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l. EINLEITUNG

Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Dublin (S. Dublin) zahlt neben der
Serovar Typhimurium zu den beiden haufigsten Salmonellen, die beim Rind in
Deutschland diagnostiziert werden (METHNER, 2020, 2021). Wie mehrfach
publiziert sind S. Dublin Falle bei Menschen und Rindern weltweit regional gehauft
zu finden. Daher beschreiben verschiedene Autoren individuelle Endemiegebiete
flir das Vorkommen dieser Serovar (MCDONOUGH et al., 1999; AGREN et al., 2016;
KUDIRKIENE et al., 2020). Auch in Deutschland kommt S. Dublin gehauft in
abgegrenzten Regionen vor (GARCIA-SOTO et al.,, 2021). Sachverstdndige des
Friedrich-Loeffler-Instituts sprechen sogar von einem endemischen Vorkommen
in bestimmten Landkreisen, darunter einige in Bayern (METHNER, 2021). Am
Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit wurde S.
Dublin in den letzten Jahren ausschlieRlich in den slidlichen Regierungsbezirken
Ober- und Niederbayern nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es, Daten zur
epidemiologischen Lage und zur Diagnostik von S. Dublin in Bayern in den Jahren
2017 bis 2021 auszuwerten. Weiterhin sollten Resistenzlage sowie maogliche
Virulenzfaktoren mittels molekularer und in vitro Verfahren von diesem

Zoonoseerreger charakterisiert werden.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Salmonellen

Pathogene Bakterien der Gattung Salmonella wurden erstmals im Jahre 1880 von
Karl Joseph Eberth beschrieben. Benannt wurde die Spezies 1900 durch Joseph
Leon Ligniéres, zu Ehren der Arbeitsgruppe des amerikanischen Tierarztes Daniel
Elmer Salmon. Die gramnegativen Stabchenbakterien gehéren zur Familie der
Enterobacteriaceae, wachsen fakultativ anaerob und intrazellular, mit einer GroRRe
von 0,7-1,5 pum x 2,0-5,0 pum. Aufgrund ihrer peritrichen BegeiRelung sind
Salmonellen bis auf wenige Ausnahmen beweglich (SELBITZ et al., 2015). Im aktuell
glltigen White-Kauffmann-Le Minor Schema sind iber 2600 Serovare beschrieben

(GRIMONT & WEILL, 2007; JAJERE, 2019).

Aufgrund ihrer Vermehrungsfahigkeit zwischen 8 und 45 °C sowie der pH-Wert
Toleranz zwischen 4 und 9 sind Salmonellen vergleichsweise stabil gegenliber
Umwelteinflissen. Jedoch sind Salmonellen beim Wachstum auf eine feuchte
Umgebung mit einem aw-Wert von mindestens 0,94 angewiesen. Salmonellen
bilden keine Sporen, kénnen jedoch in einem sogenannten ,viable but non-
culturable” Dauerzustand U(ber einen langen Zeitraum in der Umwelt infektits
bleiben (SELBITZ et al., 2015; MAYNAUD et al., 2016). In warmer, feuchter und
nahrstoffreicher Umgebung kdnnen sich die Bakterien zudem auBerhalb eines

Wirts vermehren (WRAY & DAVIES, 2000).

Beim Menschen ist die Salmonellose weltweit eine ernstzunehmende, meist
lebensmittelbedingte Infektion, an der jahrlich zahlreiche Menschen erkranken
(POPA & PAPA, 2021). In Europa ist die Salmonellose die zweithaufigste bakterielle
Ursache fir gastrointestinale Infektionen beim Menschen (EUROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2020).

1.1. Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Dublin
Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Dublin (S. Dublin) wurde erstmals
im Jahr 1902 von Mohler und Buckley bei einem adulten Rind in den Vereinigten

Staaten von Amerika (USA) als Bacillus der Enteritidis-Gruppe beschrieben
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(MOHLER, 1903; WRAY & DAVIES, 2000). Inzwischen gehort S. Dublin beim Rind in
Deutschland zu den beiden am haufigsten nachgewiesenen Serovaren (METHNER,
2021). Obwohl die genaue Grundlage der Wirtsspezifitdat bislang nicht erklart
werden konnte, gilt S. Dublin als an das Rind adaptiert (NIELSEN, 2013).

1.2. Pathogenese beim Rind

Die Infektion mit S. Dublin erfolgt meist alimentar oder oral, Gber kontaminierte
Futtermittel, Tranke, Gegenstande, sowie nach Kontakt mit Ausscheidern (NAZER
& OSBORNE, 1977; FOSTER et al., 2021). Seltener erfolgt die Infektion liber die
Atemwege oder Konjunktiven (NAZER & OSBORNE, 1977). Die Inkubationszeit
betragt ein bis vier Tage (DIRKSEN, 2002).

Das Eindringen von Salmonellen in Enterozyten von Jejunum und lleum erfolgt
vermutlich Gber die M-Zellen der Peyerschen Platten mittels Makropinozytose
(BAUMLER et al., 2000; PULLINGER et al., 2007). Alternativ gelangt der Erreger
auch auf extrazellularem Weg in die Mesenteriallymphknoten, wo er liber Wochen
oder Monate persistieren kann (PULLINGER et al., 2007). Bestimmten S. Dublin
Stammen gelingt es jedoch in Makrophagen einzudringen und diese als
Transportvehikel und Replikationsort zu nutzen (SEGALL & LINDBERG, 1991;
WALLIS et al., 1995). Diese Fahigkeit ist Voraussetzung fir eine generalisierte
Ausbreitung der Infektion. Je nach Empfanglichkeit des Wirtes konnen
— ausgehend von den Mesenteriallymphknoten — Leber, Milz, Tonsillen, weitere
Lymphknoten und die Lunge befallen werden (SEGALL & LINDBERG, 1991;
PULLINGER et al., 2007).

Lipopolysaccharide sind Bestandteile der dauReren Membran von Salmonellen.
Diese prasentieren sogenannte outer membrane oder O-Antigene, darunter das
Endotoxin Lipid A. Letzteres wirkt stark toxisch fiir Wirtszellen und wird beim
Absterben der Bakterien freigesetzt. In Folge kommt es durch Monozyten und
Makrophagen zu einer Zytokinausschiittung, die GefalRe und Gewebe schadigen
und Thrombosen auslésen kann. Das Syndrom des Endotoxinschocks fiuhrt zu
Hyperthermie, disseminierter intravasaler Koagulopathie und Kreislaufversagen

(RYCROFT, 2000; NIELSEN, 2013).
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Im Stoffwechsel von Salmonellen werden Enterotoxine frei, die im Darm des Wirts
das Krankheitsbild der Enterokolitis hervorrufen kdénnen. In den Enterozyten
fihren diese Toxine zu einer Steigerung der Chloridsekretion und hemmen die
Natriumresorption. Dadurch kommt es zu einer ausgepragten Hyponatriamie, zum
Ubersteigerten Verlust von Flissigkeit, Elektrolyten und Proteinen in Form der
klinischen Diarrhoe. Ein rascher Gewichtsverlust wird verursacht (DIRKSEN, 2002).
Salmonellen kénnen in der Gallenblase tempordar oder — im Falle von
Dauerausscheidern iber einen langen Zeitraum — persistieren. Von dort gelangt
der Erreger intermittierend in den Dinndarm. Die Ausscheidung des Erregers
erfolgt hauptsachlich Giber Darminhalt, seltener tGber Urin, Milch, Vaginalausfluss

und Speichel (NIELSEN, 2013; FOSTER et al., 2021).

1.3. Krankheitsbilder beim Rind
Das klinische Bild einer S. Dublin Infektion beim Rind wird maRgeblich durch drei

Parameter bestimmt (WALLIS et al., 1995; QUINN, 2002; NIELSEN, 2013):

* Infektionsdosis,
Anzahl oral aufgenommener Erreger > 10° koloniebildende Einheiten (KbE)
= Virulenz des Stamms
=  Empfanglichkeit des Wirtsorganismus unter Bericksichtigung von Alter,

Immunstatus, Genetik und Konstitution

Rinder in Herden mit wenigen bis keinen Ausscheidern haben ein hohes Risiko sich
mit S. Dublin aus externen Quellen zu infizieren (NIELSEN et al., 2004a). Dabei kann
das klinische Bild einer Infektion mit S. Dublin stark variieren (WRAY & DAVIES,
2000). Die verschiedenen Infektionsstadien mit ihren Merkmalen sind in Tabelle 1

aufgefihrt.

Zeitgleiche parasitare Infestationen oder virale Infektionen, beispielsweise durch
Fasciola hepatica oder mit dem Bovinen Virus Diarrhoe Virus, steigern die
Empfanglichkeit des Wirtstieres flir Salmonellen und fihren zu vergleichsweise
schwereren Krankheitsverlaufen (RICHARDSON & WATSON, 1971; VAESSEN et al.,
1998; WRAY & DAVIES, 2000; DIRKSEN, 2002).

Typisch fir eine Infektion mit S. Dublin sind Aborte (CARRIQUE-MAS et al., 2010).

In GroBbritannien stellt S. Dublin nach Neospora die zweithdufigste Abortursache
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bei Milchkiihen dar (OTTER, 2020). In Betrieben mit hohen Infektionsraten kann
es bei adulten Kiihen ohne jegliche Anzeichen einer Infektion zu Aborten in der
zweiten Trachtigkeitshalfte kommen (HINTON, 1977; DIRKSEN, 2002; NIELSEN et
al., 2004a; CARRIQUE-MAS et al., 2010). Auch Nachgeburtsverhalten, Totgeburten
und die Geburt infizierter Kalber nach intrauteriner Infektion sind beschrieben

(HINTON, 1974; DIRKSEN, 2002; FOSTER et al., 2021).

Bei laktierenden Rindern kann Milchriickgang ein Symptom sein, das zu hohen
gesamtwirtschaftlichen EinbufBen fihrt (DIRKSEN, 2002; NIELSEN et al., 2013;
KUDIRKIENE et al., 2020). Dartiber hinaus kann der Zoonoseerreger liber die Milch
ausgeschieden werden (NIELSEN, 2013).

Die Kalbersterblichkeit bei einer Infektion mit S. Dublin betragt bis zu 30 % (HOUSE
et al.,, 1993). Neonatale Kélber infizieren sich oral Uber die Muttermilch oder
Ausscheidungen der Mutterkuh (NAZER & OSBORNE, 1977; NIELSEN et al., 2004a).
Besonders empfanglich sind Saugkalber. Haufig erkranken diese zwischen der
vierten und fiinften Lebenswoche (NAZER & OSBORNE, 1977; WRAY & DAVIES,
2000; NIELSEN, 2013). Unter anderem &uRert sich eine S. Dublin Infektion bei
Kalbern durch Diarrhoe bis hin zu Lebensschwache, Septikdamie und Tod (DIRKSEN,
2002; PULLINGER et al., 2007; FOSTER et al., 2021). Des Weiteren ist bei Kalbern
auch die Form der Zystitis mit Ausscheidung des Erregers (iber den Urin
beschrieben (COSTA et al., 2018). Beim klinischen Bild der Diarrhoe kommt es zu
einer massenhaften Ausscheidung von Salmonellen. Hierdurch steigen
Umgebungs-, Umweltkontamination und somit der Infektionsdruck fiir andere
Tiere in der Umgebung erkrankter Kalber massiv an (DIRKSEN, 2002).
Kontaminierter Kot spielt die bedeutendste Rolle bei der Ubertragung von

S. Dublin (NIELSEN, 2013).

Eine Besonderheit nach einer Infektion mit S. Dublin stellen klinisch inapparente
Tragertiere dar (WRAY & DAVIES, 2000). Tiere werden mit erhohter
Wahrscheinlichkeit zu Tragertieren, wenn sie wahrend der Infektion geringen
Keimzahlen ausgesetzt waren. Im Gegensatz dazu genesen eher solche Tiere, die
wahrend der Infektion hohen Keimzahlen ausgesetzt waren (NIELSEN et al.,
2004a). Besonders Farsen und Kihe + 70 Tage um den Abkalbetermin haben im

Falle einer Infektion ein erhohtes Risiko, Tragertiere zu werden (NIELSEN et al.,
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2004a). Zusatzlich werden ungefahr 5% der genesenen Kalber zu Tragertieren

(FOSTER et al., 2021).

Ein wichtiger Aspekt fir die epidemiologische Interpretation der
Ubertragungswahrscheinlichkeit ist, dass Tragertiere unter Stress hiufig zu
Ausscheidern werden. Ursache dafiir ist, dass die Stresssituationen zu einer
Stérung der normalen Darmfunktion fihren. Dadurch haben Salmonellen die
Moglichkeit sich zu vermehren, anzuhaften und in die Darmzellen einzudringen

(NIELSEN, 2013). Mogliche Stresssituationen kénnen sein:

= Korperliche Anstrengung wie zum Beispiel Trachtigkeit, Partus und
Hochlaktation (DIRKSEN, 2002; QUINN, 2002)

= Co-Infektionen mit Parasiten oder Mikroorganismen (QUINN, 2002)

=  Umweltfaktoren und Haltungsbedingungen wie zum Beispiel extreme
AuBentemperaturen, hohe Tierdichte, Futterumstellung, schlechte
Futterqualitdt, Hungern, Wassermangel (QUINN, 2002; NIELSEN, 2013)

=  Vermarktung und Transport (DIRKSEN, 2002; QUINN, 2002)

= latrogene Einfliisse wie zum Beispiel orale Antibiose oder operative Eingriffe

mit Narkose (QUINN, 2002)

S. Dublin wird haufig auch bei Rindern ohne klinische Symptome nachgewiesen
(KLOSE et al., 2022). Stammabhéangig kann S. Dublin nur als Darmpassant auftreten
ohne eine Invasion der Darmlymphknoten. Die Ausscheidung endet in diesem Fall

etwa zwei Wochen nach dem letzten Erregerkontakt (RICHARDSON, 1975).

Die Wirtsspezifitat von S. Dublin fihrt zwar dazu, dass die Infektion haufig auf das
Rind beschrankt bleibt, es konnen jedoch auch andere Tierarten zum Teil schwer
erkranken. So wurde die Septikdmie eines Hundes aus England ursachlich auf
S. Dublin zuriickgefihrt (MILSTEIN, 1975). Allerdings sind auch diverse Falle von
asymptomatischen Hunden beschrieben (PHILBEY et al., 2014; KLOSE et al., 2022).
Dokumentiert sind Aborte, Totgeburten und erhdohte Mortalitdtsraten nach
S. Dublin Infektion von Nerz und Fuchs in danischen Pelzfarmen (DIETZ et al.,

2006).
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1.4. Krankheitsbilder beim Menschen

Der Zoonoseserreger S. Dublin ist zwar vornehmlich an das Rind adaptiert, es
werden jedoch auch Infektionen beim Menschen beschrieben. Der Mensch
infiziert sich meist nach Verzehr kontaminierter Rohmilch, Rohmilchprodukten
oder rohem beziehungsweise unzureichend gegartem Rindfleisch (FANG & FIERER,
1991; KRAUSS et al., 2004; HARVEY et al., 2017). Zudem kénnen Schmutz- und
Schmierinfektionen bei Kontakt mit oben genannten Nahrungsmitteln indirekt zu
einer Infektion flihren (KRAUSS et al., 2004). Der direkte Kontakt mit Tieren stellt
seltener eine Infektionsgefahr dar (FANG & FIERER, 1991). Eine
zwischenmenschliche Ubertragung oder eine Ubertragung auf den Menschen von

anderen Tierarten als dem Rind wurde bisher nicht beschrieben.

Erkrankungen und schwere Verldaufe treten insbesondere bei Patienten mit
Immunschwache oder Vorerkrankungen wie Tumorerkrankungen, Diabetes
mellitus oder Infektionen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus auf (FANG &
FIERER, 1991; LIEBANA et al., 2002; KRAUSS et al., 2004). Zudem wird S. Dublin
haufiger bei adlteren Patienten nachgewiesen als andere Salmonellen Serovare.
Der Median des Alters der Patienten mit S. Dublin Infektion liegt aktuell bei 55
Jahren, bei anderen Serovaren jedoch bei 23 Jahren. Kinder infizieren sich
seltener, mannliche Patienten hingegen haufiger mit S. Dublin. Letztere vermutlich
bedingt durch haufigeren Konsum von rohem Fleisch (HARVEY et al., 2017).
S. Dublin wird in Gelenken von Patienten nach Implantation von Endoprothesen

haufiger als andere Serovare nachgewiesen (EL SAYED et al., 2018).

Die Inkubationszeit betragt, abhangig von der aufgenommenen Keimmenge, 7 bis
72 Stunden (KRAUSS et al., 2004). Die Symptome reichen von Diarrhoe, Ubelkeit,
selbstlimitierendem Erbrechen, abdominellen Schmerzen bis hin zu Fieber und in
seltenen Fallen Atemnot (FANG & FIERER, 1991; KRAUSS et al., 2004). Sehr selten
wurden Hautldsionen bei Menschen nach direktem Kontakt zu infektidsen Tieren

beschrieben (WILLIAMS, 1980; GILLIANS et al., 1982).

Der labordiagnostische Nachweis gelingt wahrend einer Infektion mit S. Dublin je

nach Symptomatik mittels Blutkultur, Stuhlproben, Abstrichtupfern aus dem
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Respirationstrakt, Probenmaterial aus dem zentralen Nervensystem und weiteren

betroffenen Organen (FANG & FIERER, 1991).

Bei gastrointestinalem Verlauf ohne Komplikationen genesen Patienten meist
innerhalb von ein bis zwei Tagen (KRAUSS et al., 2004). Dagegen liegt die
Mortalitatsrate im akuten Fall sowie innerhalb eines Jahres nach einer Infektion
bei S. Dublin im Vergleich zu anderen Serovaren besonders hoch. Diese ist durch
die hohere Invasivitdtsrate zu erkldaren. Resultierende Generalisierung der
Infektion und Sepsis flihren haufiger zu Hospitalisierungen und Todesfallen (FANG

& FIERER, 1991; HELMS et al., 2003; HARVEY et al., 2017).

1.5. Virulenzfaktoren

Die Invasivitat von S. Dublin ist ursachlich auf Virulenzfaktoren zuriickzufiihren,
die auch die Schwere des klinischen Bilds beim Menschen abbilden. Die genauen
Grundlagen dafiir konnten bisher jedoch noch nicht vollstindig verstanden

werden (MOHAMMED & CORMICAN, 2016; MOHAMMED et al., 2017).

Eine Komponente ist das Invasom, das aus zwei Typ-VI-Sekretionssystemen
besteht, codiert auf Salmonella-Pathogenitatsinseln (SP1), dem Prophagen Gifsy-2
und den Virulenzgenen ggt und PagN (MOHAMMED et al., 2017). Im Typ VI
Sekretionssystem auf SPI-6 liegen Gene, die fiir das Shiga-dhnliche Toxin A
codieren. Gifsy-2 Prophage wurde in allen in der Studie untersuchten S. Dublin
Isolaten nachgewiesen und codiert fir einige Dutzend Virulenzfaktoren
(MOHAMMED & CORMICAN, 2016). Das Virulenzgen ggt codiert flir Gamma-
Glutamyltransferase und inhibiert vermutlich die T-Zell-Proliferation (SCHMEES et
al., 2007). Das Invasionsgen PagN codiert fiir ein Protein der duBeren Membran,
das wahrscheinlich an der Adhasion und Invasion von Wirtszellen beteiligt ist

(LAMBERT & SMITH, 2008; MOHAMMED & CORMICAN, 2016).

Das Virulenz-Antigen ,Vi“ ist nicht bei allen S. Dublin Isolaten vorhanden
(GRIMONT & WEILL, 2007). Die Codierung der Vi-Proteine liegt im viaB Locus auf
SPI-7 und soll in Zusammenhang mit der Invasivitdt stehen (PICKARD et al., 2003).
Das Vi-Antigen wirkt gegen Opsonierung und Phagozytose durch Reduktion des
Tumornekrosefaktors a, der durch Makrophagen ausgeschittet wird. Zusatzlich

wird die Resistenz der Bakterienzellen gegeniliber oxidativem Stress erhoht
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(LOONEY & STEIGBIGEL, 1986; HIROSE et al., 1997). Jedoch werden auch bei
schweren Erkrankungsfallen kaum S. Dublin Isolate mit Vi-Antigen nachgewiesen
(MOHAMMED & CORMICAN, 2016; MOHAMMED et al., 2016; MOHAMMED et al.,
2017). Es ist beschrieben, dass daher das Vi-Antigen nicht allein fiir die Virulenz

von S. Dublin verantwortlich sein kann (MOHAMMED et al., 2017).

Salmonella plasmid virulence Gene (spv) sind auf Plasmiden codiert (DIRKSEN,
2002). Urspriinglich wurde diesen eine ausschlaggebende Rolle fiir Invasivitat und
folglich fur die systemische Infektion zugeschrieben (WALLIS et al., 1995; DIRKSEN,
2002). Da aber nicht bei allen Isolaten aus systemischen Infektionen spv-Gene
nachgewiesen wurden, scheint diese Theorie widerlegt oder zumindest
unvollstandig zu sein (MOHAMMED et al., 2017). Die spv-Gene bleiben Uber viele
Generationen stabil. Deshalb ist es wichtig zu beachten, dass wahrend einer
antibiotischen Behandlung Virulenzfaktoren, die auf Resistenzplasmiden liegen,

ebenfalls selektiert werden (OLSEN et al., 1990; HARVEY et al., 2017).

1.6. Vorkommen von Salmonella Dublin in Deutschland und weltweit

S. Dublin gehort zu den beiden haufigsten Serovaren beim Rind in Deutschland
(METHNER, 2021). Jahrlich werden um die 30 Ausbriiche gemeldet, von denen ein
grofSer Teil in bekannten Endemiegebieten angesiedelt ist. Isolate aus Clustern
sind Uber ganz Deutschland verteilt oder beschrankt auf eine Region. Bisher wurde
keine Ubertragung von oder nach Frankreich, Didnemark oder Schweden
nachgewiesen (GARCIA-SOTO et al., 2021). Humaninfektionen mit Salmonellen in
Deutschland werden zu einem sehr geringen Protzentsatz von S. Dublin ausgeldst
(ROBERT KOCH-INSTITUT, 2021a). Aus diesem Grund werden nachfolgend in
Tabelle 2 Einzelinfektionen beim Menschen aufgefiihrt anstelle der Anzahl der

Ausbriiche wie beim Rind.
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Rinderherde
Salmonellose

Mensch 267 274 277 109

Rinderherde 37 44 39 30
Salmonella Dublin

Mensch 11 7 10 5

Tabelle 2: Salmonellosen und Nachweise von Salmonella Dublin in Rinderherden
und beim Menschen in den Jahren 2017 bis 2020 in Deutschland (ROBERT KOCH-
INSTITUT, 2019; METHNER, 2020, 2021; ROBERT KOCH-INSTITUT, 2021a).

Daten aus Osterreich belegen S. Dublin Endemiegebiete fiir Tirol und Salzburg
(ALLERBERGER et al., 2003). Betroffene Areale, die auch Almen beinhalten,

grenzen direkt an bayerische Endemiegebiete (KLOSE et al., 2022).

Publikationen aus Frankreich, Danemark und Schweden beschreiben ebenfalls
Endemiegebiete in bestimmten geografischen Regionen (AGREN et al., 2016;
VIGNAUD et al., 2017; KUDIRKIENE et al., 2020). In anderen europdischen Landern
ist von einer ahnlichen Situation auszugehen. Im Vereinten Kénigreich ist S. Dublin
sogar die am haufigsten nachgewiesene Serovar beim Rind (CARRIQUE-MAS et al.,
2010).

S. Dublin wird weltweit sowohl bei Rindern als auch bei Menschen nachgewiesen.
Im Gesundheitswesen wird diese Serovar aufgrund der hohen Mortalitdtsrate bei

Humaninfektionen als eine globale Bedrohung eingeordnet (HARVEY et al., 2017).

2. Antimikrobielle Resistenzen

Antimikrobielle Resistenzen gibt es mutmaRlich bereits langer als die Menschheit
selbst und weit vor dem Einsatz von Antibiotika in der Human- und
Veterinarmedizin. In der Evolution haben Organismen auch in natirlichen
Lebensraumen einen bedeutenden Selektionsvorteil gegeniiber denen, die keine
antimikrobiell wirksamen Substanzen produzieren kdnnen (VAN DUIJKEREN et al.,
2018). Resistenzen kénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Natdrliche und

erworbene Resistenzen (REYGAERT, 2018).
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Natirliche Resistenzen konnen intrinsisch vorkommen, das heit bei einer
bestimmten Bakterienspezies werden sie immer exprimiert. Alternativ kdnnen sie
induziert sein, zum Beispiel durch Kontakt mit einem Antibiotikum werden die
zustandigen Gene aktiviert (REYGAERT, 2018). Beispiele fiir intrinsische
Resistenzen sind: Unzuganglichkeit einer Zielstruktur, effektive Effluxpumpen,
Produktion von inaktivierenden Enzymen (REYGAERT, 2018; VAN DUIJKEREN et al.,
2018).

Erworbene Resistenzen haben ihren Ursprung im Austausch von genetischen
Resistenzgenen zwischen Organismen oder durch Mutationen der
chromosomalen DNA. Resistenzgene werden haufig in Form von Plasmiden
Ubertragen, weniger haufig durch Bakteriophagen. Mutationen, die zu
Resistenzen fiihren, entstehen auf Genabschnitten, die fir Zielstrukturen von
Antibiotika, Transporter in der Zellwand oder inaktivierende Enzyme codieren

(REYGAERT, 2018; VAN DUIJKEREN et al., 2018).

Antimikrobielle Resistenzen aus Zoonose- und Lebensmittelerregern, wie zum
Beispiel Salmonellen, stellen eine wachsende Bedrohung fir das

Gesundheitswesen dar (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

2.1. Resistenzen in vivo, in vitro und in silico

Die Korrelation zwischen antimikrobiellen Resistenzen in vivo und in vitro ist seit
Jahrzehnten wissenschaftlicher Konsens (FANTIN et al., 1991; RANJBAR
MALIDAREH et al.,, 2013). Richtlinien des Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) und European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) fur die Bewertung von Ergebnissen aus in vitro Testungen beziehen sich
mit spezifischen Werten zu Tierart-Bakterium-Wirkstoff-Kkombinationen auf diese
Korrelation und somit die Wahrscheinlichkeit der Wirksamkeit der getesteten
Substanz im Tier (CLSI, 2020; EUCAST, 2022). Seit einigen Jahren gibt es durch die
Vollgenomsequenzierung die Moglichkeit der in silico Suche nach Resistenzgenen.
Auch hier wurde eine hohe Ubereinstimmung mit der in vitro Diagnostik
nachgewiesen. Somit gilt die in silico Methode als verldssliches Mittel zur
Resistenzbestimmung (CARROLL et al., 2017; PAUDYAL et al., 2019; BHARAT et al.,
2022).
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2.2. Resistenzlage von Salmonella Dublin in Deutschland und weltweit

S. Dublin weist im Vergleich zu anderen Serovaren in Deutschland und Europa
kaum Resistenzen auf (KUDIRKIENE et al., 2020; GARCIA-SOTO et al., 2021; EFSA,
2022; KLOSE et al., 2022). Zwischen 2005 und 2018 wurde in Deutschland nur ein
S. Dublin Isolat beschrieben, das eine Multiresistenz aufwies (GARCIA-SOTO et al.,
2021).

Seit Jahren steigt dagegen in den USA die Anzahl der multiresistenten Isolate an.
Bei 55% der S. Dublin Isolaten wurden Multiresistenzen nachgewiesen, im
Vergleich zu 12 % bei anderen Serovaren (HARVEY et al., 2017). Von 1968 bis 2013
nahmen dort die Infektionszahlen mit S. Dublin bei Menschen zu, im Vergleich zu
relativ stabil bleibenden Infektionen mit anderen Serovaren (Inzidenzen pro
100.000 Einwohnern). Im gleichen Zeitraum stieg zudem die Hospitalisations- und
Sterberate. Man vermutet einen Zusammenhang mit den zeitgleich zunehmenden
Multiresistenzen (> 7 Substanzklassen) (HARVEY et al., 2017). Hinsichtlich der
Resistenzlage wurde kein Unterschied zwischen Isolaten menschlicher oder
tierischer Herkunft festgestellt (CARROLL et al., 2017). Auch in
Lebensmittelisolaten wurden Resistenzen gefunden (EYLER et al., 2020). In Kanada
kam es 2010 ebenfalls zu einem Anstieg der Infektionen von Menschen mit

multiresistenten S. Dublin Stammen (MANGAT et al., 2019).

Bei der Suche nach der Ursache von zunehmenden Resistenzen konnten Plasmide
identifiziert werden, die bei S. Dublin Isolaten aus bestimmten geografischen
Regionen nachgewiesen wurden und den weltweiten Anstieg der Resistenzlage
erklaren (HARVEY et al., 2017; MANGAT et al., 2017; MOHAMMED et al., 2017,
FENSKE et al., 2019; KUDIRKIENE et al., 2020). Dabei ergab sich, dass die Evolution
des Genoms von S. Dublin eher an geografische Faktoren gekniipft und
wirtsunabhangig ist (FENSKE et al., 2019). Diagnostisch erlauben die aktuell stark
zunehmenden Mengen und die Verfligbarkeit von Daten aus der
Vollgenomsequenzierung weltweit eine umfassende Uberwachung der

Resistenzentwicklung von S. Dublin (ALCOCK et al., 2020; BHARAT et al., 2022).
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2.3. Ausblick auf die Resistenzbestimmung

Die herkdémmliche Resistenzbestimmung mittels Mikrodilutionsverfahren oder
Plattchendiffusionstest ist zeitaufwandig. Bei schwer erkrankten Patienten muss
daher eine antimikrobielle Therapie eingeleitet werden bevor mogliche
Resistenzen des Erregers bestimmt sind. Die Forschung richtet daher den Fokus
auf schnellere Alternativen verglichen mit den klassischen Methoden der
Resistenzbestimmung (VAN BELKUM & DUNNE, 2013). Es folgt eine Auswahl an
vielversprechenden Ansatzen, die kinftig fir die Resistenzbestimmung in der
Routinediagnostik weiterentwickelt werden kénnten (VAN BELKUM & DUNNE,
2013).

Die Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/ lonisierung-Flugzeit Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF MS) kann auf drei Wegen zur Bestimmung
antimikrobieller Resistenzen eingesetzt werden: Die Bestimmung der Aktivitat von
Antibiotika-inaktivierenden Enzymen, Nachweis eines PCR-Produkts das auf
antimikrobielle  Resistenz  hinweist und Messung des verdanderten
Proteinspektrums eines Bakteriums unter Verwendung einer antimikrobiell

wirkenden Substanz (VAN BELKUM & DUNNE, 2013; YOON & JEONG, 2021).

Mittels  Durchflusszytometrie kann mit Hilfe von interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffen die Anzahl abgestorbener Bakterienzellen nach Kontakt
mit einer antimikrobiell wirkenden Substanz gemessen werden (VAN BELKUM &

DUNNE, 2013).

Eine Multiplex-PCR fiir den Nachweis von Resistenzdeterminanten ist bisher nicht
fur S. Dublin beschrieben, kénnte jedoch aufgrund genetischer Ahnlichkeiten aus
einer Veroffentlichung tber S. Typhimurium Ubertragen werden (KHAN et al.,
2000). Der Nachteil einer PCR ist die Beschrankung auf bestimmte
Resistenzmerkmale (VAN BELKUM & DUNNE, 2013).

Die Vollgenomsequenzierung ermoglicht die Detektion sowohl von erworbenen
Resistenzgenen als auch Mutationen, die zu antimikrobiellen Resistenzen fiihren.
Jedoch kann die auf genetischen Elementen basierende Vollgenomanalyse die
in vitro Diagnostik, welche der Situation im Organismus am dhnlichsten ist, aktuell

noch nicht ersetzen. Ein weiterer Aspekt ist, dass neu entstehende Resistenzgene
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oder Mutationen, die nicht in den Datenbanken erfasst sind, nicht als solche
identifiziert werden. Des Weiteren spielen die hohen Kosten in der derzeit noch
beschrankten Akzeptanz eine groRRe Rolle (ELLINGTON et al., 2017; QUAINOO et
al., 2017; BHARAT et al., 2022). Aus diesen Griinden sollte die Resistenzdiagnostik
nicht ausschlieRlich in silico durchgefiihrt werden (BHARAT et al., 2022). Denkbar
ware ein in vitro-Screening eines bestimmten Prozentsatzes der S. Dublin Isolate

in Deutschland erganzend zu einer standardmaRigen in silico-Bestimmung.

3. Epidemiologische Untersuchungen

Die Epidemiologie beschaftigt sich mit den zu einem Krankheitsausbruch
fihrenden Wechselwirkungen zwischen Krankheitserreger, Wirt und Umwelt.
Nicht nur die Pathogenese und das Einzeltier, sondern auch der Betrieb, die
Region, das Land und Umweltfaktoren werden in Untersuchungen mit
einbezogen. In der vorliegenden Studie war das Ziel der epidemiologischen
Untersuchungen, das Risiko einer S. Dublin Infektion, das AusmaR und die Folgen
fir  einen  Bestand  abzuschatzen, geeignete  Bekampfungs- und
BiosicherheitsmalRnahmen auszuwahlen und den Erreger zur Pravention erneuter

Infektionen zu Gberwachen (SERGEANT & PERKINS, 2015; KLOSE et al., 2022).

3.1. Verfahren der epidemiologischen Untersuchungen

Seit dem 01. Januar 1995 werden amtlich festgestellte Rindersalmonellose-
Ausbriiche Uber das Nationale Tierseuchennachrichtensystem (TSN) erfasst
(METHNER, 2012; FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2022). Einen jahrlichen
Uberblick liefert der Tiergesundheitsjahresbericht des Friedrich-Loeffler-Institutes
(METHNER, 2021). Uber das Herkunfts-Informationssicherungssystem kénnen auf
Betriebsebene die Bewegungen von Einzeltieren per Ohrmarkenabgleich
nachverfolgt werden (BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG,
LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2021). In Kombination mit dem TSN kénnen so

S. Dublin Ubertragungen zwischen Betrieben nachverfolgt werden.

GemaB der Rinder-Salmonellose-Verordnung missen in Deutschland in
betroffenen Betrieben potentielle Eintragsquellen von Salmonellen Gberprift
werden (BUNDESMINISTERIUM DER JUSTIZ, 1991; DIRKSEN, 2002; METHNER,

2012). Bei S. Dublin liegt aufgrund des Hauptibertragungswegs durch Kot der
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Schwerpunkt auf zugekauften Tieren oder Tieren aus anderen Teilbetrieben
(DIRKSEN, 2002; NIELSEN et al., 2013). Aber auch Personen und Fahrzeuge mit
Kontakt zu anderen Bestanden, Schadnager, Wildvogel, Futtermittel,
kontaminierte Weideflachen und Wasserlaufe sind mogliche Eintragsquellen fir
Salmonellen (FIELD, 1948; NAZER & OSBORNE, 1977; DIRKSEN, 2002; METHNER,
2012).

Auf Erregerebene bietet die Verwandtschaftsanalyse anhand der Daten der
Vollgenomsequenzierung eine gute Méglichkeit Ubertragungen von S. Dublin
innerhalb und zwischen verschiedenen Betrieben nachzuweisen (AGREN et al.,

2016; GARCIA-SOTO et al., 2021).

3.2 Auswertung mit dem Schwerpunkt Aimweiden

Bei der Auswertung der epidemiologischen Daten muss unterschieden werden
zwischen gut abgrenzbaren Ausbruchsgeschehen und endemischen Geschehen,
die lGber einen langeren Zeitraum stattfinden. Diese sind in der Regel schwieriger
zu untersuchen, da vielfaltige Infektionswege schwer tiberschaubar und teilweise

nicht mehr nachvollziehbar sind.

Geografisch gut abgegrenzte Ausbruchsgeschehen zeigen sowohl in der
epidemiologischen Untersuchung als auch bei den Ergebnissen der
Vollgenomsequenzierung einheitliche Ergebnisse (AGREN et al.,, 2016). Beim
Vergleich von S. Dublin aus verschiedenen Bundeslandern kénnen die Isolate
unterschiedlicher Herkunft gut voneinander unterschieden werden (GARCIA-

SOTO et al., 2021).

Fir endemische Gebiete, wie zum Beispiel Oberbayern, ist eine Nachverfolgung
rein auf der Basis epidemiologischer Daten jedoch schwierig. Das endemische
Geschehen ist liber Jahre oder sogar Jahrzehnte regional etabliert und ein
moglicher Ursprung zu einem spateren Zeitpunkt oft nicht mehr eindeutig
nachvollziehbar. In der vorliegenden Studie haben aktiv ausscheidende Tiere auf
Almweiden viele Kontakttiere aus unterschiedlichen Betrieben, Kontakt zu
wildlebenden Tieren oder auch belebten und unbelebten Vektoren (KLOSE et al.,
2022). Rinder, die sich auf Almen infizieren, kdnnen als latente Trager in ihren

Herkunftsbetrieb zuriickkehren und dort weitere Tiere infizieren (ALLERBERGER et
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al., 2003; BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FOR ERNAHRUNG,
LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2010; KLOSE et al., 2022). Eine mogliche
Vorgehensweise flir diese Problematik ware der Ansatz von de Knegt.
Epidemiologische Gruppen werden nicht nur auf Herden beschrankt, sondern
weiter gefasst, zum Beispiel Betriebe mit benachbarten Weiden oder Betriebe, die
Tiere austauschen (DE KNEGT et al., 2020). In Bayern wiirden dementsprechend
Almen und die Ursprungsbetriecbe der dort gehaltenen Tiere eine

epidemiologische Einheit bilden.

4, Vollgenomanalyse

Die Vollgenomanalyse ist die derzeit vollumfanglichste Methode zur molekularen
Charakterisierung von Mikroorganismen und kann folgende Fragestellungen

bedienen:

=  Genotypisierung mit forensisch belastbarer Identifizierung einzelner
Organismen

=  Phylogenetische  Berechnungen mehrerer &ahnlicher  Organismen,
Verwandtschaftsanalyse

= Anzahl und Qualitdit von codierenden Genen beispielsweise fir

Virulenzfaktoren, Antibiotikaresistenz, Toxine und Oberflachenantigene

In den letzten Jahren ist diese Methode zugdnglicher und kostenglinstiger fir
Anwenderlabore geworden und ist demzufolge nicht mehr ausschliefSlich in der

Forschung angesiedelt (QUAINOO et al., 2017).

Vor knapp 25 Jahren wurde mittels der ersten Generation der
Sequenziertechniken von Fleischmann et al. das erste vollstdandig sequenzierte
bakterielle Genom beschrieben. Die dafiir verwendete Technik war eine
modifizierte und automatisierte Version der Kettenabbruchmethode nach Sanger
et al. (SANGER et al., 1977; FLEISCHMANN et al., 1995). Die zweite und dritte
Generation der Sequenziertechniken liefern in kiirzerer Zeit gréRere Mengen an
Daten und sind kostengtinstiger (STRANNEHEIM & LUNDEBERG, 2012; LAND et al.,
2015; QUAINOO et al., 2017).



. Literaturtbersicht 20

Eine spezielle Anwendung findet die Vollgenomsequenzierung von Salmonellen

bei der Untersuchung von Krankheitsausbriichen.

Das Genom von Salmonellen besteht aus 4,3 bis 5 Millionen Basenpaaren (SELBITZ
et al., 2015). Zum aktuellen Zeitpunkt sind im Europdischen Nukleotid-Archiv
(ENA) Uber 2.100 assemblierte Genome von S. Dublin veréffentlicht (ENA, 2022b).

4.1. Verfahren der Vollgenomsequenzierung

Aktuell sind drei Technologien von jeweils unterschiedlichen Anbietern
marktfiihrend. Die lllumina Technologie gehort zur zweiten Generation der
Sequenziertechniken, bei der short reads (kurze Teilsequenzen bis zu einer Lange
von 300 Basenpaaren) generiert werden. Bei der Entschlisselung komplexer
Regionen insbesondere von bisher unbekannten Regionen des Genoms stoft
diese Technologie allerdings an ihre Grenzen. Pacific Biosciences und Oxford
Nanopore Technologies gehoren zur dritten Generation, bei der keine
Amplifizierung noétig ist und long reads (lange zusammenhangende Teilsequenzen

Uber 10.000 Basenpaare) generiert werden (QUAINOO et al., 2017).

4.1.1. lllumina Sequenziermethode

Gerate von lllumina messen mit dem Prinzip des Sequencing by Synthesis, also die
Sequenzierung wahrend der Synthese des Komplementarstranges. Fir die
Synthese des Komplementarstranges werden fluoreszenzmarkierte
Deoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) eingesetzt, die wahrend der Inkorporierung

in den neuen Strang ein Fluoreszenzsignal abgeben.

Zundchst wird die DNA eines Isolates enzymatisch oder mittels Ultraschall
fragmentiert. An die Enden der Fragmente werden Adaptersequenzen ligiert, die
mit einem fir das Isolat eigens zugeordnetem Barcode versehen sind. Alle zu
untersuchenden Libraries werden zu einem Pool zusammengefasst, der in ein
Sequenzier-ReaktionsgefdalS gegeben wird. Dieses enthalt zusatzlich alle

Reagenzien, die wahrend eines Sequenzierlaufes bendtigt werden.

Das Sequenziergerat ladt den Kartuscheninhalt auf eine sogenannte Flow Cell. Dies
ist ein Chip, der mit den Komplementdrsequenzen der Adaptersequenzen

beschichtet ist. Die Adaptersequenzen und damit die DNA-Fragmente binden so
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an einem vorgesehenen Ort auf der Oberfldche der Flow Cell. Die DNA-Fragmente
werden durch eine DNA-Polymerase mehrfach amplifiziert, wodurch

Ballungszentren aus Einzelstrangen, sogenannte Cluster, entstehen.

Danach werden die dNTPS, also vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierte
Nukleotide (A, C, G und T) Uber die Flow Cell geschwemmt und durch eine
Polymerase einzeln in den neuen DNA-Strang inkorporiert. Nach einem
Waschschritt wird die Fluoreszenz gemessen. Anschliefend wird der
Fluoreszenzmarker abgespalten, fortgespilt und der Prozess wiederholt. Mittels
der fir jedes Nukleotid unterschiedlichen Fluoreszenzsignale wird die Basenfolge

jedes Clusters dokumentiert und daraus die genetische Sequenz konstruiert.

Die Fehlerquote bei der Zuweisung der passenden Base zum Fluoreszenzsignal
wird bei lllumina mit dem Qualitatsfaktor von 30 (Qso) angegeben. Dieser sagt
einen Fehler von einer falsch zugewiesenen Base unter 1.000 voraus. Der Qsp ist
abhangig vom verwendeten lllumina-Gerat. Laut Herstellerangaben liegt die
Fehlerquote fiir das bei unseren Untersuchungen verwendete Gerat MiniSeq bei
0,1 % bei > 80 % der zugewiesenen Basen. Dieser Wert ist vergleichsweise niedrig
und die lllumina Methode daher eine sehr zuverldssige Methode (QUAINOO et
al., 2017).

4.1.2. Pacific Biosciences

Die Technologie und das Patent der amerikanischen Firma Pacific Biosciences
(PacBio) basiert auf Single-Molecule Real-Time (SMRT) Sequenzierung. Im ersten
Schritt der SMRT Technologie muss die sogenannte SMRT bell generiert werden,
indem beide Enden eines doppelstrangigen DNA-Molekils mit Haarnadel-
Adaptern ligiert werden. Die SMRT bell wird in eine SMRT cell gegeben. Dies ist ein
Chip, der mikroskopisch kleine Kammern enthalt. Am Boden dieser Kammern
befindet sich eine immobilisierte DNA-Polymerase, an die der Haarnadel-Adapter
bindet. In jeder Kammer wird nur ein einziges DNA-Molekil sequenziert. Im
nadchsten Schritt werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide (A, C, G und T) Gber die
SMRT cell geschwemmt. Die Polymerase inkorporiert die markierten Nukleotide.
Dabei werden die Fluoreszenzmarker abgespalten und emittieren ein pulsartiges

Lichtsignal, das spezifisch fiir jede Base ist. Mit einem Laserstrahl werden diese
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Lichtsignale detektiert und in Echtzeit aufgenommen. Auf diesem Weg werden die
inkorporierten Basen und somit die Basenabfolge der untersuchten DNA als

kontinuierlicher long read bestimmt.

Mit der PacBio Technologie kénnen im Vergleich zum Illumina Patent zwar
verhaltnismaRig weniger Isolate wahrend eines Durchgangs untersucht werden,

aber die Sequenzierung per PacBio ist deutlich schneller.

Die Fehlerquote liegt mit 14 % pro Base relativ hoch. Das ist dadurch bedingt, dass
Nukleotide, die fir langere Zeit in der Kammer verweilen ohne durch die
Polymerase in den Strang inkorporiert zu werden, mitgemessen werden kénnen

(QUAINOO et al., 2017).

4.1.3. Oxford Nanopore Technologies

Die Technologie der britischen Oxford Nanopore Technik basiert auf einzelnen
Protein-Nanoporen, deren Offnung durch elektrischen Strom katalysiert wird. Die
Nanopore ist in einer Polymermembran eingebettet, die elektrisch resistent ist.
Komplexe aus DNA-Strangen und prozessiven Enzymen werden tiber die Membran
geleitet und binden an die Nanopore. Einzelne DNA-Molekiile passieren die
Nanopore und fihren dabei zu Spannungsanderungen. Unterschiedliche

Spannungsanderungen konnen den einzelnen Nukleotiden zugeordnet werden.

Sobald ein Haarnadel-Adapter an die gegeniberliegenden Enden eines DNA-
Stranges ligiert wird, kdnnen beide Strange in einem Durchgang gelesen und damit
die Sequenzabfolge ausgewertet werden. Im Gegensatz zu den anderen hier
aufgefiihrten Technologien erfolgt die Ubermittlung der Ergebnisse in Echtzeit. Es

handelt sich um die bisher schnellste kommerziell verfiigbare Methode.

Diese vergleichsweise neue Technologie der Sequenzierung ist noch nicht
vollstandig ausgereift und hat mit 15 % pro Base die héchste Fehlerquote der hier

aufgefiuhrten Technologien (QUAINOO et al., 2017).
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4.2, Datenbanken fiir Salmonellen

4.2.1. Datenbanken fiir Nukleotidsequenzen

Die Internationale Nukleotid Sequenz Datenbank Kollaboration (INSDC) ist ein
Zusammenschluss aus den drei grofSten und oOffentlich zugdnglichen
internationalen Datenbanken fiir Nukleinsduresequenzen, bestehend aus der US-

amerikanischen, der japanischen und der europaischen Datenbank (INSDC, 2022).

Die US-amerikanische Datenbank wird verwaltet durch das Nationale Zentrum fuir
Biotechnologieinformation (NCBI). Es ist Teil des US-amerikanischen
Gesundheitsministeriums. NCBI ist Kurator einer Datenbank fir offentlich

zugangliche DNA-Sequenzen, der GenBank (NCBI, 2022).

Die japanische Datenbank (DDBJ) ist dem japanischen Ministerium fiir Bildung,
Kultur, Sport, Wissenschaft und Technologie angeschlossen (DDBJ, 2022; OKIDO
et al.,, 2022).

Das Europdische Nukleotid-Archiv (ENA) wird in GroRRbritannien verwaltet (ENA,
2022a).

Alle drei Datenbanken sind Plattformen zum o&ffentlichen Austausch von
Sequenzierdaten und stellen zudem zahlreiche Werkzeuge zur Analyse der Daten

zur Verfligung.

Die britische Plattform EnteroBase ist webbasiert und ermdoglicht die
Assemblierung von lllumina short reads und die Analyse und Darstellung der
Verwandtschaft auf verschiedenen Wegen (ALIKHAN et al., 2018; WARWICK
MEDICAL SCHOOL, 2022).

4.2.2, Identifizierung von Serovaren nach Vollgenomsequenzierung

Software, wie beispielsweise SeqSero bestimmt aus Sequenzierdaten den Serotyp
von Bakterien wie Salmonellen. Zur Verfligung gestellt wird diese webbasierte
Anwendung seit 2015 von der Technischen Universitat Danemark (DTU) (DTU,
2021). Basierend auf Datenbanken bereits identifizierter Salmonella Serotypen

gleicht die Methode Determinanten spezifischer Gene, hier rfb gen Cluster, fliC
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und fljB Allele, mit der unbekannten Sequenz ab. Die Bestimmung eines
genombasierten Serotyps erfolgt innerhalb weniger Minuten fiir tiber 2.300
Serotypen (ZHANG et al., 2015). SegSero 2.0 ist die aktuelle, verbesserte und
bisher schnellste Version (ZHANG et al., 2019). In einer Studie mit 1.041 Isolaten
konnte bei 86,4 % die Serovar mittels SeqSero zugeordnet werden. Die Ubrigen
Isolate konnten ausschlieRlich aufgrund fehlender Abdeckung durch die
Datenbank nicht bestimmt werden. Die Autoren der Studie setzen SeqgSero in
ihrem Labor bereits in der Routinediagnostik ein (IBRAHIM & MORIN, 2018).
S. Dublin wird durch die Datenbank abgedeckt und kann deshalb mit SeqSero

sicher bestimmt werden.

4.2.3. Identifizierung von Virulenzgenen

Eine Moglichkeit zur Identifizierung von Virulenzfaktoren bei Mikroorganismen
stellt die ,Virulenzfaktor Datenbank” (VFDB) des Institute of Pathogen Biology in
Peking, China dar. Die Datenbank enthalt Allele von ausgewahlten pathogenen
Bakterienspezies, die mit Virulenzfaktoren assoziiert sind. Darunter befinden sich
zahlreiche Eintrage fiir Salmonella enterica (INSTITUTE OF PATHOGEN BIOLOGY,
2021).

Ein weitere Software Programm, zur Detektion von Plasmiden in Sequenzierdaten
ist der ,PlasmidFinder”, ebenfalls eine Anwendung der DTU (DTU, 2022b).
Plasmide stellen zusatzliches Genmaterial fiir Bakterien, meist fir
Uberlebensstrategien der Prokaryonten, zur Verfiigung. Jedoch sind auch
zahlreiche Virulenzgene oder Gene fiir antimikrobielle Resistenz beschrieben, die
durch sogenannte Virulenzplasmide die Pathogenitat eines Bakteriums steigern

konnen (PILLA & TANG, 2018).

4.2.4. Identifizierung von antimikrobiellen Resistenzgenen

Eine mogliche webbasierte Anwendung zur ldentifizierung von antimikrobiellen
Resistenzgenen ist der in Danemark entwickelte ,ResFinder” (DTU, 2022a). Die
Plattform wird seit 2012 zur Verfligung gestellt von der DTU, gleichzeitig
Kooperationszentrum der Weltgesundheitsorganisation (WHO) flr
antimikrobielle Resistenzen. Die Plattform erméglicht die Uberwachung und

Forschung an der Resistenzentwicklung (FLORENSA et al., 2022).
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Weitere dhnliche Werkzeuge beinhaltet der Resistance Gene Identifier (RGI) auf
Basis der Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD), zur Verfligung
gestellt von der McMaster Universitat in Ontario, Kanada. Die Besonderheit dieser
Datenbank ist, dass auch Mutationen, die in Zusammenhang mit antimikrobiellen
Resistenzen stehen, identifiziert werden kénnen (ALCOCK et al.,, 2020). Im
Gegensatz zu ResFinder findet die Analyse anhand von Proteinsequenzen statt

(QUAINOO et al., 2017).

4.3. Datenauswertung

Die im Sequenzierprozess generierten Rohdaten missen zunachst aufbereitet
werden. Das sogenannte Trimming (Abtrennen der Adapter an den Endstlicken
der Reads) erfolgt bei lllumina bereits durch die Software des Sequenziergerates.
Danach folgt die sogenannte Assemblierung, die Zusammensetzung der einzelnen
Reads zu einem DNA-Strang. Diese wird in der Regel durch einen Abgleich mit
einem Referenzstrang durchgefiihrt. Sobald die untersuchten Isolate in
assemblierter Form vorliegen kdnnen zum Beispiel die Bestimmung der Spezies

und Serovare oder Verwandtschaftsanalysen durchgefiihrt werden.

Die hier aufgefiihrten Software Programme und Analysemethoden sind ein Auszug
aus den zahlreichen verfligbaren Werkzeugen. Die hier aufgeflihrten Beispiele
sind geeignet fiir Anwender mit wenig bioinformatischen Kenntnissen und ohne

Zugang zu Linux oder Unix Rechnern.

4.3.1. Software

Voraussetzungen fiir die Nutzung von Software ist ein leistungsstarker Rechner.
Kommerziell erhaltliche Software Programme zeichnen sich durch ihre grafische
Nutzeroberflache aus. Aus diesem Grund kann ein Anwender mit wenig bis keinen

bioinformatischen Kenntnissen die Analysen durchfiihren (QUAINOO et al., 2017).

Die Firma Ridom aus Minster vertreibt SeqSphere+, eine Software zur
Auswertung von Sequenzierdaten. Mit dieser Software konnen die Daten
automatisiert analysiert werden. Die Anwendungen der Software reichen von der
Assemblierung der Rohdaten Uber die Speziesbestimmung bis zur visuellen
Darstellung von Genomvergleichen, beispielweise dem core genome multilocus

sequence typing (cgMLST). Weiterhin ist ein Vergleich der Genome von
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verschiedenen Isolaten durch die Darstellung in einem Dendrogramm, hier

minimum spanning tree, moglich (RIDOM BIOINFORMATICS, 2022).

Die Software Bionumerics der Firma Biomérieux dient ebenfalls der Auswertung
von Sequenzierdaten. Die angebotenen Analysewerkzeuge sind in Module
aufgeteilt, die einzeln erworben werden koénnen. Je nach Modul koénnen
Speziesbestimmung, Vollgenom Single Nucleotide Polymorphism (wgSNP)- und
Vollgenom Multilocus Sequence Typing (wgMLST)-Analysen durchgefiihrt werden
(QUAINOO et al., 2017).

4.3.2. Analysemethoden

Die Bioinformatik stellt vielfdltige Analysemethoden von Genomsequenzen zur
Verfligung. Das klassische Multilocus Sequence Typing (MLST) ist eine molekulare
Charakterisierung eines Isolates und seit langer Zeit etabliert, weshalb Daten aus
dlteren Publikationen mit neuen Daten verglichen werden kénnen. Weltweit wird
bei S. Dublin am haufigsten der MLST Sequenztyp 10 (ST10) nachgewiesen
(GARCIA-SOTO et al., 2021; SREDNIK et al., 2021).

Die core genome MLST (cgMLST) ist eine Weiterentwicklung der MLST. Statt
einzelner konservierter Housekeeping Gene werden bei dieser Variante tausende
miteinander verglichen. Dadurch ist eine deutlich hohere Auflésung der
Charakterisierung moglich und die Ergebnisse der Analyse sind zuverlassiger.
Zusammengehorige Isolate, beispielsweise diejenigen eines Ausbruchs, werden
einem Cluster Type (CT) zugeordnet. Die einheitliche Bezeichnung der CTs erlaubt
einen Vergleich mit Daten anderer Ausbruchsuntersuchungen (QUAINOO et al.,

2017).

Mit der Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-Analyse werden zusatzlich
intergene Regionen einbezogen. Diese Analyse bietet aktuell die hochste
Trennscharfe der Sequenzanalyse (QUAINOO et al., 2017). Die SNP-Analyse kann
entweder im Vergleich mit einem Referenzgenom durchgefiihrt werden, oder
auch ohne Referenzgenom, dann aber innerhalb einer Gruppe von sequenzierten

Isolaten.

Die Pangenomanalyse vergleicht sowohl Kerngene, sogenannte core Gene, als

auch akzessorische Gene von Isolaten. Core Gene sind in allen zu vergleichenden
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Isolaten enthalten, wahrend akzessorische Gene ggf. nur in manchen vorhanden
sein konnen. Diese Methode erfordert sehr viel Rechenleistung, weshalb sie fir

einfache Ausbruchsgeschehen nicht angewendet wird (QUAINOO et al., 2017).

Ahnlich wie bei der Pangenomanalyse, werden bei der Vollgenom MLST (wgMLST)
core und akzessorische Gene bzw. Loci detektiert. Hierdurch ist die Auflésung der
Ergebnisse noch hoher als bei der cgMLST. Jedoch bietet diese Methode keine
vereinheitlichte Nomenklatur und kann nur in einem geschlossenen Projekt
angewendet werden. Die Einbeziehung anderer Daten, die beispielsweise bereits
publiziert wurden, ist daher nicht moglich (QUAINOO et al., 2017).
Zusammenfassend gilt, dass fiir die Vollgenomanalyse mehrere verschiedene
Methoden miteinander kombiniert werden kdnnen, um die erwdhnten Vorteile

jeder einzelnen Methode zu nutzen und deren Nachteile auszugleichen.

4.3.3. Epidemiologische Untersuchungen und deren Einbeziehung in
Laborergebnisse
Die aufgefiihrten molekularbiologischen Methoden eignen sich zur
Verwandtschaftsanalyse von Bakterienisolaten, insbesondere den hier
untersuchten S. Dublin Stammen. Aus friiheren Studien geht hervor, dass einzelne
S. Dublin Cluster innerhalb Deutschlands auf eine Region beschrankt sind. Obwohl
einerseits das einmalige Vorkommen eines Clusters beschrieben wurde, gibt es
auch andere Cluster, die (iber ganz Deutschland verteilt sind (GARCIA-SOTO et al.,
2021). Wenn man diese verteilten Isolate in einen epidemiologischen
Zusammenhang mit Tierbewegungen bringen kann, dann lasst sich eine
Ubertragung des Erregers, beispielsweise durch Handel von Tieren entsprechend

nachweisen.

Zusatzlich kann die zeitbedingte Verdnderung eines herdenspezifischen S. Dublin
Stammes nachverfolgt werden, wenn epidemiologische Daten vorliegen. Isolate
aus Rinderherden, die kontinuierlich beprobt wurden, zeigen einen Unterschied
von weniger als 10 SNPs untereinander. Falls ein zeitlicher Abstand von mehreren
Jahren zwischen der Beprobung einer Rinderherde existierte, zdhlen Isolate mit
bis zu 14 SNPs Differenz als verwandt. Besteht ein epidemiologischer

Zusammenhang zwischen Rinderherden, so kénnen Isolate mit Unterschieden bis
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zu 15 SNPs verwandt sein (DE KNEGT et al., 2020; KUDIRKIENE et al., 2020).

4.4, Ausblick auf die Vollgenomanalyse von Salmonellen

Die Vollgenomanalyse ist laut Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) eine der
bedeutendsten Methoden im Bereich der Mikrobiologie geworden. Im Vergleich
zu der klassischen Diagnostik bietet die Vollgenomsequenzierung umfangreichere
und hochauflésende Ergebnisse und kann nachfolgende etablierte Methoden

ersetzen (EFSA PANEL ON BIOLOGICAL HAZARDS et al., 2019; BFR, 2020).

Die zuverlassige Vorhersage der Serovar mittels Vollgenomsequenzierung wird
nicht durch unspezifische Antigen-Antikorper-Reaktionen verfadlscht. Demnach
sollten laut BfR  genotypische Daten zu Serotypen in das
White-Kauffmann-Le Minor-Schema integriert werden und dieses in Zukunft

ersetzen (BFR, 2020).

Gene, die Pathogenitatsfaktoren bestimmen, wie zum Beispiel Biofilmbildung und
Unempfindlichkeit gegeniliber bestimmten Desinfektionsmitteln, kdnnen mittels

Vollgenomsequenzierung direkt detektiert werden (BFR, 2020).

Durch die Untersuchung auf Antibiotikaresistenzgene im Genom wird
sichergestellt, dass nicht nur exprimierte Gene nachgewiesen werden, wie es bei
der phanotypischen Resistenzbestimmung der Fall ist. Zusatzlich werden auch
nicht exprimierte Genabschnitte detektiert, die wie im Falle von Plasmiden zudem

auf andere Bakterien libertragen werden kdonnten (BFR, 2020).

Im Fall der Rindersalmonellose kann durch den Einsatz der
Vollgenomsequenzierung in Kombination mit epidemiologischen Untersuchungen
moglicherweise die Infektkette unterbrochen und die Ubertragung auf den
Menschen begrenzt werden. Durch den prophylaktischen Schutz anderer Herden

werden in solch einem Fall Tiergesundheit und Tierwohl geférdert (BFR, 2020).

Zusammenfassend bietet die Vollgenomsequenzierung mehr und schnellere
diagnostische Moglichkeiten und wird die konventionellen Methoden in Zukunft

ersetzen (LAND et al., 2015; BFR, 2020).
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Abstract: Worldwide, Salmonella Dublin (S. Dublin) is responsible for clinical disease in cattle and
also in humans. In Southern Bavaria, Germany, the serovar was identified as a causative agent for
54 animal disease outbreaks in herds between 2017 and 2021. Most of these emerged from cattle
herds (1 = 50). Two occurred in pig farms and two in bovine herds other than cattle. Genomic
analysis of 88 S. Dublin strains isolated during these animal disease outbreaks revealed 7 clusters
with 3 different MLST-based sequence types and 16 subordinate cgMLST-based complex types.
Antimicrobial susceptibility investigation revealed one resistant and three intermediate strains.
Furthermore, only a few genes coding for bacterial virulence were found among the isolates. Genome
analysis enables pathogen identification and antimicrobial susceptibility, serotyping, phylogeny,
and follow-up traceback analysis. Mountain pastures turned out to be the most likely locations
for transmission between cattle of different herd origins, as indicated by epidemiological data and
genomic traceback analyses. In this context, S. Dublin shedding was also detected in asymptomatic
herding dogs. Due to the high prevalence of 5. Dublin in Upper Bavaria over the years, we suggest
referring to this administrative region as “endemic”. Consequently, cattle should be screened for
salmonellosis before and after mountain pasturing.

Keywords: Salmonella Dublin; mountain pasture; whole-genome sequencing; genome analysis;
antimicrobial resistance; virulence; cattle

1. Introduction

More than 2600 serovars are known in the genus of Salmonella [1]. Most of them
are pathogenic for humans and animals belonging to the zoological classes of mammals,
birds, and reptiles [2-4]. Animals are known to represent reservoirs for these Enterobacteri-
aceac; however, environmental or inanimate vehicles can also be part of the transmission
chain [5-7]. Strong characteristics regarding Salmonella infection and the respective clinical
picture for the serovar Dublin are still carrying and subclinical shedding [8-10]. The carrier
state may persist for several years. Intermittently triggered shedding may lead to broad
spreading of the pathogen on pastures [9]. When taking into account that Salmonella can
survive in nonhost environments for months, infection of herbivores grazing on pastures
is likely, thus possibly completing a transmission cycle [9,11]. According to one study
published in Austria, cattle probably acquired salmonellosis by grazing on contaminated
alpine pastures [12]. The Salmonella enterica subspecies enterica serovar Dublin (S. Dublin) is
primarily adapted to cattle. The most frequently described clinical manifestations are abor-
tions in cows, whereas acute systemic disease and diarrhea are predominant in calves [9,13].

Microorganisms 2022, 10, 885. https:/ /doi.org/10.3390 /microorganisms10050885
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In the rare case of zoonosis, however, S. Dublin can cause invasive infection with
high mortality rates [14-17]. As published, S. Dublin is the most common serotype that
causes systemic salmonellosis in humans (61%) in the United States, and the proportion of
resistant isolates is higher than among other serotypes [18,19]. In addition to antimicrobial
resistance, S. Dublin may harbor virulence factors that contribute to the pathogenicity of the
respective isolates [20]. Globally, this pathogen is considered a public health threat [18,21].
In Germany, S. Dublin caused 30-45% of all salmonellosis outbreaks in cattle herds in the
years 2017-2019 [22,23]. Federal public health departments reported 25 cases of human
infection with 5. Dublin in Germany during the period of our study from 2017 to 2021, of
which four cases occurred in Bavaria [24].

As a consequence, and in line with One Health, Salmonella outbreaks among humans
and animals as well as incidences regarding food and feed are strictly monitored in Eu-
rope. In Germany, legislated Salmonella control in cattle was initiated in the 1970s [25].
In all of Europe, the registration and subsequent assignment of a unique identification
number to each individual cow is mandatory to ensure traceback options. If Salmonella
is detected in cattle, local veterinary authorities have to place the herds under restriction,
initiate remedial measures, and conduct an epidemiological investigation. The source of
infection, however, often remains unknown [26]. Mountain pastures offer a challenge in
epidemiological investigations. For a limited time during the summer months and the
associated geographic relocation of animals to mountain pastures, the ownership of cattle is
temporarily transferred to the proprietor of the pasture. Therefore, several owners must be
considered. Investigations including whole-genome analysis may provide valuable clues
as to transmission routes in these circumstances.

2. Materials and Methods
2.1. Salmonella Isolates

In the present study, the definition of a Salmonella animal discase outbreak was the
detection of the bacterium in one or more animals on a specific farm during the following
calendar year. For the special situation of a mountain pasture, the demarcation of an
outbreak was defined by the designated pasture grounds, where animals from different
farms stayed in close contact during the summer months.

As regulated by German law, all Bavarian cattle farms associated with Salmonella
outbreaks were exclusively investigated cost-free at the federal state veterinary labora-
tories of the Bavarian Health and Food Safety Authority to ensure transparency. In the
present study, sample types included feces, fecal swabs or tissue from cattle, bovines other
than cattle, pigs, and herding dogs in Southern Bavaria. The diagnostic algerithm for
Salmonella was applied according to standardized methods, including the ISO Standard
6579-1:2020-08 [27]. Suspicious colonies were identified using MALDI-TOF mass spectrom-
etry (Bruker, Bremen, Germany). All Salmonella isolates were serotyped pursuant to the
White-Kauffmann-Le Minor scheme by using poly- and monovalent anti-O and anti-H
sera (Sifin, Berlin, Germany) [28]. The isolates were preserved at —80 °C by the Bavarian
Health and Food Safety Authority.

In the 5-year period of 2017-2021, S. Dublin index isolates originating from 54 in-
dividual animal disease outbreaks were included in the study. In a further approach, 3
isolates recovered from a mountain pasture outbreak at Miesbach in 2020 and 28 isolates
obtained from a single outbreak in the summer of 2021 on a mountain pasture in Garmisch-
Partenkirchen were investigated more profoundly. To address other questions, such as
transmission between different animal species on farms or the genomic changes of the bac-
terium in hosts over time, additional isolates collected from the animal disease outbreaks
were included. A total of 88 S. Dublin isolates were investigated in the present study.

Two of the investigated isolates (54 and 57) have previously been analyzed, and the
results were published in a nationwide study by the Institute of Bacterial Infections and
Zoonoses, Friedrich-Loeffler-Institute, Jena, Germany [29].
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2.2. Epidemiological Analysis

Subsequent to the isolation of Salnionella, additional contact animals were investigated
during an epidemiological analysis. Data on herd identity, ownership, cattle trade, date
of death or slaughter, and geographical location of the individual animals were obtained
from the national Animal Traceability Information Management System [30] and used for
the epidemiological analysis in the present study. For the epidemiological analysis in the
present study, the previous owner, the pasture proprietor, and the owner of the specific
animal after the pasturing period were determined. Finally, upon considering all involved
geographic locations, all data were compiled up to the Salmonella isolation date. The
clustering of isolates based on whole-genome analysis was matched to owners, geographic
locations, and respective years to identify individual animals or geographic locations as
possible outbreak origins. The federal Animal Disease Information System [31] consistently
collects data on all contagious animal diseases, mandatorily reported by the local authorities,
as a direct information platform for the federal Ministry of Food and Agriculture. This
source was used to verify the results obtained in the epidemiological analysis.

2.3. Antimicrobial Susceptibility Testing

In vitro antimicrobial susceptibility testing was conducted on 71 isolates, whereby 1
isolate of each animal host species per outbreak was included. In the Garmisch-Partenkirchen
mountain pasture instance, 1 isolate per originating farm and cluster was investigated.
Nine antimicrobial substances from six classes were tested (Figure 1) using the microbroth
dilution method in accordance with the manufacturer’s instructions (Micronaut-S MDR
MRGN-Screening and Micronaut-S Grosstiere 4, Merlin, Bornheim, Germany). The mini-
mum inhibitory concentration was determined using a photometric plate reader system
(Tecan, Mannedorf, Switzerland) and MCNG6 software (Sifin, Bruker, Bornheim, Germany)
pursuant to the protocols of the Clinical and Laboratory Standards Institute Vet01S, 5th ed.
(CLSI, Wayne, PA, USA) [32]. Escherichia coli ATCC 25922 was used as a reference strain
for quality control purposes. Antimicrobial susceptibility results were interpreted accord-
ing to CLSI breakpoints of numerical MIC values, which were established for specific
host-pathogen-drug combinations. In application of these breakpoints, the results were
categorized as susceptible, intermediate, or resistant phenotypes for each specific substance.

Antimicrobial class Substance MIC values (ug/mL) S I R
013 025051 2 4 8 16 32 64 128 (n)
Aminoglycosides Gentamicin 8 3 20 9 0 1 IO 0 71. 0 0
p-Lactams Amoxicillin—clavulanate’ 71.0 0 Jo Jo 71 0 0
Ampicillin 10 56 5 0 0 0 J0 jo 71. 0 0
Meropenem 70 1 0 0 IO IO 00 0 0 0 71 0 0
Chloramphenicols Chloramphenicol 68 |3 68 3 0
Quinolones Ciprofloxacin 71 IU 0 0 71. 0 0
Levofloxacin 71 IO IO 71. 0 0
Folate pathway inhibitors Trimethoprim—sulfa11'u3tl10xazole2 71 0 o 71 0
Tetracyclines Tetracycline 0 0 20 491 0 IU Il 70 0 1

Figure 1. Antimicrobial susceptibility testing for Salmonella Dublin isolated from bovines, pigs, and
dogs was carried out on nine substances from six antimicrobial classes. Red lines delineate the
breakpoints towards resistant (R), and green lines delineate the breakpoints towards intermediate (I)
minimum inhibitory concentration (MIC). Yellow boxes indicate the only intermediate and resistant
isolates found in this study. Most of the isolates were completely susceptible (S). ! Concentration
of amoxicillin is reflected, concentration ratio of amoxicillin—clavulanate: 2:1. 2 Concentration of
trimethoprim is reflected, concentration ratio of trimethoprim-sulfamethoxazole: 1:19.



[1l. Publikation

Microorganisms 2022, 10, 885

34

40f17

2.4. Whole-Genome Sequencing

To implement whole-genome sequencing, a single colony of an overnight blood agar
plate culture at 37 °C was used for genomic DNA extraction, applying a DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) in accordance with the manufacturer’s instructions.
Purified DNA was quantified using a Qubit 4.0 fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) via a Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Waltham, MA, USA). Library
preparation was performed using a Nextera XT DNA Library Prep Kit and Nextera XT
Index Kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Libraries were quantified using an Agilent High
Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) on a 2100 Bioanalyzer
Instrument (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Subsequently, 2 x 150 bp paired-
end reads were generated on an Illumina MiniSeq system, and sequenced reads with a
mean assembled coverage depth of 98 (range 37-176 ) were analyzed.

2.5. Genetic Characterization

Verification of the Salmonella enterica subspecies enterica and in silico serotype predic-
tion were carried out using Mash distance implemented in SeqSphere + software version
7.0.2 (Ridom GmbH, Miinster, Germany) and the SeqSero 1.2 online tool [33,34]. Further-
more, screening of genetic elements coding for antimicrobial resistance was performed by
applying the publicly available database ResFinder 4.1 with an ID threshold of 90% and a
minimum length of 60% [35]. Moreover, the virulence factor database (VFDB) was used to
screen for putative virulence factors with an ID threshold of 85% and a minimum length of
60% [36]. Plasmid replicons were identified by PlasmidFinder 2.1 with an ID threshold of
95% and a minimum length of 60% [37].

Core genome multilocus sequence typing (cgMLST) was based on a gene-by-gene
allele calling of 3002 target genes with quality parameters as previously established for
Salmonella isolates [38]. The in silico MLST was conducted using SeqSphere+ software. To
visualize the clonal relationship between isolates, a minimum spanning tree was created.
For this, the “pairwise ignoring missing values” option was turned on when using the
abovementioned software. Accordingly, closely related isolates with a maximum difference
of seven alleles were subsequently assigned to clusters.

To investigate the epidemiology of the mountain pasture outbreak in Garmisch-
Partenkirchen and to zoom into the molecular background of the involved isolates, a
single-nucleotide polymorphism (SNP)-based phylogenetic analysis of Cluster 1 was per-
formed using BioNumerics software version 7.6 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem,
Belgium). Initially, sequencing reads of Isolate 1 of the investigated panel were used as
the index and mapped to the reference strain Salmonella enterica subspecies entferica serovar
Dublin strain ATCC 39184 (NCBI accession CP019179.1). Thereafter, the sequencing reads
of all Cluster 1 isolates were mapped to the index isolate using the default settings. Subse-
quently, SNPs were determined using the following SNP filtering settings: (i) each retained
SNP position has a minimum of 10 x coveragg, (ii) the minimum distance between retained
SNP positions is 12 bp, and (iii) nondiscriminatory positions between the isolates are re-
moved. Retained SNPs served as a basis for phylogenetic cluster analyses to determine the
SNP similarity matrix.

The raw sequencing data were deposited at the European Nucleotide Archive (ENA
project number: PRJEB50766).

3. Results
3.1. Identi fication and Characterization cf S. Dublin

A total of 54 individual animal disease outbreaks caused by 5. Dublin were detected
in Southern Bavaria between 2017 and 2021. Qutbreaks occurred on 48 cattle farms,
2 pig farms, and 2 farms keeping bovines other than cattle (Table 1 and Table S1). One
outbreak occurred among cattle of different originating farms on a mountain pasture in
the district of Miesbach (mp-MB) in 2020. Another occurred on a mountain pasture in the
district of Garmisch-Partenkirchen (mp-GAP) in 2021. Due to issues regarding transmission,
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the 2 outbreaks on mountain pastures were investigated more closely and including all
recovered isolates in this study. A total of 88 Salmonella isolates were processed, and all
were identified as belonging to the Dublin serotype using in vitro and in silico methods

(Table S1).

Table 1. Metadata and cgMLST results for 88 S. Dublin isolates (2017-2021) from 54 animal disease
outbreaks were investigated in this study (compare Table 51).

Complex

Isolate

Number

Cluster Type Number Year Host of Farms District
1 1322 42,51, 56 2017 cattle 3 TOL
1 1322 45 2017 cattle 1 WM
1 1322 46,47, 48 2017 cattle 3 GAP
1 1322 2,4 2019 cattle, dog 1 GAP
1 1322 18 2020 cattle 1 TOL
1 6745 43, % 50, 2017 cattle 4 TOL
1 6745 EEt 2017 cattle 1 MU
1 6745 57 2017 cattle 1 WM
1 6745 52 2017 cattle 1, mp-GAP GAP
1 6745 58 2018 cattle 1 TOL
1 6745 6 2019 cattle 1 TOL
1 6745 19, 24 2020 cattle 2 TOL
1 6745 22 2020 pig 1 LA
1 6745 36 2021 cattle 1 TOL

39, 40,
70-72,
1 6745 74-78, 80, 2021 cattle 6, mp-GAP GAP
82,84,
85-90, 92
1 6745 38, 83,94 2021 dog mp-GAP GAP
1 6745 79 2021 cattle mp-GAP GAP
1 8614 1 2019 cattle 1 TOL
1 8719 33 2021 cattle 1 GAP
1 9034 54 2017 cattle 1 WM
1 9163 73,81 2021 cattle 2, mp-GAP GAP
2 6742 61, 66 2018 bovine 1 RO
2 6742 60’(’);” 46’: 5 2018 cattle 5 MB
2 6742 5 2019 cattle 1 RO
15%, 16 %,
2 6742 23 2020 cattle 3, mp-MB * RO
2 6742 20 %, 25,32 2020 cattle 3, mp-MB * MB
2 6742 34, 35 2021 cattle 2 MB
2 6742 37 2021 cattle 1, mp-GAP GAP
3 6738, 1324 14,17 2020 cattle 1 TS
3 1324 26, 30, 31 2020 cattle 2 TS
& 1324 27 2020 Pig 1 PAF
4 8616 8 2019 cattle 1 TOL
4 8616 13 2020 cattle 1 M
4 8616 28 2020 bovine 1 TOL
5 8615 3,9, 11 2019 cattle 2 TOL
6 9033 41 2017 cattle 1 RO
6 9033 59 2018 cattle 1 s
7 9043 60, 62 2018 cattle 2 RO
none 8620 7 2019 cattle 1 RO
none 8623 12 2019 cattle 1 TOL
none 8626 10 2019 cattle 1 MU

mp: mountain pasture, QAP: Garmisch-Partenkirchen, MB: Miesbach, TOL: Bad Télz-Wolfratshausen, WM:
Weilheim-Schongau, MU: Miihldorf, LA: Landshut, RO: Rosenheim, TS: Traunstein, PAF: Pfaffenhofen,
M: Miinchen. * is indicating isolates from “mp-MB *”.
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3.2. Antimicrobial Susceptibility

For a subset of 71 isolates, the in vitro antimicrobial susceptibility testing yielded
susceptible growth regarding the substances gentamicin, amoxicillin—clavulanate, amypi-
cillin, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, and trimethoprim—sulfamethoxazole. In
3isolates, 7, 19, and 20, the minimum inhibitory concentration (MIC) revealed an interme-
diate value for chloramphenicol, whereas all other isolates were susceptible. For Isolate
8, a resistant phenotype was determined for tetracycline. This was the only isolate that
showed antimicrobial resistance in this study (Figure 1, Table 51). Regarding the in silico
analysis, all isolates revealed the aac ( 6')-laa gene, which is a silent, chromosomally encoded
aminoglycoside acetyltransferase. No further matches in the screened genes coding for
antimicrobial resistance were detected using the ResFinder 4.1 database (Table S1).

3.3. In Silico Analysis for Virulence and Plasmid Content

The molecular screening for 130 putative virulence factors in silico revealed Gifsy-2
prophage, which encodes a superoxide dismutase (sodCI), in all isolates. The chromosomal
locus viaB, coding for genes for Vi antigen, a capsular polysaccharide virulence antigen, was
detected only in all isolates belonging to MLST sequence type (5T) 1494 (n = 10). All of the
88 investigated isolates harbored the plasmids IncX1 and IncFII (S), which are associated
with virulence (Table S1). The IncA/C2 plasmid associated with multidrug resistance was
not found in any of the isolates.

3.4. Genomic and Epidemiological Analysis ¢f Animal Disease Outbreaks

This study investigated 54 S. Dublin outbreaks that occurred on individual farms and 2
that occurred on mountain pastures in Southern Bavaria from 2017 to 2021 (Tables 1 and S1).
All animal disease outbreaks occurred in Upper Bavaria with the exception of a farm
keeping solely pigs in Lower Bavaria (Figure 2).

Genotyping was used to characterize all 5. Dublin strains. The 88 isolates were
assigned to three known MLST STs: 10, 1487, and 1494. Furthermore, they were assigned to
16 subordinated S. Dublin cgMLST complex types (CTs): 1322, 1324, 6738, 6742, 6745, 8614,
8615, 8616, 8620, 8623, 8626, 8719, 9033, 9034, 9043, and 9163 (Tables 1 and S1, Figure 3).
The genotyped isolates were grouped into seven clusters. Three single isolates could not be
assigned to any of these clusters (Table 1 and Table 51).

Cluster 1 contained 52 isolates originating from all over Southern Bavaria. The sam-
pling dates covered the entire 2017-2021 investigation period. Cluster 1 consisted of ST
10 and 6 different CTs: 1322, 6745, 8614, 8719, 9034, and 9163 (Table 1, Figures 3 and 4).
Furthermore, SNP typing was carried out to trace back the isolates within this cluster
(Figure 5, Table 51).

All isolates from the mountain pasture outbreak in the district of Garmisch-Partenkirchen,
mp-GAP, formed unique SNP branching within Cluster 1 and revealed a genetic dis-
tance of 2.9 different SNPs at most (Figure 5, Table S1). This outbreak involved 22 cattle
from 6 different farms and 2 herding dogs. The sampling yielded 28 ST 10 isolates. These
were assigned to Clusters 1 and 2 and revealed the 3 different CTs 6742, 6745, and 9163. One
dog was sampled twice, which revealed genetically identical isolates (38 and 83), whereby
the latter was collected 4 weeks later. Duplicate samples from 2 cows taken 2 weeks apart
also revealed identical genotypes (39 and 71; 75 and 82). Isolates 40 and 73, however, were
collected from the same cow 2 weeks apart and revealed the different CTs, 6745 and 9163
(Table 1 and Table S1).

Regarding Farm 49 in the district of Bad T¢lz-Wolfratshausen, 4 isolates within Cluster
1 were investigated in the present study (Table S1). Three isolates (87, 88, 89) from 2021
clustered in the distinct mp-GAP group and revealed a ST 10/ CT 6745 genotype. The fourth
isolate, Isolate 56, originated from 2017 and belonged to a different CT 1322 (Table S1).

Epidemiological data revealed that animals of Farm 56 in the district of Garmisch-
Partenkirchen were kept on the mp-GAP every summer. One of the 2021 S. Dublin-positive
cows stayed on the mp-GAP in 2015, 2016, 2017, and 2021. Two isolates (52 and 86)
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originated from this farm and were collected in 2017 and 2021, and the same genotype ST
10/CT 6745 was identified (Table S1). Isolate 36 revealed a similar genotype as other strains
from the mp-GAP origin. However, the epidemiological analysis did not prove any contact
between involved animals.
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Figure 2. A map of Germany (top left) and the respective enlarged map extract depict the two
administrative regions of Upper and Lower Bavaria, the state capital Munich, and various districts in
Southern Bavaria affected by Salnonella Dublin in the 2017-2021 period. The individual clusters and
cgMLST complex types (CTs) are highlighted in different colors. A CT legend is reflected on the left
side of the map. The circle size represents the number of identified isolates. Cluster 1 (red shades)
is dispersed throughout Southern Bavaria, whereas other clusters have a local focus. Isolates that
could not be assigned to any cluster are marked in gray. The map was created with SeqSphere+ and
Microsoft PowerPoint.
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Figure 3. The epidemiological analysis of Salmonella Dublin animal disease outbreaks in Southern
Bavaria revealed assorted genotypes within the 5-year investigation period. Each rectangle represents
one isolate. Left: Complex types (CTs) distributed over the quarters (Q1 to Q4) of the years 2017 to
2021. Right: CTs distributed over the years 2017-2021. Most CTs persist over the years. Cluster 1
prevailed in 2017 and 2021. The 28 isolates from a 2021 outbreak on a mountain pasture in Garmisch-
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Partenkirchen are depicted with a green bar.
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Figure 4. The minimum spanning tree shows all seven clusters (gray shades) of Salmornella Dublin
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found in Southemn Bavaria in the 2017-2021 period. Three isolates could not be assigned to any cluster
(gray circle without shade). The colored circles visualize the various cgMLST complex types with the
corresponding four-digit numbers listed on the left side of the tree. The circled numbers represent
the respective isolate numbers, and the circle size corresponds to the number of isolates sharing the
same genotype. The numbers on the connecting lines represent the allele difference between two
circles. The tree is based on cgMLST values and SeqSphere+ computations.



1. Publikation 39
Microorganisms 2022, 10, 885 9of17
SNPs
19 6745 31.07.2020
| 22 6745 12.08.2020
_so‘ | 24 6745 13082020
52 6745 06.08.2017
v 42 1322 20.02.2017
- —{ 50 6745 20.07.2017
48 1322 11.07.2017
_‘ 2 1322 13.08.2019
. i 4 1322 27.08.2019
2 46 1322 08.07.2017
n _| 47 1322 07.07.2017
o = 56 1322 14.12.2017
] 18 1322 27.07.2020
52 6 6745 09.10.2019
57 6745 18.12.2017
58 6745 20.02.2018
W0 6745 16.08.2021
— W3 6745 15.06.2021
W7+ 6745 16.08.2021
W7 6745 16.08.2021
W 6745 16.08.2021
W77 6745 16.08.2021
ki W78 6745 16.08.2021
W70 6745 16.08.2021
W57 6745 16.08.2021
12 s+ 6745 16.08.2021
= e 6745 28.08.2021
W3¢ 6745 01.09.2021
T 40 6745 01.09.2021
1af——— .81 9163 15.08.2021
—— 73 9163 16.08.2021
L—— o+ 6745 16.08.2021
W36 6745 30072021
75 6745 16.08.2021
Wso 6745 16.08.2021
s = o2 6745 16.08.2021
Wss 6745 16.08.2021
e 6745 16.08.2021
28 W72 6745 30.08.2021
d sz 6745 30.08.2021
Wss 6745 16.08.2021
121 L 85 6745 16.08.2021
W7 6745 16.08.2021
43 6745 11.04.2017
20 44 6745 13.04.2017
i 53 49 6745 17.07.2017
| 1 8614 22032019
s 53 6745 15.08.2017
W 45 1322 15052017
b 51 1322 01.082017
33 8719 20.01.2021
54 9034 20.08.2017

Figure 5. The phylogenetic tree was calculated on the basis of single-nucleotide polymorphisms
(SNPs), including all Salmonella Dublin isolates (ID) that revealed a Cluster 1 genotype. The corre-
sponding four-digit cgMLST complex types (CTs) and the collection date of the respective isolate are
listed on the right. The isolates marked in green originated from the mountain pasture outbreak in

Garmisch-Partenkirchen and revealed a minimal distance of 2.9 SNPs to the latest ancestor. The tree

was generated using BioNumerics.

Isolates 2 (cattle) and 4 (herding dog) from one farm in the district of Garmisch-

Partenkirchen revealed the same genotype ST 10/CT 1322, originating from a 2019 outbreak.
These isolates clustered with Isolate 48 from 2017 and even revealed the same SNP allele
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profile (Figures 4 and 5). The epidemiological analysis could not ascertain a possible
transmission route due to the time discrepancy and missing animal connection.

In 2020, one animal disease outbreak occurred on a farm solely keeping pigs in the
district of Landshut. This was the only outbreak to originate in Lower Bavaria. The
respective genotype of Isolate 22 matched ST 10/CT 6745, which constitutes the most
frequently found genotype in the study (Table 1). Two more isolates (19 and 24) revealed
an identical SNP allele profile (Figure 5). These two originated from different farms, both
in the district of Bad Télz-Wolfratshausen (Table S1). All three strains were isolated in 2020.
No further links were found in the epidemiological analysis.

Isolates 46 and 47 originated from farms in the district of Garmisch-Partenkirchen in
2017. The genotypes of these isolates were identical ST 10/CT 1322 (Table S1).

Isolate 43 clustered with Isolate 44, originating from the districts of Bad
Tolz-Wolfratshausen and Miihldorf am Inn. Both isolates were collected in 2017 and
matched to the ST 10/CT 6745 genotype, but no further epidemiological correlation was
identified (Table 51).

Cluster 2 consisted of 17 isolates originating from 16 farms in the districts of Rosen-
heim, Miesbach, and Garmisch-Partenkirchen, all in Upper Bavaria. All isolates exclusively
revealed genotype ST 10/CT 6742 (Table S1). In this cluster, the contact between three
animals from three different farms was traced back to the aforementioned mountain pasture
in the district of Miesbach, mp-MB, in 2020. The respective isolates (15, 16, 20) were there-
fore assigned to the mp-MB outbreak (Table S1). The genotype of this mountain pasture
outbreak was found on 12 farms in two districts and the mp-GAFPF. Furthermore, two closely
related isolates (Isolates 32 and 34) originated from two different farms in the district of
Miesbach (Figure 4). The isolates were collected 8 months apart, and a transmission source
could not be identified in the epidemiological analysis.

Cluster 3 contained six strains from four different farms in the districts of Traunstein
and Pfaffenhofen. These were exclusively isolated in the autumn and winter of 2020
(Table 1, Figure 3). Isolates 30 and 31, originating from the same farm, showed the same
genotype ST 1487/CT 1324. Isolate 17 revealed an identical genotype and originated from
a different farm in the district of Traunstein. A connection between these two farms could
not be ascertained. In regard to another animal disease outbreak, two isolates (17 and 14)
were collected from the same farm, but they revealed the different genotypes ST 1487 /CT
1324 and ST 1487 /CT 6738. These samples were taken 24 days apart (Table 51).

Two more animal disease outbreaks on different farms in Cluster 3 revealed the same
genotype ST 1487/CT 1324 (Isolates 26 and 27). One of these outbreaks (Isolate 27) emerged
from a pig farm (Table 51).

Cluster 4 consisted of three isolates and three individual animal disease outbreaks in
the districts of Bad Tolz-Wolfratshausen and Munich. The Cluster 4 genotypes exclusively
revealed ST 1494/CT 8616. Each outbreak occurred within a time difference of 6 months
(Table S1). Epidemiological investigations revealed cattle trade between Farm 42 (Cluster 1,
Isolate 6) and Farm 11 (Cluster 4, Isolate 8) in September 2019 (Table S1).

Cluster 5 also consisted of three isolates and two animal disease outbreaks solely
in the district of Bad Tolz-Wolfratshausen. All isolates showed ST 1494 /CT 8615. The
epidemiological analysis revealed regular animal movements between Farm 16 (Isolate 9)
and Farm 1 (Tsolates 3 and 11) during the sampling period. Tsolates 3 and 11 were collected
at the same farm 6 months apart (Table 51).

Cluster 6 contained isolates, which caused outbreaks among cattle and occurred in the
years 2017 and 2018. Both isolates revealed ST 10/CT 9033 (Table S1). The epidemiological
analysis determined a different district of origin and no contact between animals.

Cluster 7 included strains from two different farms in the same district that were
isolated 5 months apart (Table 51). Again, no connection was discovered in the epidemio-
logical analysis.

Three isolates (7, 10, 12) did not cluster with any other isolates and revealed three differ-
ent genotypes, ST 1494/CT 8620, ST 1494/CT 8623, and ST 1487 /CT 8626 (Tables 1 and S1).
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Despite the different genotypes of Isolates 6 and 12, the epidemiological analysis
revealed a joint transfer of animals originating from two farms in the district of Bad Télz-
Wolfratshausen (Table 1 and Table S1; Figures 2 and 4). The epidemiological analysis of all
isolates except those originating from Cluster 1 revealed either a joint geographic focus or
a temporal limitation (Table 1, Figures 2 and 3).

4, Discussion

In the present study, 5. Dublin isolates from bovines, pigs, and herding dogs in South-
ern Bavaria between 2017 and 2021 were characterized using antimicrobial susceptibility
testing and whole-genome sequencing. Assembling these analyses and the epidemiological
context, a comprehensive animal disease outbreak investigation was conducted.

4.1. Challenges Regarding Routine Laboratory Diagnostics and Animal Disease
Outbreak Investigation

The sensitivity of detecting S. Dublin in clinical samples depends on the degree of
pathogen colonization in the host animal. If clinically ill cattle shed concentrations of
more than 100 colony-forming units per gram of feces, S. Dublin will be diagnosed with
a probability of 60-100% even from rectal swabs [39]. According to prior publication,
subclinically infected cattle shed lower amounts of bacteria, and the sensitivity rate drops
to 16-20% [8]. In the present study, each index animal showed clinical signs of illness,
but the majority of all investigated animals were apparently healthy. Salmonella hosted
by intermittently shedding individuals might not be detected at all if samples are taken
during a nonshedding period [11]. Hence, as mandated by German law, the number and
timeline of required tests are specified prior to resetting the status of a formerly Salmonella-
positive herd to negative [25]. In the present study, the corresponding investigations were
conducted, which resulted in the diagnosis of 54 animal disease outbreaks. All listed
outbreaks were resolved during the study time (Table S1). Moreover, in the present study,
genome sequencing was applied on selected outbreak isolates. High-resolution genotyping
proved that most of the outbreaks revealed one individual genotype. As an exception,
Isolates 2, 4, and 48 yielded an identical SNP-based genotype (Figure 5). Isolates 2 (cow
origin) and 4 (dog origin) were collected from the same farm in July 2017. However,
Isolate 48 was obtained from a cow belonging to a different farm and occurred 2 years
later in August 2019 (Table 1 and Table S1). Such a finding is unusual. Although the
epidemiological analysis did not ascertain a connection, it is most likely that contact had
taken place between animals for these two outbreaks. In this case, however, it remains
unknown whether the source of the second outbreak was a still-carrying animal or an
inanimate vector.

Various Salmonella serovars are known to potentially cause disease of variable severity
in specific hosts [20]. This may be due to differences in pathogen virulence but also due
to varying susceptibility of the host to a specific serovar [40]. Therefore, serotyping of
Salmonella is crucial for human and animal diagnostics worldwide [20]. Furthermore,
serotyping may support the delineation of an animal disease outbreak and reveal possible
transmission routes [41]. In the present 5-year study, we found S. Dublin in two out of seven
administrative regions in Bavaria (Figure 2). Despite the adaptation to cattle, three dogs also
shed S. Dublin (Table 1). The pathogen could have caused an infection in the dogs, or the
dogs could have been passive carriers. The 2 weeks of time between the sampling of Isolates
38 and 83 from the same dog could be indicative of an infection (Table S1). Furthermore,
classical serotyping is time-consuming and not always successful [42]. Our serotyping
results were precisely reproduced by the application of the whole-genome “genoserotyping”
tool (Table S1). In regard to future whole-genome routine laboratory diagnostics, hands-on
time may be reduced by switching directly to in silico genoserotyping. This procedure
was previously been proven to be of value by other authors [29]. To date, genoserotyping
still has its limitations in routine diagnostics of rare Salmonella serovars [43,44]. However,
publicly accessible genome databases are growing rapidly so that the identification of
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rare Salmonella serovars and comprehensive genoserotyping will be possible in the near
future [44].

4.2, Salmonella Dublin as a Zoonosis

As stated in a review comprising data for S. Dublin infections in humans from 1968 to
2013, the pathogen is currently considered an emerging pathogen [18]. Virulence factors
contribute to the pathogenicity of S. Dublin isolates [45]. Furthermore, recent data revealed
that the proportion of resistance in S. Dublin isolates in the United States is higher than
in other Salmonella serotypes [18,19,46]. Furthermore, S. Dublin is one of the serotypes
showing the highest multidrug resistance [19]. Data from the European Food Safety
Authority (EFSA} indicate ongoing and overall high levels of antimicrobial resistance
regarding Salmonella in the European Union [47]. However, the results of the present
study revealed no significant antimicrobial resistance of the serovar Dublin via either
in vitro or in silico approaches (Figure 1, Table 51). The reliability of in silico antimicrobial
susceptibility prediction of Salmonella isolated from bovine sources has been previously
described, showing results similar to this study [48,49]. According to published worldwide
comparison data, nearly all cases of antimicrobial resistance genes in S. Dublin seem to occur
in the United States [50]. Previously published Germany-specific data support the results
of our current study and reveal that multidrug resistance in 5. Dublin is uncommon in this
country [29]. The situation in Denmark, another European country, is similar to the German
status of low multidrug resistance in 5. Dublin [51]. Pursuant to German federal law,
antibiotic treatment of livestock is restricted and closely monitored to curb antimicrobial
resistance [52,53]. The treatment options list a serovar-specific Salmonella vaccine for the
entire cattle herd as well as the elimination of carrier animals [54,55]. In comparison with
the situation in North America, the repeatedly published low multidrug resistance and
virulence of S. Dublin in Germany evidences a lower risk and better treatment situation
for human patients with S. Dublin infection. This goal is in congruence with the One
Health objective.

Concerning four previously reported human S. Dublin cases in Bavaria, three occurred
in 2017 with no geographic proximity to animal cases. The fourth case, however, emanated
from the district of Traunstein in 2020, the same district and year as Cluster 3 Isolates 14, 17,
26, 30, and 31 were collected (Figure 2, Table S1) [24]. Salmonellosis in humans may emerge
after their consumption of contaminated raw beef, raw milk, or raw milk cheese [18,56].
Patients with underlying chronic diseases are more susceptible to salmonellosis and severe
disease progression [16,19,56]. In Denmark, an isolate collected from an infected human
was linked to a beef isolate and the respective cattle herd [51]. The patient data of the
Traunstein case were not obtained, and human isolates were not compared with isolates of
the present study. Nevertheless, such a comparison would be an interesting project.

4.3. Epidemiology with a Special Focus on Mountain Pastures

S. Dublin has been repeatedly isolated in some regions of Germany, but the pathogen
has never been described in certain other regions [29]. In the present study, all bovine iso-
lates originated solely from one out of the seven administrative regions in Bavaria (Table S1).
From 2017 to 2021, a total of 152 outbreaks of bovine salmonellosis were detected in all of
Bavaria. S. Dublin was the cause of 46% of these outbreaks (data not shown). The pasturing
of cattle on alpine meadows is a unique tradition in Upper Bavaria [57]. In addition to
animal welfare, the improved quality of the resultant food products distinguishes this
favored tradition of cattle farming in the Alps [58]. In the summer months, cattle are herded
communally on mountain pastures. Hence, this tradition poses some cross-infection risk
for the cattle [12]. In the present study, mountain pastures were identified as a transmission
focus for §. Dublin between animals of different farm origins. In assessing the broad variety
of S. Dublin genotypes found in local connection to mountain pastures, we conclude that
these represent a natural focus (Figures 4 and 5). Similar observations have been made in
Tyrol, the main district of alpine pasturing in Austria. The enzootic Salmonella infection of
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adult cattle was mentioned as a typical contagious disease [12]. Tyrol shares a border with
Upper Bavaria.

According to prior observations, subclinical shedding of Salmonella has been linked
to stress during transport [59,60]. At the beginning of the pasturing season in Bavaria,
there are cattle drives, often over fairly long distances in unfamiliar terrain, to reach the
mountain pastures [57]. Such transfer might cause stress in still carriers. An onset or
increased shedding might then lead to S. Dublin accumulation on grazing grounds, thus
posing an increased risk of infection for other animals.

As published, 5. Dublin may last for at least 119 days in feces on grounds such as
pastures in the summer and may also be viable after 87 days in surface water [9]. Wet
pastures covered with fecal droppings that are contaminated with Salmonella provide ideal
conditions for a fast spread of infection between different animals [12,61]. In the described
outbreak on a mountain pasture in Garmisch-Partenkirchen, 5. Dublin was isolated from
28 animals, including cattle and two dogs. Genotyping revealed that the isolates could
be assigned to two clusters, three different cgMLST complex types, and nine branches
of the phylogenetic SNP tree (Figure 5, Table S1). This fairly broad variety of detected
genotypes could be an indication that the outbreak may have lasted longer than the summer
season of 2021 and might even exceed the present animal disease outbreak investigations.
Our conclusion is supported by the fact that Salmonella may also survive in a viable but
nonculturable condition in the natural focus of “alpine pasture” for an even longer time
than the 119 days listed above [62].

In our study, we found isolates with the same cgMLST complex type over several
successive quarters of years (Figures 3 and 5). This finding is congruent with published
data stating that S. Dublin may persist in cattle herds for years [8,9,51,63,64]. Isolates 3
and 11, 30 and 31, and 61 and 66 were isolated as pairs from the same farm, were assigned
to the same outbreak, and revealed the same genotype. It was of note that the samples
had been obtained up to 6 months apart (Table $1). This particular phenomenon has been
described previously for Salmonella, indicating a high degree of host adaptation and a
concomitant low mutation rate at the nucleotide level. Consequently, this characteristic
allows epidemiological investigations using whole-genome analysis [26,65,66].

Due to the high prevalence of S. Dublin in Upper Bavaria, we are referring to this
administrative region as “endemic” and list the prevalent ST and CT genotypes in this
study (Table 1 and Table 51). Our data show that in an endemic region, animal disease
outbreaks can be caused by multiple genotypes. The high-resolution outbreak investigation
of the mp-GAPT revealed three different genotypes (Table 1). Thus, whole-genome sequenc-
ing of multiple isolates per outbreak provides valuable information for epidemiological
investigations. Sequencing one isolate per outbreak or using serotyping as the only method
may not provide sufficient information. The data in this study could not confirm previous
epidemiological investigations that distinguished isolates from endemic regions from those
from nonendemic regions [26,29]. However, a thorough traceback to one single index case
per outbreak was not successful in this study. Again, this limitation has been described pre-
viously [26]. Since S. Dublin may persist in herds or natural foci, the initial epidemiological
contact could have occurred years ago. As published, the distribution of S. Dublin in cattle
has been consistently linked to transport or movement of infected animals [65].

As a “lessons learned” conclusion, cattle should be screened for salmonellosis before
being returned to their farms in the fall and before the pasturing season in the summer [12].
Moreover, internal biosecurity measures are recommended for S. Dublin control in herds
within an endemic region [51]. In addition to culling S. Dublin-positive tested cattle,
cleansing and disinfection of stables before housing cattle again has proven effective [67].
On alpine pastures, however, biosecurity measures prove to be problematic since there are
hardly any boundaries for cattle and wildlife. 5. Dublin is considered host adapted, and
control measures are therefore focused on cattle [8]. The detection of S. Dublin-positive
dogs and pigs in our study and multiple other species in previous studies [9,68,69] may
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be an indication that the focus should be expanded. Further investigations are needed to
clarify whether other species represent reservoirs or a source of infection for cattle.

Next-generation sequencing technology provides valuable information. A single
testing method provides information about phylogenetics, antimicrobial resistance, and
virulence [44]. Regarding One Health, next-generation sequencing enables a rapid and
focused response in 5. Dublin outbreaks.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
3390/ microorganisms10050885 /s1: Table S1: Dataset regarding 88 S. Dublin isolates recovered from
54 animal disease outbreaks in Southern Bavaria during the 2017-2021 period.
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V. DISKUSSION

1. One Health und aktuelle Entwicklung der Resistenzlage

Der Begriff ,One Health” beschreibt die Bemihungen um das ganzheitliche
Wohlbefinden und die Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt. Die
Voraussetzung fir One-Health-Ziele ist eine weltweite und insbesondere
interdisziplindre Zusammenarbeit (STADTLANDER, 2015). In Deutschland wurde
auch in diesem Zusammenhang ein Projekt zur nationalen Uberwachung von
Salmonella enterica ins Leben gerufen. Durch zentralisierte Verarbeitung von
Sequenzierdaten werden Salmonellen-Isolate von Menschen, Tieren,
Lebensmitteln und Futtermitteln analysiert, Cluster detektiert und somit die
Ausbruchsaufklarung unterstitzt (UELZE et al., 2021). Die Serovar Dublin ist in
diesem Projekt bisher nicht abgebildet, obwohl das Ubertragungspotenzial vom
Rind auf den Menschen bekannt ist. Wie publiziert, ergab die Vollgenomanalyse
in einem Fall identische Isolate aus einer Rinderherde, von zum Konsum
freigegebenem Rindfleisch, sowie einer epidemiologisch im Zusammenhang
stehenden Infektion beim Menschen. Dieser Fall ist somit ein gutes Bespiel fir
eine gelungene Rickverfolgung ,vom Hof auf den Tisch” im Rahmen des One-
Health-Aspekts (KUDIRKIENE et al., 2020). Gemals einer anderen Publikation aus
Frankreich konnte in kurzer Zeit ein mit S. Dublin kontaminierter Rohmilchkase als
Quelle fur humane Erkrankungen mittels Vollgenomanalyse bestatigt werden
(UNG et al., 2019). Als Konsequenz aus der Riickverfolgung von Ausbruchsketten
wurden in den USA in Regionen mit hohen Fallzahlen von S. Dublin Infektionen
Rohmilchprodukte ganzlich verboten. Nachweislich hat diese MaRnahme dort zu
einer lokalen Abnahme der humanen Infektionszahlen mit S. Dublin gefihrt
(HARVEY et al., 2017). In Deutschland besteht aktuell aufgrund der wenigen
humanen Infektionen mit dieser Serovar neben der Uberwachung kein weiterer

Handlungsbedarf (Tabelle 2) (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2021a, 2021b).

Aufgrund groBBer wirtschaftlicher Verluste durch S. Dublin in Rinderbetrieben
existiert in Danemark seit 2002 ein Uberwachungsprogramm, das 2007 sogar in

ein Kontrollprogram umgewandelt wurde. Das Programm beinhaltet die aktive
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Uberwachung aller Rinderherden sowie freiwillige und auch verpflichtende
Malnahmen, die zur Reduktion entsprechender Keimzahlen in der Umwelt fiihren
(KUDIRKIENE et al., 2020). In diesem Rahmen wird in Danemark Tankmilch alle vier
Monate serologisch auf S. Dublin untersucht und die Betriebe entsprechend des
Antikorperstatus klassifiziert (NIELSEN, 2013). In den Jahren 2002 bis 2015 hat sich
die Zahl der positiv getesteten Betriebe dadurch von 25 auf 7 % verringert
(DE KNEGT et al., 2020). Jedoch konnte in Regionen mit hoher Rinderdichte die
Pravalenz in Herden nur auf 15% gesenkt werden. Begriindet wird diese
Erkenntnis mit mutmallichen Langzeitinfektionen in einer kleinen Anzahl von

Herden (KUDIRKIENE et al., 2020).

Aufgrund  unterschiedlicher Herangehensweisen in  der statistischen
Datenerhebung und -auswertung ist der Vergleich der S. Dublin Ausbriiche
zwischen Deutschland und Danemark nicht trivial. Danemark erfasst die Anzahl
positiver Herden, wahrend in Deutschland die Anzahl der Ausbriiche erfasst wird.
Die Anzahl der humanen Infektionen scheint in Danemark um das Zwei- bis
Dreifache hoher als in Deutschland zu sein (Tabelle 2) (WHITHWORTH, 2021). In
Danemark ist auch in den Rinderbestianden insgesamt von einer héheren Anzahl
von S. Dublin Infektionen auszugehen. Es bleibt jedoch zu bewerten, dass in
Deutschland aufgrund der geringen Infektionszahlen, aktuell kein Anlass zur

Einflhrung eines ahnlichen Kontrollprogrammes besteht.

Verglichen mit der Pravalenz von S. Dublin sollte die Beobachtung der
Resistenzlage dieses Zoonoseerregers in hoherem Malle Beachtung finden.
Vermutlich hervorgerufen durch den unbedachten Einsatz von Antibiotika in der
Landwirtschaft wird in den USA seit mehreren Jahren ein Anstieg der
Multiresistenzen berichtet (HARVEY et al., 2017). AuRerdem werden zunehmend
Resistenzen gegen haufig bei Septikdmie des Menschen eingesetzte
antimikrobielle Substanzen nachgewiesen (HARVEY et al., 2017). Weltweit ist
S. Typhimurium DT (Definitive Type) 104 ein Sorgenkandidat. Dieser Erreger zeigt
multiple Antibiotikaresistenzen, die vermutlich chromosomal verankert sind. Bei
nicht-plasmidbasierten Resistenzen besteht die Moglichkeit, dass diese auch ohne
Selektionsdruck persistieren (DIRKSEN, 2002; PARKER et al.,, 2021). Analog

konnten die genannten Resistenzen auch in Deutschland aufgrund des
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unbedachten Einsatzes von Antibiotika oder durch Verdnderung des Erregers
auftreten. Die Resistenzlage von S. Dublin in Deutschland scheint vorerst auf
einem stabilen Niveau niedrig zu sein (GARCIA-SOTO et al., 2021). Ungeachtet
dessen sollte die Anzahl der Infektionen mit S. Dublin bei Mensch und Rind

weiterhin beobachtet und die Resistenzlage kritisch Giberwacht werden.

2. Probenahme und Labordiagnostik

Der Nachweis von S. Dublin kann beim Einzeltier aus Proben von Sekreten und
Exkreten, Organmaterial oder Serumproben gefiihrt werden. Abhdngig vom
Infektionsstadium, der Klinik oder epidemiologischen Besonderheiten der
Infektion, ist entsprechendes Probenmaterial zu bevorzugen. Von aktiven
Tragertieren sollten Kotproben an drei aufeinanderfolgenden Probenahmen im
Abstand von 7 bis 14 Tagen abgenommen werden (WRAY & DAVIES, 2000). In
Deutschland ist dies zudem gesetzlich in der Rinder-Salmonellose-Verordnung
festgeschrieben (BUNDESMINISTERIUM DER JUSTIZ, 1991). Gemal einer
Empfehlung ist bei mutmallich latenten Tragertieren die Entnahme eines
Vaginaltupfers, einer Kot- oder Milchprobe wahrend des Zeitraumes von vier bis
finf Wochen post partum sinnvoll. Grundsatzlich ist hier immer die
moglicherweise intermittierende Ausscheidung zu beachten. Insbesondere bei
Kédlbern fallen etwa 50 % der Kotproben aufgrund der intermittierenden
Ausscheidung negativ aus, weshalb immer mehrere Kalber beprobt werden
sollten. In einer durch S. Dublin verursachten akuten Fieberphase kann die
Infektion zudem mittels Blutkultur nachgewiesen werden (WRAY & DAVIES, 2000).
Im Falle eines Abortes besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass der Erreger im
Magen des Fetus und in der Plazenta nachgewiesen werden kann. Handelt es sich
jedoch um einen Abort, der durch Endotoxamie des Muttertieres ausgelost wurde,
sind hingegen keine Erreger in den fetalen Proben nachweisbar. Die
Herdendiagnostik kann mittels Giille- oder Umweltproben, im Milchviehbetrieb
aber auch anhand eines entsprechenden Milchfilters erfolgen (WRAY & DAVIES,
2000).

Grundsatzlich bietet die kulturelle Untersuchung eine vergleichsweise nur geringe

Sensitivitdat (WRAY & DAVIES, 2000). Hierbei zeigen Studien, dass bei einer
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Ausscheidungsmenge von mehr als 100 KbE /g mittels Rektaltupfer die
Sensitivitat zwischen 60 und 70 % liegt (RICHARDSON & FAWCETT, 1973). Bei
gepoolten Kotproben von Kalbern wird die Sensitivitat eines positiven Nachweises
auf 25 % und bei individuell beprobten Tieren auf 50 % geschatzt. Publizierten
Studien zufolge liegt bei dlteren Tieren die Sensitivitat wahrscheinlich sogar noch
darunter (NIELSEN et al., 2004a). Bei Tieren ohne klinische Symptome wird die
Sensitivitat der Diagnostik einer Einzeltierkotprobe auf 16 bis 20 % geschatzt. Dies
kann zum einen an der intermittierenden Ausscheidung oder auch an der
niedrigen Salmonellen-Konzentration im Kot zusammenhangen (HOUSE et al.,
1993; NIELSEN et al., 2004a; NIELSEN et al.,, 2007). Nur durch mehrfach
wiederholte Beprobung kénnen aktive Tragertiere detektiert werden (HOUSE et

al., 1993).

Eine deutlich schnellere Alternative zur kulturellen Erregeranzucht bietet die
molekulare Diagnostik, hier die Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die Bewertung
der Sensitivitdt ist flir publizierte Studien jedoch schwierig, da die
Ausgangskonzentrationen der Salmonellen im Kot zum einen nicht bestimmt
wurden zum anderen werden in einer PCR grundsatzlich nur wenige Mikroliter
Probe eingesetzt. Aufgrund der Nesterbildung im Infektionsgeschehen der
Salmonellose kann daraus ein falsch negatives Ergebnis resultieren. Der
zusatzliche diagnostische Schritt Gber eine kulturelle Anreicherung sollte aus
diesem Grund nicht ausgelassen werden. In einer publizierten Studie zum
molekularen Nachweis der Salmonellen war letztendlich die GrofRe der
Negativkontrollgruppen nicht ausreichend (NIELSEN, 2013). Eine andere Studie
ergab eine geringere Sensitivitdt der verwendeten real-time PCR zum Nachweis
von S. Dublin im Vergleich zur kulturellen Diagnostik (JENSEN et al., 2013). Fiir eine
zeiteffiziente Untersuchung von Kotproben ware dennoch eine Erstuntersuchung
mittels Anreicherung und PCR auf Salmonella spp. mit anschlielender kultureller
Anzucht und Serovarbestimmung der positiven Proben effizient und denkbar
(NIELSEN, 2013). Dieses Vorgehen ist zudem Dbereits aus der
Lebensmittelmikrobiologie bekannt und hat sich dort bew&hrt (EUROPAISCHES
KOMITEE FUR NORMUNG, 2013).
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Ferner ist eine Untersuchung von Serum- und Milchproben mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) moglich. Das Verfahren ist auf die Detektion von
Immunglobulinen gegen Oberflachen-Lipopolysaccharide oder Geifleln von
S. Dublin ausgerichtet (VELING et al., 2002). Bei einer Einzeltierbeprobung und der
Matrix Milch betragt die Sensitivitat 77 bis 78 % und die Spezifitat 65 bis 86 %, fiir
Blutserum betragt die Sensitivitat 45 bis 74 % und die Spezifitat 89 bis 100 %
(VELING et al., 2000; NIELSEN et al., 2004b; NIELSEN, 2013). Dagegen kommt eine
andere Studie zum Ergebnis, dass fir Tiere im Alter zwischen 3 und 10 Monaten
der Serum-ELISA verglichen mit den hier genannten Bedingungen die
zuverldssigsten Ergebnisse liefert (NIELSEN, 2013). Offensichtlich schneidet jedoch
die Beprobung von Tankmilch als Herdenscreening mit einer Sensitivitat von 95 %
und einer Spezifitdit von 96 % am besten ab. Ein Vorteil der Beprobung von
Tankmilch ist dabei der geringe Arbeitsaufwand. Ein weiterer Vorteil der
Untersuchung mittels ELISA ist, dass zudem auch Tiere entdeckt werden, die mit
S. Dublin infiziert sind, aber zum Untersuchungszeitpunkt keine Bakterien
ausscheiden (NIELSEN, 2013). Nachteile sind der Verdiinnungseffekt hochpositiver
Milchproben unter vielen negativen Proben und die Fokussierung auf laktierende
Milchkiihe (NIELSEN, 2013). Die Untersuchung von Kalbern unter 50 Tagen kann
aufgrund maternaler Antikoérper falsch positiv ausfallen, weshalb diese
Altersgruppe letztendlich nur tber die Kotuntersuchung diagnostiziert werden

kann (NIELSEN et al., 2004a).

Zusammenfassend geht aus der Darstellung hervor, dass es zum Nachweis von
S. Dublin beim Rind nicht ein Verfahren gibt, das am sensitivsten und
spezifischsten fir alle Altersgruppen eingesetzt werden kann. Deshalb muss das
geeignetste Vorgehen ausgewdahlt werden unter der Berlicksichtigung, dass ein
gewisses Restrisiko fir falsch negative Ergebnisse besteht (NIELSEN, 2013). Eine
Kombination  aus  klinischen,  bakteriologischen  und  serologischen
Untersuchungen, je nach Fragestellung, erhoht die Wahrscheinlichkeit der
Detektion von S. Dublin in einem Rinderbestand. So kann beispielsweise mittels
klinischer Untersuchung eine Vorselektion der akut erkrankten Tiere stattfinden,
die mit hoherer Wahrscheinlichkeit S. Dublin im Kot ausscheiden (NIELSEN, 2013).

Ebenfalls denkbar ware ein serologisches Herdenscreening, gefolgt von
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Kotuntersuchungen der serologisch positiven Tiere, um aktive Tragertiere
aufzuspiiren (NIELSEN, 2013). Auf diese Weise wiirden die relativ hohen Kosten
far die kulturelle Diagnostik noch vergleichsweise gering gehalten (NIELSEN,

2013).

3. Prophylaxe und Therapie

Moglichkeiten zur Prophylaxe und Therapie der Rindersalmonellose umfassen
Immunisierung, Therapie mit Antibiotika, hygienische MalRhahmen oder sogar

Merzung einzelner Dauerausscheider.

Grundsatzlich ware die Impfung aller Rinder in Deutschland gegen Salmonellose
winschenswert, in Endemiegebieten wie Oberbayern sogar empfehlenswert
(METHNER, 2020). In den letzten Jahren konnten mit dhnlicher Zielsetzung, hier
der Sanierung von Bestinden, umfassende Daten aus der Gefliigelhaltung
gewonnen werden. Legehennen, die mit einem lebenden Markerimpfstoff gegen
Salmonellose immunisiert sind, entwickeln in den darauffolgenden Monaten keine
Salmonellose mit Feldstammen. Der Bestand ist demnach geschiitzt (HOFACRE et
al., 2021). Nach Ubertrag dieses Modells auf andere Nutztierarten kénnte sich
beispielsweise eine Herdenimmunitat einstellen. In der Rinderpraxis jedoch
werden Impfstoffe gegen Salmonellose haufig erst nach der Feststellung im
Bestand eingesetzt (METHNER, 2020). Bei Rindern sind jedoch diverse Serovare
relevant. Eine wirkungsvolle Impfung miisste demnach unterschiedliche Sero-
Varianten enthalten. Der bisher bekannte Effekt der Immunisierung ist dennoch
Uberzeugend. So verkiirzt die Impfung gegen S. Dublin die Ausscheidungsdauer
beim Einzeltier, reduziert die klinische Symptomatik und nicht zuletzt die
Mortalitat. Der wirtschaftliche Aspekt spielt dabei ebenfalls eine bedeutende Rolle
(WRAY & DAVIES, 2000; STANDIGE IMPFKOMMISSION VETERINARMEDIZIN, 2021).
In Deutschland ist zwar ein oraler Kalberimpfstoff fiir S. Dublin zugelassen. Dieser
ist aktuell jedoch nicht erhiltlich (STANDIGE |IMPFKOMMISSION
VETERINARMEDIZIN, 2021; INSTITUT FUR PHARMAKOLOGIE, 2022). Die Wirkung
eines Lebendimpfstoffs zur oralen Verabreichung an Kélber in der Praxis scheint
abhangig von der Virulenz des Feldstammes zu sein. Gemall publizierter

Ergebnisse war bei einer geringen Anzahl von Kélbern mit klinischen Symptomen
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kein signifikanter Unterschied zwischen der behandelten Gruppe und der, die nur
ein Placebo erhalten hatte, erkennbar. Ob eine Schluckvakzine gegen
Salmonellose bei Kalbern wirkungsvoll ist kann daher zum aktuellen Zeitpunkt nur
eingeschrankt bewertet werden. Eine umfangreichere Datenerhebung ist zur

Beantwortung dieser Fragestellung notwendig (HABING et al., 2011).

GemaR diverser Studien wird nach Immunisierung mit verschiedenen
Salmonellen-Serovaren eine Kreuzimmunitat bei der Antikdrperbildung gegen
gemeinsame O-Gruppen festgestellt. Die Serovare Typhimurium und Dublin
besitzen beide die Oberflachenantigene O1 und 012 (SMITH et al., 1984; KONRAD
et al.,, 1994). Folglich ware der experimentelle Einsatz von einem zugelassenen
Impfstoff gegen S. Typhimurium bei S. Dublin positiven Tieren denkbar und bietet
Raum fir weitere Forschung (RANKIN et al., 1967).

Bestandsspezifische Impfstoffe, darunter auch von S. Dublin Isolaten, werden in
Deutschland individuell hergestellt. Der Einsatz dieser inaktivierten
immunologischen Tierarzneimittel ist bei Adulten und Jungtieren jedoch nicht
immer erfolgreich (BARROW & WALLIS, 2000; METHNER, 2012). Dagegen bieten
die Muttertierschutzimpfung und die Aufnahme von Kolostrum durch neonatale
Kadlber nachgewiesenermallen einen hohen Schutz vor Infektion, auch mit
S. Dublin und stellt damit eine sehr wichtige Komponente der Prophylaxe dar

(NIELSEN et al., 2007).

Einen neueren Ansatz als die herkdmmliche Schutzimpfung bietet die
Remodulation der Immunantwort durch Einsatz von Zytokinen. Die Wirkweise ist
dabei ahnlich wie bei einer therapeutischen oder passiven Impfung. Bei einer
Infektion wandeln Salmonellen die T-Helferzellen (Th)l1-Antwort in eine
Th2-Antwort um, wodurch eine akute Entziindungsreaktion entsteht. Durch Gabe
von Zytokinen wird die Th2-Antwort in eine Th1-Antwort zuriickgewandelt. Bisher
besteht dieser hochst interessante Ansatz allerdings nur in der Theorie. Konkrete

Versuche an Tieren wurden noch nicht veroffentlicht (FOSTER et al., 2021).

Die  Therapie der  Salmonellose mit  Antibiotika basiert  auf
Einzelfallentscheidungen (DIRKSEN, 2002). Bei der enteralen Form der

Salmonellose sollten oral applizierte Antibiotika wohliiberlegt eingesetzt werden,
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da die normale Darmflora geschadigt, die Ausscheidung von Salmonellen
verlangert und Resistenzen hervorgerufen werden kdnnen. Bei einer Septikamie
ist der Einsatz von intravendsen Praparaten moglich, wenn nicht sogar erforderlich
(QUINN, 2002). Die Antibiotikatherapie der Salmonellose beim Rind birgt immer
die Gefahr der Entstehung von Dauerausscheidern. Besonders grol8 scheint das
Risiko nach Zukauf einzelner Tiere zu sein. Sind hingegen mehrere Kalber in einem
Mastbetrieb klinisch erkrankt, so ist der Einsatz von Antibiotika zum Zwecke der
Verhinderung von LeistungseinbuBen und Verlusten gerechtfertigt (DIRKSEN,
2002). Im Falle der Verabreichung eines geeigneten Antibiotikums ist der
frihestmogliche Behandlungsbeginn mit begleitendem Einsatz nichtsteroidaler
Antiphlogistika entscheidend. Bei Diarrhoe ist eine symptomatische Behandlung

mit Fliissigkeitsersatz und Ausgleich der Azidose erforderlich (DIRKSEN, 2002).

In jedem S. Dublin positiven Bestand miissen individuelle epidemiologische
Analysen unter Berlicksichtigung der Betriebsablaufe durchgefiihrt werden
(METHNER, 2012). Gemal publizierter Daten sind beispielsweise in Laufstdllen
gehaltene Tiere gefahrdeter fiir eine Salmonelleninfektion als Tiere in anderen
Stéllen (RICHARDSON & WATSON, 1971). Vermutlich sind Rinder in Laufstallen
besonders exponiert, da enger Kontakt zu vielen anderen Tieren besteht und die

Ausscheidungen dieser Tiere auf den Laufgang konzentriert sind.

Eine erfolgreiche Bekampfung von S. Dublin in einem Bestand erfordert ein
effektives Hygieneregime (BOQVIST & VAGSHOLM, 2005; METHNER, 2020).
Zugekaufte Tiere sollten zunachst 4 Wochen in einem Quarantdanebereich
abgesondert werden. Nach 3 Wochen empfiehlt es sich eine
Salmonellendiagnostik aus Kotproben durchzufiihren (WRAY & DAVIES, 2000). Vor
der Entlassung aus der Quarantane miissen Kotproben dreimal negativ getestet
sein (QUINN, 2002). Erkrankte Tiere sollten bis zu 12 Wochen isoliert werden, um
eine Salmonellenfreiheit nach Genesung sicherzustellen (WRAY & DAVIES, 2000;
DIRKSEN, 2002). Dabei ist auch auf eine hygienische Trennung der Stallabteile,
aller Geratschaften und Arbeitskleidung zu achten (DIRKSEN, 2002).
BiosicherheitsmalRnahmen sind essentiell um einen Betrieb vor einem Ausbruch
der Rindersalmonellose zu schiitzen oder eine weitere Ausbreitung des Erregers

im Bestand einzudammen (KUDIRKIENE et al., 2020; RENAULT et al., 2021). Die
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Ausbreitungswege von Salmonellen innerhalb eines Betriebes miissen langfristig
unterbrochen werden. Besondere Beachtung sind der Reinigung und Desinfektion
des Reproduktions- und Kalberbereiches eines Betriebes beizumessen (METHNER,
2012). Zusatzlich sollten Besatzdichte und weitere Stressfaktoren reduziert
werden. Die Bewegung von Menschen, Fahrzeugen und Tieren sollte auf
zugewiesene Bereiche beschrankt werden (QUINN, 2002). Des Weiteren ist eine
unschadliche Beseitigung von Tierkdorpern und kontaminiertem Einstreu zu
beachten. SchlieBlich ist auch die Bekampfung von Schadnagern ein wichtiger
Aspekt in der Prophylaxe von Krankheitserregern (FIELD, 1948; DIRKSEN, 2002;
QUINN, 2002).

Stressfaktoren sind, wie publiziert, auch gesundheitliche Belastungen mit anderen
Mikroorganismen oder Parasiten. In Herden, die einen Befall von Leberegeln
aufwiesen wurde haufig auch gleichzeitig Salmonellose bei adulten Rindern
beschrieben (RICHARDSON & WATSON, 1971; VAESSEN et al., 1998; DIRKSEN,
2002). Ein Zusammenhang ist jedoch bisher nicht belegt worden. Da eine
Infestation durch Fasciola mit Weidegang verbunden ist, liegt der Verdacht nahe,

dass Rinder auf Almen als gefahrdet eingestuft werden kénnten.

Jedoch sind individuelle Hygienekonzepte gerade auf Almen schwierig
umzusetzen, da eine Umfriedung zum Beispiel durch ein festes Stallgebdude oder
Weidezidune hiufig nicht vorhanden ist (BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FUR
ERNAHRUNG, LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2010). Auf den Almweiden kann
es zu direktem Kontakt zwischen Rinderherden und Wildtieren beziehungsweise
deren Ausscheidungen kommen. Zusatzlich kann S. Dublin Gber mehrere Monate
auf Weiden und in Oberflaichengewassern infektios bleiben (FIELD, 1948). Wie in
der Literatur beschrieben, sind Almen daher als Risikofaktor zur Verbreitung von
Salmonellen anzusehen (ALLERBERGER et al., 2003; KLOSE et al., 2022). Um einen
Eintrag in den heimatlichen Betrieb oder aus dem Betrieb heraus auf die Alm
vorzubeugen, sollten vor dem Auf- und Abtrieb Kotproben auf Salmonellen
untersucht werden (ALLERBERGER et al., 2003). Das Aufdecken von stillen Tragern,
die durch den Stress beim Auf- oder Abtrieb vermehrt Salmonellen ausscheiden,
zahlt als prophylaktische MafRnahme. Nicht zuletzt deshalb sollten die Rinder

zusatzlich nach dem Abtrieb fir eine gewisse Zeit separat aufgestallt werden. Eine
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mogliche Infektion kann in dieser Zeit aufgedeckt und eine potenzielle Verbreitung

von Salmonellen im gesamten Bestand unterbunden werden.

Obwohl die aktuelle in vivo Studienlage zur Pathogenese von S. Dublin nicht sehr
umfangreich ist, belegen die Zahlen dennoch, dass die vollstandige Eradikation
— gerade von S. Dublin — aus einem Bestand sehr schwierig ist. Die genaue
Verbreitung zwischen Einzeltieren und Herden sowie bessere diagnostische
Moglichkeiten und Ansatzpunkte fir eine effektive Bekampfung missen daher

weltweit noch genauer erforscht werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Salmonellose ist eine der bekanntesten Infektionskrankheiten bei Mensch und
Tier weltweit. Aufgrund diverser Erregerreservoire in zahlreichen Tierarten und
der vergleichsweise hohen Umweltstabilitdt des gramnegativen Bakteriums, ist

eine vollstandige Tilgung von Salmonella aus Bestanden nur schwer moglich.

In vielen Landern ist Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Dublin
(S. Dublin) als Infektionserreger fir das Rind bekannt, seltener jedoch fiir den
Menschen. In den Jahren 2017 bis 2021 wurde diese Serovar im Suden des
Bundeslands Bayern, als Ursache von 54 Ausbriichen bei Tieren identifiziert. Die
Erkrankung brach meist in Hausrindherden aus (n=50), aber auch in zwei

Schweinebetrieben und in zwei Herden weiterer Rinderarten.

Im Rahmen der Ausbruchsuntersuchung wurden 88 S. Dublin Isolate aus diesen
finf Jahren naher analysiert. Die molekulare Genotypisierung ergab sieben
verschiedene Cluster mit drei unterschiedlichen MLST-Sequenztypen und 16
untergeordneten cgMLST-basierten Komplextypen. Diese Diversitat belegt, dass
S. Dublin bereits Uber eine langere Zeitspanne in dem geografischen Raum
Oberbayern pravalent ist. Zusatzliche und vergleichende Ergebnisse aus der
epidemiologischen Untersuchung beweisen zudem, dass mindestens zwei
Infektionsursplinge auf Almweiden in Oberbayern lagen, wo sich Tiere aus

mehreren Bestanden infiziert hatten.

Weiterhin ergab die Vollgenomanalyse der Ausbruchsisolate nur wenige
Virulenzgene. Die in vitro Antibiotikaresistenztestung 71 bayerischer S. Dublin
Isolate ergab vorwiegend sensible Phdnotypen. Intermedidre und resistente
Reaktionen wurden nur vereinzelt gegen jeweils eine einzige antibiotische
Substanz gemessen. Analog dazu wurden in silico nur einzelne bekannte

Resistenzgene detektiert.

Zusammenfassend weisen Ergebnisse aus der Vollgenomsequenzierung und
epidemiologischen Untersuchungen auf S. Dublin Naturherde auf Almweiden in
Oberbayern hin. Des Weiteren sollte aufgrund der hohen und permanenten

Pravalenz von S. Dublin in Oberbayern dieser Regierungsbezirk als Endemiegebiet
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eingestuft werden. In Folge dieser Feststellung empfiehlt es sich Rinder, die auf
Almen sdmmern, regelmaBig vor und nach der Almsaison auf Salmonellose zu
untersuchen. Mogliche Prophylaxestrategien konnten zudem eine Impfung,
QuarantanemalRnahmen und konsequente epidemiologische
Begleituntersuchungen umfassen, um eine vermeidbare Ausbreitung von S. Dublin

in Rinderherden zu verhindern.
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VI. SUMMARY

Salmonellosis is among the most common infectious diseases in man and animals
worldwide. Due to broadly spread reservoirs in numerous animals and the
comparably stable nature of the gram-negative bacterium, a complete elimination

of Salmonella in cattle herds is difficult.

In many countries, Salmonella enterica subspecies enterica serovar Dublin
(S. Dublin) is responsible for clinical disease in cattle, but also in humans. In
Southern Bavaria, Germany, the serovar was identified as causative agent for 54
outbreaks in herds between 2017 and 2021. Most of these emerged from cattle
herds (n= 50), two occurred in pig farms and two in bovine livestock other than

cattle.

Outbreak investigation was carried out on 88 S. Dublin strains isolated during the
cited 5-year period. The genomic analysis revealed seven different clusters with
three different MLST-based sequence types and 16 subordinate cgMLST-based
complex types. This surprisingly high diversity of genotypes proves that S. Dublin
has already been prevalent over a longer period in the geographical region of
Upper Bavaria. Additional and comparative results yielded by the epidemiological
investigation revealed that at least two origins of infection were geographically
located on mountain pastures in Upper Bavaria where animals of different herd

origin evidently became infected.

Furthermore, whole genome analysis of the outbreak isolates revealed only a few
genes coding for bacterial virulence. In vitro antimicrobial susceptibility
investigation of 71 Bavarian S. Dublin isolates yielded only sporadic intermediate
and resistant reactions to single antibiotic substances. Similarly, only a few

antimicrobial resistance genes were detected among the isolates.

As a conclusion, the results of the whole genome analysis and the epidemiological
investigation suggest natural foci of S. Dublin on mountain pastures in Upper
Bavaria. Consequently, Upper Bavaria should be classified as an endemic region
due to the permanent and high prevalence of S. Dublin. Therefore, cattle should

be screened for salmonellosis prior to and after transfer to mountain pastures.
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Possible prophylaxis strategies may include vaccination, quarantine measures and
a consistent epidemiological monitoring to prevent and curb the avoidable spread

of S. Dublin in cattle herds.
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