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1 Einleitung und Fragestellung

Mycoplasma (M.) bovis ist ein an das Rind adaptierter Infektionserreger, der
verschiedene Krankheitsbilder verursachen aber auch von gesunden, symptomfreien
Tieren isoliert werden kann. Der Erreger ist in der Lage, subakute, akute und
chronische Erkrankungen des Euters, der Gelenke, des Mittelohres, der Atemwege
und der Lunge sowie gelegentlich der Reproduktionsorgane hervorzurufen und dabei
hohe wirtschaftliche Verluste zu verursachen. Der Erregereintrag in eine M. bovis-freie
Herde erfolgt meist durch Zukauf von asymptomatischen Tragertieren. Der Erreger
konnte erstmals 2005 in Osterreich in einem kleinbduerlichen Betrieb nachgewiesen
werden. Dort verursachte er bei laktierenden Rindern eine hochkontagiése und
akutverlaufende Mastitis. Im Jahre 2007 kam es schlielBlich zu einem massiven M.
bovis-Ausbruch in einer Alm-gesommerten Milchviehherde von 100 Tieren in
Vorarlberg. Der Erreger blieb bis 2009 in dieser Region endemisch und breitete sich
schlieRlich Uber weitere Gebiete aus und konnte seither in allen Bundeslandern
ausgenommen Wien, nachgewiesen werden. In einer vorangegangenen Studie
wurden M. bovis-Stdamme untersucht, die bis zum Jahr 2016 aus unterschiedlichen
Ausbriichen und Krankheitsfallen in Osterreich und angrenzenden Nachbarlandern
isoliert werden konnten. Zur Typisierung wurden die MLVA und MLST eingesetzt. Mit
Hilfe der MLST konnten 75% der M. bovis-Isolate dem Sequenztyp (ST) 5 zugeordnet
werden. Durch Inklusion eines weiteren Haushaltsgenes (fufA) konnte das
Differenzierungspotential erhdht und ST5 in Subsequenztypen (ST5A, ST5B, ST5C)

differenziert werden. Hierbei konnte eine Pradominanz von ST5A festgestellt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die genotypischen Eigenschaften rezenter M. bovis-Stamme
(gewonnen im Zeitraum 2016 bis 2018) mit jenen, die vor 2016 isoliert wurden zu
vergleichen. Des Weiteren wurde zur phanotypischen Charakterisierung der
vorwiegend Osterreichischen M. bovis-Isolate erstmalig die MALDI-ToF

Massenspektrometrie eingesetzt.



1.1 Allgemeine Erregereigenschaften von Mycoplasma bovis

M. bovis wurde erstmals 1961 in den Vereinigten Staaten isoliert (Hale et al., 1962).
Taxonomisch gehdrt der zellwandlose Erreger zur Klasse Mollicutes, Ordnung

Mycoplasmatales, Familie Mycoplasmataceae.

Wie alle Vertreter der Klasse Mollicutes weist M. bovis neben einer geringen Zellgrélie
auch eine geringe Genomgrofe von ca. 1.000 kb auf (Wise et al., 2011, Adamu et al.,
2013). Aufgrund der Zellwandlosigkeit besitzt M. bovis eine pleomorphe Gestalt und
weist eine natlrliche Resistenz gegenlber jenen Antibiotika auf, die in die
Zellwandsynthese eingreifen (z.B. B-Laktam-Antibiotika).

M. bovis ist nur in oder auf speziellen und komplexen Nahrmedien kultivierbar. Wegen
seines langsamen Wachstums in vitro werden diesen Nahrmedien Hemmstoffe wie [3-
Laktam-Antibiotika und/oder Thalliumsalze zugesetzt, welche eine etwaige
Kontamination mit anderen Mikroorganismen verhindern sollen (Selbitz et al., 2011).
Die auf Festnahrboden ausgebildeten Kolonien sind klein mit einem Durchmesser von
100 ym bis 500 um und zeigen eine charakteristische Spiegeleiform (Stanbridge,
1971). M. bovis weist eine verhaltnismalig hohe Tenazitat auf und kann bei einer
Temperatur von 4°C fur ca. 2 Monate in Schwammen und Milch bzw. GUber 2 Wochen
in Wasser Uberleben (Pfutzner und Sachse, 1996).

Uber die Virulenzfaktoren von M. bovis ist wenig bekannt. Der Erreger ist jedoch in der
Lage, sich an veranderte Milieubedingungen anzupassen und die Immunantwort des
Wirtes zu umgehen. Dies erreicht er durch Ausbildung von variablen
Oberflachenproteinen (variable surface lipoproteins, Vsp’s), die mit hoher Frequenz
ihre Grélke und Expression (ON-OFF) andern kdnnen (Rosengarten et al., 1994, Burki
et al., 2015a). Das Phanomen der Phasen- und GroRenvariation konnte bislang nicht
eindeutig mit dem Schweregrad von M. bovis-Infektionen und der Erregerausbreitung
im Korper in Verbindung gebracht werden (McAuliffe et al., 2004, Poumarat et al.,
1999), allerdings vermutet man einen Zusammenhang mit der Entstehung von

chronischen Verlaufsformen (Chambaud et al., 1999). AuRerdem konnte aufgezeigt



werden, dass diese variablen Oberflachenproteine (Vsp’s) die Rolle von
Adharenzmolekilen einnehmen und hierbei entscheidend zur Bindung von M. bovis
an Wirtszellen beitragen kdnnen (Sachse et al., 2000).

Daneben konnten in Studien weitere Adhasine von M. bovis identifiziert werden, wie
das Vpmax-Adhasin (Zou et al.,, 2013), welches die Eigenschaft interner
Peptidwiederholungen mit den Vsp-Proteinen teilt, sowie Stoffwechselenzyme, die
neben ihrer grundlegenden Funktion auch Adhasionseigenschaften aufweisen. Hierzu
zahlen NADH-Oxidase (Zhao et al., 2017), Enolase (Song et al., 2012) und tRNA-
Methyltransferase TrmFO (Guo et al., 2017).

Der Erreger ist aulRerdem in der Lage, durch Produktion toxischer
Stoffwechselendprodukte wie Wasserstoffperoxide, Wirtzellen direkt zu schadigen
(Khan et al. 2005). Zu den weiteren Faktoren und Mechanismen, die zur Pathogenitat
und Virulenz von M. bovis beitragen zahlen die Zellinvasion (Burki et al., 2015b),
Biofilmbindung (McAuliffe et al., 2006) und Immunmodulation (Wang et al., 2016).

1.2 Mycoplasma bovis-assoziierte Krankheitsbilder

M. bovis ist Verursacher verschiedener Krankheitsbilder, die haufig chronische
Verlaufsformen aufweisen. Diese umfassen vorrangig Bronchopneumonien (Caswell
und Archambault, 2007, Gagea et al., 2006), Otitis media (Maeda et al., 2003),
Mastitiden (Jasper et al, 1974) und Arthritiden (Gagea et al.,, 2006).
Genitalerkrankungen (Doig, 1981, Hermeyer et al., 2012), Meningitis (Ayling et al.,
2005) und Keratokonjunktivitis (Alberti et al., 2006) treten nur gelegentlich auf.



1.2.1 Mastitis

Mastitiden, die durch M. bovis verursacht werden, treten unabhangig vom Stadium der
Laktation auf. So konnen auch trockenstehende Kihe betroffen sein.
Hauptcharakteristika M. bovis-assoziierter Mastitiden sind Veranderungen der
Milchkonsistenz, diese kann von wassrig bis purulent variieren, ein Anstieg der
Gesamtzellzahl der Milch, ein Abfall der Milchproduktion, eine schnelle Ausbreitung
von einem Euterviertel zum nachsten und Resistenz gegenuber Ublicherweise
eingesetzten Antibiotika. Nach zwei Wochen sind die betroffenen Viertel atrophisch
und die Milchleistung kann vollstandig zum Erliegen kommen (Pfutzner und Sachse,
1996).

1.2.2 Arthritis und Pneumonie

Die Hauptsymptome der M. bovis-assoziierten Arthritis (vorwiegend der Karpal- und
Tarsalgelenke) sind akute und schwere Lahmheit sowie Gelenkergusse. Die
Arthritiden treten haufig in Kombination mit Mastitiden oder einer Pneumonie auf. Bei
Fleischrassen kommt es oft zum chronischen Pneumonie- und Polyarthritis-Syndrom
(CPPS), bei dem die septische Polyarthritis mit akuter hochgradiger Lahmheit,
Gelenkschwellung, einem Anstieg der inneren Korpertemperatur bis zu 41°C und

Lungenentziundungen einhergeht (Maunsell et al., 2011).

Das klinische Bild einer durch M. bovis verursachten Respirationserkrankung ist nicht
sehr spezifisch und inkludiert Fieber, Tachypnoe, Dyspnoe, mit oder ohne nasalen
Ausfluss und Husten (Maunsell et al., 2011). Ebenfalls kann eine Mykoplasmen-
Pneumonie von Otitis media begleitet sein (Maunsell et al., 2011). Es ist immer noch
unklar, warum einige Tiere den Erreger im Respirationstrakt tragen, ohne jegliche

Symptome zu zeigen (Nicholas et al., 2008, Wilson et al., 2007).



1.2.3 Otitis media

Die klinischen Symptome werden durch starke Ohrenschmerzen und gegebenenfalls
einer Schadigung des cranialen Nerv VII hervorgerufen. Ohrenschmerzen zeigen sich
durch Kopfschutteln, Kopfschiefhaltung und Epiphora. Die Symptome kdnnen
unilateral oder bilateral auftreten und mit purulentem Ohrenausfluss einhergehen.

Einige Tiere kdnnen auch neurologische Symptome zeigen (Maunsell et al., 2011).

1.2.4 Erkrankungen des Reproduktionstraktes und weitere seltene Krankheitsbilder

Selten kann der Erreger Uber Deckakt, kunstliche Befruchtung und Embryonentransfer
in den weiblichen Reproduktionstrakt eingebracht werden und dabei zu Infertilitat und
entzindlichen Veranderungen des Geschlechtsapparates fuhren (Wrathall et al.,
2007, Amram et al.,, 2013). Das klinische Erscheinungsbild ist nicht von einer
herkdbmmlichen Erkrankung des Reproduktionstraktes zu unterscheiden (Pfutzner und
Sachse, 1996).

Selten konnen auch Meningitiden (Ayling et al., 2005) und Keratokonjunktivitiden
(Alberti et al., 2006) beobachtet werden.

1.3 Diagnostik, Therapie und Pravention von Mycoplasma bovis-Infektionen

Eine optimale Probengewinnung ist flr eine sichere Labordiagnose essenziell.
Milchproben, Synovia, Bronchioalveolar-Lavage-Flussigkeit (BALF), Genitalausfluss
oder pathologisch verandertes Gewebe muissen unter sauberen und hygienischen
Bedingungen entnommen werden, um Kontaminationen zu vermeiden (Pfutzner,
Sachse, 1996).



Fir eine erfolgreiche Anzucht von M. bovis werden Spezialnahrmedien bendtigt, wie
zum Beispiel das SP4- oder Hayflick-Medium (Selbitz et al., 2011). Nach einer 2-4
tagigen Bebritungszeit koénnen die fir Mykoplasmen charakteristischen
spiegeleiformigen Kolonien unter dem Lichtmikroskop nachgewiesen werden. Die
Artdiagnose erfolgt Uber serologische Verfahren unter Anwendung artspezifischer
Hyperimmunseren (Poveda und Nicholas, 1998), artspezifischer PCR (Hotzel et al.,
1999) oder 16S-23S-PCR-RFLP-Analyse (Spergser und Rosengarten, 2007). Eine
schnelle und genaue Identifizierung von M. bovis ermoglicht die MALDI-ToF

Massenspektrometrie (Pereyre et al., 2013, Spergser et al., 2019).

Hauptinfektionsquellen sind asymptomatische Tragertiere. Erregertibertragung und -
eintrag findet vor allem bei Tiertransporten, Zukaufen in Bestanden und Ausstellungen
oder Markten statt (Amram et al, 2013, Aebi et al., 2015). Weitere
Ubertragungsmdglichkeiten bestehen beim Deckakt sowie bei der kinstlichen
Befruchtung (Wrathall et al., 2007), Embryotransfer (Bielanski et al., 2000), durch
vertikale Ubertragung (Sulyok et al., 2014), kontaminierte Geratschaften und
Ausristungen wie Melkmaschinen (Fox, 2012, Radaelli et al., 2011, Piccinini et al.,
2015) sowie Uber Aerosole (Tropfcheninfektion) (Jasper et al., 1979). Eine
Ubertragung auf den Menschen (Madoff et al., 1979) und andere Tierarten (Dyer et
al., 2004, Ongor et al., 2008, Spergser et al., 2013) ist ebenfalls moglich, jedoch
aulderst selten.

Eine intermittierende Ausscheidung von M. bovis durch infizierte Tiere kann Uber
Monate oder Jahre erfolgen (Bennett und Jasper, 1977, Biddle et al., 2003,
Punyapornwithaya et al., 2010). Die Identifizierung und Separation infizierter Tiere, ein
optimales Stallklima, Reduktion der Besatzdichte sowie strikte Hygienemalinahmen
sind  wichtige  Praventionsmafllnahmen, um  weitere  Ausbriche und
Erregerlbertragungen zu reduzieren bzw. zu verhindern (Pfutzner und Sachse, 1996,
Nicholas und Ayling, 2003).



Die Bekampfung der M. bovis-Infektion erfordert eine frihzeitige ldentifizierung
infizierter Tiere und deren Behandlung mit antimikrobiellen Wirkstoffen, wie zum
Beispiel Tetrazyklinen, Makroliden oder Fluorchinolonen. Es sind jedoch nur wenige
Antibiotika speziell fur die Behandlung von M. bovis-assoziierten Krankheitsbildern bei
Rindern zugelassen, aulRerdem werden zunehmend Resistenzen gegenuber diesen
ublicherweise eingesetzten Antibiotika beobachtet (Sato et al., 2013, Lerner et al.,
2014, Lysnyansky et al., 2009, Amram et al., 2015, Lysnyansky und Ayling, 2016).
Daneben wird die antibiotische Therapie durch Biofilmbildung, intrazellularer Erreger-
Lokalisation und mangelnde Bioverfugbarkeit der eingesetzten Antibiotika in infizierten
Gewebestrukturen erschwert (Calcutt et al., 2017).

Maunsell et al. (2011) empfiehlt daher die Merzung aller infizierten Tiere in
Milchviehbestanden. Ist dies nicht mdglich, sollten zumindest Kihe mit Mastitiden
gemerzt und Tragertiere strikt von M. bovis-freien Rindern getrennt werden. Daruber
hinaus sind intensive Reinigungs- und Desinfektionsmallinahmen des Betriebes (Stall,

Geratschaften) durchzuflihren.

Aufgrund mangelnder Therapieerfolge durch Einsatz antimikrobieller Wirkstoffe, wurde
an der Entwicklung geeigneter Impfstoffe geforscht (Nicholas et al., 2002, Zhang et al.,
2014). Bislang fuhrte keine Vakzinierungsstudie zu einem nachweislich protektiven
Impfstoff. Jedoch konnte eine starke humorale Immunantwort, allerdings kein
tatsachlicher Impfschutz gegen M. bovis nachgewiesen werden (Prysliak et al., 2013,
Caswell et al., 2010). Der Einsatz von bestandsspezifischen Impfstoffen zeigt derzeit
bessere Ergebnisse (Perez-Casal et al., 2017).

1.4 Methoden zur Typisierung von Mycoplasma bovis

In der Vergangenheit wurden flir die Charakterisierung von M. bovis verschiedene
molekulare Typisierungsmethoden verwendet. Dabei wurden die Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) als auch PCR-gestutzte Verfahren, wie Amplified-



Fragment-Length-Polymorphism (AFLP)-, Randomly-Amplified-Polymorphic DNA
(RAPD)-, Insertionssequenz (IS)- und Multilocus Variable-Number of Tandem.Repeats
(VNTR)-Analyse (MLVA) eingesetzt. Jedoch werden diese Typisierungsmethoden
vermehrt durch modernere Verfahren wie die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST),
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight (MALDI-ToF)

Massenspektrometrie (MS) und Kerngenom (core genome) MLST ersetzt.

Die MLST und die MALDI-ToF MS sind die derzeit gangigsten Geno- und
Phanotypisierungsverfahren zur Charakterisierung von M. bovis. Diese Methoden
ersetzen immer mehr die friher verwendeten phanotypischen (Protein-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, Westernblot-Analyse) und genotypischen (MLVA, PFGE, RAPD,
AFLP) Differenzierungsverfahren, da sie sich als schnellere, gunstigere und

zuverlassigere Alternative anbieten.

1.4.1 Multilokus-Sequenztypisierung (MLST)

Die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) ist eine robuste und hoch standardisierte
Methode, bei der Haushaltsgene mit Hilfe der PCR amplifiziert und ihre Sequenzfolgen
bestimmt werden. FUr ein aussagekraftiges Ergebnis werden 6 bis 10 Haushaltsgene
untersucht, die neben konservierten auch variable Regionen aufweisen. Die
erhaltenen Sequenzvarianten (Allele) werden anschlieRend mit bereits bekannten
Sequenzen in Datenbanken verglichen und dabei ein Allel-Nummerncode ermittelt, mit
dem schlielllich die Zuordnung zu einem bekannten Sequenztyp erfolgt
(https://pubmist.org/) (Register et al, 2015). Mit Hilfe dieser Typisierungsmethode
konnte in Israel ein Eintrag unterschiedlicher Sequenztypen durch Zukauf von
importierten Kalbern in einem einzigen Bestand festgestellt werden (Amram et al.,
2013). In Osterreich und der Schweiz konnten mittels MLST rezente und &ltere M.
bovis-lsolate (isoliert vor 2007) zwei unterschiedlichen phylogenetischen Clustern
zugeordnet werden (Burki et al., 2016). Sulyok et al. (2014) konnte mehrere
Sequenztypen in einem einzigen Bestand feststellen. Register et al. (2015) zeigten

auf, dass M. bovis-Isolate vom Bison sich genetisch von aus Rindern isolierten



Stammen unterscheiden. In Frankreich konnte aufgezeigt werden, dass rezente M.
bovis-lsolate homogener als fruhere Isolate (gewonnen vor 2000) sind, was auf die
Ausbreitung eines Stammes zurtickzufuhren war (Becker et al., 2015). Rosales et al.
(2015) wiederum konnten mittels MLST M. bovis aus verschiedenen Landern und
Kontinenten in zwei klonale Komplexe (clonal complex, CC) unterteilen, wobei die
Zuordnung wesentlich im Zusammenhang mit dem geographischen Ursprung der

untersuchten M. bovis-Isolate stand.

Die MLST bietet ein hohes Diskriminierungspotential, allerdings wird gelegentlich die
Erganzung mit der MLVA empfohlen (Sulyok et al., 2014).

1.4.2 MALDI-ToF Massenspektrometrie

Becker et al. (2015) berichtete erstmalig Uber den Einsatz der MALDI-ToF MS zur
phanotypischen Charakterisierung von M. bovis-lsolaten. Bei der MALDI-ToF MS wird
der Erreger mit einer Matrixlésung versetzt und auf eine Tragerplatte aufgetragen. Die
Matrixlésung wird anschlie3end im Hochvakuum unter Laserbeschuss explosionsartig
verdampft, hierbei werden die zu untersuchenden Proteine des Erregers mitgerissen.
Bei diesem Vorgang findet eine lonisierung der Proteine statt, welche in einem
elektrischen Feld beschleunigt werden. Darauffolgend wird die von Ladung und Masse
abhangige Flugzeit der lonen bis zum Detektoraufschlag exakt bestimmt und die
unterschiedlichen Proteinmassen in einem Gesamtspektrum dargestellt (Schubert und
Weig, 2009). SchlieBlich konnen Distanzwerte der generierten Spektren, die auf Peak-
Verschiebungen sowie unterschiedliche Peak-Intensitaten beruhen, ermittelt und als
Dendrogramm dargestellt werden. Becker et al. (2015) gelang es mithilfe der MALDI-
ToF MS, die untersuchten M. bovis-Stdamme in zwei Hauptcluster zu gruppieren. Das
Dendrogramm der MALDI-ToF MS zeigte dabei die gleiche Topologie wie die in den
MLST- und MLVA-Stammb&umen.

Die MALDI-ToF MS stellt sich daher als schnelle, ginstige und zuverlassige Methode

zur Charakterisierung von M. bovis dar (Schubert und Kostrzewa, 2017).
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1.4.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE wurde in den frUhen achtziger Jahren entwickelt und zur Typisierung von
verschiedenen Mykoplasmenarten eingesetzt (Pyle et al., 1988, Wenzel und
Herrmann, 1989, Bautsch et al., 1988). Vor der eigentlichen PFGE wird die
chromosomale DNA zunachst an wenigen Stellen, die im Genom verteilt vorliegen mit
Hilfe eines Restriktionsenzym gespalten. Danach werden die DNA-Fragmente in
einem Agarosegel aufgetrennt, wodurch Bandenmuster erzeugt werden, die fur
verschiedene Stamme spezifisch sind (Parker et al.,, 2018). Der Unterschied zur
herkdbmmlichen Agarose-Gelelektrophorese besteht darin, dass kein homologes Feld
angelegt wird, sondern die Fragmente in einem periodisch fur kurze Zeit umgepolten
Feld aufgetrennt werden (Burmeister, 1992). Die PFGE stellt sich als eine maRig
reproduzierbare Methode mit hohem Differenzierungspotential zur Unterscheidung
von M. bovis dar. Jedoch ist das Typisierungsverfahren sehr zeitaufwendig und
arbeitsintensiv und erfordert auRerdem die Anschaffung teuren Equipments (Citti et
al., 2000, Pinho et al., 2012, Arcangioli et al., 2012).

1.4.4 Amplified-Fragment-Length-Polymorphism (AFLP)

Der AFLP ist eine PCR-basierende Technik, bei der DNA mit Restriktionsenzymen
verdaut, mit Adapter ligiert und eine Teilmenge von Restriktionsfragmenten selektiv
amplifiziert wird (Parker et al., 2018). Soehnlen et al. (2011) untersuchte 192 M. bovis-
Isolate (2007-2008) mittels AFLP und konnten dabei 39 Profile feststellen. Die AFLP
gilt als sehr genau, jedoch weist sie eine geringe Reproduzierbarkeit auf (Kusiluka et
al., 2000, Soehnlen et al., 2011).
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1.4.5 Multilokus Variable-Number of Tandem-Repeats (VNTR) Analyse (MLVA)

Bei der MLVA werden Unterschiede in der Anzahl an Tandem-Wiederholungen in
verschiedenen Genloci bestimmt. Dafur werden die Loci mittels PCR vervielfaltigt und
die Anzahl der Tandem-Wiederholungen durch Langenbestimmung der

Amplifikationsprodukte berechnet.

Die MLVA-Analyse ist eine wertvolle Methode, um Ubertragungswege und die
Ausbreitung von M. bovis darzustellen (Pinho et al., 2012, Spergser et al., 2013,
Amram et al., 2013, Sulyok et al., 2014).

3.4.6 Kerngenom (core genome) MLST (cgMLST)

Einen neuen Ansatz fur die Typisierung von M. bovis bietet die cgMLST die erstmalig
erfolgreich von Haapala et al. (2018) zur Typisierung von M. bovis eingesetzt wurde.
Hierbei konnte eine begrenzte Diversitat von finnischen M. bovis-Isolaten aufgezeigt,
sowie die Verbreitung von M. bovis Uber Rindersamen dargestellt werden. Die cgMLST
kombiniert die klassische MLST mit der Gesamtgenomsequenzierung (de Been et al.,
2015, Mellmann et al., 2011). Dabei werden Hunderte von Allelen des Gesamtgenoms
verglichen und Polymorphismen bestimmt (Higgins et al., 2017, Kohl et al., 2014).
Durch die Darstellung in einem Spanning-Tree konnen die Polymorphismen sichtbar

gemacht werden (Haapala et al., 2018).

Die cgMLST wird vermehrt fir die Stammdifferenzierung und flr epidemiologische
Untersuchungen eingesetzt. Das Verfahren bietet sich als eine effiziente, genaue und
reproduzierbare Methode zur Untersuchung von Stdammen derselben Art an (Ghanem
et al., 2015, Neumann et al., 2018).
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2 Material und Methode

2.1 Mycoplasma bovis-lsolate

In dieser Arbeit wurden insgesamt 71 kryokonservierte M. bovis-lsolate aus der
Stammsammlung des Instituts fur Mikrobiologie der veterinarmedizinischen Universitat
Wien verwendet. Die ausgewahlten Stamme wurden mittels MALDI-ToF

Massenspektrometrie und Multilokus-Sequenztypisierung untersucht.

Die Stamme wurden aus verschiedenen anatomischen Quellen isoliert (Lunge,
Bronchoalveolar-Lavage (BAL), Milch, Euter, &auflerer Gehoérgang (als Ohr
bezeichnet), Bulla tympanica (BT), Gelenk, Auge, Samen, Nase und Lymphknoten).

Alle Isolate wurden aus klinischem Probenmaterial im Zeitraum 2001-2018 isoliert.

Tabelle 1: Bezeichnung und Herkunft der untersuchten M. bovis-Stamme
(geographische Herkunft, Isolierungsjahr, Habitat)

Nr. Proben-ID Geografische Isolierungsjahr Habitat
Herkunft
1 1395 OOCE 2010 LUNGE
2 3985/1 OOE 2017 BAL
3 397 NOE 2013 OHR
4 1172 NOE 2017 LUNGE
5 171 NOE 2013 LUNGE
6 3735/14 OOE 2017 MILCH
7 325/12 NOE 2012 LUNGE
8 60 NOE 2017 GELENK
9 3804/4 STM 2016 KONJUNKTIVA
10 2092 NOE 2016 LUNGE
1 2462 NOE 2017 OHR
12 1102-6012 D 2011 UNBEKANNT

-
w

1885/1 NOE 2017 OHR
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1299
501/4
3092
466/2
1271/1+2
593/5
7
24
401
47412
1193
3736
1793/2
1793/1
381/1
189
3512
2859
426
2569
2952
3933
3633/1
2651/4
205
59144a1
444
3395
2951
411
141
3539
3942

STM
TIR

OOE
TIR

OOE
TIR

NOE
OOE
OOE
WIEN
OOE
WIEN
WIEN
TIR
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
OOE
NOE

NOE
OOE
OOE
NOE
OOE
NOE
NOE

13

2018
2017
2017
2017
2018
2017
2003
2013
2017
2017
2003
2017
2002
2002
2014
2014
2016
2017
2018
2017
2017
2017
2017
2017
2010
2001
2013
2017
2017
2014
2018
2017
2017

BAL
MILCH
BAL
MILCH
BAL
MILCH
MILCH
LUNGE
OHR
BAL
UNBEKANNT
AUGE
UNBEKANNT
UNBEKANNT
AUGE
LUNGE
LUNGE
LUNGE
LYMPHKNOTEN
LUNGE
LUNGE
MILCH
MILCH
NASE
MILCH
GELENK
LUNGE
BAL
BAL
GELENK
LUNGE
LUNGE
GELENK



47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

1803K2
694
8
1345/M2
861M1
39M3
381/2
3220
314
85M
1155
4242
3915
3917
3534
3519
4423
3508
3380
4352
4568
4173
3964
3153
3230

NOE
OOE
NOE

SLO
SLO
TIR
NOE
NOE
STM
NL
OOE
OOE
OOE
OOE
NOE
OOE
NOE
NOE
OOE
OOE
OOE
OOE
OOE
NOE

14

2010
2012
2013
2016
2012
2012
2014
2016
2012
2014
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

LUNGE
LUNGE
LUNGE
MILCH
MILCH
MILCH
AUGE
OHR
BT
EUTER
UNBEKANNT
BAL
BAL
BAL
BAL
LUNGE
NASE
LUNGE
LUNGE
BAL
BAL
BAL
BAL
NASE
LUNGE

NOE = Niederosterreich, OOE = Oberdsterreich, STM = Steiermark, TIR = Tirol,
SLO = Slowakei, D = Deutschland, | = Italien, NL = Niederlande, A = Agypten
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2.2 Kultivierung von Mycoplasma bovis

Ein modifiziertes SP4-Medium, hergestellt am Institut fir Mikrobiologie der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien, wurde fur die Anzucht der Isolate verwendet.
Hierfur wurden ca.100 ul der bei -80°C eingefrorenen Isolates in 3 ml Medium uberfuhrt
und bei 37°C aerob bebritet. Nach Farbumschlag, der Mykoplasmenwachstum
anzeigte (farbliche Veranderung des Phenolrot-Indikators bei pH-Wert-Veranderung
infolge von Natriumpyruvat-Oxidationsprozessen) und in der Regel nach 1-3 Tagen

Bebritungsdauer eintrat, wurden die Kulturen fur weitere Untersuchungen aufbereitet.

2.3 Massenspektrometrische Untersuchung von Mycoplasma bovis mittels
MALDI-ToF

Die gewonnenen Kulturen wurden zum Zwecke der Identifizierung und Typisierung
mittels MALDI-ToF MS analysiert. Hierzu wurde 1 ml der FlUssigkultur in Eppendorf-
Gefalke (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) Uberfihrt und anschlielend bei
20 000 x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet mit 100
ul Wasser (HPLC grade, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich) resuspendiert. Danach
folgte ein weiteres Zentrifugieren fiir 5 min bei 20 000 x g. Der Uberstand wurde
abpipettiert und das Pellet mit 15 pl 70%iger Ameisensaure (Sigma-Aldrich, Wien,
Osterreich) gel6st und mit 15 pl Acetonitril (100%ig, Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich)
vermischt. Danach wurde die Suspension bei 20 000 x g fur 2 min zentrifugiert. Ein pl
des Proteinextrakts wurde schliel3lich auf eine MALDI-Tragerplatte aus Edelstahl
(Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) pipettiert und unter Abzug getrocknet.
AnschlieRend wurde das luftgetrocknete Proteinextrakt mit 1 ul der Matrixlésung (o-
Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure in 250 pl 50% Acetonitril, 47,5% destilliertem Wasser,
2,5% Trifluoressigsaure; Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) Uberschichtet. Nach

der Trocknung wurden die Proben im MALDI-ToF Biotyper (Microflex LT, Bruker
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Daltronik, Bremen, Deutschland) massenspektrometrisch analysiert. Hierbei wurden
Spektren von Proteinmassen im Bereich zwischen 3 und 15 kDa durch manuellen
Laserbeschuss (240 Laserschisse, 60 Hertz Stickstofflaser, linearer, positiver
lonenmodus) und unter Verwendung der Bruker FlexControl 3.4 Software generiert
und diese softwarebasiert mit Referenzspektren einer in-House Mykoplasmen-
Referenzdatenbank verglichen. Dabei wurde ein numerischer Wert (score value)
berechnet und so die Ubereinstimmung der gemessenen Probe mit den
Referenzspektren in der Datenbank ermittelt. Dabei lieRen nur Score-Werte uber 2.00

eine sichere Bestimmung der Artzugehorigkeit der untersuchten Isolate zu.

AulRerdem wurden Spektren-Distanzwerte, die auf unterschiedliche Intensitaten und
Verschiebungen der Proteinpeaks beruhen, softwarebasiert ermittelt und diese als
Dendrogramm dargestellt.

2.4 DNA-Extraktion

Fir die DNA Extraktion wurde 1 ml der Flussigkultur in ein Eppendorf-Gefald
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) tberfihrt und anschlieend bei 20 000 x g 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, das Pellet mit 300 pl
Resuspensionslosung, 20 pl Proteinase K-Losung und 200 pl Lysepuffer vermischt
und gevortext. Danach wurden die Gefalde in einen Warmeblock verbracht, wo sie fur
10 min bei 70°C inkubiert wurden. Zur Vorbereitung der DNA-Extraktionsfilter wurden
diese zwischenzeitlich mit 500 ul Filterpraparationspuffer beschickt und bei 12 000 x g
fur 1 min zentrifugiert. Der Durchlauf wurde entfernt. Die Proben wurden nach
Warmebehandlung mit 200 pl 96%-igem Ethanol versetzt und gevortext. Aus der
Lésung wurden 500 pyl entnommen und in die vorbereiteten Gefalle mit Filter Gberfuhrt.
Diese wurden bei 12 000 x g fir 1 min zentrifugiert. Die durchgelaufene Flussigkeit
wurde verworfen und anschlie3end der Filter mit 500 pl Ethanol-Waschlésung bei

12 000 x g flr 1 min gewaschen. Dieser Schritt wurde wiederholt, diesmal bei 14 000
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x g fur 3 min zentrifugiert. Danach wurde die Waschlosung entfernt und die
Filterrohrchen leer bei 14 000 x g fur 1 min zentrifugiert, um Reste der Waschlésung
zu entfernen. Die Filter wurden in neue Gefalde verbracht und mit 200 pl Elutionslésung
fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und die eluierte DNA durch Zentrifugieren bei
12 000 x g fur 1 min gesammelt.

2.5 Multilokus-Sequenztypisierung

Im Rahmen der Multilokus-Sequenztypisierung nach Register et al. (2015) wurden die
Haushaltsgene folgender Enzyme untersucht: Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase
(gpsA), Thymidin-Kinase (tdk), DNA-Gyrase Subunit B (gyrB), Glutamtat-tRNA-Ligase
(gltX), Alkohol-Dehydrogenase-1 (adh-7), Thymidin-Transketolase (tkt) und Phosphat-
Acetyltransferase-2 (pta-2).

Hierzu wurde ein PCR-Master-Mix mit insgesamt 25 ul angesetzt. Dieser bestand aus
folgenden Substanzen: 9 pl DNA-freies Wasser (PCR grade), 12,5 pl One Taq Quick
Load Polymerase mit dNTPs, MgCl2 und Standardpuffer (New England Bio Labs,
Massachusetts, USA), jeweils 0,5 yl Vorwarts- und Ruckwarts-Primer (25 pmol/ ul) und
2,5 ul der zuvor extrahierten DNA. Anschlieliend wurde die PCR unter folgenden
thermozyklischen Bedingungen durchgeflhrt: Denaturierung bei 94°C fur 5 Minuten,
35 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fur 10 Sekunden, Annealing bei 55°C fur 30
Sekunden. Elongation bei 72°C fur eine Minute und die finale Elongation bei 72°C fur
5 Minuten. Hierfur wurde der Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland) verwendet.

Die 71 M. bovis-Stamme wurden weiters auf das Haushaltsgen tufA (Gen fur den
Translationselongationsfaktor TufA) (Rosales et al., 2015) untersucht. Hierzu wurden

die thermozyklischen Bedingungen wie folgt angepasst: Denaturierung bei 95°C fur 5



18

Minuten, 30 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fur 1 Minute, Annealing bei 56°C fir 1
Minute, Elongation bei 72°C fir 1 Minute und die finale Elongation bei 72°C fir 10

Minuten.

Tabelle 2: Analysierte Haushaltsgene, eingesetzte Primersequenzen und generierte
Amplikonlangen bei der MLST von M. bovis-Isolaten

_|
@®
_|
@®
>
()
G;S
_|
_|
@®
>
_|
0
>

_ CCAATTCCAATTGCTAAAAC >
_ ATGTATTTAAAAAGTGGATTAGG

_ TATCTCATAGCTTTTTTAGC o7
_ AGCTTGCTAATTGCACCA

_ TATTTTGAACAAATTTTGCAT ore
_ TGGTGAGTATTCAATAAGGT Register et
_ GTTTTGAGAATCATTGCA >30 al. (2015)
_ GGAGTAACTAGTTACAAAGCACTTA

_ TGCTAGTTGTTCAAACACGT >4
_ CCAACTTATATTATGGTGCA

_ CCACCATATAAATTAATGCC o
_ AATTCGTAATGGCAAAGAAG

_ CTTAGCTTTTCTTACATTTAGGT 490
_ TGATTACTGGTGCTGCTCAA 209 Rosales et
_ TTTCACCAGGTTGAACGAAT al. (2015)

f=forward, r= reverse
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Anschlieend wurden die PCR Produkte in einem 2%-igen Agarosegel (Carl Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) bei 210 Volt elektrophoretisch aufgetrennt.
Das Gel wurde in eine Ethidiumbromid-Losung (0,5 pg/ml) verbracht und nach
ausreichender Einwirkzeit im Transilluminator (Bio-Rad Laboratories GmbH, Wien,
Osterreich) analysiert. Die Amplifikate konnten hiermit sichtbar gemacht, fotografiert

und gespeichert werden.

Zur enzymatischen Aufreinigung wurden 10 pl der PCR-Produkte mit 1 yl Exonuclease
1 (New England Bio Labs, Massachusetts, USA) und 2 pl Shrimp-Alkalin-Phosphatase
(rSAP) (New England Bio Labs, Massachusetts, USA) vermengt. Anschlie3end folgte
eine Warmebehandlung bei 37°C flr 15 min und bei 80°C fir weitere 15 min. Danach
wurden 12 uyl des Gemisches in 96 Well-Platten Ubergetragen und mit jeweils 3 ul des
verwendeten Vorwarts-Primers vermengt. Die Platten wurden verschlossen und an

LGC Genomics GmbH (Berlin) zur Sequenzierung versendet.

Die ermittelten Sequenzen wurden schlieBlich mittels ClustalW-Alignment (MEGAG-
Software-Paket) ausgerichtet und manuell kuriert. Die hierbei erhaltenen
Sequenzfolgen wurden anschliefdend mit jenen in der 6ffentlich zuganglichen pubmist-
Datenbank verglichen (https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmlst_mbovis_seqdef) und
einer Allel-Nummer zugeordnet. Konnte die ermittelte Sequenzfolge keiner Allel-
Nummer zugeordnet werden, wurde eine neue Allel- und Sequenztyp-Nummer
beantragt. Die Zuordnung der ermittelten tufA-Gensequenzen erfolgte durch BLAST-

Vergleich mit GenBank-Eintragen (https://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi).

Zur phylogenetischen Verwandtschaftsanalyse der untersuchten lIsolate wurden
schliel3lich die Haushaltsgen-Sequenzen verknupft und nach ClustalW-Alignment eine
Neighbour-Joining-Distanzanalyse mit Bootstrapping (1000 Replikationen) unter
Einsatz des Kimura-2-Parameter-Substitutionsmodells durchgefuhrt (MEGA 6) und
dabei ein phylogenetischer Stammbaum konstruiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Multilokus-Sequenztypisierung nach Register et al. (2015)

Insgesamt konnten bei 68 M. bovis-Isolaten die partiellen Gensequenzen von sieben
Haushaltsgenen (gpsA, tdk, gyrB, gitX, adh-1, tkt, pta-2) bestimmt werden. Bei drei
Stammen konnte trotz Wiederholungsuntersuchungen das adh-7-Gen nicht
nachgewiesen werden. Nicht zuordbaren Allelen mit neuartigen Sequenzfolgen sowie
Allel-Nummerncodes, die keinem Sequenztyp zugeordnet werden konnten, wurden

neue Allel- und Sequenztyp-Nummern zugewiesen.

Funfunddrei3ig der insgesamt 71 M. bovis-lsolate konnten dem Sequenztyp 5 (ST5)
zugeordnet werden (49%). Jeweils 3 Isolate wurden ST62 (3220, 4423, 3380) und
ST166 (411, 4242, 3915) zugeteilt. Je 2 Isolate gehorten zu ST70 (466/2, 8), ST94
(1345/M2, 39M3), ST160 (7 Agypten, 1193), ST162 (1793/1, 1793/2), ST163 (381/1,
381/2) und ST169 (3534, 3508). Funfzehn der untersuchten Isolate (21%) waren
Singletons und somit nur einem Sequenztyp zuordenbar. Bei 3 Isolaten konnten durch
den fehlenden Nachweis von adh-1 kein Sequenztyp ermittelt werden (397, 3539,
3153).

Insgesamt wurden 13 neue Sequenztypen (ST158-ST170) ermittelt und in die
Datenbank integriert. Zwei neue Allele konnten fir das Haushaltsgen adh-1 (Alkohol-
Dehydrogenase-1) und ein neues Allel fur tdk (Thymidin-Kinase) nachgewiesen
werden. Bei allen anderen Haushaltsgenen waren die ermittelten Allele bereits

bekannt.
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- OOE10 4 3 3 3 2 3 6
- OOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE13 - 3 3 3 2 3 6 -
- NOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE13 4 3 3 3 2 3 6 5
- OOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE12 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- STM16 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE16 4 3 3 3 2 3 6 5
- NOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- D11 3 2 4 2 1 3 2 17
- NOE17 4 3 3 3 2 3 6 5
- STM18 4 3 3 3 2 3 6 5
- TIR17 4 3 3 3 2 3 6 5
- OOE17 4 3 1 4 5 3 3 158"
- TIR17 4 3 1 3 2 3 6 70
- OOE18 4 3 3 3 5 3 6 12
- TIR17 4 3 3 3 2 3 6 5
- A03 3 2 3 2 1 3 2 160*
- NOE13 4 3 4 8 2 3 6 36
- OOE17 4 3 3 3 2 16 6 159*
- OOE17 4 3 3 3 5 3 3 27
- WIENO3 3 2 3 2 1 3 2 160*
- OOE17 4 3 4 3 2 3 6 161*
- WIENO2 16 2 4 7 1 3 2 162*
- WIENO2 16 2 4 7 1 3 2 162*
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3534
3519
4423
3508
3380
4352
4568
4173
3964
3153
3230

*in dieser Arbeit neu etablierte Sequenztypen.

3.2 tufA-Sequenzanalyse nach Rosales et al. (2015)

Bei der fufA-Sequenzierung nach Rosales et al. (2015) konnten ausschlieRlich 2
unterschiedliche Allele, namlich R144B08 und RPG45, ermittelt werden. Dabei wurde
das Allel R144B08 haufiger (67,6%) nachgewiesen.

Jene 35 Mycoplasma bovis-Isolate, die den Sequenztyp 5 (ST5) aufwiesen, konnten
durch die tufA-Sequenzanalyse weiter differenziert werden, wobei 22 Isolate (62,9%)
dem Sequenztyp 5A (R144B08) und 13 Isolate (37,1%) dem Typ 5B (RPG45)
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18
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5A
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14
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4423 OOE18 62 R144B08
3508 NOE18 169 R144B08
3380 NOE18 62 R144B08
4352 OOE18 5B RPG45

4568 OOE18 170 R144B08
4173 OOE18 5A R144B08
3964 OOE18 5B RPG45

3153 OOE18 - R144B08
3230 NOE18 5A R144B08

Alle Stamme mit dem Sequenztyp 5A wurden aus den Osterreichischen
Bundeslandern Niederosterreich, Oberosterreich, Steiermark und Tirol isoliert. Die
meisten Isolate stammten hierbei aus Niederosterreich, wo der Sequenztyp 5A
dominierte. In den anderen Bundeslandern waren ST5A und ST5B gleichermalien

vertreten.

Die Haushaltsgensequenzen von gpsA, tdk, gyrB, gitX, adh-1, tkt und pta-2 (Register
et al., 2015) wurden mit den tufA-Gensequenzen (Rosales et al., 2015) verknupft, die
phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse der untersuchten M. bovis-lsolate

berechnet und in Form eines phylogenetischen Stammbaumes dargestellt (Abb. 1).

Der phylogenetische Stammbaum zeigt eine Verteilung in zwei Hauptgruppen, wobei
Uber 77% der M. bovis-Isolate sich in Cluster | gruppieren. Daruber hinaus befinden
sich alle ST5A und ST5B im Cluster I. Lediglich 7 Stamme (861M1, 1102-6012, 7,
1793/1, 1793/2, 1193, 59144a1) die im Zeitraum zwischen 2001 und 2012 in
Deutschland, Slowakei und Osterreich isoliert werden konnten, gruppierten sich im
Cluster Il. Des Weiteren befinden sich im Cluster Il (ausgenommen 1102-6012)
ausschlie3lich neu ermittelte Sequenztypen. Neun Stamme konnten keinem Cluster

zugeordnet werden.
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Abbildung 1: MLST nach Register et al. (2015) und tufA-Sequenzierung.
Phylogenetischer Stammbaum mit Clusterformation berechnet aus den verknupften
Haushaltsgenen gpsA, tdk, gyrB, gltX, adH-1, tkt, pta-2 (Register et al. 2015) und fufA
(Rosales et al., 2015). Der Konsensus-Baum wurde aus 1000 Bootstrap-Replikaten
konstruiert, es sind ausschliel3lich Bootstrap-Werte uber 70 angegeben. Der
Malistabbalken  vermittelt die Distanz  zwischen den  Sequenztypen
(Substitution/Position). Die Berechnung wurde mittels MEGA6 durchgeflhrt.

3.3 Massenspektrometrie mittels MALDI-ToF

Mithilfe der MALDI-ToF Massenspektrometrie konnten Spektren fur alle untersuchten
Isolate generiert und mit einer In-House Referenzdatenbank verglichen und als M.

bovis identifiziert werden.

Die ermittelten Distanzwerte der generierten Spektren, die auf Peak-Verschiebungen
sowie Unterschieden in den Peak-Intensitaten beruhten, wurden in einem
Dendrogramm dargestellt. Auch mittels MALDI-ToF MS war eine deutliche
Clusterbildung in zwei Hauptcluster erkennbar. Cluster | stimmte mit Cluster Il des
MLST-Stammbaums Uberein. Durch die MALDI-ToF MS wurden auch jene Stamme,
die bei der MLST keinem Cluster zugeordnet werden konnten, im Cluster |l integriert.
Eine Differenzierung von ST5 in ST5A und ST5B war jedoch nicht moglich. Die
ermittelten Distanzwerte erlaubten nur eine Unterscheidung zwischen den MLST-
Cluster ll-zugehoérigen und den restlichen untersuchten M. bovis-Stammen (MLST-

Cluster I-Stamme, keinem MLST-Cluster-zugehoérige Stamme).
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4 Diskussion

Aufgrund seiner hohen Kontagiositat und ausgesprochenen Therapieresistenz sowie
fehlender immunprophylaktischen Malinahmen verursacht M. bovis weltweit hohe
wirtschaftliche Verluste. Fur die Beantwortung epidemiologischer Fragestellungen
wurden bereits etablierte genotypische Charakterisierungsverfahren, vor allem die
MLVA und MLST, eingesetzt (Nicholas et al., 2008, Sulyok et al., 2014, Becker et al.,
2015). Becker et al. (2015) setzte erstmalig die MALDI-ToF MS als phanotypisches

Charakterisierungsverfahren zur epidemiologischen Abklarung ein.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, die genotypischen Eigenschaften rezenter
M. bovis-Stamme (isoliert im Zeitraum 2016 bis 2018) mit jenen der vor 2016
gewonnenen Isolate zu vergleichen. Die Stamme wurden aul3erdem erstmalig durch
den Einsatz der MALDI-ToF MS untersucht und differenziert. In einer
vorrangegangenen Studie gelang es Jaenich (2017) M. bovis-Stamme, die bis zum
Jahre 2016 isoliert werden konnten, mittels MLST zu differenzieren. Dabei konnte
erstmalig der Subsequenztyp ST5B im Jahr 2014 in einem steirischen Milchviehbetrieb
(Pothmann et al.,, 2015) nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde eine

Pradominanz des ST5A in Osterreich beobachtet.

In dieser Diplomarbeit konnte mittels MLST festgestellt werden, dass der Sequenztyp
ST5 in allen Bundeslandern (ausgenommen Wien) nachgewiesen werden kann. Des
Weiteren ist ST5A in Osterreich weiterhin am héaufigsten vertreten. Durch
Untersuchung weiterer alterer Stamme, konnte in der vorliegenden Arbeit ST5B bereits

2010 in Oberosterreich nachgewiesen werden.

Insgesamt ergab die MLST, dass 49% der untersuchten Stamme dem Sequenztyp
ST5 zugeordnet werden kann. Jaenich (2017) konnte in seiner Arbeit 75% der M.
bovis-lsolate dem Sequenztyp ST5 zuordnen und somit ebenfalls die Pradominanz
des ST5 feststellen. Die Ausbreitung eines in Osterreich zwischen 2007 und 2011
epidemischen M. bovis Stammes, wurde bereits in einer friheren Studie (Spergser et
al., 2013) aufgezeigt. Allerdings wurde hierfur die MLVA und die RAPD-Analyse zur

Typisierung eingesetzt. Die Verbreitung dieser einzelnen Stammvariante ist vermutlich
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auf die Osterreichischen kleinbauerlichen Betriebsstrukturen und den regional

begrenzten Tierhandel zurlckzufuhren.

In der vorliegenden Arbeit konnten 13 neue Sequenztypen (ST158-ST170) ermittelt
werden. Trotz der Dominanz von ST5, wurden die restlichen 36 Isolate weiteren 24
Sequenztypen (inklusive der 13 neuen Sequenztypen) zugeordnet. Die Heterogenitat
der neben ST5 in Osterreich auftretenden M. bovis-Stammen erscheint beachtlich, ist
aber mit anderen MLST-Studien vergleichbar (Register et al., 2015, Burki et al., 2016).
In Israel (Amram et al., 2013, Lysnyanksy et al.,, 2016) konnte eine weitaus
heterogenere M. bovis-Stammpopulation aufgezeigt werden. Grinde dafur sind
intensiver Tierhandel und Importe von Rindern aus Landern, in welchen M. bovis

endemisch auftritt.

Durch den Einsatz eines weiteren Genlocus (fufA) wurde das
Diskriminierungspotenzial des angewandten MLST-Verfahrens erhéht und die dem
ST5 zugeordneten Isolate konnten in zwei Subsequenztypen (ST5A, ST5B) unterteilt
und somit wertvolle Erkenntnisse zur Infektionsepidemiologie der M. bovis-Infektion in
Osterreich gewonnen werden. Rund 63 % der M. bovis-Stamme wurden dem ST5A
zugeteilt, wobei hier 57 % durch rezente M. bovis-Isolate vertreten waren. Durch die
Integration weiterer Stamme, welche vor 2016 isoliert wurden, konnte der ST5B bereits
2010 in Oberosterreich isoliert werden. Manso-Silvan et al. (2012) empfehlen sogar
die Inklusion von Nicht-Haushaltsgenen, um das Diskriminierungspotential von
Sequenzanalysen zu erhdéhen. Sulyok et al. (2014) raten zur Kombination von MLST
und MLVA, da die MLVA eine weitere Differenzierung der Isolate ermdglicht, dies

erscheint aufwendiger aber wesentlich zielfUhrender.

Die Verwandtschaftsverhaltnisse der 71 M. bovis-Isolate konnten in einem
phylogenetischen Stammbaum aufgezeigt werden. Hierbei wurde kein geographischer
Zusammenhang bei der Gruppierung in beide Hauptcluster festgestellt. Register et al.
(2015) konnte ebenfalls in ihrer Studie keine Besonderheiten bei der Zuordnung von
M. bovis-Stammen unterschiedlichen geographischen Ursprungs in die jeweiligen
phylogenetischen Cluster erkennen. Allerdings wurde in der vorgelegten Studie ein
zeitlicher Zusammenhang im Cluster Il beobachtet, in dem sich bis auf 2 Stdmme
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(1102-6012, 861) nur Isolate gruppierten, die vor 2007 isoliert werden konnten. Eine
Differenzierung zwischen alten und neueren M. bovis-Isolaten konnte bereits in

friheren Studien aufgezeigt werden (Burki et al., 2016, Becker et al., 2015).

Durch die MALDI-ToF Massenspektrometrie konnten alle Stamme korrekt als M. bovis
(Werte Uber 2,0) identifiziert werden. Das Spektren-Distanz-Dendrogramm zeigte
hinsichtlich der Differenzierung zwischen alten und neueren M. bovis-Stammen die
gleiche Topologie wie im MLST-Stammbaum. Becker et al. (2015) konnte in ihrer
Studie eine massenspektrometrische Differenzierung in alte und rezente M. bovis-
Stamme ebenfalls feststellen. Das Differenzierungspotential der MALDI-ToF MS
konnte auch in weiteren Mykoplasmenstudien aufgezeigt werden (Goto et al., 2012,
Pereyre et al., 2013, Xiao et al., 2014).

Die MALDI-ToF MS lasst eine Differenzierung zwischen alten und rezenten M. bovis-
Stammen zu, allerdings ist eine weitere Differenzierung unter Anwendung des
systemintegrierten Algorithmus nicht mdoglich. Durch den Einsatz von speziellen
Software-Programmen (z.B. ClinPro Tools) konnte das Differenzierungspotential der
MALDI-ToF MS fur M. bovis jedoch vermutlich erhoht werden (Xiao et al., 2014).
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5 Zusammenfassung

M. bovis ist ein an das Rind adaptierter Infektionserreger, der verschiedene
Krankheitsbilder  hervorruft und durch Therapieresistenz und fehlende
immunprophylaktischen MaRnahmen hohe wirtschaftliche Verluste verursacht.
Infektionsepidemiologische  Untersuchungen unter Anwendung geeigneter
Typisierungsverfahren ermdglichen die Identifizierung von Infektionsquellen,
Infektionsketten und Infektionsdynamiken. Ziel dieser Diplomarbeit war es daher,
ausgewahlte M. bovis-Stamme (n=71) auf ihre phano- und genotypischen
Eigenschaften zu untersuchen, um zeitliche und geographische Besonderheiten der
untersuchten M. bovis-Stamme darstellen zu kénnen. Dabei wurden insgesamt 47
rezente Stamme (isoliert 2016 bis 2018) mit 24 alteren M. bovis-Isolaten (isoliert vor
2016) verglichen. Zur Genotypisierung wurde die MLST nach Register et al. (2015)
verwendet und durch Inklusion von fufA das Diskriminierungspotential erhdoht. Zur
phanotypischen Charakterisierung der vorwiegend Osterreichischen M. bovis-Stamme

wurde erstmalig die MALDI-ToF MS eingesetzt.

Durch die MLST nach Register et al. (2015) war es mdglich, 35 der 71 untersuchten
M. bovis-lIsolate dem Sequenztyp 5 zu zuordnen. Durch die Kombination der MLST
und der tufA-Sequenzanalyse wurden ST5 weiter zu ST5A und ST5B differenziert.
Hierbei zeigte sich, dass ST5A in Osterreich weiterhin dominiert. Die restlichen 36
Stamme konnten 24 Sequenztypen zugeordnet werden, wobei davon 13 als neue,
bislang noch nicht beschriebene Sequenztypen identifiziert werden konnten. Die
phylogenetische Untersuchung verdeutlichte, dass sich eine Mehrheit der
untersuchten M. bovis-Isolate (n=55, vorwiegend ST5A und ST5B) dem Cluster |
zuordnen lasst. Cluster Il umfasste ausschliellich altere M. bovis-Stamme (isoliert vor
2012).

Die MALDI-ToF MS ermoglichte eine genaue Differenzierung zwischen alteren
Stammen (MLST Cluster II) und rezenten M. bovis-Isolaten. Eine weitere
Differenzierung rezenter Stamme, wie es die MLST-Analyse erlaubte, war jedoch nicht

maglich.
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Zusammenfassend konnte durch die durchgefuhrten MLST- und MALDI-ToF MS-
Untersuchungen ein Uberblick zu den jlingsten Entwicklungen in der M. bovis-
Infektionsepidemiologie in Osterreich ermittelt werden. Ein tieferer Einblick in die
Infektionsepidemiologie von M. bovis ist jedoch nur durch Verbesserungen in den
angewandten Typisierungsmethoden, wie der Einsatz von speziellen Software-
Programmen zur Analyse von MALDI-ToF Spektren und/oder die Kombination von

MLST mit der Gesamtgenomsequenzierung (cgMLST) zu erreichen.
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6 Summary

M. bovis is an infectious agent adapted to cattle, which causes various diseases and
high economic losses due to its resistance to therapy and the lack of
immunoprophylactic measures. Epidemiologic investigations employing appropriate
typing methods allow tracing sources as well as routes and dynamics of infection. It
was therefore the objective of this diploma thesis to examine selected M. bovis strains
(n=71) on their phenotypic and genotypic traits in order to show temporal and
geographical features of the investigated M. bovis strains. A total of 47 recent strains
(isolated 2016 to 2018) were compared with 24 older M. bovis isolates (isolated prior
to 2016). For genotyping, the MLST typing scheme described by Register et al. (2015)
was used and by including tufA the potential for discrimination was increased. For the
first time, MALDI-ToF MS was used for the phenotypic characterization of
predominantly Austrian M. bovis strains.

By using the MLST described by Register et al. (2015), it was possible to assign 35 of
the 71 M. bovis isolates analysed to sequence type ST5. The combination of MLST
and fufA sequence analysis further allowed differentiating ST5 into ST5A and ST5B.
This showed that ST5A still dominates in Austria. For the remaining 36 strains 24
sequence types could be assigned, of which 13 were new, not yet described sequence
types. Phylogenetically a majority of investigated M. bovis strains (n=55, predominately
ST5A and ST5B) was assigned in cluster |. Cluster Il included only older M. bovis-

strains isolated before 2012.

MALDI-ToF MS allowed a precise differentiation between older strains (MLST cluster
Il strains) and recent M. bovis isolates. However, a further differentiation of recent

strains, as demonstrated by the MLST analysis, was not possible.

In summary, MLST and MALDI-ToF MS provided an overview of the recent
developments in the epidemiology of M. bovis in Austria. However, to gain deeper
insights into the epidemiology of M. bovis improvements of applied typing methods are

required, such as the employment of specialised software programs in analysing
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MALDI-ToF spectra and/or the combination of MLST with whole genome sequencing
(cgMLST).
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