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1. Einleitung

Mycoplasma (M.) hyorhinis ist ein Bakterium, welches verbreitet in den Schleimhauten der
oberen Atemwege von Schweinen vorkommt. Nach Infektion der Lunge kann sich der Erreger
hamatogen in die serdsen Haute der gro3en Korperhdhlen und in die Gelenke ausbreiten und
dabei Serositis und Arthritis hervorrufen. In der Regel treten Infektionen mit M. hyorhinis bei
Ferkeln im Alter von drei bis zehn Wochen auf, die zu Fieber, Dyspnoe und Lahmheiten fuhren
kénnen. Die Pathogenese der Erkrankung und zugrundeliegenden Mechanismen, die zur
systemischen Ausbreitung des Erregers fiihren, sind derzeit unbekannt. Aufgrund fehlender
kommerzieller Impfstoffe gegen M. hyorhinis im europaischen Raum, erweist sich die
Eindammung von Infektionen in betroffenen Betrieben in der Regel als problematisch. Zu den
ublichen Bekampfungs- und Kontrollstrategien zahlen die oft maRig erfolgreiche
Antibiotikatherapie sowie vorbeugende MalRnahmen, die darauf abzielen, die Verbreitung des
Erregers einzudammen und Infektionsketten zu unterbrechen. Hierfir sind jedoch Kenntnisse
Uber die Epidemiologie der M. hyorhinis-Infektion als auch tber mégliche Erreger-Subtypen,
welche bevorzugt die Schleimhautbarriere Gberwinden und sich im Wirt systemisch ausbreiten
koénnen, erforderlich. Ziel dieser Arbeit ist es daher, das Differenzierungspotential von zwei
konventionellen Multi-Lokus-Sequenztypisierungsverfahren (MLST) zur Unterscheidung von
invasiven und prasumtiv nicht-invasiven M. hyorhinis-Isolaten zu bestimmen und die

Ergebnisse mit jenen eines neuetablierten Kerngenom-MLST-Schemas zu vergleichen.

1.1. Allgemeine Eigenschaften

Der Erreger M. hyorhinis gehoért taxonomisch zur Ordnung Mollicutes, Familie
Mycoplasmataceae und Gattung Mycoplasma (Skerman et al. 1980). Alle Vertreter der
Mollicutes (im allgemeinen als ,Mykoplasmen‘ bezeichnet) zeichnen sich durch das Fehlen
einer Zellwand aus, wodurch sie problemlos bakteriendichte Filter passieren kénnen und
deshalb als Kontaminanten von Zellkulturen gefirchtet werden (Tang et al. 2000, Drexler und
Uphoff 2002). Mit einer GenomgréRRe von 580-1350 kb und einem Durchmesser von etwa 0,2
bis 0,8 ym (Razin et al. 1998), gehoéren sie zu den kleinsten Vertretern der sich autonom
vermehrenden Bakterien (Pieters und Maes 2019). Aufgrund ihres reduzierten Genoms sind

Mykoplasmen in ihrer Biosyntheseleistung stark eingeschrankt und dadurch erheblich von



exogener Nahrstoffzufuhr (Wirt, Kulturmedium) abhangig. Mykoplasmen bendtigen daher fir

die Kultur komplexe und reichhaltige Medien.

M. hyorhinis zeichnet sich, im Vergleich zu anderen porzinen Mykoplasmen-Arten, durch ein
sehr viel schnelleres Wachstum aus. Die Kultivierung auf Nahrmedien dauert in der Regel drei
bis funf Tage. Nach dieser Zeitspanne lassen sich charakteristische spiegeleiformige Kolonien
beobachten, die einen Durchmesser von 0,2 bis 1 mm aufweisen (Palzer et al. 2020). Da die
einzelnen Kolonien meist zu klein sind, um sie mit freiem Auge zu erkennen, wird zur
genaueren Betrachtung ein Stereomikroskop verwendet. Zudem besitzt M. hyorhinis die
Fahigkeit nicht nur Glukose, sondern im Vergleich zu anderen porzinen Mykoplasmen-Arten,
auch ein groReres Spektrum an verschiedenen Kohlenhydraten zu verstoffwechseln (Siqueira
etal. 2013, Ferrarini et al. 2016). Die Fermentation von Glukose hat schliel3lich zur Folge, dass
sich das verwendete Kulturmedium ansauert, wodurch es zu einem Farbumschlag kommt

(Palzer et al. 2020) und daher ein Kultivierungserfolg schnell sichtbar wird.

Bislang wurden vier geschlossene Vollgenomsequenzen von porcinen M. hyorhinis-Stammen
veroffentlicht und/oder in der NCBI Genomdatenbank hinterlegt, und zwar vom Typstamm
BTS-77 (Nasenisolat, USA, CP064323), dem Arthritis-auslésende Stamm SK76 (USA,
CP003914) (Goodison et al. 2013) und die aus Schweinelungen stammenden Stdmme HUB-1
(China, CP002170) (Liu et al. 2010) und JF5820 (Schweiz, CP035041). Die verdffentlichten
Genome weisen eine Grofde von etwa 840-850 kb auf und bestehen aus einem einzelnen

zirkularen Chromosom mit einem C+G Gehalt von 25,9 % (Palzer et al. 2020).

Die Virulenzfaktoren und Pathogenitatsmechanismen von M. hyorhinis sind noch weitgehend
unbekannt (Palzer et al. 2020). Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese kdnnten jedoch
variablen Oberflachenproteine (Vlp; kurz flr variable surface lipoproteins) spielen, welche eine
hohe Anzahl von Phasen- und GroRenvariationen aufweisen (Rosengarten und Wise 1991).
Derzeit umfasst die Proteinfamilie der Vips sieben bekannte oberflachenassoziierte
Lipoproteine (VIpA, VIpB, VIpC, VIpD, VIpE, VIpF und VIpG) (Citti et al. 2000). Die
phasenvariable Expression jedes VIp-Gens wird durch Mutationen in der Promotorregion
kontrolliert, wahrend die GroRenvariation auf Insertionen/Deletionen in der
sequenzdivergenten repetitiven C-terminalen Region jedes VIp-Gens beruht (Yogev et al.
1995; Citti et al. 2000). Diese Veranderungen in der antigenen Zusammensetzung von
oberflachenassoziierten Vips kdnnten die Kolonisierung und Anheftung von M. hyorhinis an

Wirtszellen verbessern (Xiong et al. 2016a, b) und zur Immunevasion im Wirt beitragen (Citti



et al. 1997). Daneben konnte in einer Studie aufgezeigt werden, dass M. hyorhinis bei der
Verstoffwechselung von Glycerin in Dihydroxyacetonphosphat Wasserstoffperoxid erzeugen
kann, welches méglicherweise im Wirt zytotoxische Wirkung aufweisen koénnte (Ferrarini et al.
2016).

1.2. Epidemiologie und Pathogenese

M. hyorhinis ist ein beim Schwein sehr haufig vorkommender Mikroorganismus, der vor allem
bei Absetzferkeln zu schwerwiegenden Krankheitsbildern fiihren kann. Die Ferkel infizieren
sich haufig kurz nach der Geburt (Friis und Feenstra 1994), dennoch treten die klinischen
Symptome erst ab einem Lebensalter von drei Wochen auf. Zu dieser Lebensperiode findet
bei den meisten Betrieben das Absetzen und die Zusammenfiihrung der Ferkel oftmals aus
verschiedenen Betrieben statt. Da in dieser Zeitspanne ein hoherer Keimdruck herrscht und
das Immunsystem der Absetzferkel schwacher ist, steigt die Infektionsrate drastisch (Clavijo
et al. 2017, Luehrs et al. 2017, Roos et al. 2019).

M. hyorhinis kommt als Kommensale in den Schleimhauten der oberen Atemwege und in den
Tonsillen vor. Eine absteigende Ausbreitung und Infektion der Lunge ist ohne weiteres mdglich
(Friis und Feenstra 1994). Es wird angenommen, dass nach absteigender Ausbreitung der
Erreger vorwiegend das Epithel der unteren Atemwege besiedelt und es dort zu Schadigungen

der Zilien und zu einer Ausdinnung der Epithelschicht kommt (Lee et al. 2016).

Nach Durchdringen der Schleimhautbarriere und hamatogenen Ausbreitung, besiedelt
M. hyorhinis vor allem die serdsen Haute der groRen Korperhohlen und die Gelenke. Die
genauen Mechanismen, die zu dieser systemischen Ausbreitung flhren, sind bislang nicht
bekannt (Pieters und Maes 2019).

1.3. Kilinik

Die ersten klinischen Symptome treten Ublicherweise in einem Alter von drei bis zehn Wochen

auf (Heinritzi 2006). Zu den ersten Anzeichen zahlen haufig ein gestraubtes Borstenkleid, ein



vermindertes Allgemeinverhalten, eine reduzierte Futteraufnahme sowie dezente und

wiederkehrende Temperaturerhohungen (Lahrmann und Plonait 2001).

Wie bereits angefuhrt siedeln sich diese Bakterien an den serdsen Hauten im Bereich der
grolRen Kdérperhdhlen an. Dort verursachen sie eine Polyserositis (Pleuritis, Perikarditis,
Peritonitis), welche zu respiratorischen Symptomen fuhren kann. Haufig wird M. hyorhinis auch
mit charakteristischen Lungenldsionen in Verbindung gebracht. Diese ahneln zwar der durch
M. hyopneumoniae verursachten Enzootischen Pneumonie (Stemke et al. 1992), allerdings
wird die Relevanz von M. hyorhinis bei der Entstehung von Lungenerkrankungen kontrovers
diskutiert. M. hyorhinis gilt nachweislich als Sekundarerreger des Porcine Respiratory Disease
Complex (PRDC) (Lee et al. 2016, Fourour et al. 2019), ebenso wird dem Erreger ein
Zusammenwirken mit dem Porzinen Reproduktiven und Respiratorischen Syndrom-Virus
(PRRSV) sowie dem Porzinen Circovirus Typ 2 (PCV-2) zugeschrieben. Dabei kann es zu
einer erheblichen Verschlechterung des bereits pathologisch veranderten Lungengewebes
kommen (Chen et al. 2016, Lee et al. 2016).

Ein weiteres charakteristisches Symptom ist die ausgepragte Gelenkschwellung, welche im
Zuge einer Synovialitis und vermehrten Gelenksfullung zustande kommt und selten zu einer
Kapselfibrose oder einer Veranderung der Gelenkflachen fuihren kann (Heinritzi 2006). Abrupt
auftretende Lahmheiten sind daher ein typisches Krankheitsbild. Diese kdnnen nach drei bis
zehn Tagen wieder zurickgehen. Wenn dies jedoch nicht der Fall ist, kdnnen sich die
Bewegungsstorungen drastisch verschlimmern (Selbitz 2015) und bis zu zwei Monate
anhalten (Lahrmann und Plonait 2001). Die pathologische Grundlage dieser Symptome sind

eine serofibrindse bis fibrinopurulente Arthritis und Polyserositis (Palzer et al. 2020).

Durch die schmerzhafte Peritonitis und Pleuritis sind betroffenen Schweine, vor allem im
Bereich des Abdomens, besonders bertihrungsempfindlich, wodurch diese haufig in einer
bevorzugten Brustlage und entlastenden Streckbewegungen beobachtet werden kdnnen
(Lahrmann und Plonait 2001). Zudem werden auch immer wieder Rhinitiden durch
M. hyorhinis beobachtet. Diese klinische Symptomatik zeigt sich jedoch in einem geringeren

Ausmal, da sie zumeist nur bei jungen Saugferkeln auftritt (Reiner 2015).

Zusatzlich lasst sich vermuten, dass ebenso Auswirkungen auf das zentrale Nervensystem
auftreten kdnnen, welche sich in Form einer Meningitis dufern (Bunger et al. 2020). In
vereinzelten Fallen fihren Meningitissymptome und Arthritis im Alantookzipitalgelenk zu einer

Otitis interna ahnlichen Kopf-Schiefhaltung (Lahrmann und Plonait 2001). Die meisten



Schweine leiden unter den bereits angeflhrten Krankheitssymptomen, jedoch werden immer
wieder auch Erkrankungen wie Otitis media (Morita et al. 1995), Aborte (Shin et al. 2003) und

Konjunktivitis (Resende et al. 2019) infolge einer Infektion mit M. hyorhinis beobachtet.

1.4. Diagnostik

Die Verdachtsdiagnose wird anhand der Anamnese und der klinischen Symptome gestellt.
Abgesehen vom klinischen Erscheinungsbild der betroffenen Schweine, ist die Untersuchung
der Synovia, welche durch eine Gelenkspunktion gewonnen wird, und von
Serosentupferproben (Lahrmann und Plonait 2001), wesentlich fiir die endgiltige
Diagnosestellung (Heinritzi 2006). Fir die Probenentnahme werden bevorzugt akut betroffene
Tiere in einem Alter unter zehn Wochen, ohne vorhergehende antibiotische Behandlung
herangezogen (Palzer et al. 2006, Gomes Neto et al. 2012). Chronisch erkrankte Schweine
sollten nicht beprobt werden, da sich M. hyorhinis durch die haufig auftretenden
Sekundarinfektionen schwer nachweisen lasst (Palzer et al. 2020). Die entnommene
Gelenksflissigkeit und Serosentupfer konnen mithilfe der PCR auf M. hyorhinis DNA

untersucht werden, was in der Routine mittlerweile das Standardverfahren darstellt.

Die Kultivierung von M. hyorhinis gestaltet sich vergleichsweise zeitintensiver wie auch teurer

und wird daher Ublicherweise nicht in der Routinediagnostik angewandt (Palzer et al. 2020).

1.5. Therapie und Prophylaxe

Im Allgemeinen werden Mykoplasmeninfektionen mit Antibiotika behandelt, jedoch weisen die
Erreger aufgrund ihrer Zellwandlosigkeit eine intrinsische Resistenz gegenlber Beta-Laktam-
Antibiotika auf (Heinritzi 2006). Trotz der immer haufiger bei Absetzferkeln auftretenden
Mykoplasmen-Polyserositis und -Polyarthritis wurde bislang noch keine geeignete Therapie
gefunden, die zu einem ganzlich zufriedenstellenden Ergebnis fuhrt. Auch die Therapie mit
den beiden Antibiotika Lincomycin und Tylosin, welche in einer in vitro Studie gemaf
Empfindlichkeitstestung die beste Wirkung aufwiesen, erzielten in vivo nicht immer den
gewunschten Effekt (Lahrmann und Plonait 2001). AuBerdem zeigt M. hyorhinis zunehmend

Resistenzen gegentber Antibiotika, die Ublicherweise in der Schweinemedizin zur Behandlung



von Mykoplasmeninfektionen eingesetzt werden, wodurch die Therapie der M. hyorhinis-

assoziierten Polyserositis und Polyarthritis weiterhin erschwert wird (Beko et al. 2019).

Durch den maRigen Therapieerfolg ist die Prophylaxe umso wichtiger. Dabei muss
grundsatzlich darauf geachtet werden, dass die allgemeinen Management- und
Hygienemallnahmen, wie etwa die fachgerechte Stallreinigung und -desinfektion sowie die
Minimierung von Stress, beispielsweise durch die Reduzierung der Belegdichte auf ein

tiergerechtes Maximum, eingehalten werden.

Uber ein angemessenes Impfprogramm, bezliglich M. hyorhinis, wird bereits diskutiert. Bislang
wurde von einem inaktivierten Impfstoff berichtet, welcher durch M. hyorhinis ausgel6ste
Symptome, wie Polyserositis und Arthritis, verhindern soll (Martinson et al. 2018). Zusatzlich
soll ein weiterer inaktivierter Impfstoff eine deutliche Reduktion von Lasionen in der Lunge und
Trachea zeigen (Lee et al. 2018). Zudem werden in der Praxis auch haufig stallspezifische
Vakzine verwendet. Experten und Expertinnen vermuten jedoch, dass noch einiges an
Forschung notwendig sein wird, um einen Impfstoff gegen diesen Erreger zu entwickeln,
welcher die systemische Ausbreitung und Infektion von serésen Hauten und Gelenke
verhindert (Lee et al. 2018).

1.6. Molekulare Infektionsepidemiologie

Seit geraumer Zeit werden sequenzbasierte Genotypisierungsverfahren zur Uberwachung von
Mykoplasmeninfektionen sowie zur Identifizierung von Infektionsquellen, Infektionsketten und
Ubertragungswegen eingesetzt. Dazu gehdren unter anderem die Multi-Lokus-
Sequenztypisierung (MLST) (Mayor et al. 2008, Manso-Silvan et al. 2012), die Multi-Lokus
Variable-Number of Tandem Repeat-Analyse (MLVA) (Nathues et al. 2011, Dos Santos et al.
2015), die Single-Nucleotide-Variant (SNV)-Analyse (Kinnear et al. 2021) und die
Single-Nucleotide-Polymorphism (SNP)-Analyse (Ghanem und EI-Gazzar 2018, Kovacs et al.
2020, Yair et al. 2020).

Seit 2014 steht fir M. hyorhinis ein MLST-Schema basierend auf den Haushaltsgenen dnaA,
rpoB, gyrB, gltX, adk und gmk, zur Verfugung (Tocqueville et al. 2014), welches in den
darauffolgenden Jahren weiterentwickelt wurde (Trieb et al. 2016). Zudem wurden weitere

MLST-Schemata, wie beispielsweise das MLST-s-Protokoll entwickelt, welches neben zwei



Haushaltsgenen (pdhB und ung) auch zwei Oberflachenprotein-Gene (p95 und mtiD)
beinhaltet (Clavijo et al. 2019), ebenso wie das MLST-Protokoll nach Féldi et al. (2020),

welches auf den Haushaltsgenen lepA, rpoB, rpoC, gitX, uvrA und valS basiert.

Im Grof3en und Ganzen eignet sich die konventionelle MLST nur begrenzt zur Unterscheidung
zwischen nahverwandten M. hyorhinis Stdmmen. Im Vergleich dazu hat sich die sogenannte
Kerngenom-Multi-Lokus-Sequenztypisierung (cgMLST; kurz flr core genome multilocus
sequence typing) als Uberlegenes Typisierungsinstrument speziell fir epidemiologische
Studien erwiesen. Basierend auf den Ergebnissen bereits bestehender cgMLST-Schemata flr
diverse Mykoplasmenarten, wie M. gallisepticum, M. synoviae und M. anserisalpingitidis
(Ghanem und El-Gazzar 2018, Ghanem et al. 2017, Kovacs et al. 2020), kann darauf
geschlossen werden, dass die cgMLST ebenso genaue, reproduzierbare und Ubertragbare
Resultate liefert und somit zur Ausbruchsuntersuchung von M. hyorhinis verwendet werden

kann.



2. Originalpublikation

Die angewandten Methoden, verwendeten Materialien und die Forschungsergebnisse der
vorgelegten Diplomarbeit sind in der Originalpublikation "A core genome multilocus sequence
typing scheme for Mycoplasma hyorhinis" angefuhrt. Der Anteil der eigenen Arbeit an der
Publikation bestand aus Kultivierung der beschriebenen Isolate, der DNA-Extraktion, sowie

der Durchfiihrung der konventionellen MLST.

Zusammengefasst wurden vorerst ca. 100 pl von den bei -80 °C gelagerten M. hyorhinis-
Stammen (71 Isolate aus Osterreich, 2 Isolate aus Deutschland) entnommen und aufgetaut.
Anschliel3end wurden ein bis zwei Tropfen der aufgetauten Stdmme auf eine SP4-Agarplatte
pipettiert, mit einer Ose ausgestrichen und fir bis zu sieben Tage bei 37 °C bebriitet. Danach
wurden Einzelkolonien unter Verwendung einer sterilen Glaspipette ausgestochen und in SP4-

Flissigmedium Uberflhrt, welches bei 37 °C flr sieben Tage bebritet wurde.

Die DNA-Extraktion wurde mit Hilfe des MagAttract® HMW DNA-Extraktionskits (Qiagen,

Hilden, Deutschland) nach Anwendungsprotokoll des Herstellers durchgefiihrt.

Zur Analyse der M. hyorhinis Stamme mittels konventioneller MLST wurden zwei bereits
veroffentlichte  MLST-Schemata herangezogen, welche in der Studie zur weiteren
Unterscheidung MLSTa (Tocqueville et al. 2014, Trueb et al. 2016) und MLSTb (F4ldi et al.
2020) genannt wurden. Dabei wurden Genfragmente der Haushaltsgene dnaA, rpoB, gyrB,
gitX, adk und gmk (Trieb et al. 2016) mittels PCR amplifiziert und die Sequenzfolgen durch
Sanger-Sequenzierung bestimmt, wahrend die Genfragmente der Haushaltsgene lepA, rpoB,
moC, gltX, uvrA und valS (Foéldi et al 2020) aus Ganzgenomsequenzen (siehe
Originalpublikation) extrahiert wurden. Die daraus resultierenden Allel-Sequenzen wurden
schliel3lich mit veroffentlichten Datensatzen verglichen und bestehenden Allel-Nummern bzw.
Sequenztypen zugeordnet. Konnten die ermittelten Sequenzfolgen keiner Allel-Nummer
zugeordnet werden, wurde eine neue Allel- und Sequenztyp-Nummer bestimmt Die
Trennscharfe der konventionellen MLST-Schemata wurde anhand des Simpson’s Index of
Diversity (ID) (Hunter und Gaston 1988) unter Einsatz des Online-Tool Comparing Partitions
(http://www.comparingpartitions.info/) ermittelt und verglichen. Zudem wurde zur Darstellung
von Ubereinstimmungen zwischen cgMLST, MLSTa und MLSTb der Adjusted-Rand-

Koeffizient mithilfe des Comparing Partitions-Tools bestimmt.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Mycoplasma (M.) hyorhinis is a commensal and pathobient residing in the upper respiratory tract in swine and
cgMLST with the ability to spread systemically, mainly causing polyserositis and polyarthritis in nursery pigs. Since little
Epidemiology is known on the epidemiclogy of M. hyorhinis infection, whole genome sequences of 73 strains isolated from pigs
:r::zm“wa Ryorhinis in Austria (n = 71) and Germany (n = 2), that have been isolated from clinically affected pigs during routine

diagnostics, and publicly available genomes of eight M. hyorhinis strains were analyzed in the presented study.
For this purposs, a core genome multi locus sequence typing (cgMLST) scheme encompassing 453 target genes
was developed using the Ridom© SeqSphere 4 software. Results were compared to tweo previously described
conventional MLST schemes and to a core genome single nucleotide polymorphism (cgSNP) analysis approach.
Core genome MLST showed high diversity among the M. hyorhinis strains studied and while certain isolates from
one farm or a single animal formed cgMLST clusters (< 8 allele differences), no isolates with identical allele
profiles were identified. In addition, egMLST had superior discriminatory power (Simpson's ID = 0.995) over
conventional MLST (Simpson’s ID = 0.952 and 0.985), while demonstrating a lack of congruence between
conventienal MLST and genome-wide relatienship. Core genome SNP results were highly congruent with egMLST
results but lacked in resolution when comparing closely related isolates. Thus, cgMLST is the most suitable
method for epidemiclogical investigations such as cutbreak analysis, and to gain insights into M. hyorhinis
population structure.

1. Introduction Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) where it acts as a sec-

ondary pathogen (Lee et al., 2016) but is also capable of inducing lung

Mycoplasma (M.) hyorhinis is a ubiquitously occurring commensal
and pathobiont in swine that resides in the upper airways (Friis and
Feenstra, 1994; Kobisch and Friis, 1996; Rovira, 2009). M. hyorhinis
colonizes the respiratory epithelium, where it is suspected to damage the
cilia and reduce epithelial thickness, which may favor systemic spread
(Lee et al., 2016), although mechanisms underlying systemic infection
are only poorly understood (Pieters and Maes, 2019). M. hyorhinis
commonly causes polyserositis and polyarthritis in piglets ranging from
3 to 10 weeks of age, while older piglets most often only develop mild
arthritis (Friis and Feenstra, 1994; Kobisch and Friis, 1996; Rovira,
2009). M. hyorhinis has also been shown to be an important factor in the

* Corresponding author.

lesions after experimental infection (Lin et al., 2006; Lee et al., 2018).
Other clinical manifestations such as otitis and eustachitis (Morita et al.,
1995, 1999}, abortion (Shin et al., 2003), conjunctivitis (Resende et al.,
2019) and meningitis (Biinger et al., 2020) have also been reported in
conjunction with M. hyorhinis infection. However, the role and impor-
tance of M. hyorhinis in the pathogenesis of these diseases remain un-
certain until further investigated.

In general, M. hyorhinis infection is difficult to control and to elimi-
nate from affected farms. Since no commercial vaccines against
M. hyorhinis are currently available in Europe, control of infection relies
on antibiotic treatment and/ or measures preventing further spread of
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the pathogen and interrupting infection chains, For monitoring Myco-
plasma infections, and to identify infection sources and modes of
transmission, sequence-based genotyping methods such as multilocus
sequence typing (MLST) (Mayor et al., 2008; Manso-Silvan et al., 2012),
multiple locus variable number of tandem repeat (VNTR) analysis
(MLVA) (Nathues et al., 2011; Dos Santos et al., 2015), single nucleotide
variant (SNV) analysis (Kinnear et al., 2021) and single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis {(Chanem and El-Gazzar, 2018; Kovacs
et al., 2020; Yair et al., 2020) have been described. The first MLST
protocol for M. hyorhinis was developed by Tocqueville et al. (2014)
based on the housekeeping genes dnad, rpoB, gyrB, gltX, adk and gmk,
which had a higher power of discrimination than gene sequencing of the
high-affinity transport system protein p37. This protocol was enhanced
and simplified by Triieb et al. (2016), by designing new primers for the
six MLST genes allowing amplification and sequencing with one proto-
col. Clavijo et al. (2019) designed a MLST-s protocol that included two
genes encoding surface proteins (p95, mtlD) next to two housekeeping
genes (pdhB, ung) to further improve diseriminatory power (Clavijo
etal., 2019). Very recently, Foldi et al. (2020) developed a new MLST for
M. hyorhinis utilizing the housekeeping genes lepA, rpeB, rpoC, gltX, uvrA
and valS and compared it to the previously described MLST (Tocqueville
et al., 2014; Trieb et al., 2016) and MLST-s (Clavijo et al., 2019),
resulting in a higher discriminatory power for the new MLST scheme;
nevertheless, the authors recommended combining MLST with MLVA
for fine-scale typing of M. hyorhinis (Foldi et al., 2020). Overall, the
resolution of conventional MLST seemed to be rather moderate for the
differentiation of closely related M. hyorhinis strains in previous studies.
In contrast, core genome multi locus sequence typing (cgMLST) based on
whole genome sequencing (WGS) data has been proven to be a superior
typing tool highly suited for epidemiologic studies including outbreak
analyses. Core genome MLST schemes for several microbial pathogens
including mycoplasmas like M. gallisepticum, M. synoviae, and M.
anserisalpingitidis (Ghanem and El-Gazzar, 2018; Ghanem et al., 2018;
Kowacs et al.,, 2020) have been established, providing accurate, repro-
ducible, portable, and comparable typing results, and therefore exhib-
iting sufficient discriminatory power for outbreak investigations.

Here, we report the development and evaluation of a standardized
cgMLST scheme for the accurate typing of M. hyorhinis strains by char-
acterizing isolates predominantly recovered from Austrian pig herds and
by comparing cgMLST results with those of conventional MLST schemes.

2. Material and methods
2.1. Mycoplasma hyorhinis strains and whole genome sequencing

Whole genome sequences of 81 M. hyorhinis strains were analyzed in
the study including 71 strains isolated from pigs in Austria, two strains
isolated from pigs in Germany, and eight M. hyorhinis strains for which
finished genomes were publicly available (PG42T [IMT49388], SE76,
HUB-1, JF5820, GDL-1, DBS1050, MCLD, MDBK-IPV) (Genbank acces-
sion numbers provided in Table 51). All Austrian and the two German M.
hyorhinis strains were obtained from pigs between 2009 and 2020 during
routine diagnostic examinations of porcine samples taken from different
body sites including the nasal cavity, lungs, serous membranes (serosa),
joints (synovia), eyes and the brain. All sampled animals showed clinical
disease and/or pathologic lesions associated with M. hyorhinis infection
(Table 51). All piglets and samples had been referred to the University
Clinic for Swine for diagnostic purposes by the owner and herd veteri-
narian, The two German strains originated from different farms, while
the 71 Austrian M. hyorhinis isolates originated from a total of 48 pig
farms. More than one M. hyorhinis strain were derived from 14 farms (n
= 37 strains); on 10 of these farms, multiple isolates were derived from
one individual pig (n = 22 strains) (Table 51). M. hyorhinis strains were
cultured and identified to the species level using 165 rRNA gene
sequencing (isolates collected before 2016) or by MALDI-TOF mass
spectrometry (MS) (isolates from 2016 on) as described previously
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(Spergser et al., 2019; Biinger et al., 2020). All isolates were stored at
—80 °C until further investigation.

For WGS, Austrian and German M. hyorhinis isolates were thawed
and streaked onto SP4 agar plates (Binger et al., 2020). After incubation
at 37 “C under 5% CO2 atmosphere for up to 7 days, a single colony was
picked from each isolate and cultured in 3 mL 5P4 medium to the late
logarithmic growth phase. Cultures were rechecked for species affilia-
tion using MALDI-TOF MS and DNA was then extracted using MagAt-
tract® HMW DNA Kit according to the protocol of the manufacturer
(Qiagen, Hilden, Germany). Quantity and quality of extracted DNA were
determined by NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, Vienna, Austria).
Wheole genome sequencing was performed on ready-to-sequence li-
braries prepared by the Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illu-
mina, San Diego, USA) and the Illumina MiSeq platform (Illumina, San
Diego, USA) was used for paired-end sequencing. Raw reads were
quality checked, trimmed, and de nove assembled using SPAdes 3.10.
with default parameters (Bankevich et al., 2012). Whole genome se-
quences of all 73 sequenced M. hyorhinis strains were deposited at
Genbank and are accessible under the accession numbers provided in
Table 51.

2.2, Core genome MLST

A cgMLST scheme for M. hyorhinis was developed using Ridom®
SeqSphere + version 7.0 (Ridom® GmbH, Miinster, Germany; https
s/ /www.ridom.de/seqsphere/) as described previously for two other
Mycoplasma species (Ghanem and El-Gazzar, 2018; Ghanem et al.,
2018). Briefly, the reference genome of M. hyorhinis type strain PG42T
(CP064323) and 20 query genomes were utilized for the development of
an ad hoc cgMLST scheme. Query genomes were selected based on MLST
analysis of 80 M. hyorhinis genomes blasted (Altschul et al., 1990)
against core genes of the reference genome identified after filtration.
Afterwards, a minimum spanning tree (MST) was generated including
all the blasted M. hyorhinis isolates. Of those, 20 M. hyorhinis isolates
exhibiting =100 allele differences to their closest relatives and repre-
senting the overall diversity of the studied M. hyorhinis population
(geography, year of isolation, source) were selected to be included as
query genomes (Table S1). As first step in cgMLST development, a target
gene set appropriate for cgMLST was defined using the cgMLST Target
Definer tool of SeqSphere + with default parameters that filtered the
reference genome to exclude unfit gene targets. Filters included a ho-
mologous gene filter (excluding genes with > 90 % identity and > 100
bp overlap), a start codon filter (excluding genes missing a start codon),
a minimum length filter (excluding genes < 50 bp), a stop codon filter
(excluding genes devoid of a stop codon, with multiple stop codons, or
with a stop codon not located at the end of the gene), and a gene overlap
filter (excluding the shorter of two genes that overlap by > 4 bp)
(Ghanem and El-Gazzar, 2018; Chanem et al., 2018). Then the 20 query
genomes were blasted pairwise against the reference genome’s target
gene set to select shared fit targets. All reference genome-filtered genes
that were found in all query genomes with a sequence identity of > 90 %
and 100 % overlap formed the final targets of the egMLST scheme. For
cgMLST evaluation, the remaining 60 genomes (Table 51) were used to
identify the percentage of cgMLST targets present in the M. hyorhinis
strain cohort (good cgMLST target genes). Finally, all 81 M. hyorhinis
strains were analyzed by the developed cgMLST scheme to define indi-
vidual allelic profiles utilized to construct an MST by pairwise ignoring
missing values, To determine allelic distances between closely related M.
hyorhinis strains, isolates recovered from the lung and inner organs of
individual pigs were compared and the threshold for clonal cluster
definition was set based on the results of the cgMLST MST within indi-
vidual pigs. Furthermore, a phylogenetic tree was calculated using the
neighbor joining (NJ) algorithm implemented in the SeqSphere + soft-
ware and visualized by applying iTOL (v. 5.7; https://itol.embl.de/)
(Letunic and Bork, 2019).
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2.3. Core genome SNP typing

For comparative purposes and to evaluate the resolution of the M.
hyorhinis cgMLST, a single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis was
performed using the Find Nucleotide Variants tool of SeqSphere + with
default parameters excluding insertions/deletions and neighboring
SNPs located within 300 bp or less to minimize effects of recombination
induced polymorphisms. For each M. hyorhinis strain, a concatenated
sequence of cgMLST target genes was aligned to the reference sequence,
and a neighbor-joining phylogenetic tree was generated based on the
core genome SNPs after exclusion of target genes that were not found in
all 81 M. hyorhinis strains.

2.4. Conventional MLST

MLST analyses were performed on M. hyorhinis strains according to
two published MLST schemes, termed here as MLSTa (Tocqueville et al.,
2014; Trieb et al.,, 2016) and MLSTb (Foldi et al., 2020), either by
amplifying gene fragments from dnaA, rpoB, gyrB, gltX, adk and gmk
(Triieb et al., 2016) or by analyzing gene fragments from lepA, rpoB,
mpoC, gltX, wvrA, and valS (Foldi et al., 2020) extracted from WGS. For
MLSTa, resulting allele sequences were compared with those published
at PubMLST (https://pubmlst.org/mhyorhinis/) and field strains were
assigned to sequence types (STs) according to their MLST profiles. In
case of field strains harboring novel allele sequences, sequences were
deposited at the PubMLST database and new STs were defined. For
MLSTDb, sequences extracted from WGS were compared to entries in the
Genbank database (https://www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/; lepA:
MTO90830-MT090918, rpoB: MTO090541-MT090879, rpoC:
MTO90802-MT090840, gltx: MTO90919-MTO90957, uvrA:
MT090763-MT090801, vals: MT106126-MT106164). Since all investi-
gated field strains either showed novel allele sequences in at least one of
the analyzed house-keeping genes or new allelic profile combinations
(5Ts), an arbitrary number (starting from the already defined allele and
ST numbers) was assigned to each new allelic type or allele combination
with identical sequences or combinations being assigned the same allele
or 5T number. Minimum spanning trees (MSTs) based on allelic profiles
(5Ts) obtained from investigated M. hyerhinis strains were generated
using GrapeTree (Zhou et al., 2017) including profiles available at the
PubMLST database (MLSTa) or published by Foldi et al. (2020)
(MLSTb).

The discriminatory power of cgMLST and conventional MLST
schemes were determined and compared based on the Simpson’s index
of diversity (ID) (Hunter and Gaston, 1988) by applying the online tool
Comparing Partitions (http://www.comparingpartitions.info/) using
default parameters. To assess the overall concordance between cgMLST,
MLSTa and MLSTb, Adjusted Rand coefficients (Hubert and Arabie,
1985) also using default parameters were calculated by Comparing
Partitions.

3. Results
3.1. Whole genome sequencing

All 73 M. hyorhinis isolates were successfully sequenced using an
lumina MiSeq platform. Resulting raw reads (mean number 375,200)
were quality filtered and assembled de novo generating assemblies with
a mean size of 823.025 Kb (all representing full genomes of M. hyorhi-
nis), a mean number of 63.1 contigs (>300 bases), and an average
calculated coverage of 40.6. Raw reads and genome assemblies were
deposited at GenBank databases (accession numbers are presented in
Table 51).

3.2. Development and evaluation of the M. hyorhinis cgMLST scheme

Based on the M. hyorhinis PG42" reference genome (CP064323)
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containing 708 genes with coding DNA sequences, a reference task
template was generated that retained a total of 656 genes after filtering,
Using seven finished genomes and WGS of 13 isolates sequenced in our
study as query genomes, a cgMLST scheme with 453 target genes
(495,930 bases) was defined, covering 59 % of the reference genome
sequence. The number of accessory genes was 203 (207,861 bases),
representing 25.7 % of the reference genome sequence. Core target
genes defined are listed in Table 52. For evaluation purposes, WGS of 60
M. hyorhinis isolates were loaded into SeqSphere + and typed according
to the 453 cgMLST target scheme. At least 97 % (mean 98.9 % + 0.92
standard deviation) good cgMLST target genes were found in all WGS
used for evaluation. The average number of alleles for 453 targets was
15 alleles (range 2-60 alleles). To determine clonal cluster distances, a
subset of 18 isolates recovered from the lung and inner organs of eight
pigs was used. The isolates 1366L18, 1366N18, 3051L16 and 3051516
from the two pigs g and k (Table S1) were excluded from cluster
threshold determination as they showed numbers of allele differences
that are not expected for a clonal cluster (Fig. 1, Ghanem et al., 2018).
The maximum number of allele differences observed among these
strains was eight alleles, thus we defined a difference of eight alleles as
the threshold for distinct clonal clusters. Based on this threshold, 10
different clonal clusters comprising 18 isolates from eight pigs (eight
farms) and five isolates from different animals kept in two farms (farms
B and N) were identified (Figs. 1, 2. 3 and Fig. 51).

3.3. Typing of M. hyorhinis strains using cgMLST

The cgMLST scheme was tested on all 81 strains to investigate the
epidemiology of M. hyorhinis, to obtain insights inte its population
structure, and to evaluate the relatedness of the 71 included Austrian
strains. Allelic profiles for all strains are listed in Table $2. Overall, re-
sults of egMLST showed a high degree of diversity among epidemio-
logically unrelated M. hyorhinis strains including those isolated in
Austria, illustrated by a high number of allele differences between un-
related strains (Fig. 1). Moreover, there was a clear separation between
the Austrian and German strain cohort and the eight strains with pub-
licly available genome sequences that originated from different parts of
the world (Figs. 2 and 3). On the other hand, epidemioclogically related
strains grouped together or were even part of a clonal cluster as shown
for strains concurrently isolated either from individual pigs (from
different body sites) or from different animals in farm A and C—N
(Figs. 2 and 3). Even isolates recovered at different time points from
animals in farm B, D, F, H, J, K, and N, with time intervals between
isolations ranging from three months (farm J, 450L20/450520 -
450N20) to four years (farm H, 2731516/2731J16 — 273IN20; farm K,
3051L16/3051516 — 3051N20) grouped together (Figs. 2 and 3), albeit
expressing higher numbers of allele differences (Fig. 1). Although
several strains isolated from individual pigs or from different animals
per farm were typed into the same clonal cluster, distances between
other isolates from individual pigs or from different animals per farm
were > 60 different alleles indicating a diverse population of M. hyor-
hinis existing in certain farms (C, G, I, K) or even in individual animals
(no. 1366, 3051) (Figs. 1 and 2). Furthermore, four strains (1474518,
560N15, 3933N18, 87_4N17) isolated from four different farms clus-
tered close to farm A-, B- or N-related strains (Fig. 2) which could be
explained by the fact that corresponding farms were located in the same
federal state and in three of the four cases in the same district (Table S1).
No further correlation was identified between source, year of isolation,
federal state, district, and the distinet clonal clusters defined (Table 51,
Fig. 3). Altogether, cgMLST typed the 81 M. hyorhinis strains into 68
different STs based on = & allele differences (threshold for clonal clus-
ters) resulting in a Simpson's [D of 0.995.

3.4. Comparison between cgMLST and cgSNP typing

To evaluate the resolution of the newly defined M. hyorhinis cgMLST,
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Fig. 1. Minimum spanning tree based on allelic profiles of 453 core genome targets from 81 M. hyorhinis strains.

The distance matrix underlying the network was built from all pairwise allelic profile comparizons of 453 cgMLST targets using the pairwise igneoring-missing-values
option in SeqSphere + software. Ten distinct clonal clusters with fewer than 8 allele differences are color coded. Strain origin is indicated by the color of the circles:
pink = Germany; grey — publicly available genome, white — Austria. The number on connecting lines illustrates the number of differing alleles in a pair-

‘wise comparison.

results obtained were compared with a cgSNP typing approach. Two
hundred and eighty-eight cgMLST target genes were present in all 81
strains and therefore included in cgSNP analysis. A total of 3822 filtered
SNP positions were identified and considered for tree calculation. The
resulting neighbor joining (NJ) tree (Fig. 1) was compared to the NJ
tree built from cgMLST profiles of the 81 M. hyerhinis strains (Fig. 2).
This demonstrated a high degree of congruence between the topologies
of closely related strains and concordant clustering according to cgMLST
clonal cluster definition with a weaker resolution observed for cgSNP
typing. More distantly related strains, however, performed differently
with the two typing methods applied.

3.5. Typing of M. hyorhinis strains using conventional MLST schemes

All 81 M. hyorhinis strains were also tested by two previously
described MLST schemes, here termed as MLSTa (Tocqueville et al.,
2014; Triieb et al.,, 2016) and MLSTb (Foldi et al., 2020). By applying
MLSTa resulting STs were compared with those published in the
PubMLST database (231 strains in total, including the 81 M. hyorhinis
strains) (Fig. S2A). The 81 M. hyorhinis strains were typed into 42 STs
(Simpson’s ID of 0.952) with ST40 being the most prevalent (n = 15)
followed by ST92 (n = 6), ST95, and ST98 (both n = 4). By utilizing the
recently published MLSTD, the analyzed 81 M. hyorhinis strains belonged
to 54 different 5Ts (Simpson's ID of 0.985) predominantly assigned to

5T49 (n = 5), ST60, ST67, ST73, and ST75 (all n = 4). Comparison of
resulting STs was limited to M. hyorhinis strains from Hungary (n = 38)
and Slovakia (n = 1) which were published by Féldi et. al. (2020,
Fig. 52B), as no MLSTb results for other strains are available to date.
When STs obtained from MLSTa and MLSTb were compared to cgMLST
results and clonal cluster formation, lower resolution capabilities of both
conventional MLST schemes were evident (Fig. 2) and the Adjusted
Rand coefficients defining the proportion of congruence between the
typing methods used were moderate (0.496 for cgMLST-MLSTb) to
extremely low (0.278 for MLSTa-MLSTb, and 0.179 for cgMLST-MLSTa)
indicating moderate to very low concordance between the utilized
typing methods.

4. Discussion

This study describes the first WGS based typing of M. hyorhinis that
yields high discriminatory power, differentiating 81 strains into 68
cgMLST 5Ts. Comparison with conventional MLST (Fig. 2) confirms the
higher discriminatory power of cgMLST over conventional MLST pre-
viously described for other Mycoplasma species (Chanem and El-Gazzar,
2018; Kinnear et al., 2021). Additionally, some results of conventional
MLSTa also contradict cgMLST data, as isolates typed into STs 40, 80, 92
and 95 each contained groups of isolates that were only distantly related
when genome-wide allele calling was performed (Fig. 2). The more
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Fig. 2. Phylogenetic tree based on allelic profiles of 453
core genome targets from 81 M. hyorhinis strains.

The tree was built using the neighbor-joining algorithm
and pairwise ignoring-missing-values option in
SeqSphere+. Clades of clonal clusters are highlighted in
red. Data on farm, clonal cluster and 5Ts resulting from
MLSTa and MLSTb are depicted opposed to the wee.
Visualization was realized using iTOL. Origin of strains not
from Austria are indicated behind the strain designation.
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circles. Visualization was realized using iTOL

recent MLSTDb seemed to reflect genome-wide relationship much better
(Fig. 2), although the moderate Adjusted Rand coefficients indicate that
sequence typing of only few selected housekeeping genes does not al-
ways reflect the genomic relationship between isolates correctly,
limiting the suitability of conventional MLST protocols for epidemio-
logical studies and outbreak analyses. Higher efforts in both cost and
time are the main downsides of cgMLST compared to conventional
MLST and MLST-s protocols (Triieb et al., 2016; Clavijo et al., 2019;
Faldi et al., 2020). However, isolation of M. hyorhinis is less laborious
and time-consuming than for certain other Mycoplasma species and next
generation sequencing is developing quickly, making WGS faster and
more affordable and, therefore, more suitable for epidemiologic in-
vestigations. Compliant with previous studies (Chanem and El-Gazzar,
2018; Ghanem et al., 2018; Kovacs et al., 2020), comparison of cgSNP
and cgMLST typing results in our study revealed high congruence in
topology and concordant clustering (Fig. 2, Fig. 51) of closely related
strains with a small advantage for cgMLST in resolution especially for
closely related isolates. The latter is due to cgSNP being limited to target
genes that are present in all strains, while cgMLST includes all genes that
‘were pairwise compared ignoring missing values.

In the present study, the threshold for clonal clusters was determined
at = 8 allele differences, which is similar to the cluster typing threshold
of < 10 allele differences that was previously described for M. galli-
septicum (Chanem et al., 2018) and should also account for nucleotide
variability within one strain that might occur after repeated passages
(Chanem and El-Gazzar, 2018). Clonal clusters were only formed by
isolates from one farm and/ or individual pigs. However, this was not

true for all isolates from one farm or pig as some showed distinetly larger
allele differences (farms C, G, I, K; Fig. 1,2) indicating diverse
M. hyorhinis populations within single farms and individual animals that
consist of several subpopulations more distantly related to each other.
On the other hand, as differences of = 58 alleles occurred after only
three months on farm J (450520 — 450N20), another possible explana-
tion for those larger differences is rapid evolution of M. hyorhinis strains
within one system which has already been shown for M. gallisepticum
(Delaney et al., 2012). Another finding of note is the relatedness of
isolates from farm K, where two isolates taken from the same animal in
2016 (3051L16, 3051516) were both closer related to a nasal isolate
from 2020 (3051N20) than to each other (Fig. 1), supporting the theory
of diverse subpopulations that are related but undergo constant and
rapid changes. It also suggests populations on single farms being rela-
tively stable over time, which is reinforced by two isolates from farm B
that formed a clonal cluster (Fig. 1, Cluster 10) despite the samples being
taken six months apart. In general, pig farms in Austria are concentrated
in certain regions, resulting in a high number of isolates from these areas
in our sample pool, but information about relations in pig flow or pig
trade relations were mainly unavailable for this study. At large, the
correlation of geographical origin of isolates and their relationship
seems to be low for isolates in the present study. These findings are
compliant with findings from Kovacs et al. (2020) that could not show
any correlation between geographical distances and egMLST results for
M. anserisalpingitidis, while isolates from the same integration were more
closely related, probably due to host movement or contact. Thus, for our
study, close relationship between isolates from different farms (Fig. 2
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and 3) can most likely be explained by an epidemiological relationship
such as a related pig flow. In most cases, isolates from one system were
closer related than isolates that presumably were not epidemiologically
related, even if the isolates did not form a clonal cluster and/ or were
collected at different time points. Furthermore, cgMLST was able to
differentiate between isolates from individual animals and did not find
isolates with identical allele profiles. Thus, this study confirms previous
conclusions on ¢gMLST as a highly suitable tool for epidemiological
studies such as outbreak investizations and pathogen tracing of Myco-
plasma species (Ghanem and El-Gazzar, 2018; Ghanem et al., 2018;
Kovécs et al., 2020), now including M. hyorhinis.

As of our findings, cgMLST does not seem to reflect any aspects of
pathogenicity, such as virulence, likelihood of systemic spread or af-
finity to certain organs, currently precluding the utility of this method
for risk-based diagnostics. However, when analyzing M. pneumoniae
strains, SNP analysis has proven to be superior to MLST while typing
non-housekeeping genes (Touati et al., 2015) and has been used to
determine macrolide susceptibility (Ji et al., 2014). Further, MLST-s
added surface protein encoding genes to improve discriminatory
power over the original MLST protocol (Clavijo et al., 2019), so did
MLVA when combined with the recently described MLSTb (Foldi et al.,
2020). It is to be expected, that using the combination of MLSTb and
MLVA on the data set of this study would yield a discriminatory power
much closer to that of cgMLST. However, as this study was focused on
the development of a standalone method that can be operated in silice on
WGS data, a direct comparison of cgMLST with MLSTh combined with
MLVA was not included in this study. In conclusion, adding MLVA,
explorative SNP or accessory gene typing on top of the cgMLST scheme
might improve the discriminatory power in differentiating closely
related M. hyorhinis strains even further which might allow drawing
conclusions on pathogenicity.

Finally, this study only contains isolates originating from farms with
clinical disease which has been the reason for the initiation of di-
agnostics including M. hyorhinis detection. Thus, the isolates analyzed in
this study are neither representative for the entire M. hyorhinis popula-
tion in the respective farms, nor do the samples reflect the existing
M. hyorhinis population in Austria correctly. To improve the under-
standing of M. hyorhinis population structure and epidemiology as well
as pathogenesis of infection, analyzing a more representative sample
pool that includes commensal isolates from apparently unaffected farms
is required, as is documentation of pig flow or other potential pathogen
transmission modes. Also, as our findings suggest the possible occur-
rence of multiple subpopulations of M. hyorhinis within a farm,
analyzing larger sample sizes from each farm is advisable.

5. Conclusion

In summary, the cgMLST scheme developed here demonstrated to be
highly discriminatory for the accurate differentiation of M. hyerhinis
strains, which can be as well used in an outbreak investigation context as
a complement to epidemiological data.
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Abbildung 1: Minimale Spannbdume zur Darstellung der mittels MLSTa (A) und MLSTb (B) ermittelten Sequenztypen der 81
untersuchten M. hyorhinis-Stammen. Die Ergebnisse der MLSTa wurden mit Datensatzen in der 6ffentlich zuganglichen PubMLST-
Datenbank (www.pubmlst.org) verglichen, wahrend die Ergebnisse der MLSTb publizierten Datensatzen (Foldi et al. 2020)
gegenubergestellt wurden. Die dargestellten Knotengroflen sind hierbei proportional zur Haufigkeit der nachgewiesenen
Sequenztypen. Die minimalen Stammbaume wurden mit der Software Grape Tree konstruiert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Unter Anwendung der MLSTa wurden 81 M. hyorhinis-Stdamme (71 Erregerisolate aus
Osterreich, zwei Erregerisolate aus Deutschland, acht M. hyorhinis-Stamme mit publizierten
Ganzgenomsequenzen) in 42 Sequenztypen (ST) (Simpson’s ID von 0,952) unterteilt, wobei
ST40 am haufigsten nachgewiesen werden konnte (n = 15), gefolgt von ST92 (n = 6), ST95
und ST98 (beide n = 4) (Abb. 1A). Anzumerken ist, dass auch drei ungarische und ein
deutscher M. hyorhinis-Stamm dem Sequenztyp ST40 zugeordnet wurden. Zudem wurden
den Sequenztypen ST80 (n = 3) und ST88 (n = 2) ebenso M. hyorhinis-Stdmme aus Frankreich
(ST80) bzw. Ungarn (ST88) zugewiesen. Wurde hingegen die erst kirzlich veréffentlichte
MLSTb angewendet, gehdérten 81 analysierte M. hyorhinis-Stamme zu 54 verschiedenen
Sequenztypen (Simpson’s ID von 0,985), welche vorwiegend den Sequenztypen ST49 (n = 5),
ST60, ST67, ST73 und ST75 (alle n = 4) zugewiesen wurden (Abb. 1B). Die
Gegenuberstellung der resultierenden Sequenztypen beschrankte sich hierbei auf
M. hyorhinis-Stamme aus Ungarn und der Slowakei, welche von Foldi et al. (2020)

veroffentlicht wurden, da bisher keine MLSTb-Ergebnisse flir andere Stdmme verfiigbar sind.

Insgesamt wiesen die MLSTa und MLSTb im Vergleich zur cgMLST ein geringeres
Differenzierungspotential auf. Insbesondere nahverwandte M. hyorhinis-Isolate konnten mit
den angewandten konventionellen MLST-Schemata nicht differenziert werden. Auch eine
Unterscheidung zwischen invasiven und prasumtiv nicht-invasiven M. hyorhinis-lsolaten
gelang weder mit MLSTa noch mit MLSTb.

Die Adjusted-Rand-Indizes, die den Prozentsatz der Ubereinstimmungen zwischen den
verwendeten Typisierungsmethoden definieren, lagen im mittleren (0,496 fir cgMLST-MLSTDb)
bis sehr niedrigen Bereich (0,278 fur MLSTa-MLSTb, 0,179 fur cgMLST-MLSTa) und zeigten
somit eine maRige bis sehr niedrige Ubereinstimmung zwischen den verwendeten
Typisierungsmethoden auf. Wahrend einige Resultate der MLSTa den Ergebnissen der
cgMLST eindeutig widersprachen, stimmten die Ergebnisse der MLSTb deutlich besser mit
jenen der cgMLST Uberein. Insgesamt wurden mittels konventioneller MLST die genomischen
Verwandtschaftsverhaltnisse (cgMLST) nicht immer korrekt dargestellt, wodurch die
Tauglichkeit der konventionellen MLST fur Ausbruchsanalysen stark eingeschrankt ist.
Nichtsdestotrotz punktet die MLST gegenuiber der cgMLST durch ihren geringeren Zeit- und
Kostenaufwand (Trueb et al. 2016, Clavijo et al. 2019, Foldi et al. 2020).
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Abschlief3end ist anzumerken, dass in diese Studie nur Isolate aus Betrieben mit klinischen
Erkrankungen einbezogen wurden. Infolgedessen reprasentieren die in dieser Studie
untersuchten Isolate weder die gesamte M. hyorhinis-Population der jeweiligen Betriebe noch
spiegeln sie die bestehende M. hyorhinis-Population in Osterreich wider. Um ein besseres
Verstandnis hinsichtlich der M. hyorhinis-Populationsstruktur und Epidemiologie sowie der
Pathogenese der Infektion zu erzielen, ist die Untersuchung eines reprasentativeren

Probenpools erforderlich, der eindeutig kommensalistische M. hyorhinis-Isolate miteinbezieht.
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4. Zusammenfassung

Mycoplasma (M.) hyorhinis ist ein ubiquitar in den oberen Atemwegen von Schweinen
auftretendes Bakterium. Nach systemischer Ausbreitung kann der Erreger vor allem bei
Ferkeln im Alter von drei bis zehn Wochen Polyserositis und Polyarthritis hervorrufen. Uber
die Pathogenese der Erkrankung und die involvierten Pathomechanismen sowie Uber die
Epidemiologie von M. hyorhinis ist derzeit wenig bekannt. Zudem erweist sich die
Einddmmung der Infektion in betroffenen Betrieben, aufgrund fehlender kommerzieller
Impfstoffe gegen M. hyorhinis im europaischen Raum, in der Regel als problematisch. Zur
Bekampfung und Kontrolle von M. hyorhinis-Infektionen werden ublicherweise oft malig
erfolgreiche Antibiotikatherapien sowie vorbeugende Malinahmen eingesetzt, die darauf
abzielen, die Verbreitung des Erregers einzudammen und Infektionsketten zu unterbrechen.
Hierfur sind Kenntnisse Uber die Epidemiologie der M. hyorhinis-Infektion als auch Uber
mogliche Erreger-Subtypen, welche die Fahigkeit besitzen sich im Wirt systemisch
auszubreiten, erforderlich. Ziel dieser Arbeit war es, das Differenzierungspotential von zwei
konventionellen MLST-Schemata (MLSTa, MLSTb) zur Unterscheidung von invasiven
(Serosa, Gelenke) und prasumtiv nicht-invasiven M. hyorhinis-lsolaten (Lunge) zu bestimmen
und die Ergebnisse mit jenen eines neuetablierten Kerngenom-MLST-Schemas (cgMLST) zu
vergleichen. Zu diesem Zweck wurden insgesamt 81 M. hyorhinis-lsolate (71 Erregerisolate
aus Osterreich, zwei Erregerisolate aus Deutschland, acht M. hyorhinis-Stamme mit
publizierten Ganzgenomsequenzen) mittels MLSTa und MLSTb analysiert. Insgesamt wiesen
die MLSTa und MLSTb im Vergleich zur cgMLST ein geringeres Differenzierungspotential auf.
Insbesondere nahverwandte M. hyorhinis-Isolate konnten mit den angewandten
konventionellen MLST-Schemata nicht differenziert werden. Auch eine Unterscheidung
zwischen invasiven und prasumtiv nicht-invasiven M. hyorhinis-lsolaten gelang weder mit
MLSTa noch mit MLSTb. Eine betrachtliche Anzahl der MLSTa-Typisierungsergebnisse
widersprach au3erdem den Ergebnissen der cgMLST, wohingegen die Ergebnisse der MLSTb
deutlich besser mit jenen der cgMLST Ubereinstimmten. Zusammengefasst konnte durch die
vorgelegte Arbeit aufzeigt werden, dass sich die konventionelle MLST als alleinig angewandte
Methode nicht zur Beantwortung komplexer epidemiologischer Fragestellungen eignet. Hierfur
sind hochauflésende Typisierungsverfahren wie die cgMLST erforderlich, welche ein hdheres

Potential aufweisen, genomische Beziehungen korrekt darzustellen.
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5. Summary

Mycoplasma (M.) hyorhinis is a bacterium that occurs ubiquitously in the upper respiratory tract
of pigs. After systemic spread, the pathogen can cause polyserositis and polyarthritis,
especially in piglets aged three to ten weeks. Currently, little is known about the pathogenesis
of the disease and the pathomechanisms involved, as well as the epidemiology of M. hyorhinis.
In addition, containment of the infection in affected farms usually proves problematic due to
the lack of commercial vaccines against M. hyorhinis in the European region. Common control
strategies include antibiotic therapy, which is often moderately successful, and preventive
measures. These strategies aim to contain the spread of the pathogen and interrupt infection
chains. Therefore, knowledge about the epidemiology of M. hyorhinis infection as well as about
possible pathogen subtypes that can spread systemically in the host is required. This diploma
thesis intended to determine the differentiation potential of two conventional MLST schemes
(MLSTa, MLSTb), to distinguish between invasive (serosa, joints) and presumptive
noninvasive M. hyorhinis isolates (lungs), and to compare the results with those of a newly
established core genome MLST scheme (cgMLST). For this purpose, a total of 81 M. hyorhinis
isolates (71 pathogen isolates from Austria, two pathogen isolates from Germany, eight
M. hyorhinis strains with published whole genome sequences) were analyzed using MLSTa
and MLSTb. Overall, MLSTa and MLSTb showed a lower differentiation potential compared to
cgMLST. Closely related M. hyorhinis isolates could not be differentiated with the applied
conventional MLST schemes. Furthermore, differentiation between invasive and
presumptively noninvasive M. hyorhinis isolates was not possible with either MLSTa or MLSTb.
Moreover, a considerable number of the MLSTa typing results contradicted the cgMLST
results, whereas the MLSTb results were in much better agreement with those of the cgMLST.
In conclusion, the presented diploma thesis showed that conventional MLST as a sole method
is not suitable to answer complex epidemiological questions. For this purpose, high-resolution
typing methods like cgMLST, which represent the genomic relationships correctly, are

required.
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