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l. BHNLEITUNG

Samonella enteric&BubspeziegntericaSerovar Dublin & Dublin) zéhlt nebeder
SerovarTyphimurium zu den beiden haufigst&almonellendie beim Rind in
Deutschland diagnostiziert werden(METHNER, 2020, 2021Wie mehrfach
publiziertsindS DublinFéllebei Menschen und Rindemeltweit regionalgehauft

zu finden Daherbeschreiben verschiedene Autoren indivelle Endemiegebiete
fur das Vorkommen dieser Sero{fCDONOUGH et al., 1999; AGREN et al., 2016;
KUDIRKIENE et al., 202@uch in Deutschland komnf Dublin gehauft in
abgegrenztenRegionen vor{GARCISOTO et al.,, 2021pachverstandigeles
FriedrichLoeffler-Instituts sprechensogar von einem endemischen Vorkommen
in bestimmten Landkreiserdarunter einige in Bayern(METHNER, 2021Am
Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit wArde
Dublinin den letzten Jahreausschlieflich in den stdlichen Regierungsbeairk
Ober und Niederbayern nachgewiesen. Ziel dieser Arbear es, Daten zur
epidemiologische Lageund zur Diagnostikon S Dublin in Bayern in den Jahren
2017 bis 202lauszuwerten. Weiterhin sollte Resistenzlagesowie mogliche
Virulenzfaktoren mittels molekularer undin vitro Verfahren von diesam

Zoonoseerregecharakterisiert werden
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I. LTERATURUBERSICHT

1. Salmonellen

Pathogene Bakterien der Gattuisgimonelh wurden erstmalsm Jahre 1880 von
Karl Joseph Eberth beschrieben. Benannt wurde die Sp&2@®3 durch Joseph
Leon Ligniees, zu Ehren der Arbeitsgruppe dmserikanischen Tierares Daniel
Elmer SalmonDie gramnegativa Stabchenbakteriergehtren zur Familie der
Enterobacteriaceaevachserfakultativ anaerob undhtrazelluléar mit einer GroRe
von 0,71,5 pm x 2,6,0 um. Aufgrund ihrer peritrichen Begeil3elynsind
Salmonellerbis auf wenige Ausnahméreweglit (SELBITZ et al., 2018) aktuell
gultigenWhite-KauffmannaLe MinorSchemaindiber 280 Serovare beschrieben

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

Aufgrund ihrer Vermetungsfahigkeit zwischen 8 und 46 sowieder pH-Wert
Toleranz zwisched und 9 sind Salmonellenvergleichsweisestabil gegenlber
Umwelteinflissen. Jedoch sirslalmonellenbeim Wachstum auf eine feuchte
Umgebung mit einem @Wert von mindestens0,94 angewiesen. Salmonellen
bilden keine Sporen, kénnen jedoch in eingm2 3 Sy | Wighle Syt nom
culturabled Daueraustand Uber einen langen Zeitraum in der Umwieliektios
bleiben (SELBITZ et al., 2015; MAYNAUD et al., 20i16)armer feuchter und
nahrstoffreicherUmgebung kénnen sich die Bakteriendem aul3erhalbeines

Wirts vermehrenWRAY & DAVIES, 2000)

Beim Menschen ist di&salmonellose weltweit eine ernstzunehmendmeist
lebensmittebedingte hfektion, an der jahrlictzahlreicheMenschen erkranken
(POPA & PAPA, 202Ir) Euopa ist die Salmonellose die zweithaufigsskterielle
Ursache fur gastrointestinale Infektionen beim MenscH&®UROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2020)

1.1 Salmonella enteric&8BubspeziesentericaSerovar Dublin
Salmonda entericaSubspezie®ntericaSerovar Dublin& Dublin) wurde erstmals
im Jahr 190Zon Mohler und Bucklelgei einem adulten Rd in denVereinigten

Staaten von AmerikaUSA als Bacillus der EnteritidisGruppe beschrieben
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(MOHLER, 1903; WRAY & DAVIES, 20@@)schen gehord Dublinbeim Rindn
Deutschlandzu den beideram haufigstemachgewieseaen SerovareqMETHNER,
2021) Obwohl de genaueGrundlageder Wirtsspezifitat bislang nichérklart
werden konnte gilt S Dublinalsan das Rind adaptie(NIELSEN, 2013)

1.2. Pathogenesdéeim Rind

Die Infektion mitS Dublin erfolgt meisalimentar oder orgltiber kontaminierte
Futtermittel, Tranke Gegenstande, sowie nad&ontakt mit AusscheiderfNAZER
& OBORNE, 1977; FOSTER et al., 2(&)ener erfolgt die Infektion tber die
Atemwegeoder Konjunktiven(NAZER & OSBORNE, 19Di¢ Inkubationszeit
betragt ein bis vieTage(DIRKSEN, 2002)

Das Eindringewon Salmonellenn Enterozytenvon Jejunum und lleum erfolgt
vermutlich Uber die MZellen der Peyerschen Platten mittéakropinozytose
(BAUMLER et al., 2000; PULLINGER et al.,. 20@&fhativ gelangtder Erreger
auchaufextrazellularem Weg in die Mesenteriallymphknot@oer iber Wochen
oder Monatepersistieren kann(PULLINGER et al., 2008@stimmten S.Dublin
Stammen gelingt es jedochin Makrophagen einzudringen undies als
Transportvehikel und Replikationsort zu nutzéBEGALL & LINDBERG, 1991;
WALLIS et al., 1999Diese Fahigkeit ist Voraussetzung flir eine generalisierte
Ausbreitung der Infektion. Je nach Empfanglichkeit des Wst konnen

¢ ausgehend von den Mesentallymphknoteng Leber,Milz, Tonsillen, weitere
Lymphknoten und die Lungbefallen werden(SEGALL & LINDBERG, 1991;
PULLINGER et al., 2007)

Lipopolysaccharidesind Bestandteile deaul3eren Membranvon Salmonellen.
Dieseprasentierensogenannte outemembrane odelO-Antigene darunterdas
Endotoxin Lipid AlLetztereswirkt stark toxisch fur Wirtszellenund wird beim
Absterben der Bakterieffreigesetzt. In Folge kommt ekirch Monozyten und
Makrophagenzu einer Zytokinausschittungdie Gefalle und Gewebe schadigen
und Thrombosenauslésen kannDas Syndrom de&ndotoxinschockfihrt zu
Hyperthermie, disseminierter intravasaler Koagulopathie und Kreislaufversagen
(RYCROFT, 2000; NIELSEN, 2013)
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Im Stoffwechsel von Salmonellen werden Entexine frei, die im Darm des Wart

das Krankheitsbild der Enterokolitis hervorrufédnnen In den Enterozyten
fUhren diese Toxire zu einerSteigerung der Chlatsekretionund hemmendie
Natriumresorption. Dadurch kommt esl einer ausgepragten Hyponatriggyzum
UbersteigertenVerlust von Flussigkeiglektrolyten und Proteinemn Form der
klinischen Diarrhoggn rascher Gewichtsverlustird verursach{DIRKSEN, 2002)
Salmonellen kénnen in der Gallenblase temporéar oderim Falle von
Dauerausscheidern Uber einen langen Zeitragpersistieren. Von dort gelangt
der Erregerintermittierend in den Dinndarm Die Ausscheidung des Erregers
erfolgt hauptséachlich Gber Darminhalt, seltener Uber Urin, Milch, Vaginalausfluss

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

1.3. Krankheitsbilderbeim Rind
Das klinische Bild einé®.DublinInfektion beim Rind wird maf3geblich durch drei
Parameter bestimm{WALLIS et al., 1995; QUINN, 2002; NIELSEN; 2013)

A Infektionsdosis

Anzahloral aufgenommene Erreger> 10° koloniebildende EinheitenbB
A VirulenzdesStamms
A Empféanglichkeit des Wirtsorganismuster Beriicksichtigung vorlter,

Immunstatus, Genetik und Kstitution

Rinder inHerden mit wenigen bis keinerudscheidern haben ein hoh&ssiko sich
mit S Dublinaus externen Quellerzu infizieren(NIELSEN et al., 2004@abei kann
dasklinische Bild einer Infektion m& Dublinstark variieren (WRAY & DAVIES,
2000) Die verschiedenen Infektionsstadien mit ihren Merkmalen sirichivelle 1

aufgefuhrt.

Zeitgleiche parasitéare Infestationen oder virale Infektionen, beispielsweise durch
Fasciola hepaticaoder mit dem Bovinen Virus Diarrhoe Virus, steigern die
Empfanglickeit des Wirtstieres fur Salmonellen und fihren zu vergleichsweise
schwereren Krankheitsveridéen (RICHARDSON & WATSON, 1971; VAESSEN et al.,
1998; WRKX & DAVIES, 2000; DIRKSEN, 2002)

Typisch fir eine Infektion m&.Dublin sind Abortd CARRIQUMAS et al., 2010)

In Grol3britannien stell& DublinnachNeosporadie zweithaufigsteAbortursache
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bei Milchkihendar (OTTER, 2020n Betrieben mit hohen Infektionsraten kann
es bei adulten Kihenhne jegliche Anzeichen einer Infektian Aborten in der
zweiten Trachtigkeitshélfte kommeiINTON, 197 DIRKSEN, 2002; NIELSEN et
al., 2004a; CARRIQUMEAS et al., 2010AuchNachgeburtsverhalterifotgeburten
und die Geburt infizierter Kélbarach intrauteriner Infektiorsind beschrieben
(HINTON, 1974; DIRKSEN, 2002; FOSTER et al., 2021)

Bei laktierenderRincern kann Milchriickgangein Symptom seindas zu hohen
gesamtwirtschaftlichen Einbuf3en fUh(DIRKSEN, 2002; NIELSEN et al., 2013;
KUDIRKIENE et al., 20dDartber hinaugann der Zoonoseerregéber die Milch
ausgeschieden werdeiNIELSEN, 2013)

Die Kalbersterblichkeit bei einer Infektiorntr& Dublin betragt bis zu 3B(HOUSE

et al.,, 1993) Neonatde Kalber infizieren sicbral Gber die Muttermilch oder
Ausscheidungen der MutterkuINAZER & OSBOIE, 1977; NIELSEN et al., 2004a)
Besonders empfanglich sind Saugkéalldddiufig erkranken diese zwischen der
vierten und funftenLebenswoch€NAZER & OSBORNE, 1977; WRAY & DAVIES,
2000; NELSEN, 2013Ynter anderem auf3ert sich ein& Dublin Infektion bei
Kéalbern durch Diarrhoe bis hin zu Lebensschwéache, Sepgkund TodDIRKSEN,
2002; PULLINGER et al., 2007; FOSTER et al., 2821 eitererist bei Kéalbern
auch die Form derZystitis mit Ausscheidung des Erregers lber den Urin
beschriebenCOSTA et al., 2018eim klinischen Bild der Diarrhoe kommt es zu
einer massenhaften Ausscheidung von SalmonellenHierdurch steigen
Umgebungs Umweltkontaminationund somit der Infektionsdruck fur andere
Tiere in der Umgebung erkrankter Kalber massiv @DIRKSEN, 2002)
Kontaminierter Kot spielt die bedeutendste Rolle bei ddsbertragung von

S Dubln (NIELSEN, 2013)

Eine Besonderheit nach einer Infektion r&itDublinstellenklinisch inapparente
Tragertiere dar (WRAY & DAVIES, 2000)iere werden mit erhohter
Wahrscheinlichkeit zu Tragertierewenn siewahrend der Infektion geringen
Keimzahlerausgesetzt warenim Gegensatz dazu genessamer solcheTiere, die
wahrend der Infektion hohen Keimzahlen ausgesetzt wa®HiELSEN et al.,
2004a) Besonders Farsemnd Kihet 70 Tage um den Akalbeterminhabenim

Falle einerrfektion ein erhohtes Risikdragertiere zu werde(NIELSEN et al.,
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2004a) Zusatzlich werden ungefahr% der genesenen Kalber zu Trégertieren

(FOSTER et al., 2021)

Ein wichtiger Aspekt fir die epidemiologische Interpremat der
Ubertragungswahrscheinlichkeit ist, dagsagertiere unter Stres$aufig zu
Ausscheidernwerden. Ursache dafur istdass die Sresssituationenzu einer
Stérung der normalen Darmfunktiofilhren. Dadurch haberSalmonellen die
Moglichkeit sich zu vermehren, anzuhaften und in die Darmzellen einzudringen

(NIELSEN, 20136gliche Stresssituationen kdnnen sein:

A Korperliche Anstrengung wie zum Beispiel Tréchtigkeit, Partus und
Hochlaktation(DIRKSEN, 2002; QUINN, 2002)

A Colnfektionenmit Parasiten oder Mikroorganisme&@UINN, 2002)

A Umweltfaktoren und Haltungsbedingungen wie zum Beispiektreme
AulRRentemperaturen, hohe Tierdichte, Futterumstellung, schlechte
Futterqualitat, Hungern, Wassermand€UINN, 2002; NIELSEN, 2013)

A Vermarktung und Transpo(DIRKSEN, 2002; QUINN, 2002)

A latrogene Einfliisse wie zum Beispedle Antibioseoder operative Eingriffe

mit Narkose(QUNN, 2002)

S Dublin wird haufig auch bei Rindern ohne klinische Symptome nachgewiesen
(KLOSE et al., 2023tammabhangigannS Dubin nur als Darmpassant auftreten
ohneeinelnvasion der Darmlymphknoteie Ausscheidung endet in diesem Fall
etwa zwei Wochen nach dem letztdfrregerkontak{RICHARDSON, 1975)

Die Wirtsspezifitat vois Dublin fihrt zwar dazu, dadge Infektion haufig auf das
Rindbeschrankt bleibteskdnnenjedochauch adere Tierarten zum Teil schwer
erkranken. 8 wurde die Septikdmie eines Hundesis Englandirsachlichauf

S Dublin zuriickgefuhrfMILSTEIN, 1975Allerdings sind aucHiverseFalle von
asymptomatischen Hunden beschrieb@HILBEY et al., 2014; KLOSE et al.,.2022)
Dokumentiert sind Aborte, Tdgeburten und erhdhte Mortalitatsratemach

S Dublin Infektion vonNerz und Richsin danischen Pelzfarme(DIETZ et al.,
2006)
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1.4. Krankheitsbilder beimMenschen

Der Zoonoseserrege®. Dublin ist zwar vornehmlicln das Rind daptiert, es
werden jedoch auchinfektionen beim Menschen beschrieben Der Mensch
infiziert sich meistnach Verzehrkontaminierter Rohmilch,Rohmilclprodukten
oderrohembeziehungsweisanzureichend gegartem RindfleisgFANG & FIERER,
1991; KRAUSS et al., 2004; HARVEY et al.,. ZddAdm kdénnerSchmutz und
Schmierinfektionen bei Kontakt mit oben genannten Nahrungsmitteln indirekt zu
einer Infektion fUhren KRAUSS et al., 200B¢r direkte Kontakt mit Tierestellt
seltener eine Infektionsgefahr dar (FANG & FIERER, 1991FEine
zwischenmenschliche Ubertragung oder eine Ubertracqaufglen Menscheron

anderen Tierarten aldem Rindwurde bishernicht beschrieben.

Erkrankungen und schwere Verlaufe tretémsbesonderebei Patienten mit
Immunschwacheoder Vorerkrankungenwie Tumorerkrankungen, Diabetes
mellitus oder Infektionen mit demHumanea Immundefizien2Virusauf (FANG &
FIERER, 1991; LIEBANA et al., 2002; KRAUSS et al.Z@@&dh) wirdS Dublin
haufiger beidlteren Patienten nachgewiesen als andesalmonellenSepvare.
Der Median des Alters dd?atienten mitS Dublin Infektioniegt aktuellbei 55
Jahren, bei anderen Serovargedoch bei 23 Jahren. Kinder infizieren sich
seltener, mannliche Patientehingegerhaufiger mitS Dublin Letzterevermutlich
bedingt durch héaufigeren Konsum von rohem Flei§dARVEY et al., 2017)
S Dublinwird in Gelenken von &ienten nach Implantation von Endoprothesen

haufiger als andere SerovarachgewieserfEL SAYED et al., 2018)

Die Inkubationszeibetragt, abhangig von der aufgenommenen Keimmerndas

72 Stundern(KRAUSS et al., 200Bje Symptome reichen von Diarrhoe, Ubelkeit,
selbstlimitierendemErbrechen abdominellen Schmerzen bis hin zu Fieber und in
seltenen Fallen AtemndFANG & FIERER, 1991; KRAUSS et al., 280d3¥elten
wurden Hautlésionen bei Menschen nach direktem Kontakt zu infektiosen Tieren

beschriebenWILLIAMS, 1980; GILLIANS et al., 1982)

Der labordagnostische Nachweis gelingétwrend einer Infektiormit S Dublin je

nach Symptomatikmittels Blutkultur, Stuhlproben, Abstrichtupfern aus dem
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RespirationstraktProbenmaterial aus dementralen Nervensystenund weiteren

betroffenen OrganefFANG & FIERER91)

Bei gastrointestinalem Verlauf ohne Komplikationgenesen Patienten meist
innerhalb von ein bis zweiTagen (KRAUSS et al., 2004)agegen liegt id
Mortalitatsrate im akuten Fallsowieinnerhalb eines Jahres nach einer Infektion
bei S.Dublin im Vergleich zu anderen Serovaren besonders hdaeke st dirch
die hohere Invasivitasrate zu erklaren Resultierende Generalisiergnder
Infektion und Sepsis fuhremaufiger zuHospitalisierungen und TodesfalléPANG

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

1.5 Virulenzfaktoren

Die Invasivitat vorS Dublinist urséchlich auVirulenzfaktorenzurtickzufiuihren

die auch die &weredes Klinischen Bildseim Menscherabbilden Die genauen
Grundlagen dafir konnten bisher jedoch noch nicht vollstandig verstanden
werden(MOHAMMED & CORMICAN, 20M®HAMMED et al., 2017)

Eire Komponenteist das Invasom das aus wei TypVISekreionssysteme
besteht codiert auf SalmonellaPahogenitatsinseln (SR1Ylem Prophagefifsy-2

und den Virulenzgena ggt und PagN (MOHAMMED et al., 2017)m Typ VI
Sekre¢ionssystem auf Sl liegen Gene, die fur das Shifanliche Toxin A
codieren.Gifsy2 Prophagewvurde in allenin der Studie untersuchte® Dublin
Isolaten nachgewiesen undodiert fir einige Dutzend Virulenzfaktoren
(MOHAMMED & CORMICAN, 20183s Virulenzgerggt codiert fir Gamma
Glutamyltransferasend inhibiert vermutlich die -ZellProliferation(SCHMEES et
al., 2007) Das InvasionsgdPagNcodiert firein Protein der auReren Membran
das wahrscheindh an der Adhasion und Invasion von Wirtszellen beteiligt ist

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

Das VirulenzAntigen a + Asti nicht bei allenS Dublin Isolaten vorhanden

(GRIMONT & WEILL, 2007 Codierung deYi-Proteine liegtim viaBLocus auf

SP47 undsoll in Zusammenhang mit der Invasivitat steliBilCKARD et al., 2003)

Das WAntigen wirkt gegen Opsonierung und Phagozytose durch Reduktion des
CdzY2NYySINRaSTI{Gd2NR h3X RSNJ RdzZNOK al { NR LXK I

wird die Resistenz der Bakterienzellen gegenuber oxidativem Stress erhoht
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(LOONEY & STEIGBIGEL, 1986; HIROSE et al.Jdd88ah werden auch bei
schweren Erkrankungsfallen kausnDublinlsolate mit V4Antigen nachgewiesen
(MOHAMMED & CORMICAN, 2016; MOHAMMED et al., 2016; MOHAMMED et al.,
2017) Es ist beschrieben, dass dahesdviAntigen nicht alleirfur die Virulenz

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

Salmonellaplasmid virulene Gene (spv) sind aufPlasmidencodiert (DIRKSEN,
2002) Urspriunglich wurdelieseneine ausschlaggebendrollefiir Invasivitat und
folglichftir die sygemische Infektion zugeschrieb€WALLIS et al., 1995; DIRKSEN,
2002) Da aber nicht bei allen Isolaten aus systemischen Infekti@pe-Gene
nachgewiesen wurden, scheint diese Theorie widerlemter zumindest
unvollstandigzu sei(MOHAMMERDet al., 2017)Die spv-Gene bleiben tber viele
Generationen stabil. Deshalb ist es wichtig zu beachten, dass wahrend einer
antibiotischen BhandlungVirulenzfaktoren, die auf Resistenzplasmiden liegen,

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

1.6. Vorkommen vonSalmonellaDublinin Deutschland und weltweit

S Dublingehdrt zu den beiden haufigsten Serovaren beim Rmdeutschland
(METHNER, 202Dghrlich werden um die 30 Ausizhe gemeldet, von denen ein
grol3er Teil in bekannten Endemiegebieten angesiedeltisslate aus Clustern
sindiber ganz Deutschland vertedtler beschrankt auf eine Regidasherwurde

keine Ubertragung von oder nach Frankreich, Danemark oder Schweden
nachgewiesefGARCI/SOTO et al., 2021Hlumaninfektionermit Salmonellenn
Deutschland werdenweinem sehgeringen Protzentsatz vda Dublin ausgeldst
(ROBERT KOMWSTITUT, 2021apus diesem Grund werdenachfolgendin
Tabelle 2Einzelinfektionen beim Menscherufgefuhrt anstelle der Anzahl der

Ausbrichewie beam Rind
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Rinderherde
Salmonellose
Mensch 267 274 277 109

Rinderherde 37 44 39 30
SalmonellaDublin

Mensch 11 7 10 5

Tabelle 2 Salmonellosen und Nachweisen SalmonellaDublin in Rinderherden
und beim Menschn in den Jahrer2017 bis 2020 in Deutschlag@OBERT KOCH
INSTITUT, 2019; METHNER, 2020, 2021; ROBERINSOOM T, 2021a)

Daten ausOsterreichbelegenS. Dublin Endemiegebiete fliirol und Salzburg
(ALLERBERGER et al., 208@troffene Areale, die auchAlmen beinhalten,
grenzen direkt an bayerische EndemiegebigeOSE et al., 2022)

Publikationen audrankreich,Danemark und Schweden beschreibebenfalls
Endemiegebietein bestimmten geografischerRegionen(AGREN et al., 2016;
VIGNAUD et al., 2017; KUDIRKIENE et al.,.2020)deren européaischen Landern
ist von einer ahnlichen Situation auszugehiemVereinten Konigreicist S Dublin
sogar dieam haufigsten nachgewiesene 8ear beim RiInqCARRIQUEAS et al.,
2010)

S.Dublin wird weltweitsowohl bei Rindern als auch bei Menscimachgewiesen.
Im Gesundheitswesen wird diese Serovaigaund der hohen Mortalitatsrate bei

Humaninfektionen algineglobale Bedrohung eingeordn@dARVEY et al., 2017)

2. Antimikrobielle Resistenzen

Antimikrobielle Resistenzegibt es mutmalflich bereits langer als die Menschheit
selbst und weit vor dem Einsatzvon Antibiotika in der Human und
Veterinarmedizin In der Evolution haben Oagismen auch in natirlichen
Lebensrdumen einen bedeutenden Selektionsvorteil gegentiber denen, die keine
antimikrobiell wirksamersubstanzemproduzieren konnefVAN DUIJKEREN et al.,
2018) Resistenzen koénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Nattrliche und
erworbene ResistenzgfREYGAERT, 2018)
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Naturliche Resistenzen konnen intrisshh vorkommen, das heil3t bei einer
bestimmtenBakterienpezies werden sie immer exprimieAlternativkbnnensie
induziert sein, zum Beispiel dur¢fontakt mit einem Antibiotikunwerden die
zustandigen Gene aktivierfREYGAERT, 2018Beispiele flur intrinsische
Resistenen sind: Unzuganglichkeeiner Zielstruktur, effektive Effluxpumpen,
Produktion von inaktivierenden Enzym@EYGAERT, 2018; VAN DUIJKEREN et al.,
2018)

Erworbene Resistenzen haben ihren Ursprung im Austausch von genetischen
Resistenzgenen zwischen Organismen oder durch Mutationen der
chromosomalen DNAResistenzgene werden héufig in Form von Plasmiden
Ubertragen, weniger haufig durch BakteriophageMutationen, die zu
Resistenzen fihren, entstehen auf Genabschnitten, die fur Zielstrukturen von
Antibiotika, Transporterin der Zellwandoder inaktivierende Enzyme codieren

(REYGAERT, 20V¥&N DUIJKEREN et al., 2018)

Antimikrobielle Resistenzen aus Zoonosed Lebensmittelerregernwie zum
Beispiel Salmonellen, stellen eine vachsende Bedrohung fiir das

Gesundheitswesedar (WORLD HEALTH ORGANIZATION,.2014)

2.1. Resistenzenn vivo, in vitro undin silico

Die Korrelation zwischen antimikrobiellen Resisteniremivound in vitroist seit
Jahrzehnten wissenschaftlicher KonsefSANTIN et al.,, 1991; RANJBAR
MALIDAREH et al.,, 2013Richtlinien desClinical and Laboratory Standards
Institute (CLSIund European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EU@STYur die Bewertung von Ergebnissen anwitro Testungen beziehen sich
mit spezifiscken Werten zu TierarBakteriumWirkstof-Kombinationerauf diese
Korrelation und somit die Wahrscheinlichkeit der Wirksamkeit der getesteten
Substanz im TigICLSI, 2020; EUCAST, 2032}t einigen Jahren gibt es durch die
Vollgenomsequenzierung die Mdglichkeit desilicoSuche nach Resistegenen.
Auch hier wurde eine hohe Ubereinstimmung nuer in vitro Diagnostik
nachgewiesen. Somigilt die in silico Methode als verlassliches Mittel zur
Resistenzbestimmun@CARROLL et al., 2017; PAUDYAL et al., 2019; BHARAT et al.,
2022)
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2.2. Resistenzlage voBalmonellaDublin in Deutschland und weltweit

S Dublinweist im Vergleich zu anderen Serovaren in Deutschland und Europa
kaum Resistenzeauf (KUDIRKIENE et al., 2020; GARBOAO kal., 2021; EFSA,
2022; KLOSE et al., 2022)ischen 2005 und018wurdein Deutschlandur ein

S Dublinlsolatbeschrieben, dasine Multiresistenz aufwie$GARCISOTO et al.,
2021)

Seit Jahrentsigt dagegenn denUSAdie Anzahl der multiresistenten Isolate an.
Bei 55% der S Dublin Isolaten wurdenMultiresistenzen nachgewiesen im
Vergleich zu 1% bei anderen SerovaréHARVEY et al., 201Ypn1968 bis 2013
nahmendort die Infektionszahlen mi& Dublin bei Menschen zu, im Vergleich zu
relativ stabil bleibenden Infektionen mit anderen Serovarémzilenzen pro
100.000 Einwohnern)m gleichen Zeitraum stiegdemdie Hospitalisationsund
Sterberate Manvermutet einenZusammenhang mdenzeitgleich zunehmenden
a dzf G A NB a ¥ 3iibStghkkBséer((dARVEY et al., 201 Hinsichtlich der
Resistenzlage wurde keibinterschied zwischen Isolatemenschlicher oder
tierischer Herkunft festgestellt (CARROLL et al., 2017)Auch in
Lebensmittelisolaten wurden Resistenzen gefun(leviLER et al., 2020) Kanada
kam es2010 ebenfallszu einem Anstieg derinfektionen von Menschen mit

multiresistentenS Dublin StAmmen(MANGAT et al., 2019)

Bei der Suche nach der Ursache von zunehmenden Resistenzen kBtagende
identifiziert werden die bei S Dublin Isolaten ausbestimmten geografischen
Regionennachgewieserwurden und denweltweiten Anstieg derResisteniage
erklaren(HARVEY et al., 2017; MANGAT et al., 2017; MOHAMMED et al., 2017,
FENSKE et al., 2019; KUDIRKIENE et al., R@be)ergab sichdass ¢ Evolution

des Genoms vonS Dublin eher an gografische Faktoren geknipft und
wirtsunabhangigst (FENSKE et al., 201Bjagnosisch erlauben @ aktuell stark
zunehmenden Mengen unddie Verfugbarkeit von Daten aus der
Vollgenomsequenzierung weltweit eine umfassende Uberwachung der

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

Die herkdmmliche Resistenzbestimmung mittels Mikrodilutionsverfahren oder
Plattchendiffusionstest ist zeitaufwandig. Bei senverkrankten Patienten muss
daher eine antimikrobielle Therapie eingeleitet werden bevorbgliche
Resistenzen des Erregers bestimmt sind. Die Forschung richtet daher den Fokus
auf schnellere Alternativen verglichen mit den klassischen Methoden der
Resist@zbestimmung VAN BELKUM & DUNNE, 20E) folgt eine Auswahl an
vielversprechendemnsatzen die kunftigfir die Resistenzbestimmung in der
Routinediagnostikveiterentwickelt werden konnten(VAN BELKUM & DUNNE,
2013)

Die Matrix-unterstitzte LaseDesorption/ lonisierungFlugzeit Massen
spektrometrie (MALBTOF MS)kann auf drei Wegen zur Bestimmung
antimikrobieller Resistenzen eingesetzt werden: Die Bestimmung der Aktivitat von
Antibiotika-inaktivierenden Enzymen, Nachweis einBE€RProdukts das auf
antimikrobielle  Resistenz  hinweist und Messung des veranderten
Proteinspektrums eines Bakteriumgnter Verwendungeiner antimikrobiell

wirkenden Substan@/AN BELKUM & DUNNE, 2013; YOON & JEONG, 2021)

Mittels Durchflusszytometd kann mit Hilfe von interkalierenden
Huoreszenzirbstoffen die Anzahl abgestorbener Bakterienzellen nach Kontakt
mit einer antimikrobiell wirkenden Substanz gemessen wergiédN BELKUM &

DUNNE, 2013)

Eine MultiplexPCRiur den Nachweis voResistenzdeterminanten ist bisher nicht
fur S Dublin beschrieberkdonnte jedoch aufgrund genetischer Ahnlichkeiten aus
einer Veroffentlichung Ube. Typhimurium Ubertragen werde(KHAN et al.,
2000) Der Nachteil einer PCR ist die Beschrankung auf bestimmte
Resistenzmerkmal@/AN BELKUM & DUNNE, 2013)

Die Vollgenomsequenzierungrmdglicht die Btektion sowohlvon erworbenen
Resistenzgeneals auch Mutationendie zu antimikrobiellen Resisieen flhren
Jedoch kann di@auf genetische Elementa basierendeVollgenonanalysedie
in vitro Diagnostik, welchder Situation im Organismus am ahnlichstenaktuell

nochnicht ersetzenEin weiterer Aspekt ist, dass neu entstehende Resistenzgene
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oder Mutationen, die nicht in den Datenbankemfasstsind, nicht als solche
identifiziert werden.Des Weitererspielen die hohen Kostein der derzeitnoch
beschrankten Akzeptaraine grof3e RolléELLINGTON et al., 2017; QUAINOO et
al., 2017; BHARAT et al., 202R)s diesen feindensollte die Resistenzdiagnostik
nicht ausschlief3licn silicodurchgefuhrt werden(BHARAT et al., 2022Denkbar
ware einin vitro-Screening eines bestimmten Prozentsatzes Siddublin Isolate

in Deutschlad ergdnzend zu einestandardmaliigem siliceBestimmung.

3. Epidemiologische Untersuchungen

Die Epidemiologie beschéftigt sich mit deru einem Krankhestusbruch
fuhrenden Wechselwirkungen zwischen Krankheitgeger, Wirt und Umwelt
Nicht nur die Bthogenese unddas Einzeltiersondern auchder Betrieb, die
Region, das Land und Umweltfaktoren werden in Untersuchungen mit
einbezogen.In der vorliegenden t8die war das Ziel der epidemiologischen
Untersuchungendas Risiko eine& Dublininfektion, das Ausmaf3 und die Folgen
fur einen Bestand abzuschatzen, geeigte Bekampfungs und
Biosicherheitmallnahmen auszuwahlen ugn Erregerur Pravention erneuter

Infektionenzu UberwachefSERGEANT & PERKINS, 2015; KLOSE et al., 2022)

3.1. Verfahrender epidemiologischen Untersuchungen

Seit dem 01. Januai995 werdenamtlich festgestellteRindersalmonellose
Ausbriiche Uber das Nationale Tierseuchennachrichtensystem (€8abst
(METHNER, 2012FRIEDRICGEDEFFLERSTITUT, 2022)Einen jahrlichen
UberblicKliefert der Tiergesundheitsjahresberiotiés FriedricH_oefflerInstitutes
(METHNER, 2021)ber das Herkunfténformationssicherungssystem kénnen auf
Betriebsebene die Bewegungen von Einzeltiereper Ohrmarkenabgleich
nachverfolgt werden(BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG
LANDWIRTSCHAFT UND FORZUEN In Kombination midem TSN kdnnen so

S.DublinUbertragungerzwischen Betrieben nachverfolgt werden

Gemall der RindeBalmonellose/erordnung mussen in Butschland in
betroffenen Betrieben potentielleEintragsquellenvon Salmonellen tberprift

werden (BUNDESMINISTERIUM DER JUSTIZ, 1991; DIRKSEN, 2002; METHNER,
2012) BeiS Dublin liegtaufgrund desHauptubertragungswegdurch Kotder
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Schwerpunkt auf zugekauften Tieren evdTieren aus anderen Teilbetrieben
(DIRKSEN, 2002; NIELSEN et al., 286b8&) auchPersonen und Fahrzeuge mit
Kontakt zu aderen Betinden, Schadnager, Wivogel, Futtermittel,
kontaminierte Weideflachenund Wasserlaufe sind moglich&ntragsquellerfir
Salmonellen(FIELD, 1948; NAZER &BOE8NE, 1977; DIRKSEN, 2002; METHNER,
2012)

Auf Erregerebene bietedie Verwandtschaftsanalyse anharder Daten der
Vollgenomsequenzierung eine gute Mdglichkeit Ubertragungen SoBublin
innerhalb wnd zwischernverschiedenerBetrieben nachzuweise(AGREN et al.,

2016; GARCIBOTO et al., 2021)

3.2. Auswertungmit dem Schwerpunkt Almweiden

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

nicht mehr nachvollziehbar sind.

Geograflsch gut abgegrenzte Ausbruchsgeschehen zeigen sowohl in der
epidemiologischen Untersuchung als auch bei den Ergebnissen der
Vollgenomsequenzierung einheitliche Ergebnigs&REN et al., 2016Beim
Vergleich vonS Dublin aus verschiedenen Buntieslern konnen die Isolate
unterschiedlicher Herkunft gut voneinander unterschieden werd&GARCIA

SOTO et al., 2021)

Fir endemische Gebiete, wie zum Beispiel Obggha ist eine Nachverfolgung
rein auf der Basis epidemiologischer Dat¢edoch schwierig.Das endenische
Geschehen ist Uber Jahreder sogar Jahrzehnte regional etabliert und ein
maoglicher Ursprung zu einem spateren Zeitpunkt ofticht mehr eindeutig
nachvollziehbar. In der vorliegenden Studie haben aktiv ausscheidende Tiere auf
Almweiden viele Kontakttiere aus unterschiedlichen Betriebelontakt zu
wildlebenden Tieren oder auch belebten unohbelebten VektorefKLOSE et al.,
2022) Rinder, die sich auf Almen infizieren, kdnnen als latente Trager in ihren
Herkunftsbetrieb zurtickkehren und dort weitere Tiere infiziefRl. ERBERGER et
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al., 2003; BAYERISCHES  STAATSMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG
LANDWIRTSCHAFT UND FORSIEN; KLOSE et al., 202Eine mogliche
Vorgehensweise flrdiese Problematikware der Ansatz von de Knegt
Epidemiologische Gruppewerden nicht nur auf Herdn beschrénkt, sondern

weiter gefasst, zum BeispiBétriebe mit benachbarten Weideoder Betriebe, die

Tiere austausche(DE KNEGT et al., 2020) Bayern wirden dementsprechend

Almen wund die Ursprungsbetriebe der dort gehaltenen Tiere eine

epidemiologischéinheit bilden.

4. Vollgenomanalyse

Die Vollgenoranalyseist die derzeit vollumfanglichst®ethode zurmolekularen
Charakterisierung von Mikroorganismen und kann folgende Fragestellungen

bedienen:

A Genotypisierung mit forensisch belastbarer Identifizierung neelner
Organismen

A Phylogenetische Berechnungen mehrerer  &hnlicher  Organismen,
Verwandtschaftsanalyse

A Anzahl und Qualitast von codierenden Genen beispielsweise fir

Virulenzfaktoren AntibiotikaresistenzToxine und Oberflachenantigene

In den letzten Jahren ist diese Methode zuganglicher kostengunstigerfur
Anwenderlabore geworden und isethzufolgenicht mehrausschlielichin der

Forschung angesieddlQUAINOO et al., 2017)

Vor knapp 25 Jahren wurde mittelsder ersten Generation der
Sequenziertechniken voRleischmann et aldas erste vollstéandig sequenzierte
bakterielle @nom beschrieben. Die dafir verwendete Technik weane
modifizierte und automatisierte Version der Kettenabbruchmethode nach Sanger
et al. (SANGER et al., 1977; FLEISCHMANN et al., D3®3)weite und dritte
Generation der Sequenzierteaien liefernin kiirzerer ZeigroRere Mengen an
Daten undsind kostenguinstigglSTRANNEHEIM & LUNDEBERG, 2012; LAND et al.,
2015; QUAINOO et al., 2017)
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Eine spezielle Anwendung findet die Vollgenomsequenzierung von Salmonellen

bei der Untersahung vorKrankheitsausbriichen.

Das Genom von Salmonellen besteht aus 4,3 bis 5 Millionen Basen§&&ieBI TZ
et al., 2015) Zum aktuellen Zeitpunkt sindn Europaischen Nukleotidrchiv
(ENA)Yiber2.100assemliierte Genome vonS Dublin veroffentlich{ENA, 2022b)

4.1. Verfahren derVollgenomsequenzierung

Aktuell sind drei Technologien von jeweils unterschiedlichen Anbietern
marktfihrend. Die Illunma Technologie gehdrt zurweiten Generationder
Sequenziertechnikerbei der short readékurze Teilsequenzdnis zu einer Lange
von 300 Basenpaarg¢rgeneriert werden. Bei der Esthlusselung komplexer
Regioneninsbesonderevon bisher unbekannten Regionetles Genoms st6i3t
diese Technologie allerdisgan ihre Grenzen. Pacific Biosciences und Oxford
Nanopoe Technologies gehdren zudritten Generation bei der keine
Amplifizierung nétig ist und long reaflange zusammenhangende Teilsequenzen

Uber 10.000 Basenpaargeneriert werdenQUAINOO et al., 2017)

4.1.1. lllumina Sequenziermethode

Gerate von lllumina messen mit dem Prinzip des Sequenaysynthesis, also die
Sequenzierung wahrend deBynthese des Komplementéarstranges. Fiur die
Synthese des  Komplementarstranges  werden  fluoreszenzmarkierte
Deoxynukleosidtriphosphate (ANTPsingesetzt, die wahrend der Inkorporierung

in den neuen Strang ein Fluoreszenzsignal abgeben.

Zunachst wirddie 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 einermoPzusmmengefasst, der in ein
SequenzieiReaktionsgefald gegeben wird. Dmes enthédlt zusatzlich alle

Reagenzien, die wéhrend eines Sequenzierlaufes benatigten

Das Sequenziergerat l1&adt den Kartuscheninhalt auf einensogete Flow Cell. Dies
ist en Chip, der mit den Komplementarsequenzen der Adaptersequenzen

beschichtet ist. Die Adaptersequenzen und damit die I#gmente binden so
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an einem vorgesehenen Ort auf der Oberflache der Flow Cell. Did-tdgfente
werden durch eine DNARolymerase mehrfach amphiert, wodurch

Ballungszentren aus Einzelstrdngen, 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 wen DNAStrang inkorporiert. Nach einem
Waschschritt wird die Fluoreszenz gemesseAnschlieRend wird der
Fluoreszenzmarker abgespaltdortgespultund der Prozess wiederholt. Mittels

der fUr jedes Nukleotidinterschiedlichen 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 3Qz0) angegeben. Dieser sagt
einen Fehler von einer falsch zugewiesenen Base unter 1.000 vorauszd&r Q
abhangig vom verwendeten lllumir@erat. Laut Herstellerangaben liegt die
Fehlerquote fur das bei unseren Untersuchungen verwendete Gerat Mihi&eq
0,1% bei >80% der zugewiesenen Basddieser Wert ist vergleichsweise niedrig

und die lllumina Methode daher eine sehr zuverlassige Meth@@®JAINOO et

al., 2017)

4.1.2. Pacific Biosciences

Die Technologiaind das Patent der amerikanischen FirfAacific Biosciences
(PacBio) basiert auf Singidolecule Realime (SMRT) Sequenzieruhg. ersten
Schritt der SMRT Technologie muss die sogeti@a8MRT bell generiert werden,
indem beide Enden eirse doppelstrangigen DNAMolekils mit Haarnadel
Adaptern ligiert werden. Die SMRT bell wird in eine SMRT cell gedelasrisein

Chip, der mikroskopisch kleine Kammern enthalt. Am Boden dieser Kammern
befindet sich eine immobilisierte DNRPolymerase, an die der Haarnadelapter
bindet. In jeder Kammer wird nur ein einzigesNB-Molekil sequenziertim
nachsten Schritt werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide (A, C, G und T) Uber die
SMRTcell geschwemmtDie Polymerasankorporiert die markierten Nukleotide.
Dabeiwerden die Fluoreszenzmarker abgespalten und emittieren ein pulsartiges

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

kontinuierlicher long readestimmt.

Mit der PacBioTechnologiekbnnen im Vergleich za lllumina Patent zwar
verhaltnismaRigveniger Isolate wahmed eines Durchgags untersucht werden,

aberdie Sequenzierunger PacBidst deutlich schneller.

Die Fehlerquote liegt mit 1% pro Base relativ hoch. Dasdadurch bedingtdass
Nukleotide, die fur lange Zeit in der Kammer verweilenhne durch die
Polymerase in den Strang inkorporiert zu werden, mitgemessen werden kénnen

(QUAINOO et al., 2017)

4.1.3. Oxford Nanopore Technobies

Die Technologia@ler britischen Oxford NanoporeTechnikbasiert aufeinzelnen
ProteinNanopore, deren Offnunglurchelektrische Stromkatalysiertwird. Die
Nanopore ist in einer Polymermembran eingebettet, die elektrisch resistent ist.
Komplexe auBDNAStrangen und prozessiven Enzymen werden Uber dieMan
geleitet und binden an dieNanopore. Einzelne DNWoleklle passieren die
Nanopore und fihren dabei zu Spannungsanderungen. Unterschiedliche

Spannungsénderungen kdnnen den einzelnen Nukleotidgeaulnet werden.

Sobaldein HaarnadeAdapter an die gegentberliegenden Enden eines DNA
Stranges ligiert wird, kdnnen beide Strange in einem Durchgang geledetamit

die Sequenzabfolge ausgewerteterden. Im Gegensatz zu den anderen hier
aufgefiihrten Tehnologien erfolgt di&Jbermittiung der Ergebnisse in Echtzeit. Es

handelt sich um die bisher schnellste kommerziell verflighare Methode.

Diese vergleichsweise neue Technologie der Sequenzierung ist noch nicht
vollstandig ausgereift und hat mit bpro Bag die héchste Fehlerquote der hier

aufgefuhrten Technologie(QUAINOO et al., 2017)



Il. Literaturtbersicht 23

4.2, Datenbanken fur Salmonellen

4.2.1. Datenbanken fur Nukleotidsequenzen

Die Internationale Nukleotid Sequenz Datenbank Kollaboration (INSDC) ist ein
Zusammenschluss aus den drei grodtamd offentlich zuganglichen
internationalen Datenbanken fur Nuktesduresequenzen, bestehend aus dd&

amerikanischen, der japanischen und der europaischen Datenfai8OC, 2022)

Die Usamerikanischéatenbank wird verwaltet durch das Nationale Zentrum fir
Biotechnologieinformation (NCBI). Es ist Teil des-atd&rikanischen
Gesundheitsministeriums. NCBI ist Kurator einer Datenbank flr oOffentlich

zugangliche DNSequenzen, der GenBa(RCBI, 2022)

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

Das Europaische Nukleotirchiv ENA) wird in GroRRbritannieverwaltet (ENA,
2022a)

Alle drei Datenbanken sind Plattformen zudffentlichen Austausch von
Sequenzierdaten und stellemudemzahlreiche Werkzeuge zur Analyse der Daten

zur Verfigung.

Die britische Plattform EnteroBase ist webbasiert und ermoglicht die
Assemblierung von Illumina short reads und die Analyse und Darstellung der
Verwandtschaft auf verschiedenen WegdALIKHAN et al., 2018; WARWICK
MEDICAL SCHOOL, 2022)

4.2.2. ldentifizierung von Serovarenach Vollgenomsequenzierung

Software, wie beispielsweisteqSero bestimndus Sequenerdatenden Serotyp
von Bakterien wieSalmonellen. Zur Verfiigung gestellt wird diese webbasierte
Anwendung seit 2015 von der Technischen Universitat Danemark (DTW),
2021) Basierend auDatenbankenbereits identifizierterSalmonellaSerotyen

gleicht die MethodeDeterminantenspezifischer Gene, hiefb gen ClusterfliC
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und fliB Allele mit der unbekannten Sequenz .albie Bestimmungeines
genombasierten Serotypserfolgt innerhalb weniger Minuten fir Gber 2.300
Serotypen(ZHANG etl., 2015) SeqSero 2.0 ist die aktuelle, verbesserte und
bisher schnellste Versig@HANG et al., 2019)n einer Studie mit 1.041 Isolaten
konnte bei 86,46 die Serovar mittels SeqSero zugeordnet werden.UbDigen
Isolate konnten ausschlieB3lichaufgrund fehlender Abdeckung durch die
Datenbank nicht bestimmt werden. Die Autoren der Studie setzen SeqSero in
ihrem Labor bereits in der Routinediagnostik ¢iIBRAHIM & MORIN, 2018)

S Dublin wird durch die Datenbank abgedeckt und kann deshalb mit SeqSero

sicher bestimmt werden.

4.2.3. ldentifizierung von Virulenzgenen

Eine Moglichkeit zur Identifizierung vdrirulenzfaktoren bei Mikrorganismen

a i St tVidulenzfak®r Dmtenbark(VFDBYesInstitute of Pathogen Biology
Peking, Chinaar. Die Datenbank enthalt Allele von ausgewéhlten pathogenen
Bakterierspeziesdie mit Virulenzfaktoremssoziiert sindDarunterbefinden sich
zahteiche Eintrage fi6almonella entericdNSITUTE OF PATHOGEN BIOLOGY,
2021)

Ein weitere Software Programnzur Detektion von Rsmiden in Sequenzierdaten

ist R S NRlasmidFinder Ebenfalls eine Anwendung der DTWTU, 2022b)
Plasmie stellen zusatzliches Genmaterial fir Bakterien, meist fir
Uberlebensstrategien de Prokaryonten, zur Verfligungledoch sind auch
zahlreicheVirulengeneoder Gene fur antimikrobiellResistenbeschieben, die
durch sogenannte Virulenzplasmide die Pathogenitat eines Bakteriums steigern

konnen(PILLA & TANG, 2018)

4.2.4. ldentifizierung von antimikrobiellen Resistenzgenen

Eine moglicheavebbasierte Anwendung zur Identifizierg von antimikrobiellen
Resistenzgeneist der in Danemark entwickelte w S & C XDTR, 202Pa)Die
Plattform wird seit 2012 zur Verfigung gestellt von dBTU gleichzeitig
Kooperationszentrum  der  Weltgesundheitsorganisation  (WHO)  fur
antimikrobielle Resistenzen. Die Plattform ermdglicht die Uberwachung und

Forschung an der ResistenzentwicklfRORENSA et al., 2022)
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Weitere ahnliche Werkzeuge beinhalte¢rdResistance Gene IdentifiRGI) auf
Basis der Comprehensive AntibioResistance Database (CARAY, Verfligung
gestellt von deMcMaster Universitat in Ontario, Kanada. Die Besonderheit dieser
Datenbank ist, dass auch Mutationen, die in Zusammenhang mit antimikrobiellen
Resistenzen stehen, identifiziert werden konnéALCOCK et al., 2020m
Gegensatz zu ResFinder findet die Analyse anhand von Proteinsequenzen statt

(QUAINOO et al., 2017)

4.3. Datenauswertung

Die m Sequenzierprozess generiert&ohdaten muissen zunachst aufbereitet
werden. Das sogenannte Trimmingbfrennen der Adapter an deBEndstiicken

der Reads) erfolgt bei Illumina beredarch die Software deSequenziergeréis
Danach folgt disogenannteéAssenblierung, die Zusammensetzung der einzelnen
Reads zu einem DN#trang. Diese wird in der Regel durch einen Abgleich mit
einem Referenzstrang durchgefiihrt. Sobald die untersuchten Isolate
assemblierter Form vorliegekdnnen zum Beispiel die B@simung r Spezies

und Serovar@der Verwandtschaftsanalysen durchgefihrt werden.

Die hier aufgefihrten Softwaferogrammeaund Analysemethoden sind ein Auszug
aus den zahlreichen verfligbaren Werkzeugen. Die hier aufgeflhrten Beispiele
sind geeignet fir Anwender imvenig bioinformatischen Kenntnissen undre

Zugang zu Linux oder UnigdRnern.

4.3.1. Software

Voraussetzungen fur die Nutzung von Software ist ein leistungsstarker Rechner.
Kommerziell erhaltliche Softwarerogrammezeichnen sich durch ihre giathe
Nutzerdoerflache aus. Aus diesem Grund kann ein Anwender mit wenig bis keinen

bioinformatischen Kenntnissen die Analysen durchfUi{@WAINOO et al., 2017)

Die Firma Ridom aus Miunster vertreibt SeqSphere+, eine Software zur
Auswertung von Sequenzierdaten. Mit dieser Software konnen die Daten
automatisiert analysiert werden. Die Anwendungen der Software reicherdgon
Assemblierung der Rohdateilber die Speziesbestimmung bis zur visuellen
Darstellungvon Genomvergleicherbeispielweie dem core genome multilocus

sequence typing (cgMLSTWeiterhin ist ein Vergleich der Genome von
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verschiedenen Isolaten durch die @tellung in einem Dendrogramm, hier

minimum spanning treemdglich(RIDOM BIOINFORMATICS, 2022)

Die Softvare 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 kénnen
Speziesbestimmungy/ollgenomSingle Nucleotide Rgmorphism (wgSNF und
Vollgenom Multilocus Sequence TypimggMLST-Analysen durchgefuhrt werden
(QUAINOO et al., 2017)

4.3.2. Analysemethoden

Die Bioinformatik stellt vielféaltige Analysemethoden von Genomsequenzen zur
Verfuigung. BsklassischéMultilocus Sequence TypinNILSYist eine molekulare
Charakterisierung eines Isolates useit langer Zeit etabliert, weshalb Daten aus
alteren Publikabnen mit neuen Daten verglichen werden kdnnen. Weltweit wird
bei S Dublin am haufigstender MLST Sequenztyp 1&T{10 nachgewiesen
(GARCHSOTO et al., 2021; SREDNI&l.e021)

Die core genomeMLST(cgMLST)st eine Weiterentwicklung der MLST. Statt
einzelner konsererter HousekepingGene werderbei dieser Variantéausende
miteinander verglichen. Dadurchist eine deutlich hohere Auflosungler
Charakterisierungmdglich und dieErgebnisse der Anag sind zuverlassiger
Zusammengehorige Isolatéeispielsweise diejenigeg@ines Ausbruchswverden

einem Cluster Type (CT) zugeordnet. Die einheitliche Bezeichnung der CTs erlaubt
einen Vergleich mit Daten anderer Ausbruchsuntersuchun@@dAINOO et al.,
2017)

Mit der Single Nucleotide PolymorphismnSNB-Analyse werden zusatzlich
intergene Regionen einbezogen. Diese Analyse bietiguell die hdchste
Trennscharfeler Sequenzanalyd€QUAINOO et al., 2017pie SNFfAnalyse kann
entweder im Vergleich mieinem Referenzgenom dwehgefihrt werden, oder
auchohne Referenzgenopdann aber innerhalb einer Gruppe veequenzierten

Isolaten.

Die Pangenomanalyse vergleicht sow#td@rngene, sogenannteore Gene,als

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

einfache Ausbrchsgeschehen nicht angewendet wi@UAINOO et al., 2017)

Ahnlich wie bei der Pangenomanalys&rden bei der Vollgenom MLST (wgMLST)
core und akzessoribe Gene bzw. Loci detektiert. Hikerch ist die Auflosung der
Ergebnisse noch hoher als bei der cgMLST. Jedoch bietet diese Methode keine
vereinheitlicte Nomenklaturund kann nur in einem geschlossenen Projekt
angewendet werden. i@ Einbeiehungandere Daten die beispielsweisdereits
publiziert wurden ist daher nicht mdglich (QUAINOO et al.,, 2017)
Zusammenfassend gilgass fur die Vollgenomanalyseehrere verschiedene
Methoden miteinander kombiniert werdekRonnen um dieerwéhntenVorteile

jeder einzelnen Methode zu nutzen und deren Nachteile auszugleichen.

4.3.3. BEpidemiologische Untersuchungenund deren Einbeziehung in
Laborergebnisse

Die aufgefihrten molekularbiologischen F&thoden eignen sich zur
Verwandtschaftsanalyse von Bakterienisolaten, insbesondere den hier
untersuchtenS DublinStammenAus friiheren Studien geht hervor, dass einzelne
S DublinCluster innerhalb Deutschlands auf eine Region beschranktQiebhl
einerseits das einmalige Vorkommen eir@istes beschieben wurde,gibt es
auch andereCluster, die Uber ganz Deutschland verteilt IBARCIASOTO et al.,
2021) Wenn man diese verteilten Isolate in einen epidemiologischen
Zusammenhang mit Tierbewegungen bringen kamiann lasst sicheine
Ubertragung des Erregerbeispielsweiselurch Handel von Tierentsprechend

nachweisen

Zusatzlich kann die zeitbedingte Veranderung eines herdenspezifisimamlin
Stammes nachverfolgt werden, wenn epidemiologische Daten vorlidgelate
aus Rinderherden, die konuierlich beprobt wurden, zeigen einen Unterschied
von weniger al40 SNPsntereinander Fallsein zeitlicher Abstand von mehreren
Jahren zwischen dereBrobung einer Rinderherdexistierte z&hlen Isolate b
bis zu 14 SNPsDifferenz als verwandt. Besteht ein epidemiologischer

Zusammenhang zwischen Rinderherdsmkonnen Isolate mitynterschiederbis
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zu 15 SNPs verwandt s¢DE KNEGT et al., 20RQJDIRKIENE et al., 2020)

4.4. Ausblick ad die Wllgenomanalysevon Salmonellen

Die Vollgenoranalyseist laut Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) eine der
bedeutendsten Methoden im Bereich der Mikrobiologie geworden. Im Vergleich
zu der klassischen Diagnostik bietet die Vollgenomsequenzierung grefehere

und hochauflésende Ergebnissmd kannnacHolgende etablierte Methoden

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

Die zuverlassige Vorhersage der Serovar mittels Vollgenomsequenzierung wird
nicht durch unspezifische Antigéxntikérper-Reaktionen verfalscht. Demnach
soliten laut BfR genotypische Daten zu  Serotypemn das
White-KauffmanaLe MinorSchema integriert werden undlieses in Zukunft

ersetzen(BFR, 2020)

Gene, die Pathogenitatsfaktoren bestimmen, wie zum Beispiel Biofilmbildung und
Unempfindlichkeit gegentber bestimmten Desinfektionsmitteln, kbnnen mittels

Vollgenomsequenzierungjrekt detektiert werden(BFR, 2020)

Durch die Untersuchung auf Antibiotikaresistenzgene im Genom wird
sichergestellt, dass nicht nur exprimierte Gene nachgewiesen werdergshiel

der phanotypischen Resistenzbestimmudgr Fall ist Zusatzlich werden auch
nicht exprimierte Genabschnitte detektiert, dige im Falle von Plasmiden zudem

auf andere Bakterien Ubertragen werden konnt@FR, 2020)

Im Fall der Rindersalmonellosekann durch den Einsatz der
Vollgenomsequenzierung Kombination mit epidemiologischen Untersuchungen
mdglicherweise die Infektketteunterbrochen unddie Ubertragung auf den
Menschen begrenaverden. Durch den prophylaktischen Schutz andéterden

werdenin solch einem Falliergesundheit und Tierwohl geforddBFR, 2020)

Zusammenfassend bietet die Vollgenomsequenzierunghmund schnedire
diagnostische Moglichkeiten unalird 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.
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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.



I1l. Publikation

38



