in dieser 

Umgebung bekannt.  

Im Verlauf der hier vorgestellten Arbeit wurden Abwasserproben des Universitätsklinikums 

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 fünf 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 β-Laktamase-Genen 

konnte außerdem ein in allen Spezies hoher Prozentsatz an Carbapenemase-positiven 

Isolaten mit teilweise multiplen Carbapenemase-Genen innerhalb einzelner Isolate 

festgestellt werden. Für einzelne Linien wie dem hier häufig identifizierten, in mehrere 

klonale Linien unterteilten Escherichia coli ST635 konnte eine langfristige Persistenz im 

Abwasser bestätigt werden. Einzelne Klone dieses ST wiesen zudem eine besonders 

große Varianz der Resistenzgene, sowie vermehrt multiple Carbapenemase-Gene auf, was 

eine gesteigerte Fähigkeit 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 ländlich gelegenen 

Kläranlagen   in   Norddeutschland   mittels   Gesamtgenomsequenzierung   analysiert.   Es
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konnte in allen Kläranlagen trotz der enormen Durchflussmenge an Abwasser eine 

Persistenz einzelner klonaler Linien über mehrere Tage hinweg beobachtet werden. Die 

Eintragungsquellen einzelner klonaler Linien konnten dabei nur in Ausnahmefällen 

nachvollzogen werden, ließen sich jedoch an einem Punkt stromaufwärts der Kläranlagen 

verorten, da innerhalb der Kläranlagen selbst keine Anreicherung einzelner klonaler Linien 

beobachtet werden konnte. Auch eine Elimination bestimmter klonaler Linien durch den 

Reinigungsprozess innerhalb der Kläranlagen konnte nicht nachgewiesen werden. Diverse 

Resistenzgene und mit phänotypischer Fluorchinolon-Resistenz assoziierte 

Punktmutationen konnten in mehreren Isolaten identifiziert werden, wobei die variierenden 

Resistenzgene und Plasmid-Replikons in eng verwandten Isolaten in mehreren Fällen auf 

einen horizontalen Gentransfer stromaufwärts der Kläranlagen schließen lassen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen das Vorkommen von persistenten multi-

resistenten, klonalen Linien in Abwassersystemen in Norddeutschland und liefern 

Hinweise auf evolutionäre Prozesse, wie horizontalen Gentransfer, die innerhalb der 

abwasserführenden Systeme stattfinden.



III 
 

Abstract 
 

Multi-resistant Enterobacterales are considered one of the growing challenges of the One 

Health approach. In particular, β-lactamases and carbapenemases often complicate the 

treatment of patients with bacterial infections. These enzymes belong to the hydrolases 

and are capable of hydrolyzing various β-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 3rd 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 β-

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 3rd 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
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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 Veterinärmedizin weltweit 

zunehmend an Bedeutung. Enterobacterales wie Escherichia coli oder Klebsiella 

pneumoniae gehören zu den häufigsten Bakterien im menschlichen Gastrointestinaltrakt. 

Durch multi-resistente Enterobacterales-Stämme verursachte Infektionen des 

Gastrointestinaltraktes stellen dabei ein erhebliches gesundheitliches Risiko dar und 

führen oftmals zu einer Sepsis oder zum Tod des Patienten (Ordonez et al., 2021). Die 

weltweit zurzeit am meisten genutzte Antibiotikagruppe bei bakteriellen 

Infektionskrankheiten sind β-Laktam-Antibiotika wie Penicilline und Cephalosporine, 

welche den Aufbau der bakteriellen Zellwand blockieren und mit vergleichsweise wenig 

Nebenwirkungen beim Patienten verbunden sind. Namensgebend für diese Antibiotika ist 

dabei der β-Laktam-Ring, den alle β-Laktam-Gruppen gemeinsam haben (Bush & 

Bradford, 2016) (Abb. 1A). Cephalosporine werden anhand ihres Entdeckungszeitraumes 

sowie mikrobiologischer und struktureller Charakteristika aktuell in fünf Generationen 

eingeteilt (Fernandez et al., 2021), von denen besonders die Cephalosporine ab der dritten 

Generation eine höhere Wirksamkeit gegenüber gramnegativen Bakterien zeigen (W. Liu 

et al., 2014).  

 

  

Abb. 1: A) Strukturformeln der β-Laktam-Antibiotika mit dem namensgebenden β-Laktam-Ring in der 

Mitte (Abbildung nach Bush & Bradford, 2020). B) Hydrolyse des β-Laktam-Rings durch eine β-

Laktamase am Beispiel eines Cephalosporins (Abbildung modifiziert nach He et al., 2020). 
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Neben β-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 β-Laktame bilden zudem Carbapeneme, welche 

mit ihrem breiten Wirkungsspektrum trotz einer bakteriellen Resistenz gegen Penicilline 

und Drittgenerations-Cephalosporine zur Therapie genutzt werden können (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 häufigen Gebrauch von β-Laktam-Antibiotika steigt auch der Anteil an β-Laktam-

Resistenzen bei gramnegativen Bakterien stetig an (Bush & Bradford, 2016). Eine solche 

Resistenz kann durch verschiedene Mechanismen wie veränderte Membranporine oder 

eine Überexprimierung von Effluxpumpen zum aktiven Ausscheiden der Antibiotika aus 

der Zelle vermittelt werden. Die häufigste Ursache sind jedoch β-Laktamasen, welche den 

β-Laktam-Ring der Antibiotika hydrolysieren (De Angelis et al., 2020) (Abb. 1B). Neben der 

Resistenz gegenüber Penicillinen und Cephalosporinen der ersten Generationen besitzen 

Extended Spektrum Beta-Laktamasen (ESBL) hierbei eine erweiterte Resistenz gegenüber 

Cephalosporinen ab der dritten Generation (Bush, 2018). Insgesamt sind heute knapp 

2.800 verschiedene β-Laktamasen bekannt (Bush, 2018), von denen die Enzyme der CTX-

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

Alle β-Laktamasen lassen sich ihrer Struktur nach in verschiedene Gruppen einteilen, 

wobei die beiden Einteilungen nach Ambler und Bush am geläufigsten sind (Bush, 2018). 

Bei der Einteilung nach Ambler werden je nach Aminosäuresequenz die Klassen A, B, C 

und D unterschieden. Unter ihnen gehören die Klassen A, C und D zu den Serin-β-

Laktamasen, von denen die Klasse A die größte Gruppe mit den am weitesten gestreuten 

Aktivitätsspektren bildet. Zu ihnen gehören unter anderem CTX-M, SHV und KPC. Die 

Enzyme der Klasse C schließen hauptsächlich chromosomale β-Laktamasen wie AmpC 

oder auch CMY ein, während Klasse D die Oxacillinasen umfasst (Bush, 2018), die sich in 
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OXA-β-Laktamasen (Evans & Amyes, 2014; Logan & Weinstein, 2017) und 

Carbapenemasen vom OXA-48-Typ (Tacão et al., 2018) unterteilen. Häufige Vertreter der 

Metallo-β-Laktamasen aus Klasse B sind VIM und NDM. Die Eingruppierung nach Bush 

umfasst aktuell 17 Gruppen, welche sich zusätzlich am jeweiligen Substratspektrum der β-

Laktamasen orientieren (Bush, 2018). Neben den regulären β-Laktamasen wurden zudem 

kürzlich promiske Enzyme aus der Gruppe der Hydrolasen identifiziert, die eine den 

Metallo-β-Laktamasen ähnliche Proteinstruktur aufweisen und denen ebenfalls eine β-

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

Neben der Resistenz gegenüber Penicillinen und Drittgenerations-Cephalosporinen 

werden auch Resistenzen gegenüber Fluorchinolonen und Carbapenemen zunehmend 

relevanter (Nordmann & Poirel, 2019; Redgrave et al., 2014). Eine Resistenz gegen 

Fluorchinolone kann dabei nicht nur über Resistenzgene, sondern ebenfalls über 

chromosomale Punktmutationen vermittelt werden. Solche Punktmutationen führen zu 

Veränderungen in den bakteriellen Ziel-Enzymen der Fluorchinolone und sind inzwischen 

als Ursache für Resistenzen bei E. coli und anderen Arten bekannt (Afsharikhah et al., 

2023). Für eine Resistenz gegen Carbapeneme sind in der Regel Carbapenemasen 

notwendig, da AmpC-β-Laktamasen und ESBL Carbapeneme im Gegensatz zu den 

anderen β-Laktam-Gruppen nicht hydrolysieren (Halat & Moubareck, 2020). 

Carbapenemasen können je nach ihrer molekularen Struktur zur Klasse A, B oder D des 

Ambler-Klassifikationssystems für β-Laktamasen gehören, wobei KPC, OXA-48, NDM, VIM 

und IMP die wichtigsten und klinisch relevantesten Carbapenemasen in Enterobacterales 

sind (Bonnin et al., 2021; Cantón et al., 2020; Kopotsa et al., 2019; Lasko & Nicolau, 2020; 

Tan et al., 2021).  Die mit Abstand häufigste 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 

können 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 

ausschließlich 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) (Iovleva & Doi, 2017; Shnaiderman-Torban et al., 2021). In Deutschland 

werden multi-resistente gramnegative Bakterien zudem abhängig 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 Sensitivität gegenüber 

Carbapenemen vorliegt. Besteht eine Resistenz gegen alle vier Antibiotikagruppen, wird 

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

Insbesondere CRE und CPE stellen ein Risiko im Gesundheitswesen dar, da durch diese 

Bakterien verursachte Infektionen nur wenige Behandlungsmöglichkeiten offenlassen. 

Auch sind Reserve-Antibiotika, welche in solchen Fällen als letztes Mittel zur Behandlung 

bleiben, häufig mit stärkeren 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 können. Da Plasmide durch 

horizontalen Gentransfer auch speziesübergreifend übertragen werden (Kopotsa et al., 

2019) und ökologische Nischen einzelner Linien verlassen können, 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 können sich 

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

Um diese Problematik möglichst effizient zu beschreiben, wurde ein globaler, 

interdisziplinärer One Health Ansatz entwickelt, welcher die Gesundheit von Mensch, Tier 

und Umwelt als untrennbar miteinander verbunden betrachtet (Aslam et al., 2021) (Abb. 

2). Über 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 für 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, 

können Übertragungswege für Mikroorganismen entstehen (Aslam et al., 2021; Laborda 

et al., 2022; Overgaauw et al., 2020). Gleichzeitig steigt durch die Globalisierung auch 

länderübergreifend die zwischenmenschliche Übertragung 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 für den Menschen eine relevante Rolle ein, da sie die Resistenzbildung 

besonders bei humanpathogenen Bakterien fördern (Llor & Bjerrum, 2014). Innerhalb 

Deutschlands wurden zu diesem Zweck diverse Überwachungsprojekte wie beispielsweise 
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die vom Robert-Koch-Institut genutzte Antibiotika-Verbrauchs­Surveillance (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 

überwachen und in einen Zusammenhang stellen zu können. Die Bakterien und 

Resistenzgene aus dem Umfeld des Menschen gelangen dabei wiederum zu Tieren und in 

die Umwelt, indem sie über direkten Kontakt weitergegeben oder über Abwasserwege in 

angrenzende Gewässer und die umgebende Umwelt transportiert werden (Aslam et al., 

2021).  

 

1.2  Krankenhausabwasser 

 

Antibiotika-resistente Bakterien und Resistenzgene kommen weltweit in den 

verschiedensten Gewässerarten wie Krankenhaus- und Gemeindeabwässern, Trinkwasser 

und natürlichen Gewässern vor (Mills & Lee, 2019). Vor kurzem wurde eine intensive 

Analyse der Unterschiede verschiedener Gewässerarten in Deutschland durch Kehl et al. 

durchgeführt, bei der ein erhöhtes Vorkommen an CRE im Krankenhausabwasser 

verglichen mit anderen Gewässerarten nachgewiesen werden konnte (Kehl et al., 2022). 

In der Studie wurden 490 Bakterienisolate an zehn verschiedenen Probenahmestellen 

entlang eines Abwasserpfades genommen, beginnend in den Abflüssen von 

Patientenbadezimmern eines Krankenhauses über das Krankenhausabwasser bis hin zum 

Ablauf der kommunalen Kläranlage. Repräsentative 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).  

Kürzlich konnten zudem krankenhausspezifische, hoch resistente Klone nachgewiesen 

werden, die sowohl im Krankenhaus- als auch im Kläranlagenabwasser des selben 

Abwasserstrangs gefunden werden konnten, jedoch nicht in Kläranlagen ohne räumliche 

Verbindung zum Krankenhausabwasser (M. Hoffmann et al., 2023). Dabei lässt sich die 

vermehrte Belastung des Krankenhausabwassers mit Antibiotika-resistenten Bakterien 

trotz des Zusammenhangs zwischen dem gehäuften Auftreten von Carbapenemasen und 

dem verstärkten Einsatz von Carbapenemen nicht allein auf den Eintrag durch klinische 

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

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

Gestützt werden diese Erkenntnisse auch durch mehrere Studien anderer europäischer 

Länder, in welchen gezeigt werden konnte, dass die Belastung durch multi-resistente 

Enterobacterales, insbesondere CPE, in Krankenhäusern und in Krankenhausabwässern 

höher ist als in gemischten kommunalen oder auch landwirtschaftlichen und industriellen 

Abwässern (Cahill et al., 2019; Hocquet et al., 2016; Huijbers et al., 2020; Sib et al., 2020). 

Darüber hinaus konnte eine starke Selektion für Antibiotika-resistente Stämme in 

Krankenhausabwässern 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 Kläranlage einer Mischung aus Antibiotika-resistenten und -sensiblen E. coli 

Stämmen ausgesetzt. Dabei konnte ein bakterizider Effekt nachgewiesen werden, den das 

Krankenhausabwasser auf die Antibiotika-sensiblen, nicht jedoch auf die resistenten 

Stämme hatte (Kraupner et al., 2021). Auch wurde im Krankenhausabwasser im Vergleich 

zu kommunalem Abwasser eine erhöhte Rate des horizontalen Gentransfers bei E. coli 

Isolaten nachgewiesen, die besonders im Bereich der Sulfonamid-Resistenzen zu einem 

deutlichen Anstieg an Resistenzdeterminanten geführt hat (Hutinel et al., 2021). Die globale 

Relevanz der besonderen Umgebung von Krankenhausabwässern für die One Health 

Thematik wird durch zahlreiche ähnliche Nachweise höherer CPE/CRE-Belastungen in 

Krankenhausabwässern verglichen mit anderen Abwässern in diversen Ländern weltweit 

bestätigt (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 höher 

ausfiel (Sib et al., 2020). Obwohl die größte Menge an CRE in Krankenhausabwässern 

gefunden wird, ergibt sich somit auch ein wahrnehmbarer Trend des CRE-Transports in 

kommunale Abwässer und sogar Oberflächengewässer. So konnte in einer großflächigen 

Studie in Deutschland nachgewiesen werden, dass die festgestellte CRE Belastung in 

kommunalen Abwässern unter dem Einfluss von Krankenhausabwässern deutlich höher 

war (28,4 %) als in ländlichen Abwässern (0,4 %) ohne Krankenhauseinfluss. Diese CRE 
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konnten durch Kläranlagen nicht vollständig 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 Früherkennung von Krankheitsausbrüchen 

bereits Versuche zum experimentellen Monitoring von Krankenhausabwässern nach multi-

resistenten gramnegativen Bakterien durchgeführt, wobei erste Hinweise auf 

persistierende Stämme 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 

über einen Zeitraum von zwei Jahren beobachtet und mittels Whole Genome Sequencing 

(WGS) geprüft, ob hierdurch möglicherweise ein Frühwarnsystem für Krankenhaus-

ausbrüche entwickelt werden könnte. Da die im Krankenhausabwasser gefundenen 

Stämme und Resistenzgene jedoch nicht exakt die Situation innerhalb des Krankenhauses 

darstellen oder voraussagen konnten, sollte ein solches Frühwarnsystem mit Vorsicht 

betrachtet werden (Flach et al., 2021).  

 

1.3  Abwasser von Kläranlagen 

 

Die Abwässer von Kläranlagen gelten als eine der wichtigsten Quellen für die Einführung 

von Resistenzgenen und multi-resistenten Bakterien in angrenzende Gewässer und 

Ökosysteme (Jäger et al., 2018). Zunehmend werden multi-resistente Bakterien durch den 

Eintrag von menschlichen und tierischen Fäkalien in den Wasserkreislauf eingebracht 

(Bürgmann, 2014) und können 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 

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

In Deutschland sind über 95 % der Bevölkerung an die öffentliche Kanalisation 

angeschlossen, wodurch ein jährlicher Umsatz von ca. 9,4 Milliarden Kubikmeter Abwasser 

in über 10.000 Kläranlagen entsteht (BMUV Kurzinfo Abwasser - Kläranlage, 2014). In den 

Kläranlagen muss dabei Abwasser aus Krankenhäusern, Industrie, Landwirtschaft und 

Wohngebieten möglichst effizient gereinigt werden, um das Risiko einer Kontamination der 

Umwelt zu minimieren und das Abwasser wiederverwerten zu können. In annähernd 100% 
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der deutschen Kläranlagen werden dabei drei aufeinanderfolgende Reinigungsstufen 

angewendet (BMUV Kurzinfo Abwasser - Kläranlage, 2014). Die erste Reinigungsstufe 

umfasst die mechanische Reinigung und besteht aus einem Rechen zum Abfangen großer 

Feststoffe, einem Sandfang, in dem sich grobe Partikel wie Sand bei langsamer 

Fließgeschwindigkeit am Boden absetzen und einem Vorklärbecken, in welchem das 

Abwasser für eine begrenzte Zeit stillsteht und sich Schwebstoffe als Schlamm am Boden 

ablagern (BMUV Kurzinfo Abwasser - Kläranlage, 2014). In der zweiten, biologischen 

Reinigungsstufe werden in einem Belebtschlammbecken flockenbildende, oxidierende 

Mikroorganismen zum Abbau organischer und anorganischer Verbindungen genutzt 

(BMUV Kurzinfo Abwasser - Kläranlage, 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 Nährstoffe wie Phosphor in einem 

Flockungsbecken durch Zugabe von Fällmitteln in eine wasserunlösliche, flockenbildende 

Verbindung gebracht, welche sich am Boden des Beckens absetzt (BMUV Kurzinfo 

Abwasser - Kläranlage, 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 Kläranlagen getestet. Solche vierten Reinigungsstufen 

erfordern jedoch in der Regel einen erheblichen finanziellen Aufwand (Pistocchi et al., 

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

Frühere Studien haben gezeigt, dass Drittgenerations-Cephalosporin-resistente E. coli 

(3GCREC) und andere resistente Enterobacterales weltweit auch in Oberflächengewässer 

gelangen können (Jäger et al., 2018). In Deutschland wurden bereits resistente E. coli-

Isolate mit verschiedenen Resistenzgenen im Ablauf von Kläranlagen nachgewiesen 

(Hembach et al., 2017). Auch konnten in einem direkten Vergleich verschiedener 

Kläranlagen 134 CPE in städtischem und nur acht in ländlichem Abwasser nachgewiesen 

werden, wobei CPE auch im Ablauf der Kläranlagen detektiert werden konnten (H. Müller 

et al., 2018). Über ähnliche Erfahrungen wurde auch in den USA berichtet, wo gezeigt 

werden konnte, dass 62 % aller gesammelten Carbapenem-resistenten E. coli aus dem 

Abwasser von Kläranlagen sogar positiv für mehr als eine Carbapenemase waren, was auf 

ein Risiko nicht nur für die Ausbreitung in der Umwelt, sondern auch für den Genaustausch 

in Kläranlagen 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 Kläranlagen in Enterobacterales nachgewiesen werden 

(Kurasam et al., 2018). 

In einigen Fällen konnten 4MRGN auch in den an Kläranlagen angrenzenden Gewässern 

nach der Abwasserreinigung gefunden (Exner et al., 2018) und Resistenzgene mittels PCR 

in einer Kläranlage noch nach einer vierten Reinigungsstufe mittels Ozonbehandlung 

nachgewiesen werden (Jäger et al., 2018). Zudem wurde in Kroatien beobachtet, dass der 

prozentuale Anteil Carbapenem-resistenter Bakterien an der gesamten 

Bakterienpopulation im Ablauf einer Kläranlage mehr als dreimal so hoch war wie im Zulauf 

(Hrenovic et al., 2017), was auf eine selektive Anreicherung resistenter Stämme hindeutet. 

Die Freisetzung solcher Carbapenem-resistenten Bakterien durch Kläranlagen kann dabei 

nicht nur die Gesundheit der Mitarbeitenden der Kläranlagen gefährden (Zieliński et al., 

2021), sondern stellt ein Risiko für 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 Abwässer von besonderer 

Bedeutung. Zu den relevantesten Stationen innerhalb der Abwassersysteme gehören 

Krankenhausabwässer mit einem vergleichsweise erhöhten Vorkommen multi-resistenter 

Bakterien, sowie Kläranlagen, welche die letzte Barriere vor der Freisetzung in die Umwelt 

darstellen und bekanntermaßen nicht alle Bakterien eliminieren können.  

Erste Studien, die sich mit dem Monitoring von Antibiotika-resistenten Erregern in 

Krankenhausabwässern beschäftigen, konzentrieren sich vor allem auf den Aspekt der 

Patientensicherheit und suchen beispielsweise nach Möglichkeiten, die Detektion von 

multi-resistenten Erregern im Abwasser als Frühwarnsystem zu nutzen, um Ausbrüche 

innerhalb des Krankenhauses möglichst schnell zu erkennen. Evolutionäre 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 über kurze Zeiträume hinweg untersucht, obwohl die 

Aufnahme und Weitergabe von Resistenzgenen innerhalb der Abwassersysteme relevante 
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Faktoren für die Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen sind. Besonders in 

Krankenhausabwässern mit ihrem vergleichsweise hohen Anteil an CRE und CPE kann ein 

besseres Verständnis dieser evolutionären Prozesse dazu beitragen, Lösungsansätze 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 evolutionären Prozesse im Krankenhausabwasser besser verstehen zu 

können, wurde im Verlauf dieser Arbeit in zwei groß angelegten Probenahmen in 

einem zeitlichen Abstand von zweieinhalb Jahren das Abwasser des 

Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) am selben Abwasserstrang 

untersucht. Hierfür wurden im Jahr 2019 an vier aufeinanderfolgenden Tagen, 

sowie 2022 an einem Tag insgesamt bis zu dreihundert phänotypische 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 Diversität der Isolate, sowie mögliche, 

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 Berücksichtigung von β-Laktamasen, 

Carbapenemasen und Fluorchinolon-Resistenzen. Gerade Carbapenemase-Gene 

finden sich in der Regel auf Plasmiden, weshalb zusätzlich 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 

außerhalb des Abwassers die grundsätzliche Fähigkeit zur Biofilmbildung der 

Isolate getestet. 

2. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bezieht sich auf Enterobacterales in Kläranlagen 

am Beispiel von E. coli und soll ein besseres Verständnis zu den 

Verbreitungswegen Antibiotika-resistenter Bakterien über die Abwassersysteme 

bis zur Freisetzung in die Umwelt liefern. Es wurden 172 phänotypische 3GCREC 

Isolate neu ausgewertet und analysiert, welche an vier Tagen im Jahr 2017 in Zu- 

und Ablauf jeweils aufeinander folgender Tage von vier Kläranlagen in 
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Norddeutschland gesammelt wurden. Die Probenahmen der einzelnen Kläranlagen 

waren dabei zeitlich voneinander unabhängig. Um eine mögliche Elimination oder 

Akkumulation bestimmter Klone innerhalb der Kläranlagen zu erkennen, wurden die 

mittels WGS sequenzierten Isolate bezüglich ihrer genetischen Verwandtschaft 

miteinander verglichen. Dabei wurde auch geprüft, ob einzelne Klone in mehreren 

Kläranlagen vorkommen und ob sich dominante Klone auf eine spezifische 

Eintragungsquelle zurückführen lassen. Zudem wurden Resistenzgene und 

spezifische Punktmutationen bestimmt, um Antibiotika-Resistenzen zu finden, die 

über eine Drittgenerations-Cephalosporin-Resistenz hinausgehen. Um die 

Möglichkeit von horizontalem Gentransfer innerhalb der klonalen Linien zu prüfen, 

wurden zudem die Plasmid-Replikons von dominanten Clustern genetisch eng 

verwandter Isolate bestimmt und verglichen.  
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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 3rd 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 β-lactamase gene was present in 91.9% of the isolates, with members of the 

blaCTX-M 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. 

  



Multi-resistant E. coli in the wastewater systems of Schleswig-Holstein 

 

31 
 

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 3rd 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 3rd 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 3rd 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.g. 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 

size1  

(PE – 

population 

equivalent) 

Connection 

size2 

(PE – 

population 

equivalent) 

Daily 

COD-

load 

(kg/d) 

Type of 

treatment 

Hydraulic 

retention 

time 

(hours) 

Sludge 

retention 

time in 

AST 3 

(days) 

MLSS4 

(kg/m²) 

WWTP1  82,500 40,089 4,811 Step-feed 

denitrification 

- solid bed 

reactor – 

sand filtration 

 

19.3 17.7 2.99 

WWTP2  12,600 6,660 663 Sequencing 

Batch 

Reactor 

(SBR) – 

polishing 

lagoons 

14.5 

(SBR)+ 

30.7 

(polishing 

lagoons) 

25-30 4.34 

WWTP3  25,500 10,480 1,253 Step-feed 

denitrification 

- solid bed 

reactor – 

sand filtration 

(UV 

treatment 

from May to 

Oct.) 

27.2 18.2 3.08 

WWTP4  220,000 68,043 8,168 Pre-anoxic 

zone 

denitrification 

process incl. 

biological P-

removal and 

post-

precipitation 

– sand 

filtration 

20.1 

 

20.3 3.21 

1 Refers to design capacity of WWTP. 2 Refers to actual COD-loading (for 120 g/(COD * d). 3 AST – 

Activated sludge tank. 4 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 20th 2017 to September 27th 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, 

Düsseldorf, 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 μl were plated directly on chromID® ESBL agar (bioMérieux, 

Marcy l'Etoile, France), whereas for effluent wastewater 50 mL were enriched by filtration 

using a 0.45 μm cellulose mixed ester filter with 47 mm diameter (EZ-PAK 020, Merck 

Milipore, Darmstadt, Germany) which was subsequently placed on chromID® 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 β-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 β-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 μg), 

gentamycin (CN, 10 μg), tetracycline (TE, 30 μg) and trimethoprim (TMP, 5 μg) (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 3GCREC 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 QIAsymphony® (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 Illumina 

(NEB, Ipswich, USA) and NEB Next Multiplex Oligos for Illumina. 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 (Illumina, 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, Münster, 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. PRJNA832938. 

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 β-glucuronidase positive 3rd 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 β-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 β-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 

(R01 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 

(R01) were found 32 times.  

 

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 (R01 – R15). Resistance 

types displayed in red shades (R01 through R07) contain at least one resistance gene against 

fluoroquinolones. Missing isolates were either identified as non-E. coli (influent) or there were no 10 β-

glucuronidase producing colonies (effluent). 
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In the sequenced representative isolates known β-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(S80I), 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 β-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 β-lactamase genes, the blaCTX-M extended spectrum β-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).  

 

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 



Multi-resistant E. coli in the wastewater systems of Schleswig-Holstein 

 

40 
 

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 3rd 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 β-glucuronidase producing resistant bacteria 
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C. freundii was observed to express β-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 β-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- 

β-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 β-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 β-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 β-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 3rd 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(S80I), 

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 β-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 β-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 phänotypischen 3GCRE Isolate aus dem Abwasser 

eines Krankenhauses der Maximalversorgung im Abstand von zwei Jahren im Hinblick auf 

ihre genetische Diversität 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 β-Glucuronidase-produzierend auftrat, obwohl auf dem verwendeten 

Selektivmedium nach Herstellerangaben ausschließlich E. coli als β-Glucuronidase-

produzierende Spezies zu erwarten gewesen wäre. In einzelnen Fällen sind C. freundii mit 

nachgewiesener β-Glucuronidase (McDaniels et al., 1996; Tapsall & McIver, 1995), sowie 

mit ungewöhnlichem 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 β-Glucuronidase-produzierenden Isolaten 

hingegen 43,3 % im Jahr 2019 und 26,7 % im Jahr 2022. Eine mögliche Erklärung ist das 

gewählte, hauptsächlich für den Einsatz in der Humandiagnostik entwickelte 

Selektivmedium für die Anzucht von Umweltproben. Weiterhin konnten keine β-

Glucosidase-produzierenden C. freundii identifiziert werden, welche eigentlich zu erwarten 

gewesen wären. Es ist jedoch denkbar, dass in diesem Fall lediglich keine β-Glucosidase-

produzierenden C. freundii von dem Selektivmedium isoliert wurden, da in späteren 

Analysen abwasserführender Systeme des gleichen Krankenhauses (Daten nicht 

publiziert) auch β-Glucosidase-produzierende C. freundii gefunden wurden. Unklar ist, ob 

die phänotypische Expression von β-Glucuronidase einen Vorteil für 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 Stämme auf dem gewählten Selektivmedium zu erwarten war, besaßen dabei bis auf 

zwei Ausnahmen aus dem Jahr 2019 alle Isolate ein β-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 

auffällt. So sind beispielsweise regulär weniger als 0,1 % der pathogenen E. coli Isolate 

Carbapenemase-positiv (Schulz-Stübner, 2017) und auch bei den parallel zur Probenahme 

2019 untersuchten klinischen 3GCREC konnte nur in 0,6 % der Isolate eine zusätzliche, 

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

Die drei 2019 häufigsten β-Laktamase-Gene, blaCTX-M-9, blaSHV-12 und blaCTX-M-15, konnten im 

Jahr 2022 in geringerer relativer Häufigkeit beobachtet werden, während das 2022 

häufigste β-Laktamase-Gen, blaTEM-1B, 2019 deutlich seltener gefunden werden konnte. 

Auch innerhalb einzelner klonaler Linien konnte diese Verschiebung der Häufigkeiten 

beobachtet werden, was einen ersten Hinweis auf horizontalen Gentransfer im Abwasser 

des Krankenhauses liefert. Darüber hinaus wurde eine Häufigkeitsverschiebung der 

Carbapenemase-Gene festgestellt, wobei blaVIM-1 (2019: 14,6 %; 2022: 37,3 %) im Jahr 

2022 blaOXA-48 als zuvor häufigstes Carbapenemase-Gen ablöste (2019: 46,3 %; 2022: 23,7 

%). Dabei ist jedoch zu beachten, dass das gewählte Medium Cefpodoxim als selektives 

β-Laktam-Antibiotikum enthält. Da Carbapenemasen aus der OXA-48 Familie (inklusive 

OXA-181 und OXA-232) eine geringere hydrolytische Aktivität gegen Drittgenerations-

Cephalosporine aufweisen (Pitout et al., 2020), könnten blaOXA-48-positive Isolate ohne 

zusätzliche β-Laktamase in dieser Arbeit nicht detektiert worden sein. Somit könnte der 

beobachtete Rückgang an blaOXA-48-positiven Isolaten auch durch einen Rückgang an 

zusätzlichen β-Laktamasen innerhalb blaOXA-48-positiver Isolate bedingt sein, ohne dass sich 

der tatsächliche Anteil von blaOXA-48-positiven Isolaten geändert hat. Zudem besteht die 

Möglichkeit, dass trotz der bereits sehr hohen Rate an CPE unter 3GCRE in dieser Studie 

das generelle Vorhandensein von CPE in dem untersuchten Abwasser noch höher ausfällt. 

Auch innerhalb der Resistenzgene gegen andere Antibiotikagruppen gab es artspezifische 

Unterschiede in den Häufigkeiten zwischen beiden Probenahmejahren, welche sich jedoch 

durch die unterschiedlichen Sequenztypen (ST) jeder Spezies 2019 und 2022 erklären 

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 Häufigkeitsverschiebungen nur für drei der sechs 
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Spezies möglich war. Durch die in den Arbeiten gewonnen Ergebnisse können keine 

Aussagen zu tagesabhängigen Schwankungen oder Variationen in den Häufigkeiten der 

Resistenzgene zwischen den beiden Probenahmezeitpunkten getroffen werden. Auch 

wurden ausschließlich die Resistenzgene der sequenzierten Isolate analysiert. Für eine 

detailliertere Auswertung möglicher veränderter Häufigkeiten der Carbapenemase-Gene 

und weiterer Resistenzgene im gesamten Abwasser ist die Etablierung einer quantitativen 

PCR (qPCR) eine angedachte Lösung. Zukünftig sollen Proben des 

Krankenhausabwassers über verschiedene Zeiträume und zu unterschiedlichen 

Tageszeiten entnommen und das Metagenom dieser Abwasserproben mittels qPCR auf 

die Frequenz einzelner Carbapenemase-Gene, sowie möglicher weiterer Resistenzgene 

untersucht werden. Denkbar wäre zudem auch eine Metagenom-Sequenzierung des 

Krankenhausabwassers zu einzelnen, festgelegten Zeitpunkten, um mögliche seltene 

Carbapenemase-Gene, sowie Resistenzgene nicht kultivierbarer Bakterien finden zu 

können. Neben den Resistenzgenen gegen verschiedene Antibiotika könnten so auch 

weitere Gene identifiziert werden, welche mit einer Resistenz oder erhöhten Toleranz von 

Bakterien gegenüber 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 möglichen evolutionären Vorteil innerhalb des 

Abwassersystems hindeutet, durch den ST635 Isolate dauerhaft im Abwassersystem des 

untersuchten Krankenhauses verbleiben können. Im Jahr 2019 gehörten dabei bis auf vier 

alle der Carbapenemase-positiven E. coli Isolate zu ST635 und auch 2022 machte dieser 

Sequenztyp mit 52,9 % den überwiegenden Teil der Carbapenemase-positiven E. coli 

Isolate aus. Der hohe Anteil an CPE innerhalb dieser Spezies lässt sich somit zum großen 

Teil auf das Vorhandensein von ST635 Isolaten zurückführen. Dieser Sequenztyp ist 

bekanntermaßen an Abwasser und Waschbecken in Krankenhäusern angepasst und zeigt 

sich als resistent gegen die Abwasserbehandlung in Kläranlagen (Behruznia & Gordon, 

2022; Constantinides et al., 2020; Zhi et al., 2019), konnte aber auch in anderen 

Umgebungen wie klinischen Isolaten, Flüssen 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 

durchgängiger routinemäßiger Sequenzierung klinischer 3GCRE aus demselben 

Krankenhaus jedoch nicht in klinischen Isolaten gefunden werden konnte, ist eine 



Diskussion 

 

54 
 

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 geführt 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 Diversität mit bis zu 179 

unterschiedlichen Allelen zwischen zwei Isolaten festgestellt werden. Trotz dieser 

Diversität ließen sich die meisten Isolate fünf Clustern zuordnen, welche jeweils in sich 

eine enge klonale Verwandtschaft aufwiesen, sodass eine Selektion einzelner klonaler 

Linien innerhalb des Sequenzytps möglich 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 fünf ST635 Isolaten aus 2022 konnte das 

Carbapenemase-Gen blaGES-5 gefunden werden, welches 2019 nicht in E. coli vorkam. 

Aufgrund der geringen genetischen Differenz von 33 unterschiedlichen Allelen zum nächst 

verwandten Cluster könnte dieser Cluster auf eine lokale Evolution innerhalb des 

Abwassersystems zurückzuführen sein. Ob andere Cluster mit bis zu 179 Allel-

Unterschieden zu den nächstgelegenen Stämmen eine unabhängige Einführung 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 Diversität der 

Resistenzgene konnte auch 2022 erneut bestätigt und zudem durch die Identifizierung von 

drei Isolaten mit jeweils drei Carbapenemase-Gene aus verschiedenen Klassen des 

Ambler-Systems bekräftigt werden. Ein solches gleichzeitiges Auftreten von drei 

verschiedenen Carbapenemase-Genen innerhalb eines Stamms kommt regulär nur selten 

vor (Mataseje et al., 2022) und deutet somit auf eine mögliche Akkumulation von 

Resistenzgenen in den Isolaten des ST635 dieser Studie hin. Durch die möglicherweise 

verstärkte Affinität 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 über das 

Krankenhausabwasser hinausgehende Relevanz, da sie in der aquatischen Umwelt 

verbreitet werden und auf andere humanpathogene Sequenztypen oder andere Spezies 
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übertragen werden können. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu der 

Resistenz von E. coli ST635 konnten anschließend in einer ähnlichen Arbeit in 

Norddeutschland bestätigt werden, in welcher ebenfalls auffällige E. coli ST635 Isolate mit 

diversen Carbapenemase-Genen im Abwasser mehrerer Krankenhäuser 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 Phänomen 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 dritthäufigsten 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 Übereinstimmung 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 ausschließlich die Isolate aus dem Jahr 2022 ein 

Carbapenemase-Gen und unterschiedliche Plasmid-Replikons besitzen und somit auf 

einen horizontalen Gentransfer innerhalb des Klons hinweisen. Da ST401 bekanntermaßen 

in Abwässern und Waschbecken in Krankenhäusern vorkommt (Behruznia & Gordon, 

2022; Constantinides et al., 2020), jedoch nicht in repräsentativen 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 können 

endgültige Aussagen jedoch nicht getroffen werden. Andere klonale Cluster von weiteren 

Sequenztypen wurden nur in jeweils einem der beiden Probenahmejahre nachgewiesen, 

was auf eine zwischenzeitliche Einführung dieser Stämme ohne weitere Persistenz 

hindeutet.  

Innerhalb der C. freundii Isolate konnte eine Unterteilung in mehrere Sequenztypen und 

klonale Linien beobachtet werden, womit mehrere Klone mit ungewöhnlicher β-

Glucuronidase parallel im untersuchten Abwasser existieren. Im Gegensatz zu den 

klinischen 3GCRE Isolaten besaß die große Mehrheit (88,5 % 2019 und 100% 2022) der 

C. freundii Isolate beider Jahre ein Carbapenemase-Gen, wobei die beiden häufigsten 
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Sequenztypen, ST22 und ST91, bereits als Carbapenemase-produzierende Stämme in 

Krankenhäusern beschrieben wurden (Villa et al., 2017). Die klonale Verwandtschaft von 

sechs C. freundii ST22-Isolaten aus 2022 und zwei Isolaten aus 2019 lässt auf eine 

langfristige Persistenz dieses Klons innerhalb des Abwassers schließen. In einem dieser 

Isolate konnten drei verschiedene Carbapenemase-Genen identifiziert werden, was auf 

eine hohe Fähigkeit zur Plasmidaufnahme dieses Klons schließen lassen. Im Jahr 2022 

wurde in drei ST22 Isolaten zudem ein blaKPC-2-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-181 als auch blaOXA-232 konnten in allen blaOXA-181/232-tragenden Isolaten 

auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden. Beide Gene wiesen jedoch jeweils den 

gleichen Basenpaar-Abstand vom Replikon auf, womit die Möglichkeit von identischen 

Plasmiden mit einer Punktmutation im blaOXA-181-Gen besteht. Da sich das blaOXA-181-Gen 

ebenfalls in allen sieben blaOXA-181-tragenden Isolaten anderer Spezies auf demselben 

contig wie das ColKP3-Replikon befand, konnten alle in dieser Studie gefundenen blaOXA-

181/232-Gene auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden. Eine weitere Bestätigung dieser 

Lokalisation ergibt sich zudem durch die errechnete Assoziation von 100 % für 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 für 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 höherer Prozentsatz an Isolaten mit 

zusätzlicher Carbapenem-Resistenz im Abwasser als in den klinischen Isolaten des 

Krankenhauses festgestellt werden, sodass sich auch hier Hinweise auf eine Akkumulation 

resistenter Stämme im Abwasser ergeben. Für S. marcescens lag zum Zeitpunkt der 

Auswertung der hier entstandenen Arbeiten kein klassisches MLST-Schema veröffentlicht 

vor, sodass die Isolate aus beiden Jahren mit Hilfe von cgMLST in neun verschiedene 

klonale Gruppen aufgeteilt und als Genotypen (GT) bezeichnet wurden. Dem größten 

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 besaßen. Es ist daher 
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anzunehmen, dass sich dieser Klon ohne einen hohen Selektionsdruck zu genetischen 

Veränderungen über längere Zeit in der Umwelt des Krankenhausabwassers hält 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, lässt sich zudem auf eine generell erhöhte Rate an horizontalem Gentransfer 

innerhalb dieses Klons schließen, was auch durch eine Vielzahl von nachweisbaren 

Replikons innerhalb eng verwandter und sogar identischer Isolate beider Jahre im GT1-

Cluster bekräftigt werden konnte. Während blaVIM-1, blaVIM-2 und blaOXA-48 in beiden Jahren 

verbreitet waren, konnte ein Verlust von blaGES-5 im Jahr 2022 im Vergleich zur vorigen 

Probenahme festgestellt werden. Alle detektierten Replikons des blaGES-5-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 höchsten Anteil an phänotypischer Carbapenem-Resistenz aufwiesen, 

war der Anteil an CRE innerhalb der Abwasserisolate vielfach höher. 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 

Krankenhäusern als Ausbruchsstamm, sowie als Träger 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 möglichen Persistenz in Verbindung gebracht werden 

(Kehl et al., 2022; Marutescu et al., 2023; Nüesch-Inderbinen et al., 2018). Trotz der 

bekanntermaßen 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 über 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 könnte, 

womit auch die Möglichkeit einer Persistenz in Siphons mit der potenziellen Übertragung 
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auf Patienten nicht endgültig ausgeschlossen werden kann. Die Vermutung einer Langzeit-

Persistenz wird auch durch das stabile Vorkommen eines blaOXA-181-Gens in allen klinischen 

und allen Abwasser-Isolaten des ST147 bestärkt, da ST147 Stämme weltweit für 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 wären. Im Vergleich zu den Isolaten aus dem Jahr 

2019 wurde zwar ein Verlust von Plasmiden beobachtet, welche jedoch aufgrund der 

unveränderten Resistenzgene nicht mit einer vermittelten Antibiotika-Resistenz assoziiert 

werden können. Das blaOXA-181-Gen konnte sowohl in den K. pneumoniae Isolaten des 

Abwassers, wie auch in allen klinischen blaOXA-181-positiven ST147 Isolaten des Ausbruchs 

(Daten nicht publiziert) auf einem ColKP3-Plasmid lokalisiert werden, sodass es möglich 

ist, dass sich dieses Plasmid stabil innerhalb des Klons hält. Unklar ist, ob das Plasmid 

selbst dabei einen Selektionsvorteil für die Persistenz des Klons im Abwasser vermittelt 

oder ob der Vorteil durch andere Faktoren gegeben ist. 

Da im untersuchten Krankenhaus während des Untersuchungszeitraums keine 

Carbapenem-resistenten klinischen K. oxytoca Isolate nachgewiesen wurden, ist der hohe 

Anteil an Carbapenemase-positiven Isolaten im Abwasser umso auffälliger. Da 

stromaufwärts der Probenahmestelle nur das Abwasser krankenhausinterner Gebäude in 

das Abwassersystem einfließt und ein Rückfluss des Abwassers aufgrund des 

vorhandenen Gefälles 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 Isolate 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 

lässt. Insgesamt wurden bei den Isolaten 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 zusätzlichen blaVIM-1-Gen auch ein zusätzliches IncN-Replikon 

besaßen, welches 2019 nicht nachgewiesen werden konnte. Es ist daher denkbar, dass 

das blaVIM-1-Gen in diesem Klon mit einem IncN-Plasmid assoziiert ist. Isolate aus drei 

klonalen Clustern konnten 2019 jeweils über 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 größeren Cluster konnten Indizien für 

sowohl eine Plasmid-Aufnahme als auch einen Plasmid-Verlust durch das parallele 

Vorkommen von blaOXA-48 und blaVIM-1 sowohl in Kombination als auch jeweils einzeln 

beobachtet werden. Auch in den genetisch identischen Isolaten des ST339 konnte eine 

Variation im Vorkommen von blaOXA-48 und blaNDM-1 beobachtet werden. Die zeitliche 

Einordnung von Erwerb und Verlust der Plasmide können in beiden ST jedoch nicht 

nachvollzogen werden, da die Gene tagesabhängige, unterschiedliche Variationen 

aufweisen. Unabhängig vom Sequenztyp konnte in allen E. cloacae Komplex Isolaten mit 

einem blaOXA-48-Gen ein IncL-Plasmid identifiziert werden, welches in den Isolaten ohne 

blaOXA-48-Gen nicht vorhanden war, sodass sich blaOXA-48 innerhalb dieser Spezies 

möglicherwiese mit einem IncL-Plasmid assoziieren lässt. 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 bekanntermaßen humanpathogen ist (Marmor et al., 2020) und daher in klinischen 

Isolaten wiederholt zu erwarten ist, ist von einer unabhängigen 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 häufigsten mit blaOXA-48 

assoziierten Plasmide in dieser Studie IncL-Plasmide, welche auch bei E. cloacae Komplex 

speziesintern bereits einen deutlichen Zusammenhang zu blaOXA-48 aufzeigten und 

bekanntermaßen die häufigsten blaOXA-48-tragenden Plasmide sind (Pitout et al., 2020). 

Auch das für blaOXA-48 am zweitstärksten assoziierte Plasmid mit IncHI2A-Replikon wurde 

bereits als bekannter Träger dieses Gens beschrieben (Samuelsen et al., 2018). Das 
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Fehlen dieser Replikons in einigen der Isolaten lässt sich möglicherweise dadurch erklären, 

dass blaOXA-48 auch durch IS-Elemente vermittelt chromosomal vorliegen kann (Harada et 

al., 2021) und dementsprechend nicht zwangsläufig in allen Isolaten auf Plasmiden 

lokalisiert sein muss. Die höchsten Assoziationen für blaVIM-1, zwei Plasmide mit IncFIB(K)- 

und IncM1-Replikon, sind beide bereits als Träger dieses Gens bekannt (Bitar et al., 2023; 

Heiden et al., 2021), auch wenn in dieser Arbeit die höchste Assoziation lediglich 48 % 

betrug und eine eindeutige Aussage somit schwer zu treffen ist. Auffällig ist jedoch, dass 

IncM1 in Isolaten ohne blaVIM-1 nicht gefunden werden konnte und somit möglicherweise 

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 häufig 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 blaVIM-2-Gen 

zwar bereits in Pseudomonas gefunden wurden (Lopes et al., 2022; Urbanowicz et al., 

2021), generell aber eher mit blaKPC-2 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 blaVIM-2 kann an dieser Stelle jedoch ebenfalls 

ausgeschlossen werden, da keine Isolate dieser Arbeit die beiden Gene blaVIM-2 und blaKPC-

2 gleichzeitig besaßen. Das blaNDM-1 Gen zeigt hauptsächlich Assoziationen zu Inc-

Replikons, mit einer deutlich ausgeprägten Assoziation zu IncFIB(pQil) und IncFII(K), was 

zu früheren Arbeiten passt, in denen blaNDM-1 bereits auf beiden Plasmiden nachgewiesen 

werden konnte (H. O. Khalifa et al., 2020; Spaziante et al., 2021). Eine 100 %-ige 

Assoziation konnte für blaOXA-181 zu ColKP3 festgestellt werden, auf dem das Gen bereits in 

früheren Arbeiten nachgewiesen wurde (Ragheb et al., 2022). Da blaOXA-181 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 stärksten Assoziationen für blaKPC-2 waren IncFIB(K) und IncFII(K) 

mit jeweils 67 %, von denen beide Plasmide bereits als Träger des blaKPC-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 häufig in Isolaten ohne blaKPC-2-

Gen detektiert wurden. Für blaGES-5 lassen sich aufgrund der multiplen 83 %-igen 
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Assoziationen, sowie dem fehlenden Vorkommen eines alleinstehenden blaGES-5-Gens 

innerhalb eines Isolats ebenfalls keine eindeutigen Rückschlüsse ziehen.  

Da mithilfe der in dieser Arbeit genutzten Methodik der Short Read Sequenzierung die 

zirkuläre DNA von Plasmiden in der Regel nicht vollständig in geschlossener Form 

zusammengesetzt werden kann (Berbers et al., 2023), können Resistenzgene in den 

meisten Fällen nicht eindeutig auf Plasmiden lokalisiert werden. Durch die Analyse der 

nachweisbaren Replikons können jedoch die Anzahl der in den einzelnen Stämmen 

vorhandenen Plasmide bestimmt und mögliche Übereinstimmungen durch Korrelation von 

Replikons und Resistenzgenen gefunden werden. Da blaOXA-181 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 möglich war. Für 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 können. Aufgrund der 

teilweise niedrigen Anzahl an Genen ist dabei jedoch auch zu beachten, dass sowohl 

fehlende als auch zufällige Assoziationen bei der Berechnung stärker ins Gewicht fallen. 

Auch wurde in dieser Arbeit der Übersichtlichkeit halber nur ein Abgleich der 

Carbapenemase-Gene vorgenommen, während Assoziationen zwischen den Replikons 

und weiteren Resistenzgenen sowie anderen Genen nicht berücksichtigt wurden. Die 

eindeutige Zuordnung einzelner Gene zu den Plasmiden wird auch durch das mögliche 

Vorkommen von Hybridplasmiden oder Plasmiden mit multiplen Replikons (C. Liu et al., 

2022; X. Wang et al., 2021), sowie durch mögliche mobile genetische Elemente mit 

wechselnder Lokalisierung erschwert. In zukünftigen, auf den Ergebnissen dieser Arbeit 

aufbauenden Untersuchungen des Krankenhausabwassers wird aus diesem Grund die 

zusätzliche Long Read Sequenzierung ausgewählter 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 

ausgewählt 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 

speziesübergreifend mehrfach beobachtete Replikons wie ColKP3 mit Bezug zu einem 
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möglichen horizontalen Gentransfer zwischen den Spezies neu sequenziert werden. Eine 

routinemäßige Long Read Sequenzierung aller Isolate künftiger Probenahmen des 

Krankenhausabwassers ist mit Hinblick auf mehrere identifizierte klonale Linien ohne 

Anzeichen für horizontalen Gentransfer und nicht persistente Linien jedoch nicht 

uneingeschränkt sinnvoll. Besonders in E. coli konnten hauptsächlich klonale Linien eines 

einzelnen Sequenztyps (ST635) mit einer Persistenz im Abwasser und diversen 

Carbapenemase-Genen identifiziert werden, während die Isolate anderer Sequenztypen in 

geringerem Anteil Carbapenemase-Gene besaßen. Ideal wäre daher eine Kombination aus 

Short Read Sequenzierung aller Isolate mit einer zusätzlichen Long Read Sequenzierung 

spezifischer klonaler CPE Linien. 

Da bei der nachgewiesenen Persistenz einiger Klone eine Fähigkeit zur Biofilmbildung 

innerhalb des Abwassersystems naheliegt, wurde ein Biofilm-Assay mit allen Isolaten aus 

der ersten Abriet 2019 durchgeführt. Ein Großteil der Isolate, darunter auch die meisten 

E. coli ST635 Isolate, zeigte eine leichte oder starke Fähigkeit zur Biofilmbildung. Aufgrund 

der unterschiedlichen Bedingungen des Laborversuchs und den realen 

Umweltbedingungen im Abwasser bieten die Ergebnisse des Biofilm-Assays jedoch keine 

endgültigen Aussagen zur Biofilmausprägung innerhalb des Abwassers. Es kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass in vitro biofilm-positive Stämme unter den Bedingungen im 

Abwasser keinen Biofilm ausbilden. Auch eine Biofilmbildung im Abwasser von in vitro 

biofilm-negativen Stämmen ist möglich, da Umweltstress bekanntermaßen die 

Biofilmbildung bei verschiedenen Bakterienspezies auslösen kann (Chu et al., 2018; 

Knobloch et al., 2001, 2004; Nickerson & Faherty, 2018; Yin et al., 2019). Eine solche 

Stress-induzierte Biofilmbildung wäre eine mögliche Erklärung für die Persistenz der 

C. freundii Isolate, welche im Biofilm-Assay größtenteils als biofilm-negativ aufgefallen 

sind. Eine künftige Möglichkeit zur weiteren Abklärung einer Stress-induzierten 

Biofilmbildung wäre eine Wiederholung des Biofilm-Assays unter verschiedenen 

simulierten Stressbedingungen.  

Bei dem Vergleich der beiden Arbeiten muss generell berücksichtigt werden, dass im Jahr 

2022 nur eine qualifizierte Stichprobe eines einzelnen Tages genommen und weniger 

Isolate als im Jahr 2019 analysiert wurden. Tagesabhängige Schwankungen fallen daher 

2022 stärker auf und persistente Klone, die nur in geringer Häufigkeit ins Abwasser 

abgegeben werden, können übersehen werden. Dennoch konnten mehrere klonale Linien 

mit geringer genetischer Veränderung sowohl kurzzeitig über vier Tage 2019 als auch 
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langzeitig über einen Zeitraum von 2,5 Jahren hinweg nachgewiesen werden. Dabei 

konnten deutliche Hinweise auf einen verstärkten horizontalen Gentransfer innerhalb des 

Krankenhausabwassers durch eine Veränderung 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 vollständig aus dem Abwasser entfernt werden können 

(Jäger et al., 2018) und einzelne Isolate somit in Oberflächengewässer und von hier über 

die Lebensmittel- und Wasserkette wieder in den Menschen gelangen können, stellen die 

nachgewiesenen persistenten CPE Linien und die kontinuierliche genetische Evolution 

innerhalb des Krankenhausabwassers einen relevanten Faktor für 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 Zeiträume von 24h umfassen sollen. In Kombination mit 

der bereits erwähnten tiefergehenden Analyse von Plasmiden mittels Long Read 

Sequenzierung sowie einer routinemäßigen Überprüfung ausgewählter Resistenzgene des 

Abwasser-Metagenoms durch qPCR 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 Kläranlagen-

abwasser mit einem hohen Anteil Fluorchinolon-resistenter Stämme 
 

Die klonale Verwandtschaft und Antibiotika-Resistenz von 3GCREC Isolaten aus Zulauf und 

gereinigtem Ablauf von vier kommunalen, ländlich gelegenen Kläranlagen wurden an vier 

Tagen analysiert. Dabei wurden trotz selektiver Suche nach E. coli auch einzelne β-

Glucuronidase-produzierende C. freundii auf dem Selektivmedium identifiziert. Die geringe 

Anzahl entspricht dabei jedoch bereits beschriebenen einzelnen Vorkommen β-

Glucuronidase-produzierender C. freundii (McDaniels et al., 1996; Tapsall & McIver, 1995) 

und spiegelt nicht die in den anderen Teilen der Arbeit im Krankenhausabwasser 

gefundenen hohen Mengen an β-Glucuronidase-produzierenden C. freundii (Carlsen et al., 

2022, 2023) wieder.  

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

konnte, obwohl alle Isolate eine phänotypisch β-Laktam-Resistenz aufwiesen, ist eine 
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erworbene phänotypische Resistenz durch andere Resistenzmechanismen, wie die bei 

E. coli bereits beschriebene veränderte Expression von Membranporinen (S. M. Khalifa et 

al., 2021), wahrscheinlich. Die in mehreren anderen Analysen von 3GCREC in Kläranlagen 

nachgewiesene erhöhte Belastung mit CRE (H. Müller et al., 2018; Reinke et al., 2020) 

konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden, da in keinem sequenzierten Isolat ein 

Carbapenemase-Gen identifiziert werden konnte. Dennoch wurden neben β-Laktamasen 

auch diverse Resistenzgene gegen Aminoglykoside, Sulfonamide, Trimethoprim, 

Tetracycline, MLS (Makrolide, Lincosamide und Streptogramin), Phenicole und 

Fluorchinolone identifiziert, so dass insgesamt eine über 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 zwölf der 55 phänotypisch Fluorchinolon-

resistenten Isolaten ein entsprechendes Resistenzgen identifiziert werden, während mit 

nur einer Ausnahme alle anderen Isolate Punktmutationen besaßen, welche mit einer 

Resistenz gegen Fluorchinolone assoziiert sind.  Die am häufigsten gefundene 

Kombination an Punktmutationen der Gene parC(S80I), gyrA(S83L) und gyrA(D87N) ist 

bereits dafür bekannt, dass sie eine phänotypische Resistenz gegen das hier zur 

phänotypischen Resistenztestung verwendete Antibiotikum Ciprofloxacin vermitteln kann, 

und konnte bereits in E. coli aus Zu- und Ablauf einer anderen Kläranlage nachgewiesen 

werden (Johnning et al., 2015; Yu et al., 2020). Auch in einigen der phänotypisch nicht 

Fluorchinolon-resistenten Isolate konnten Punktmutationen der entsprechenden Gene 

nachgewiesen werden, weshalb sie trotz fehlender Resistenz nicht mehr als Wildtypen 

bezeichnet werden können.  Es ist davon auszugehen, dass diese Isolate mit den 

vorhandenen Mutationen leichter eine phänotypische Fluorchinolon-Resistenz entwickeln 

können. Umgekehrt zeigten 36 der Isolate mit nachgewiesenen Fluorchinolon-

Resistenzgenen keine phänotypische Resistenz gegen Ciprofloxacin. Möglicherweise ist in 

diesen Isolaten die durch die Resistenzgene vermittelte Resistenz nicht stark genug, um 

einen entsprechenden Phänotyp auszubilden.  

Neben dem generell hohen Anteil an Isolaten mit weiterführenden Resistenzen fiel zudem 

das gehäufte Auftreten von kombinierten Resistenzgenen gegen verschiedene 

Antibiotikagruppen auf, mit der besonders häufigen Kombination von β-Laktamasen und 

Aminoglykosid-Resistenzgenen, welche auch außerhalb dieser Arbeit bereits als häufige 
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Kombinationen von Antibiotikagruppen-Resistenzen beschrieben wurden (Bodendoerfer 

et al., 2020). Jedoch muss das genutzte Selektivmedium berücksichtigt werden, welches 

spezifisch nach β-Laktamase-positiven Stämmen selektiert und somit jede weitere Gruppe 

an Resistenzgenen erwartungsgemäß auch die höchste Ko-Existenz mit β-Laktamasen 

aufweist, während Isolate, die nur gegen eine der anderen Antibiotikagruppen, nicht aber 

gegen β-Laktame, resistent sind, nicht berücksichtigt wurden. Da sich häufig mehrere 

Resistenzgene auf einem Plasmid befinden (Kopotsa et al., 2019), ist die Selektion von 

3GCREC zudem mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit für die geleichzeitige Detektion 

anderer Resistenzgene verbunden.  

Zusätzlich zu den Resistenzgenen konnten bei vier Isolaten Virulenzfaktoren 

nachgewiesen werden, die mit der Fähigkeit 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 Abwässern häufig vorkommt (Huang et al., 2019). Zur 

Abklärung einer vorliegenden Fähigkeit zur Biofilmbildung wäre die künftige Durchführung 

eines Biofilm-Assays denkbar, wie er auch in der Arbeit zum Krankenhausabwasser 

(Carlsen et al., 2022) durchgeführt wurde. Die Ergebnisse eines solchen in vitro Biofilm-

Assays könnten nicht uneingeschränkt auf die Bedingungen im Kläranlagenabwasser 

übertragen werden, würden jedoch Hinweise zur generellen Fähigkeit der Bakterien zur 

phänotypischen 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 Kläranlagen 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 zusätzlich zur Unterteilung in klassische MLST Schemata 

hervorhebt. Der am häufigsten 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 Kläranlage identifiziert 

werden. In beiden Clustern konnten in den Isolaten jeweils homogene Resistenzgene und 

Plasmid-Replikons identifiziert werden, wobei der Cluster mit der größeren Anzahl 
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Resistenzgene auch mehr Replikons besaß, was auf eine größtenteils 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 Kläranlagen statt. Ein ähnlicher Hinweis auf einen horizontalen 

Gentransfer stromaufwärts der Kläranlage konnte bei ST209, einem SLV zu ST10, 

beobachtet werden, bei dem ebenfalls eine kläranlagenspezifische Homogenität 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 phänotypisch 

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 besaßen 21 Isolate mit 

Fluorchinolon-Resistenzgenen keine phänotypische Resistenz gegenüber Ciprofloxacin, 

sodass innerhalb dieses Sequenztyps eine phänotypische Fluorchinolon-Resistenz stärker 

mit Punktmutationen als mit Resistenzgenen assoziiert ist. Eine solche verstärkt durch 

Punktmutationen vermittelte Fluorchinolon-Resistenz konnte ebenfalls in den Isolaten des 

ST38 festgestellt werden, welche zudem in allen vier Kläranlagen 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. Für die erste Möglichkeit spricht dabei die 

bereits bekannte hauptsächlich chromosomale Lokalisation des in diesem Sequenztyp 

dominanten β-Laktamase-Gens blaCTX-M-15 in aus Gewässern isolierten E. coli (Gomi et al., 

2022).   

Ein weiterer häufig identifizierter Sequenztyp dieser Arbeit war ST131, welcher als der 

häufigste extraintestinale pathogene E. coli gilt (Nicolas-Chanoine et al., 2014) und die 

weite Verbreitung innerhalb der Kläranlagen somit erklärt. Innerhalb des ST131 scheint für 

den Cluster aus Isolaten der Kläranlage 1 eine Plasmid-Aufnahme im Einzugsgebiet dieser 

Kläranlage 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 



Diskussion 

 

67 
 

beiden anderen Arbeiten nicht entdeckt werden (Carlsen et al., 2022, 2023), obwohl dort 

die Eintragung an humanpathogenen Stämmen erwartungsgemäß deutlich größer sein 

müsste als in ländlichen Kläranlagen. Gleichzeitig konnte der im Krankenhausabwasser 

dominante ST635 in dieser Arbeit nicht identifiziert werden, obwohl er spezifisch mit 

Kläranlagen assoziiert wird (Behruznia & Gordon, 2022; Constantinides et al., 2020; Zhi et 

al., 2019). Es muss jedoch bedacht werden, dass das Abwasser einer Kläranlage ein 

bedeutend größeres Volumen umfasst als das Abwasser eines einzelnen Krankenhauses. 

Auch wurden nur einzelne Isolate sequenziert, sodass nicht auszuschließen ist, dass 

ST635 bei einer intensiveren Sequenzierung von E. coli in den Kläranlagen gefunden 

werden könnte.  

In den drei Sequenztypen ST48, ST783 und ST9962 konnten Hinweise auf 

kläranlagenspezifische, persistente klonale Linien gefunden werden, da jeweils eng 

verwandte Isolate über mehrere Tage hinweg in jeweils nur einer einzelnen Kläranlage 

identifiziert werden konnten. E. coli ST783 wurde bei Rindern und Schafen beschrieben 

(Wu et al., 2012) und konnte in dieser Arbeit nur in Kläranlage 1 gefunden werden, was auf 

einen Viehbetrieb im Einzugsgebiet dieser Kläranlage als Eintragungsquelle hindeutet. 

Auch wenn regulär keine landwirtschaftlichen Abwässer in kommunale Abwasserleitungen 

gelangen sollten, kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass in Ausnahmefällen 

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 

Fähigkeit zur langfristigen Persistenz in Abwassersystemen besitzen können. Demnach 

wäre ein einziger Eintrag eines Klons in eine Abwasserleitung stromaufwärts der 

Kläranlage möglicherweise ausreichend, um diesem Klon eine dauerhafte Persistenz 

innerhalb der Kläranlage zu ermöglichen.  

Auch für den in Kläranlage 2 gefundenen ST48 kann eine spezifische Eintragungsquelle 

aus dem ländlich geprägten Einzugsgebiet der Kläranlage nicht ausgeschlossen werden, 

da er als  für 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 Kläranlage 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 Kläranlage vorgelagerte Stelle des Abwassersystems zu 
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vermuten, da beide nachgewiesenen Muster von Resistenzgenen und Replikons sowohl 

im Zulauf, als auch im Ablauf der Kläranlage gefunden wurden und ein Plasmid-Transfer 

innerhalb der Kläranlage somit unwahrscheinlich ist.   

Bei allen ST48 und ST9962 Isolaten konnten Resistenzgene gegen Fluorchinolone 

detektiert werden, obwohl die Isolate keine phänotypische Fluorchinolon-Resistenz 

aufwiesen. Die detektierten Resistenzgene vermitteln jedoch bekanntermaßen nur eine 

gering ausgeprägte phänotypische Fluorchinolon-Resistenz (Gibson et al., 2010). Zudem 

konnte die in den Isolaten des Krankenhausabwassers mit einer phänotypischen Resistenz 

assoziierte Kombination an Punktmutationen (Carlsen et al., 2023) in keinem der Isolate 

identifiziert werden.  

Da alle kläranlagenspezifischen Klone sowohl im Zufluss als auch im Abfluss der jeweiligen 

Kläranlagen identifiziert werden konnten, ist weder eine deutliche Eliminierung noch eine 

relative Anreicherung bestimmter Sequenztypen innerhalb der Kläranlagen zu 

beobachten. Ob möglicherweise eine leichte Anreicherung einiger Stämme vorliegt, lässt 

sich aufgrund des Stichprobenumfangs der sequenzierten Stämme pro Kläranlage nicht 

sagen. Um eine solche leichte Anreicherung nachzuweisen, wäre ein intensiveres 

Screening von Zu- und Ablaufproben der jeweiligen Kläranlage notwendig. Ein Screening 

mit weiteren Probenahmestellen stromaufwärts der Kläranlagen könnte zudem auch 

weitere Rückschlüsse zur Rückverfolgung einzelner klonaler Linien sowie den Ursprüngen 

des horizontalen Gentransfers innerhalb der Abwassersysteme zulassen. Aufgrund der 

zeitlichen Differenz wären weitere Probenahmen jedoch nur in Kombination mit einer 

erneuten Beprobung der Kläranlagen selbst zu kombinieren. Eine weitere Alternative für 

weiterführende Analysen des Kläranlagenabwassers ist eine mögliche 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 gewährleisten. 

Bei der Analyse der Kläranlagen wurde ausschließlich E. coli als Modellorganismus zur 

Analyse von möglichen 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 für die Detektion möglicher 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 große Teil einem einzigen Sequenztyp, ST635, zugeordnet werden 
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konnte. Außerhalb dieses im Krankenhausabwasser dominanten ST besaßen hingegen die 

meisten E. coli Isolate keine Resistenzgene gegen Carbapeneme, während alle anderen 

untersuchten Spezies eine sehr hohe Rate an Carbapenemase-positiven Isolaten besaßen. 

Es ist daher denkbar, dass das vollständige Fehlen von Carbapenemase-Genen bei der 

Analyse des Kläranlagenabwassers auf das Fehlen von ST635 Isolaten in dieser Studie 

zurückzuführen ist und möglicherweise keine repräsentative Übersicht über das 

Vorkommen von Carbapenemase-Genen in anderen Enterobacterales Spezies innerhalb 

dieser Kläranlagen bietet. Bei zukünftigen Analysen von multi-resistenten Enterobacterales 

innerhalb abwasserführender Systeme sollte deshalb in Betracht gezogen werden, eine 

weitere Spezies neben E. coli ebenfalls zu analysieren, um speziesabhängige Unterschiede 

feststellen zu können.  

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 abwasserführenden 

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 ausgewählte Resistenzgene im Krankenhausabwasser im zeitlichen Verlauf 

quantifizieren und Veränderungen in Vorkommen und Häufigkeit detektieren zu können. 
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