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 EINLEITUNG 

Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Dublin (S. Dublin) zählt neben der 

Serovar Typhimurium zu den beiden häufigsten Salmonellen, die beim Rind in 

Deutschland diagnostiziert werden (METHNER, 2020, 2021). Wie mehrfach 

publiziert sind S. Dublin Fälle bei Menschen und Rindern weltweit regional gehäuft 

zu finden. Daher beschreiben verschiedene Autoren individuelle Endemiegebiete 

für das Vorkommen dieser Serovar (MCDONOUGH et al., 1999; AGREN et al., 2016; 

KUDIRKIENE et al., 2020). Auch in Deutschland kommt S. Dublin gehäuft in 

abgegrenzten Regionen vor (GARCIA-SOTO et al., 2021). Sachverständige des 

Friedrich-Loeffler-Instituts sprechen sogar von einem endemischen Vorkommen 

in bestimmten Landkreisen, darunter einige in Bayern (METHNER, 2021). Am 

Bayerischen Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit wurde S. 

Dublin in den letzten Jahren ausschließlich in den südlichen 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 mögliche 

Virulenzfaktoren mittels molekularer und in vitro Verfahren von diesem 

Zoonoseerreger charakterisiert werden. 
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 LITERATURÜBERSICHT 

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 Lignières, zu Ehren der Arbeitsgruppe des amerikanischen Tierarztes Daniel 

Elmer Salmon. Die gramnegativen Stäbchenbakterien gehören zur Familie der 

Enterobacteriaceae, wachsen fakultativ anaerob und intrazellulär, mit einer Größe 

von 0,7-1,5 µm x 2,0-5,0 µm. Aufgrund ihrer peritrichen Begeißelung sind 

Salmonellen bis auf wenige Ausnahmen beweglich (SELBITZ et al., 2015). Im aktuell 

gültigen White-Kauffmann-Le Minor Schema sind über 2600 Serovare beschrieben 

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

Aufgrund ihrer Vermehrungsfähigkeit zwischen 8 und 45 °C sowie der pH-Wert 

Toleranz zwischen 4 und 9 sind Salmonellen vergleichsweise stabil gegenüber 

Umwelteinflüssen. Jedoch sind Salmonellen beim Wachstum auf eine feuchte 

Umgebung mit einem aw-Wert von mindestens 0,94 angewiesen. Salmonellen 

bilden keine Sporen, können jedoch in einem ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜƴ αviable but non-

culturableά Dauerzustand über einen langen Zeitraum in der Umwelt infektiös 

bleiben (SELBITZ et al., 2015; MAYNAUD et al., 2016). In warmer, feuchter und 

nährstoffreicher Umgebung können sich die Bakterien zudem außerhalb eines 

Wirts vermehren (WRAY & DAVIES, 2000). 

Beim Menschen ist die Salmonellose weltweit eine ernstzunehmende, meist 

lebensmittelbedingte Infektion, an der jährlich zahlreiche Menschen erkranken 

(POPA & PAPA, 2021). In Europa ist die Salmonellose die zweithäufigste bakterielle 

Ursache für 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 gehört S. Dublin beim Rind in 

Deutschland zu den beiden am häufigsten nachgewiesenen Serovaren (METHNER, 

2021). Obwohl die genaue Grundlage der Wirtsspezifität bislang nicht erklärt 

werden konnte, gilt S. Dublin als an das Rind adaptiert (NIELSEN, 2013). 

1.2. Pathogenese beim Rind 

Die Infektion mit S. Dublin erfolgt meist alimentär oder oral, über kontaminierte 

Futtermittel, Tränke, Gegenstände, sowie nach Kontakt mit Ausscheidern (NAZER 

& OSBORNE, 1977; FOSTER et al., 2021). Seltener erfolgt die Infektion über die 

Atemwege oder Konjunktiven (NAZER & OSBORNE, 1977). Die Inkubationszeit 

beträgt ein bis vier Tage (DIRKSEN, 2002). 

Das Eindringen von Salmonellen in Enterozyten von Jejunum und Ileum erfolgt 

vermutlich über die M-Zellen der Peyerschen Platten mittels Makropinozytose 

(BÄUMLER et al., 2000; PULLINGER et al., 2007). Alternativ gelangt der Erreger 

auch auf extrazellulärem Weg in die Mesenteriallymphknoten, wo er über Wochen 

oder Monate persistieren kann (PULLINGER et al., 2007). Bestimmten S. Dublin 

Stämmen gelingt es jedoch in Makrophagen einzudringen und diese als 

Transportvehikel und Replikationsort zu nutzen (SEGALL & LINDBERG, 1991; 

WALLIS et al., 1995). Diese Fähigkeit ist Voraussetzung für eine generalisierte 

Ausbreitung der Infektion. Je nach Empfänglichkeit des Wirtes können  

ς ausgehend von den Mesenteriallymphknoten ς Leber, Milz, Tonsillen, weitere 

Lymphknoten und die Lunge befallen werden (SEGALL & LINDBERG, 1991; 

PULLINGER et al., 2007). 

Lipopolysaccharide sind Bestandteile der äußeren Membran von Salmonellen. 

Diese präsentieren sogenannte outer membrane oder O-Antigene, darunter das 

Endotoxin Lipid A. Letzteres wirkt stark toxisch für Wirtszellen und wird beim 

Absterben der Bakterien freigesetzt. In Folge kommt es durch Monozyten und 

Makrophagen zu einer Zytokinausschüttung, die Gefäße und Gewebe schädigen 

und Thrombosen auslösen kann. Das Syndrom des Endotoxinschocks führt 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 können. In den Enterozyten 

führen diese Toxine zu einer Steigerung der Chloridsekretion und hemmen die 

Natriumresorption. Dadurch kommt es zu einer ausgeprägten Hyponatriämie, zum 

übersteigerten Verlust von Flüssigkeit, Elektrolyten und Proteinen in Form der 

klinischen Diarrhoe. Ein rascher Gewichtsverlust wird verursacht (DIRKSEN, 2002). 

Salmonellen können in der Gallenblase temporär oder ς im Falle von 

Dauerausscheidern über einen langen Zeitraum ς persistieren. Von dort gelangt 

der Erreger intermittierend in den Dünndarm. Die Ausscheidung des Erregers 

erfolgt hauptsächlich über Darminhalt, seltener über 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 maßgeblich durch drei 

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

Á Infektionsdosis, 

Anzahl oral aufgenommener Erreger > 106 koloniebildende Einheiten (KbE) 

Á Virulenz des Stamms 

Á Empfänglichkeit des Wirtsorganismus unter Berücksichtigung 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 

aufgeführt. 

Zeitgleiche parasitäre Infestationen oder virale Infektionen, beispielsweise durch 

Fasciola hepatica oder mit dem Bovinen Virus Diarrhoe Virus, steigern die 

Empfänglichkeit des Wirtstieres für Salmonellen und führen zu vergleichsweise 

schwereren Krankheitsverläufen (RICHARDSON & WATSON, 1971; VAESSEN et al., 

1998; WRAY & DAVIES, 2000; DIRKSEN, 2002). 

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

In Großbritannien stellt S. Dublin nach Neospora die zweithäufigste Abortursache 
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bei Milchkühen dar (OTTER, 2020). In Betrieben mit hohen Infektionsraten kann 

es bei adulten Kühen ohne jegliche Anzeichen einer Infektion zu Aborten in der 

zweiten Trächtigkeitshälfte kommen (HINTON, 1977; DIRKSEN, 2002; NIELSEN et 

al., 2004a; CARRIQUE-MAS et al., 2010). Auch Nachgeburtsverhalten, Totgeburten 

und die Geburt infizierter Kälber nach intrauteriner Infektion sind beschrieben 

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

Bei laktierenden Rindern kann Milchrückgang ein Symptom sein, das zu hohen 

gesamtwirtschaftlichen Einbußen führt (DIRKSEN, 2002; NIELSEN et al., 2013; 

KUDIRKIENE et al., 2020). Darüber hinaus kann der Zoonoseerreger über die Milch 

ausgeschieden werden (NIELSEN, 2013). 

Die Kälbersterblichkeit bei einer Infektion mit S. Dublin beträgt bis zu 30 % (HOUSE 

et al., 1993). Neonatale Kälber infizieren sich oral über die Muttermilch oder 

Ausscheidungen der Mutterkuh (NAZER & OSBORNE, 1977; NIELSEN et al., 2004a). 

Besonders empfänglich sind Saugkälber. Häufig erkranken diese zwischen der 

vierten und fünften Lebenswoche (NAZER & OSBORNE, 1977; WRAY & DAVIES, 

2000; NIELSEN, 2013). Unter anderem äußert sich eine S. Dublin Infektion bei 

Kälbern durch Diarrhoe bis hin zu Lebensschwäche, Septikämie und Tod (DIRKSEN, 

2002; PULLINGER et al., 2007; FOSTER et al., 2021). Des Weiteren ist bei Kälbern 

auch die Form der Zystitis mit Ausscheidung des Erregers über 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 für andere 

Tiere in der Umgebung erkrankter Kälber massiv an (DIRKSEN, 2002). 

Kontaminierter Kot spielt die bedeutendste Rolle bei der Übertragung von  

S. Dublin (NIELSEN, 2013). 

Eine Besonderheit nach einer Infektion mit S. Dublin stellen klinisch inapparente 

Trägertiere dar (WRAY & DAVIES, 2000). Tiere werden mit erhöhter 

Wahrscheinlichkeit zu Trägertieren, wenn sie während der Infektion geringen 

Keimzahlen ausgesetzt waren. Im Gegensatz dazu genesen eher solche Tiere, die 

während der Infektion hohen Keimzahlen ausgesetzt waren (NIELSEN et al., 

2004a). Besonders Färsen und Kühe ± 70 Tage um den Abkalbetermin haben im 

Falle einer Infektion ein erhöhtes Risiko, Trägertiere zu werden (NIELSEN et al., 
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2004a). Zusätzlich werden ungefähr 5 % der genesenen Kälber zu Trägertieren 

(FOSTER et al., 2021). 

Ein wichtiger Aspekt für die epidemiologische Interpretation der 

Übertragungswahrscheinlichkeit ist, dass Trägertiere unter Stress häufig zu 

Ausscheidern werden. Ursache dafür ist, dass die Stresssituationen zu einer 

Störung der normalen Darmfunktion führen. Dadurch haben Salmonellen die 

Möglichkeit sich zu vermehren, anzuhaften und in die Darmzellen einzudringen 

(NIELSEN, 2013). Mögliche Stresssituationen können sein: 

Á Körperliche Anstrengung wie zum Beispiel Trächtigkeit, Partus und 

Hochlaktation (DIRKSEN, 2002; QUINN, 2002) 

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

Á Umweltfaktoren und Haltungsbedingungen wie zum Beispiel extreme 

Außentemperaturen, hohe Tierdichte, Futterumstellung, schlechte 

Futterqualität, Hungern, Wassermangel (QUINN, 2002; NIELSEN, 2013) 

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

Á Iatrogene Einflüsse wie zum Beispiel orale Antibiose oder operative Eingriffe 

mit Narkose (QUINN, 2002) 

S. Dublin wird häufig auch bei Rindern ohne klinische Symptome nachgewiesen 

(KLOSE et al., 2022). Stammabhängig 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 Wirtsspezifität von S. Dublin führt zwar dazu, dass die Infektion häufig auf das 

Rind beschränkt bleibt, es können jedoch auch andere Tierarten zum Teil schwer 

erkranken. So wurde die Septikämie eines Hundes aus England ursächlich auf  

S. Dublin zurückgeführt (MILSTEIN, 1975). Allerdings sind auch diverse Fälle von 

asymptomatischen Hunden beschrieben (PHILBEY et al., 2014; KLOSE et al., 2022). 

Dokumentiert sind Aborte, Totgeburten und erhöhte Mortalitätsraten nach  

S. Dublin Infektion von Nerz und Fuchs in dänischen 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 können Schmutz- und 

Schmierinfektionen bei Kontakt mit oben genannten Nahrungsmitteln indirekt zu 

einer Infektion führen (KRAUSS et al., 2004). Der direkte Kontakt mit Tieren stellt 

seltener eine Infektionsgefahr dar (FANG & FIERER, 1991). Eine 

zwischenmenschliche Übertragung oder eine Übertragung auf den Menschen von 

anderen Tierarten als dem Rind wurde bisher nicht beschrieben. 

Erkrankungen und schwere Verläufe treten insbesondere bei Patienten mit 

Immunschwäche 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 

häufiger bei älteren 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, männliche Patienten hingegen häufiger mit S. Dublin. Letztere vermutlich 

bedingt durch häufigeren Konsum von rohem Fleisch (HARVEY et al., 2017).  

S. Dublin wird in Gelenken von Patienten nach Implantation von Endoprothesen 

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

Die Inkubationszeit beträgt, abhängig von der aufgenommenen Keimmenge, 7 bis 

72 Stunden (KRAUSS et al., 2004). Die Symptome reichen von Diarrhoe, Übelkeit, 

selbstlimitierendem Erbrechen, abdominellen Schmerzen bis hin zu Fieber und in 

seltenen Fällen Atemnot (FANG & FIERER, 1991; KRAUSS et al., 2004). Sehr selten 

wurden Hautläsionen bei Menschen nach direktem Kontakt zu infektiösen Tieren 

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

Der labordiagnostische Nachweis gelingt während 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 

Mortalitätsrate im akuten Fall sowie innerhalb eines Jahres nach einer Infektion 

bei S. Dublin im Vergleich zu anderen Serovaren besonders hoch. Diese ist durch 

die höhere Invasivitätsrate zu erklären. Resultierende Generalisierung der 

Infektion und Sepsis führen häufiger zu Hospitalisierungen und Todesfällen (FANG 

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

1.5. Virulenzfaktoren 

Die Invasivität von S. Dublin ist ursächlich auf Virulenzfaktoren zurückzuführen, 

die auch die Schwere des klinischen Bilds beim Menschen abbilden. Die genauen 

Grundlagen dafür konnten bisher jedoch noch nicht vollständig verstanden 

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

Eine Komponente ist das Invasom, das aus zwei Typ-VI-Sekretionssystemen 

besteht, codiert auf Salmonella-Pathogenitätsinseln (SPI), dem Prophagen Gifsy-2 

und den Virulenzgenen ggt und PagN (MOHAMMED et al., 2017). Im Typ VI 

Sekretionssystem auf SPI-6 liegen Gene, die für das Shiga-ähnliche Toxin A 

codieren. Gifsy-2 Prophage wurde in allen in der Studie untersuchten S. Dublin 

Isolaten nachgewiesen und codiert für einige Dutzend Virulenzfaktoren 

(MOHAMMED & CORMICAN, 2016). Das Virulenzgen ggt codiert für Gamma-

Glutamyltransferase und inhibiert vermutlich die T-Zell-Proliferation (SCHMEES et 

al., 2007). Das Invasionsgen PagN codiert für ein Protein der äußeren Membran, 

das wahrscheinlich an der Adhäsion und Invasion von Wirtszellen beteiligt ist 

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

Das Virulenz-Antigen α±ƛά 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 Invasivität stehen (PICKARD et al., 2003). 

Das Vi-Antigen wirkt gegen Opsonierung und Phagozytose durch Reduktion des 

¢ǳƳƻǊƴŜƪǊƻǎŜŦŀƪǘƻǊǎ ʰΣ ŘŜǊ ŘǳǊŎƘ aŀƪǊƻǇƘŀƎŜƴ ŀǳǎƎŜǎŎƘǸǘǘŜǘ ǿƛǊŘΦ ½ǳǎŅǘȊƭƛŎƘ 

wird die Resistenz der Bakterienzellen gegenüber oxidativem Stress erhöht 
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(LOONEY & STEIGBIGEL, 1986; HIROSE et al., 1997). Jedoch werden auch bei 

schweren Erkrankungsfällen 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 für die Virulenz 

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

Salmonella plasmid virulence Gene (spv) sind auf Plasmiden codiert (DIRKSEN, 

2002). Ursprünglich wurde diesen eine ausschlaggebende Rolle für Invasivität und 

folglich für 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 

unvollständig zu sein (MOHAMMED et al., 2017). Die spv-Gene bleiben über viele 

Generationen stabil. Deshalb ist es wichtig zu beachten, dass während 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 gehört zu den beiden häufigsten Serovaren beim Rind in Deutschland 

(METHNER, 2021). Jährlich werden um die 30 Ausbrüche gemeldet, von denen ein 

großer Teil in bekannten Endemiegebieten angesiedelt ist. Isolate aus Clustern 

sind über ganz Deutschland verteilt oder beschränkt auf eine Region. Bisher wurde 

keine Übertragung von oder nach Frankreich, Dänemark oder Schweden 

nachgewiesen (GARCIA-SOTO et al., 2021). Humaninfektionen mit Salmonellen in 

Deutschland werden zu einem sehr geringen Protzentsatz von S. Dublin ausgelöst 

(ROBERT KOCH-INSTITUT, 2021a). Aus diesem Grund werden nachfolgend in 

Tabelle 2 Einzelinfektionen beim Menschen aufgeführt anstelle der Anzahl der 

Ausbrüche wie beim Rind. 
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Ausbruch von Wirt 2017 2018 2019 2020 

Salmonellose 

Rinderherde 106 98 131 94 

Mensch 267 274 277 109 

Salmonella Dublin 

Rinderherde 37 44 39 30 

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 Österreich belegen S. Dublin Endemiegebiete für 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, Dänemark und Schweden beschreiben ebenfalls 

Endemiegebiete in bestimmten geografischen Regionen (AGREN et al., 2016; 

VIGNAUD et al., 2017; KUDIRKIENE et al., 2020). In anderen europäischen Ländern 

ist von einer ähnlichen Situation auszugehen. Im Vereinten Königreich ist S. Dublin 

sogar die am häufigsten 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 Mortalitätsrate bei 

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

2. Antimikrobielle Resistenzen 

Antimikrobielle Resistenzen gibt es mutmaßlich bereits länger als die Menschheit 

selbst und weit vor dem Einsatz von Antibiotika in der Human- und 

Veterinärmedizin. In der Evolution haben Organismen auch in natürlichen 

Lebensräumen einen bedeutenden Selektionsvorteil gegenüber denen, die keine 

antimikrobiell wirksamen Substanzen produzieren können (VAN DUIJKEREN et al., 

2018). Resistenzen können in zwei Kategorien eingeteilt werden: Natürliche und 

erworbene Resistenzen (REYGAERT, 2018). 
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Natürliche Resistenzen können intrinsisch vorkommen, das heißt bei einer 

bestimmten Bakterienspezies werden sie immer exprimiert. Alternativ können sie 

induziert sein, zum Beispiel durch Kontakt mit einem Antibiotikum werden die 

zuständigen Gene aktiviert (REYGAERT, 2018). Beispiele für intrinsische 

Resistenzen sind: Unzugänglichkeit 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 häufig in Form von Plasmiden 

übertragen, weniger häufig durch Bakteriophagen. Mutationen, die zu 

Resistenzen führen, entstehen auf Genabschnitten, die für 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 für 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) für die Bewertung von Ergebnissen aus in vitro Testungen beziehen sich 

mit spezifischen Werten zu Tierart-Bakterium-Wirkstoff-Kombinationen 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 Möglichkeit der in silico Suche nach Resistenzgenen. 

Auch hier wurde eine hohe Übereinstimmung mit der in vitro Diagnostik 

nachgewiesen. Somit gilt die in silico Methode als verlässliches 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 

aǳƭǘƛǊŜǎƛǎǘŜƴȊŜƴ όҗ 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 Stämmen (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 

erklären (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 geknüpft und 

wirtsunabhängig ist (FENSKE et al., 2019). Diagnostisch erlauben die aktuell stark 

zunehmenden Mengen und die Verfügbarkeit von Daten aus der 

Vollgenomsequenzierung weltweit eine umfassende Überwachung der 

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

Die herkömmliche Resistenzbestimmung mittels Mikrodilutionsverfahren oder 

Plättchendiffusionstest ist zeitaufwändig. Bei schwer erkrankten Patienten muss 

daher eine antimikrobielle Therapie eingeleitet werden bevor mögliche 

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 Ansätzen, die künftig für die Resistenzbestimmung in der 

Routinediagnostik weiterentwickelt werden könnten (VAN BELKUM & DUNNE, 

2013). 

Die Matrix-unterstützte Laser-Desorption/ Ionisierung-Flugzeit Massen-

spektrometrie (MALDI-TOF MS) kann auf drei Wegen zur Bestimmung 

antimikrobieller Resistenzen eingesetzt werden: Die Bestimmung der Aktivität von 

Antibiotika-inaktivierenden Enzymen, Nachweis eines PCR-Produkts das auf 

antimikrobielle Resistenz hinweist und Messung des veränderten 

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 für den Nachweis von Resistenzdeterminanten ist bisher nicht 

für S. Dublin beschrieben, könnte jedoch aufgrund genetischer Ähnlichkeiten aus 

einer Veröffentlichung über S. Typhimurium übertragen werden (KHAN et al., 

2000). Der Nachteil einer PCR ist die Beschränkung auf bestimmte 

Resistenzmerkmale (VAN BELKUM & DUNNE, 2013). 

Die Vollgenomsequenzierung ermöglicht die Detektion sowohl von erworbenen 

Resistenzgenen als auch Mutationen, die zu antimikrobiellen Resistenzen führen. 

Jedoch kann die auf genetischen Elementen basierende Vollgenomanalyse die  

in vitro Diagnostik, welche der Situation im Organismus am ähnlichsten 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 

beschränkten Akzeptanz eine große Rolle (ELLINGTON et al., 2017; QUAINOO et 

al., 2017; BHARAT et al., 2022). Aus diesen Gründen sollte die Resistenzdiagnostik 

nicht ausschließlich in silico durchgeführt werden (BHARAT et al., 2022). Denkbar 

wäre ein in vitro-Screening eines bestimmten Prozentsatzes der S. Dublin Isolate 

in Deutschland ergänzend zu einer standardmäßigen in silico-Bestimmung. 

3. Epidemiologische Untersuchungen 

Die Epidemiologie beschäftigt sich mit den zu einem Krankheitsausbruch 

führenden 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 Ausmaß und die Folgen 

für einen Bestand abzuschätzen, geeignete Bekämpfungs- und 

Biosicherheitsmaßnahmen auszuwählen und den Erreger zur Prävention erneuter 

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

3.1. Verfahren der epidemiologischen Untersuchungen 

Seit dem 01. Januar 1995 werden amtlich festgestellte Rindersalmonellose-

Ausbrüche über das Nationale Tierseuchennachrichtensystem (TSN) erfasst 

(METHNER, 2012; FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2022). Einen jährlichen 

Überblick liefert der Tiergesundheitsjahresbericht des Friedrich-Loeffler-Institutes 

(METHNER, 2021). Über das Herkunfts-Informationssicherungssystem können auf 

Betriebsebene die Bewegungen von Einzeltieren per Ohrmarkenabgleich 

nachverfolgt werden (BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FÜR ERNÄHRUNG, 

LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2021). In Kombination mit dem TSN können so 

S. Dublin Übertragungen zwischen Betrieben nachverfolgt werden. 

Gemäß der Rinder-Salmonellose-Verordnung müssen in Deutschland in 

betroffenen Betrieben potentielle Eintragsquellen von Salmonellen überprüft 

werden (BUNDESMINISTERIUM DER JUSTIZ, 1991; DIRKSEN, 2002; METHNER, 

2012). Bei S. Dublin liegt aufgrund des Hauptübertragungswegs 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 Beständen, Schadnager, Wildvögel, Futtermittel, 

kontaminierte Weideflächen und Wasserläufe sind mögliche Eintragsquellen für 

Salmonellen (FIELD, 1948; NAZER & OSBORNE, 1977; DIRKSEN, 2002; METHNER, 

2012). 

Auf Erregerebene bietet die Verwandtschaftsanalyse anhand der Daten der 

Vollgenomsequenzierung eine gute Möglichkeit Übertragungen von S. Dublin 

innerhalb und zwischen verschiedenen Betrieben nachzuweisen (AGREN et al., 

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

3.2. Auswertung mit dem Schwerpunkt Almweiden 

Bei der Auswertung der epidemiologischen Daten muss unterschieden werden 

zwischen gut abgrenzbaren Ausbruchsgeschehen und endemischen Geschehen, 

die über einen längeren Zeitraum stattfinden. Diese sind in der Regel schwieriger 

zu untersuchen, da vielfältige Infektionswege schwer überschaubar 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 Bundesländern können die Isolate 

unterschiedlicher Herkunft gut voneinander unterschieden werden (GARCIA-

SOTO et al., 2021). 

Für endemische Gebiete, wie zum Beispiel Oberbayern, ist eine Nachverfolgung 

rein auf der Basis epidemiologischer Daten jedoch schwierig. Das endemische 

Geschehen ist über Jahre oder sogar Jahrzehnte regional etabliert und ein 

möglicher Ursprung zu einem späteren 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, können als latente Träger in ihren 

Herkunftsbetrieb zurückkehren und dort weitere Tiere infizieren (ALLERBERGER et 
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al., 2003; BAYERISCHES STAATSMINISTERIUM FÜR ERNÄHRUNG, 

LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2010; KLOSE et al., 2022). Eine mögliche 

Vorgehensweise für diese Problematik wäre der Ansatz von de Knegt. 

Epidemiologische Gruppen werden nicht nur auf Herden beschränkt, sondern 

weiter gefasst, zum Beispiel Betriebe mit benachbarten Weiden oder Betriebe, die 

Tiere austauschen (DE KNEGT et al., 2020). In Bayern würden dementsprechend 

Almen und die Ursprungsbetriebe der dort gehaltenen Tiere eine 

epidemiologische Einheit bilden. 

4. Vollgenomanalyse 

Die Vollgenomanalyse ist die derzeit vollumfänglichste Methode zur molekularen 

Charakterisierung von Mikroorganismen und kann folgende Fragestellungen 

bedienen: 

Á Genotypisierung mit forensisch belastbarer Identifizierung einzelner 

Organismen 

Á Phylogenetische Berechnungen mehrerer ähnlicher Organismen, 

Verwandtschaftsanalyse 

Á Anzahl und Qualität von codierenden Genen beispielsweise für 

Virulenzfaktoren, Antibiotikaresistenz, Toxine und Oberflächenantigene 

In den letzten Jahren ist diese Methode zugänglicher und kostengünstiger für 

Anwenderlabore geworden und ist demzufolge nicht mehr ausschließlich 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 vollständig sequenzierte 

bakterielle Genom beschrieben. Die dafür 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 kürzerer Zeit größere Mengen an 

Daten und sind kostengünstiger (STRANNEHEIM & LUNDEBERG, 2012; LAND et al., 

2015; QUAINOO et al., 2017). 
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Eine spezielle Anwendung findet die Vollgenomsequenzierung von Salmonellen 

bei der Untersuchung von Krankheitsausbrüchen. 

Das Genom von Salmonellen besteht aus 4,3 bis 5 Millionen Basenpaaren (SELBITZ 

et al., 2015). Zum aktuellen Zeitpunkt sind im Europäischen Nukleotid-Archiv 

(ENA) über 2.100 assemblierte Genome von S. Dublin veröffentlicht (ENA, 2022b). 

4.1. Verfahren der Vollgenomsequenzierung 

Aktuell sind drei Technologien von jeweils unterschiedlichen Anbietern 

marktführend. Die Illumina Technologie gehört zur zweiten Generation der 

Sequenziertechniken, bei der short reads (kurze Teilsequenzen bis zu einer Länge 

von 300 Basenpaaren) generiert werden. Bei der Entschlüsselung komplexer 

Regionen insbesondere von bisher unbekannten Regionen des Genoms stößt 

diese Technologie allerdings an ihre Grenzen. Pacific Biosciences und Oxford 

Nanopore Technologies gehören zur dritten Generation, bei der keine 

Amplifizierung nötig ist und long reads (lange zusammenhängende Teilsequenzen 

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

4.1.1. Illumina Sequenziermethode 

Geräte von Illumina messen mit dem Prinzip des Sequencing by Synthesis, also die 

Sequenzierung während der Synthese des Komplementärstranges. Für die 

Synthese des Komplementärstranges werden fluoreszenzmarkierte 

Deoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) eingesetzt, die während der Inkorporierung 

in den neuen Strang ein Fluoreszenzsignal abgeben. 

Zunächst wird die DNA eines Isolates enzymatisch oder mittels Ultraschall 

fragmentiert. An die Enden der Fragmente werden Adaptersequenzen ligiert, die 

mit einem für das Isolat eigens zugeordnetem Barcode versehen sind. Alle zu 

untersuchenden Libraries werden zu einem Pool zusammengefasst, der in ein 

Sequenzier-Reaktionsgefäß gegeben wird. Dieses enthält zusätzlich alle 

Reagenzien, die während eines Sequenzierlaufes benötigt werden. 

Das Sequenziergerät lädt den Kartuscheninhalt auf eine sogenannte Flow Cell. Dies 

ist ein Chip, der mit den Komplementärsequenzen der Adaptersequenzen 

beschichtet ist. Die Adaptersequenzen und damit die DNA-Fragmente binden so 
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an einem vorgesehenen Ort auf der Oberfläche der Flow Cell. Die DNA-Fragmente 

werden durch eine DNA-Polymerase mehrfach amplifiziert, wodurch 

Ballungszentren aus Einzelsträngen, sogenannte Cluster, entstehen. 

Danach werden die dNTPS, also vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierte 

Nukleotide (A, C, G und T) über die Flow Cell geschwemmt und durch eine 

Polymerase einzeln in den neuen DNA-Strang inkorporiert. Nach einem 

Waschschritt wird die Fluoreszenz gemessen. Anschließend wird der 

Fluoreszenzmarker abgespalten, fortgespült und der Prozess wiederholt. Mittels 

der für 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 Illumina mit dem Qualitätsfaktor von 30 (Q30) angegeben. Dieser sagt 

einen Fehler von einer falsch zugewiesenen Base unter 1.000 voraus. Der Q30 ist 

abhängig vom verwendeten Illumina-Gerät. Laut Herstellerangaben liegt die 

Fehlerquote für das bei unseren Untersuchungen verwendete Gerät MiniSeq bei 

0,1 % bei > 80 % der zugewiesenen Basen. Dieser Wert ist vergleichsweise niedrig 

und die Illumina Methode daher eine sehr zuverlässige 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 doppelsträngigen DNA-Moleküls mit Haarnadel-

Adaptern ligiert werden. Die SMRT bell wird in eine SMRT cell gegeben. Dies ist ein 

Chip, der mikroskopisch kleine Kammern enthält. Am Boden dieser Kammern 

befindet sich eine immobilisierte DNA-Polymerase, an die der Haarnadel-Adapter 

bindet. In jeder Kammer wird nur ein einziges DNA-Molekül sequenziert. Im 

nächsten Schritt werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide (A, C, G und T) über die 

SMRT cell geschwemmt. Die Polymerase inkorporiert die markierten Nukleotide. 

Dabei werden die Fluoreszenzmarker abgespalten und emittieren ein pulsartiges 

Lichtsignal, das spezifisch für 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 können im Vergleich zum Illumina Patent zwar 

verhältnismäßig weniger Isolate während 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 für längere Zeit in der Kammer verweilen ohne durch die 

Polymerase in den Strang inkorporiert zu werden, mitgemessen werden können 

(QUAINOO et al., 2017). 

4.1.3. Oxford Nanopore Technologies 

Die Technologie der britischen Oxford Nanopore Technik basiert auf einzelnen 

Protein-Nanoporen, deren Öffnung durch elektrischen Strom katalysiert wird. Die 

Nanopore ist in einer Polymermembran eingebettet, die elektrisch resistent ist. 

Komplexe aus DNA-Strängen und prozessiven Enzymen werden über die Membran 

geleitet und binden an die Nanopore. Einzelne DNA-Moleküle passieren die 

Nanopore und führen dabei zu Spannungsänderungen. Unterschiedliche 

Spannungsänderungen können den einzelnen Nukleotiden zugeordnet werden. 

Sobald ein Haarnadel-Adapter an die gegenüberliegenden Enden eines DNA-

Stranges ligiert wird, können beide Stränge in einem Durchgang gelesen und damit 

die Sequenzabfolge ausgewertet werden. Im Gegensatz zu den anderen hier 

aufgeführten Technologien erfolgt die Übermittlung der Ergebnisse in Echtzeit. Es 

handelt sich um die bisher schnellste kommerziell verfügbare Methode. 

Diese vergleichsweise neue Technologie der Sequenzierung ist noch nicht 

vollständig ausgereift und hat mit 15 % pro Base die höchste Fehlerquote der hier 

aufgeführten Technologien (QUAINOO et al., 2017). 
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4.2. Datenbanken für Salmonellen 

4.2.1. Datenbanken für Nukleotidsequenzen 

Die Internationale Nukleotid Sequenz Datenbank Kollaboration (INSDC) ist ein 

Zusammenschluss aus den drei größten und öffentlich zugänglichen 

internationalen Datenbanken für Nukleinsäuresequenzen, bestehend aus der US-

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

Die US-amerikanische Datenbank wird verwaltet durch das Nationale Zentrum für 

Biotechnologieinformation (NCBI). Es ist Teil des US-amerikanischen 

Gesundheitsministeriums. NCBI ist Kurator einer Datenbank für öffentlich 

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

Die japanische Datenbank (DDBJ) ist dem japanischen Ministerium für Bildung, 

Kultur, Sport, Wissenschaft und Technologie angeschlossen (DDBJ, 2022; OKIDO 

et al., 2022). 

Das Europäische Nukleotid-Archiv (ENA) wird in Großbritannien verwaltet (ENA, 

2022a). 

Alle drei Datenbanken sind Plattformen zum öffentlichen Austausch von 

Sequenzierdaten und stellen zudem zahlreiche Werkzeuge zur Analyse der Daten 

zur Verfügung. 

Die britische Plattform EnteroBase ist webbasiert und ermöglicht die 

Assemblierung von Illumina 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 Verfügung gestellt wird diese webbasierte 

Anwendung seit 2015 von der Technischen Universität Dänemark (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 für über 2.300 

Serotypen (ZHANG et al., 2015). SeqSero 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 übrigen 

Isolate konnten ausschließlich aufgrund fehlender Abdeckung durch die 

Datenbank nicht bestimmt werden. Die Autoren der Studie setzen SeqSero 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 Möglichkeit zur Identifizierung von Virulenzfaktoren bei Mikroorganismen 

ǎǘŜƭƭǘ ŘƛŜ αVirulenzfaktor Datenbankά (VFDB) des Institute of Pathogen Biology in 

Peking, China dar. Die Datenbank enthält Allele von ausgewählten pathogenen 

Bakterienspezies, die mit Virulenzfaktoren assoziiert sind. Darunter befinden sich 

zahlreiche Einträge für Salmonella enterica (INSTITUTE OF PATHOGEN BIOLOGY, 

2021). 

Ein weitere Software Programm, zur Detektion von Plasmiden in Sequenzierdaten 

ist ŘŜǊ αPlasmidFinderάΣ ebenfalls eine Anwendung der DTU (DTU, 2022b). 

Plasmide stellen zusätzliches Genmaterial für Bakterien, meist für 

Überlebensstrategien der Prokaryonten, zur Verfügung. Jedoch sind auch 

zahlreiche Virulenzgene oder Gene für antimikrobielle Resistenz beschrieben, die 

durch sogenannte Virulenzplasmide die Pathogenität eines Bakteriums steigern 

können (PILLA & TANG, 2018). 

4.2.4. Identifizierung von antimikrobiellen Resistenzgenen 

Eine mögliche webbasierte Anwendung zur Identifizierung von antimikrobiellen 

Resistenzgenen ist der in Dänemark entwickelte αwŜǎCƛƴŘŜǊά (DTU, 2022a). Die 

Plattform wird seit 2012 zur Verfügung gestellt von der DTU, gleichzeitig 

Kooperationszentrum der Weltgesundheitsorganisation (WHO) für 

antimikrobielle Resistenzen. Die Plattform ermöglicht die Überwachung und 

Forschung an der Resistenzentwicklung (FLORENSA et al., 2022). 
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Weitere ähnliche Werkzeuge beinhaltet der Resistance Gene Identifier (RGI) auf 

Basis der Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD), zur Verfügung 

gestellt von der McMaster Universität in Ontario, Kanada. Die Besonderheit dieser 

Datenbank ist, dass auch Mutationen, die in Zusammenhang mit antimikrobiellen 

Resistenzen stehen, identifiziert werden können (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 müssen zunächst aufbereitet 

werden. Das sogenannte Trimming (Abtrennen der Adapter an den Endstücken 

der Reads) erfolgt bei Illumina bereits durch die Software des Sequenziergerätes. 

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 durchgeführt. Sobald die untersuchten Isolate in 

assemblierter Form vorliegen können zum Beispiel die Bestimmung der Spezies 

und Serovare oder Verwandtschaftsanalysen durchgeführt werden. 

Die hier aufgeführten Software Programme und Analysemethoden sind ein Auszug 

aus den zahlreichen verfügbaren Werkzeugen. Die hier aufgeführten Beispiele 

sind geeignet für Anwender mit wenig bioinformatischen Kenntnissen und ohne 

Zugang zu Linux oder Unix Rechnern. 

4.3.1. Software 

Voraussetzungen für die Nutzung von Software ist ein leistungsstarker Rechner. 

Kommerziell erhältliche Software Programme zeichnen sich durch ihre grafische 

Nutzeroberfläche aus. Aus diesem Grund kann ein Anwender mit wenig bis keinen 

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

Die Firma Ridom aus Münster vertreibt SeqSphere+, eine Software zur 

Auswertung von Sequenzierdaten. Mit dieser Software können die Daten 

automatisiert analysiert werden. Die Anwendungen der Software reichen von der 

Assemblierung der Rohdaten über 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, möglich (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 können. Je nach Modul können 

Speziesbestimmung, Vollgenom Single Nucleotide Polymorphism (wgSNP)- und 

Vollgenom Multilocus Sequence Typing (wgMLST)-Analysen durchgeführt werden 

(QUAINOO et al., 2017). 

4.3.2. Analysemethoden 

Die Bioinformatik stellt vielfältige Analysemethoden von Genomsequenzen zur 

Verfügung. Das klassische Multilocus Sequence Typing (MLST) ist eine molekulare 

Charakterisierung eines Isolates und seit langer Zeit etabliert, weshalb Daten aus 

älteren Publikationen mit neuen Daten verglichen werden können. Weltweit wird 

bei S. Dublin am häufigsten 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 höhere Auflösung der 

Charakterisierung möglich und die Ergebnisse der Analyse sind zuverlässiger. 

Zusammengehörige 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 zusätzlich 

intergene Regionen einbezogen. Diese Analyse bietet aktuell die höchste 

Trennschärfe der Sequenzanalyse (QUAINOO et al., 2017). Die SNP-Analyse kann 

entweder im Vergleich mit einem Referenzgenom durchgeführt 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, während akzessorische Gene ggf. nur in manchen vorhanden 

sein können. Diese Methode erfordert sehr viel Rechenleistung, weshalb sie für 

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

Ähnlich wie bei der Pangenomanalyse, werden bei der Vollgenom MLST (wgMLST) 

core und akzessorische Gene bzw. Loci detektiert. Hierdurch ist die Auflösung der 

Ergebnisse noch höher 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 möglich (QUAINOO et al., 2017). 

Zusammenfassend gilt, dass für die Vollgenomanalyse mehrere verschiedene 

Methoden miteinander kombiniert werden können, um die erwähnten Vorteile 

jeder einzelnen Methode zu nutzen und deren Nachteile auszugleichen. 

4.3.3. Epidemiologische Untersuchungen und deren Einbeziehung in 

Laborergebnisse 

Die aufgeführten molekularbiologischen Methoden eignen sich zur 

Verwandtschaftsanalyse von Bakterienisolaten, insbesondere den hier 

untersuchten S. Dublin Stämmen. Aus früheren Studien geht hervor, dass einzelne 

S. Dublin Cluster innerhalb Deutschlands auf eine Region beschränkt sind. Obwohl 

einerseits das einmalige Vorkommen eines Clusters beschrieben wurde, gibt es 

auch andere Cluster, die über ganz Deutschland verteilt sind (GARCIA-SOTO et al., 

2021). Wenn man diese verteilten Isolate in einen epidemiologischen 

Zusammenhang mit Tierbewegungen bringen kann, dann lässt sich eine 

Übertragung des Erregers, beispielsweise durch Handel von Tieren entsprechend 

nachweisen. 

Zusätzlich kann die zeitbedingte Veränderung 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, zählen Isolate mit 

bis zu 14 SNPs Differenz als verwandt. Besteht ein epidemiologischer 

Zusammenhang zwischen Rinderherden, so können 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 für Risikobewertung (BfR) eine der 

bedeutendsten Methoden im Bereich der Mikrobiologie geworden. Im Vergleich 

zu der klassischen Diagnostik bietet die Vollgenomsequenzierung umfangreichere 

und hochauflösende Ergebnisse und kann nachfolgende etablierte Methoden 

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

Die zuverlässige Vorhersage der Serovar mittels Vollgenomsequenzierung wird 

nicht durch unspezifische Antigen-Antikörper-Reaktionen verfälscht. 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 Pathogenitätsfaktoren bestimmen, wie zum Beispiel Biofilmbildung und 

Unempfindlichkeit gegenüber bestimmten Desinfektionsmitteln, können 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 phänotypischen Resistenzbestimmung der Fall ist. Zusätzlich werden auch 

nicht exprimierte Genabschnitte detektiert, die wie im Falle von Plasmiden zudem 

auf andere Bakterien übertragen werden könnten (BFR, 2020). 

Im Fall der Rindersalmonellose kann durch den Einsatz der 

Vollgenomsequenzierung in Kombination mit epidemiologischen Untersuchungen 

möglicherweise die Infektkette unterbrochen und die Übertragung auf den 

Menschen begrenzt werden. Durch den prophylaktischen Schutz anderer Herden 

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

Zusammenfassend bietet die Vollgenomsequenzierung mehr und schnellere 

diagnostische Möglichkeiten und wird die konventionellen Methoden in Zukunft 

ersetzen (LAND et al., 2015; BFR, 2020). 
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