Aus dem Department fur Pathobiologie

der Veterinarmedizinischen Universitat Wien

Institut fur Mikrobiologie

(Leiterin: Univ.-Prof. Dr.rer.nat. Dipl.Ing.agr. Monika Ehling-Schulz)

Genomische und massenspektrometrische Typisierung von
Mycoplasma cynos-lsolaten aus dem caninen Respirations- und

Urogenitaltrakt

Diplomarbeit

Veterinarmedizinische Universitat Wien

vorgelegt von

Antonia Becker

Wien, im Janner 2024



Betreuer: Priv.-Doz. Dr.med.vet. Joachim Spergser, Dipl. ECVM
Institut fir Mikrobiologie
Department fir Pathobiologie

Veterinarmedizinische Universitat Wien

Gutachterin:  Ao.Univ.-Prof. Dr.med.vet Christine Aurich, Dipl. ECAR

Eigenstandigkeitserklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorgelegte Arbeit selbststéandig verfasst und keine anderen
als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe. Alle Gbernommenen Textstellen
aus fremden Quellen wurden kenntlich gemacht.

Ich habe die entscheidenden Arbeiten selbst durchgefiuhrt und alle zuarbeitend Tatigen mit
ihrem Beitrag zur Arbeit angeflhrt.

Die vorliegende Arbeit wurde nicht an anderer Stelle eingereicht oder verdffentlicht.

Preding, den 19.01.2024 Adoaa Jerk—

Antonia Becker



ZUSAMMENFASSUNG

Mycoplasma (M.) cynos zahlt zu den Mitverursachern der Caninen Infektidsen
Tracheobronchitis und gilt als die pathogenste Art der beim Hund auftretenden
Mykoplasmen. Urspriinglich wurde M. cynos als haufiger Besiedler der Schleimhaute der
oberen Atemwege beschrieben, wohingegen der Erreger in den letzten Jahren vorrangig im
Urogenitaltrakt von Hunden isoliert wird. Ziel dieser Diplomarbeit war es daher, die phano-
und genotypischen Eigenschaften von M. cynos-Isolaten aus dem caninen Respirations- und
Urogenitaltrakt zu bestimmen und zu vergleichen, um dabei die Verwandtschaftsverhaltnisse

der untersuchten Stdmme darzulegen.

Insgesamt wurden 55 M. cynos-Isolate analysiert, wobei zehn davon aus dem
Respirationstrakt von Hunden, 43 aus dem Urogenitaltrakt von Hunden und zwei aus dem
Harn von Wolfen stammten. Far die Genotypisierung wurde nach
Gesamtgenomsequenzierung der Isolate ein neuetabliertes Kerngenom-Multilokus-
Sequenztypisierungsschema (cgMLST) eingesetzt und zur phanotypischen
Charakterisierung die ,Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption-lonisation mit Flugzeitanalyse
Massenspektrometrie (MALDI-ToF MS). Zur grafischen Darstellung der
Verwandtschaftsverhaltnisse wurde aus den mittels MALDI-ToF MS generierten Spektren ein
Distanz-Dendrogramm und aus den Ergebnissen der cgMLST ein phylogenetischer
Stammbaum erstellt. Mithilfe der MALDI-ToF MS konnten die Isolate zwar in vier Gruppen
eingeteilt werden, allerdings wiesen die Stdmme der einzelnen Gruppen bis auf die hohere
Ubereinstimmung der generierten Massenspektren keine weiteren Gemeinsamkeiten auf. Im
phylogenetischen Stammbaum, basierend auf cgMLST-Allel-Profilen, konnte eine hohe
Diversitat mit  weitreichender  Alleldistanz ~ zwischen epidemiologisch nicht
zusammenhangenden M. cynos-Stammen ermittelt werden. Daneben gelang aber auch die
Gruppierung einzelner Isolate von Tieren, die in demselben Haushalt bzw. in derselben
Umgebung lebten. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass Hunde oder Wolfe, die
engen Kontakt zueinander haben, naheverwandte oder sogar klonal-verwandte M. cynos-
Stdmme in sich tragen. Eine Organsystem-assoziierte Gruppierung der untersuchten
Stdmme war aber auch mittels cgMLST nicht erkennbar. Aufgrund ihres hervorragenden
Aufldsungsvermdgens eignet sich die neuentwickelte cgMLST dennoch bestens flr
epidemiologische Untersuchungen und fur die Aufklarung komplexer epidemiologischer

Fragestellungen.



ABSTRACT

Mycoplasma (M.) cynos is considered a contributing cause of canine infectious
tracheobronchitis and is known to be the most pathogenic species of canine mycoplasmas.
Previously, M. cynos was described to primarily colonize the mucous membranes of the
upper respiratory tract, however, in recent years, the pathogen has been more frequently
determined in the urogenital tract of dogs. Therefore, this diploma thesis aimed to determine
and compare the phenotypic and genotypic characteristics of M. cynos strains isolated from
the canine respiratory and urogenital tract and to delineate the relationship between the

strains investigated.

A total of 55 M. cynos strains were analyzed comprising ten strains isolated from the
respiratory tract of dogs, 43 from the urogenital tract of dogs and two strains from urine
samples of wolves. For genotyping a newly established core genome multilocus sequence
typing (cgMLST) scheme was applied on whole genome sequences whereas for phenotypic
characterization 'matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight' (MALDI-ToF)
mass spectrometry was employed. To illustrate the relationship between the analyzed strains
a distance dendrogram was created based on mass spectra generated by MALDI-ToF and a
phylogenetic tree constructed from the results of cgMLST. In the MALDI-ToF distance
dendrogram, the isolates were divided into four groups; however, the grouped strains did not
share any similarities other than a higher concordance between their mass spectra. In the
phylogenetic tree based on allelic profiles resulting from cgMLST, epidemiologically
unrelated M. cynos strains were shown to be highly divers whereas strains from animals
living in the same household or environment grouped together. From these results, it can be
concluded that dogs or wolves that have close contact with each other may harbor closely
related or even clonally related M. cynos strains. Again, no grouping of strains based on their
isolation site was observed using cgMLST. However, the newly established cgMLST scheme
demonstrated to be highly discriminatory for the accurate differentiation of M. cynos strains
and thus should be used in future epidemiologic investigations and to resolve complex

epidemiologic issues.
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1. Einleitung und Fragestellung

Mycoplasma (M.) cynos gilt weltweit als Mitverursacher der Caninen Infektidsen
Tracheobronchitis, ein Krankheitskomplex, der umgangssprachlich auch als Zwingerhusten
und im englischsprachigen Raum als Canine Infectious Respiratory Disease (CIRD) bekannt
ist (1). Erstmals wurde der Erreger 1973 in der Lunge eines Hundes mit Pneumonie
nachgewiesen, danach aber auch im Respirations- und Genitaltrakt sowohl von gesunden

Hunden als auch von Hunden mit Atemwegserkrankungen (2, 3).

Der Zwingerhusten ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten beim Hund, dessen
typisches Symptom ein milder bis stark ausgepragter Husten ist. Zusatzlich kann je nach

Schweregrad der Erkrankung auch eine Stérung des Allgemeinbefindens auftreten.

Vorherige Studien beschaftigen sich hauptsachlich mit dem Vorkommen und der
Pathogenitat von M. cynos im Respirationstrakt (1). Der Erreger wurde zwar schon in einigen
Studien im Sperma von Hunden nachgewiesen, allerdings wurde noch nicht bewiesen, ob er
negative Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit hat (4, 5). Auch aus dem Urin wurde der
Erreger schon isoliert, aber auch hier sind unzureichende Kenntnisse Uber die Rolle des

Erregers als Ausldser von Erkrankungen des Harntrakts vorhanden (6).

Da der Erreger aber immer haufiger im Urogenitaltrakt von Hunden nachgewiesen wird,
beschaftigt sich diese Arbeit mit der Bestimmung und dem Vergleich der phano- und
genotypischen Eigenschaften von M. cynos-lsolaten aus dem caninen Respirations- und
Urogenitaltrakt. Hierbei sollen unter Einsatz der MALDI-ToF MS und eines neuetablierten
cgMLST-Schemas die Verwandtschaftsverhaltnisse der untersuchten Stamme dargelegt und

mogliche organsystemspezifische Eigenschaften ermittelt werden.



2. Literaturiibersicht

2.1. Allgemeine Eigenschaften von Mykoplasmen

Taxonomisch zahlen die im Allgemeinen als Mykoplasmen bezeichneten Bakterien zum
Phylum Mycoplasmatota, welches ausschlieRlich die Klasse Mollicutes beinhaltet. Innerhalb
der Klasse Mollicutes gehéren Mykoplasmen zur Ordnung Mycoplasmatales, zur Familie
Mycoplasmataceae und zur Gattung Mycoplasma. Das wichtigste Merkmal der Mollicutes ist
die Zellwandlosigkeit, womit diese Bakterien nur von einer Zellmembran umgeben sind.
Dadurch kénnen Mollicutes verschiedene Formen aufweisen, von kugel- und birnenférmig
bis hin zu verzweigten Filamenten. AuRerdem konnen sie durch das Fehlen der Zellwand
bakteriendichte Filter mit einer Porengrofie von 0,22 um bis 0,45 ym passieren und sind
deshalb gefiirchtete Kontaminanten von Zellkulturen (7). Die geringe Zell- und GenomgroRRe
sowie ein niedriger Anteil von Guanin und Cytosin (G+C) in der Basenzusammensetzung der

DNA sind weitere Merkmale, die sie von anderen Bakterien unterscheiden (8).

Die Vertreter der Gattung Mycoplasma, die aus Uber 120 Arten besteht, weisen in etwa eine
ZellgroRe von 0,3-0,9 um, eine GenomgroRe von 580 (M. genitalium) bis 1360 Kilobasen (M.
penetrans) und einen G+C-Gehalt von 24 (M. mycoides) bis 40 % (M. pneumoniae) auf.
Mykoplasmen besiedeln vorwiegend die Schleimhaute des Atmungs- und Urogenitaltrakts,
kénnen aber auch im Oropharynx, auf den Bindehauten, den serésen Hauten der inneren
Kdrperhodhlen, in der Milchdrise, den Gelenken sowie im Blut auftreten (9). Sie kommen in
vielen Saugetieren, Vogeln und Reptilien vor und treten gelegentlich auch bei Fischen und
Weichtieren auf. Viele Mykoplasmen sind harmlose Kommensale, wahrend einige Arten als
primare und sekundare Infektionserreger Erkrankungen wie Bronchopneumonie, Arthritis,
Polyserositis, Mastitis, Konjunktivitis, Anamie und Entzindungen der Genitalschleimhdute

auslésen kdnnen (10).

Aufgrund ihres reduzierten Genoms und der dadurch bedingten eingeschrankten
Biosyntheseleistung sind Mykoplasmen auf eine exogene Nahrstoffzufuhr angewiesen. Fir
die Kultivierung von Mykoplasmen werden daher nahrstoffreiche Kulturmedien bendtigt, die
aus tierischem Eiweil (Peptone, Tryptone), Seren, Hefeextrakt und weiteren
wachstumsférdernden Komponenten bestehen. Zusatzlich werden zur Hemmung von
zellwandtragenden Bakterien und Pilzen den Kulturmedien [-Laktam-Antibiotika und

Thalliumazetat hinzugefugt (9). Auf Nahrbdden bilden Mykoplasmen nach zwei bis zehn-
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tagiger Bebritung unter aeroben oder mikroaeroben Bedingungen kleine, unter 1 mm grol3e
Kolonien aus. Unter mikroskopischer Betrachtung weisen diese Kolonien eine typische
Spiegelei-ahnliche Form mit einer zentralen Erhebung und einer flacheren peripheren Zone
auf. AuRerdem wachsen die Kolonien nicht nur oberflachlich, sondern zentral auch unter der
Agaroberflache (7).

2.2. Canine Mykoplasmen

Im Jahr 1934 wurde das erste Mal Uber das Auftreten von Mykoplasmen bei Hunden
berichtet. Insgesamt wurden in den letzten 70 Jahren mindestens 17 verschiedene Arten von

Mykoplasmen aus Hunden isoliert bzw. bei ihnen nachgewiesen (10).

Mykoplasmen gehoren zur Normalflora des oberen Respirationstraktes von Hunden, aber
nur bei 20-25% der gesunden Hunde besiedeln sie auch die Trachea oder die Lungen. M.
cynos qilt als einzige canine Mykoplasmenart, mit der experimentell entzindliche
Veranderungen im Atmungstrakt ausgelost werden konnten. Ebenso wurde der Erreger als
primare Ursache einer respiratorischen Erkrankung bei Welpen identifiziert (11). Des
Weiteren tragen etwa 30-50% der mannlichen und 23-75% der weiblichen Hunde
verschiedene Mykoplasmen als Teil der Normalflora in ihrem Urogenitaltrakt (10). Dennoch
wurden die Erreger gelegentlich mit entziindlichen Veranderungen der Harnrbhre und der
Genitalschleimhaute als auch mit Reproduktionsstdrungen wie schlechten Empfangnisraten,
embryonalem Fruchttod mit fotaler Resorption, Aborten und der Geburt lebensschwacher
Welpen assoziiert. Dabei werden M. canis und U. canigenitalium am haufigsten mit Infertilitat
und Erkrankungen des Urogenitaltraktes in Verbindung gebracht (11, 12). Auch Uber das
Auftreten von Mykoplasmen-assoziierten Mono- und Polyarthritiden bei Hunden wurde
vereinzelt berichtet. In den meisten Fallen konnten dabei pradisponierende Faktoren wie
eine immunsupprimierende Therapie, eine erworbene Immundefizienz oder Bissverletzungen
festgestellt werden. Als Ausléser von Arthritiden gelten die Arten M. edwardii und M.
spumans. M. edwardii konnte auRerdem als Verursacher einer eitrigen Meningoenzephalitis

bei einem jungen Hund identifiziert werden (11).
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Tabelle 1: Canine Mykoplasmen, ihre primaren Besiedelungshabitate und assoziierte

Erkrankungen
Mykoplasmenart Primarer Assoziierte Erkrankungen
Kolonisierungsort

M. canis Urogenitaltrakt Urethritis, Epididymitis,
Orchitis, Vaginitis,
Endometritis

M. cynos Oberer Respirationstrakt Canine infektiose
Tracheobronchitis,
Bronchopneumonie,
Pyothorax

M. edwardii Oropharynx, Urogenitaltrakt | Polyarthritis,
Meningoenzephalitis

M. maculosum Urogenitaltrakt unbekannt

M. molare Urogenitaltrakt unbekannt

M. mucosicanis Urogenitaltrakt unbekannt

M. opalescens Urogenitaltrakt unbekannt

M. spumans Urogenitaltrakt, Oropharynx | Polyarthritis

Candidatus M. Blut Anamie

haematoparvum

2.3. Mycoplasma cynos

Im Jahre 1973 wurde M. cynos als neue Mykoplasmenart bei Hunden beschrieben. Der
Erreger wurde 1971 aus der Lunge eines Hundes, der an einer Lungenentziundung erkrankt

war, isoliert (2). In weitere Folge konnte der Erreger im Respirations- und Genitaltrakt von
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gesunden Hunden aber auch bei Hunden mit Atemwegserkrankungen nachgewiesen werden
(3).

Bereits 1978 konnte anhand einer experimentellen Infektion aufgezeigt werden, dass M.
cynos bei jungen Hunden Bronchitis, Peribronchitis und entziindliche Veranderungen im
angrenzenden Lungengewebe hervorrufen kann (13). Des Weiteren wurde im Jahre 2007
eine natlrlich auftretende primare M. cynos-Infektion bei Golden Retriever-Welpen
beschrieben, die zu fatalen Bronchopneumonien und Pleuritiden gefuhrt hat (14). Generell
zeigt sich, dass der Erreger eher bei jingeren Hunden Atemwegserkrankungen hervorruft als
bei alteren (1). AuRerdem gilt M. cynos als Mitverursacher der Caninen Infektidsen
Tracheobronchitis und ist dabei die einzige canine Mykoplasmenart, die im Zusammenhang

mit dieser Erkrankung nachgewiesen wurde (1).

Uber die Pathogenitatsfaktoren von M. cynos ist nur wenig bekannt. Neben einem
Hamagglutinin, welches hdchstwahrscheinlich als Bindungsmolekll den Kontakt des
Erregers mit den Wirtszellen vermittelt (15), durfte vor allem eine sezernierte Sialidase, die
vermutlich fir die bakterielle Kolonisierung und Gewebeinvasion verantwortlich ist,

wesentlich zur Pathogenitat und Virulenz von M. cynos beitragen (16).

Das bisher einzig bekannte vollstindige Genom von M. cynos ist jenes vom Stamm C142.
M. cynos C142 wurde aus der Trachea eines Hundes, der Symptome einer respiratorischen
Erkrankung wie trockenen Husten und Nasenausfluss zeigte, in den USA isoliert. Das
vollstandige zirkulare Genom besteht aus 998.123 bp mit einem durchschnittlichen G+C-
Gehalt von 26 %. Es wurden 883 kodierende DNA-Sequenzen (CDS) ermittelt, von denen

491 eine funktionelle Identitat zugewiesen wurde (17).

2.3.1. Canine Infektiose Tracheobronchitis

Die Canine Infektidse Tracheobronchitis, umgangssprachlich auch als Zwingerhusten und im
englischsprachigen Raum als Canine Infectious Respiratory Disease (CIRD) bekannt, ist ein
multifaktoriell-bedingter Krankheitskomplex der oberen und unteren Atemwege von Hunden.
Der Zwingerhusten ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten bei Hunden, weltweit
verbreitet und tritt Ublicherweise bei Hunden in Gruppenhaltungen wie in Tierheimen oder
Hundezuchten auf (18).

Typische klinische Symptome sind Nasenausfluss, Atemnot, milder bis schwerer Husten,

Fieber und Lethargie (18, 19). In unkomplizierten Fallen zeigen die Hunde nur anfallartigen,
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trockenen Husten ohne oder mit nur milden Allgemeinstérungen und teilweise serésem
Nasenausfluss. In schwereren Fallen treten Fieber, feuchter Husten, Stérungen des
Allgemeinbefindens und bei Auskultation und im Rontgen sichtbare Zeichen einer

Pneumonie auf (20).

Die klassischen Erreger der CIRD sind das Canine Parainfluenzavirus (CPiV), das Canine
Adenovirus (CAV), das Canine Staupe-Virus (CDV), das Canine Herpesvirus (CHV) und
Bordetella (B.) bronchiseptica. Zu den neu auftretenden Erregern zdhlen das Canine
Influenzavirus (CIV), das Canine Respiratorische Coronavirus (CRCoV), Mycoplasma cynos

und Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (18).

Die Diagnose wird in den meisten Fallen aufgrund der Anamnese, der klinischen
Untersuchung und dem typischen Krankheitsverlauf gestellt. Prinzipiell kdnnen die viralen
Erreger mittels PCR und bakterielle Mitverursacher Gber kulturelle Verfahren nachgewiesen
werden, allerdings ist das nur bei schweren Fallen und bei Ausbrichen in Tierheimen oder

Hundezuchten sinnvoll (20).

Der wichtigste Therapieansatz ist die Verschleppung der Erreger zu verhindern, indem man
strenge Hygienemalinahmen beachtet. Bei milden Verlaufen sollte auf den Einsatz von
Medikamenten verzichtet und auf eine Spontanheilung gewartet werden. In schweren Fallen
sollte vor allem bei jingeren Patienten friihzeitig eine antibiotische Behandlung gestartet
werden. Ein gut geeignetes Antibiotikum stellt Doxycyclin dar, weil es sowohl gegen B.
bronchiseptica als auch Mykoplasmen wirkt. Gegen Mykoplasmen zeigen auch
Fluorchinolone wie Enrofloxacin eine gute Wirksamkeit. Zusatzlich zur Antibiose kann man
bei nichtproduktivem Husten und nach Ausschluss einer Pneumonie auch ein Antitussivum

einsetzen (20).

2.3.2. Diagnostik von Mycoplasma cynos-Infektionen

M. cynos konnte bereits in den Konjunktiven, in der Nasen- und Mundhéhle, dem oberen und
unteren Respirationstrakt, dem Genitaltrakt, dem Urin und im Samen von Hunden
nachgewiesen werden (3, 4, 6). Die Kultur von M. cynos erfolgte dabei in und auf speziellen
Nahrmedien, wie zum Beispiel SP4-Medium/Agar oder Hayflick-Medium/Agar. Nach der
Bebritung fir zwei bis zehn Tagen unter mikroaeroben Bedingungen auf Agarndhrbdden
werden die fur Mykoplasmen typischen spiegeleiférmigen Kolonien unter Einsatz eines

Plattenmikroskop  sichtbar (7). Allerdings koénnen Mykoplasmen anhand ihrer



14

Koloniemorphologie nicht identifiziert werden. Traditionell erfolgte die Artdiagnose kultivierter
Mykoplasmen durch serologische Methoden, die von der Verfligbarkeit spezies-spezifischer
Antiseren abhangig sind (21). Im Jahr 2004 wurden schlielich spezies-spezifische PCRs fir
einige canine Mykoplasmen, auch fir M. cynos, entwickelt (1). Auch die 16S-23S PCR-
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus  (PCR-RFLP) Analyse ermdglicht die
Identifizierung caniner Mykoplasmenisolate (22). Heute wird jedoch fiur die schnelle und
genaue Identifizierung von M. cynos vorrangig die MALDI-ToF Massenspektrometrie

eingesetzt (23).

2.3.3. Therapie von Mycoplasma cynos-Infektionen

Mykoplasmen sind aufgrund ihrer Zellwandlosigkeit von Natur aus resistent gegenuber B-
Laktam-Antibiotika und durch Anwendung dieser kann die Infektion sogar verschlimmert
werden (10). Mykoplasmen sind im Allgemeinen empfindlich gegentber Fluorchinolonen,
Makroliden, Tetrazyklinen, Phenicolen, Aminoglykosiden und Pleuromutilinen, Grundséatzlich
wird jedoch durch den Einsatz dieser Wirkstoffgruppen in vivo keine Erregereliminierung
erreicht (7). Nichtsdestotrotz wurden zur Behandlung von M. cynos-Infektionen bereits
Fluorchinolone (Enrofloxacin) und Makrolide (Erythromycin) erfolgreich eingesetzt (14, 24).
Immer haufiger wird jedoch auch Uber Resistenzen gegenuber diesen Wirkstoffgruppen
berichtet (25).

24. Typisierung von Mykoplasmen

Zur Typisierung von Mykoplasmen wurden viele unterschiedliche Verfahren entwickelt. Zu
den in der Vergangenheit und heute nur mehr Dbegrenzt eingesetzten
Genotypisierungsmethoden gehdéren die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) und
verschiedene PCR-gestitzte Verfahren wie Randomly-Amplified-Polymorphic DNA (RAPD),
Variable-Number of Tandem Repeats (VNTR) oder Multilocus-VNTR-Analysis (MLVA). Mit
den Fortschritten bei den Sequenzierungstechnologien wurden diese bandenbasierten
Methoden immer mehr durch DNA-Sequenzanalyseverfahren abgeldst. Zu diesen modernen
Methoden zahlt die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST), bei der zumeist sieben
Haushaltsgene mittels PCR amplifiziert und die Sequenzfolgen Uber Sanger-Sequenzierung
bestimmt und verglichen werden (26). Eine Erweiterung der klassischen MLST ist die

Kerngenom-MLST (cgMLST). Bei diesem hochaufldsenden Typisierungsverfahren werden
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die Genome von Erregerisolaten sequenziert und schlieBlich die aus hunderten Genen
bestehenden Kerngenome verglichen und dabei Allel-Profile erstellt (27). Fir die
phanotypische Charakterisierung von Mykoplasmen eignet sich die MALDI-ToF
Massenspektrometrie und Vergleichsanalysen der dabei erzeugten Protein-Massen-

Fingerprints (28).

Zur Typisierung von M. cynos kamen bislang nur die PFGE und die RAPD-Analyse zum
Einsatz. Mithilfe dieser beiden Typisierungsverfahren konnten die
Verwandtschaftsverhaltnisse von 14 M. cynos-Isolaten aus den Atemwegen von sechs
Hunden in Zwingerhaltung ermittelt werden. Die meisten Isolate zeigten dabei sehr dhnliche
Bandenprofile und einige waren weder mit der PFGE noch mit der RAPD-Analyse zu
unterscheiden, was auf die Persistenz einiger Stdmme innerhalb der Zwinger schliel3en liefl3
(29).



3. Material und Methode

3.1. Mycoplasma cynos-Isolate

In dieser Arbeit wurden 55 M. cynos-Isolate aus der Stammsammlung des Instituts fur

Mikrobiologie der Veterinarmedizinischen Universitat Wien untersucht. Die Stamme waren
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bei -80 °C in SP4-Flussigmedium kryokonserviert.

Die Isolate stammen aus dem Respirations- und Urogenitaltrakt von 52 Hunden (zwei Isolate

stammten vom selben Tier) und dem Harn zweier Wolfe (Tab. 1).

Tabelle 2: Stammnummer, Laboruntersuchungsnummer (Diagnostik), Isolierungsjahr und

Habitat der untersuchten M. cynos-Isolate

Stammnummer | Untersuchungsnummer | lIsolierungsjahr Probenart
1478S02 1478 2002 Samen
1334Pr06 1334 2006 Prostatasekret
1049H07 1049 2007 Harn

105S08 105 2008 Samen
2297B08 2297 2008 BALF
2651B08 2651 2008 BALF
2117H09 2117 2009 Harn
1781H10 1781 2010 Harn
2296B10 2296 2010 BALF
2716V11 2716 2010 Vaginaltupfer
2002811 2002 2011 Samen
248812 248 2012 Samen
406S13 406 2013 Samen
283B13 283 2013 BALF
304814 304 2014 Samen
2039B15 2039 2015 BALF
3256N15 3256 2015 Nasentupfer
3619B17 3619 2017 BALF
346518 346 2018 Samen
3204B18 3204 2018 BALF
4256S18 4256 2018 Samen
93Vv19 93 2019 Vaginaltupfer
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763S19 763 2019 Samen
818Pe19 818 2019 Penistupfer
1209V19 1209 2019 Vaginaltupfer
1396S19 1396 2019 Samen
3746N19 3746 2019 Nasentupfer
3923V19 3923 2019 Vaginaltupfer
200H20 200 2020 Harn/Wolf
329S20 329 2020 Samen
471S20 471 2020 Samen
607H20 607 2020 Harn/Wolf
643520 643 2020 Samen
2296S20 2296 2020 Samen
2969S20 2969 2020 Samen
3002S20 3002 2020 Samen
3647V20 3647 2020 Vagina
3648S20 3648 2020 Samen
379521 379 2021 Samen
1076V21 1076 2021 Vaginaltupfer
3012821 3012 2021 Samen
Samen (selbes Tier wie
3300821 3300 2021 3012 nach Enrofloxacin-
Therapie)
4154H21 4154 2021 Harn
1554521 1554 2021 Samen
2637H22 2637 2022 Harn
2810822 2810 2022 Samen
3176L22 3176 2022 Lunge
3842Pr22 3842 2022 Prostatasekret
4001822 4001 2022 Samen
513S23 513 2023 Samen
518S23 518 2023 Samen
1029Pr23 1029 2023 Prostatasekret
1062Pr23 1062 2023 Prostatasekret
1048323 1048 2023 Samen
1437V23 1437 2023 Vaginaltupfer

BALF Bronchoalveolar-Lavage-FlUssigkeit
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3.2. Kultivierung

Der erste Schritt der Kultivierung bestand darin, einen Tropfen der aufgetauten Isolate auf
eine SP4-Agarplatte (Institut flr Mikrobiologie, Veterindrmedizinische Universitat Wien)
aufzutragen und mit einer sterilen Impfése einen Verdinnungsausstrich durchzuflhren.

Anschlieend wurden die Platten bei 37 °C unter 5%iger CO2-Atmosphare bebritet.

Nachdem die Kulturen innerhalb von funf bis sieben Tagen gewachsen waren, wurde eine
einzelne Kolonie von der Platte ausgestochen und in 3 ml SP4-Medium (Institut fir
Mikrobiologie, Veterindrmedizinische Universitadt Wien) Uberfihrt. Die Flissigkulturansatze
wurden wiederum flr ein bis drei Tage bei 37 °C aerob bebrutet, bis es zu einem
Farbumschlag von rot zu orange oder gelb kam. Dieser Farbumschlag basiert auf einem
Phenolrotindikator, der sich im Flissigmedium befindet und die Farbe wechselt, sobald es zu

einer Ansauerung durch den Abbau von Glukose (Glykolyse) kommt.

Sobald der Farbumschlag eintrat, wurden drei Aliquots von je 500 ul bei -75 °C fir die
spatere Verwendung eingefroren und 1 ml der FlUssigkultur mittels MALDI-ToF MS

analysiert.

3.3. Artdiagnose und phanotypische Charakterisierung mittels MALDI-ToF

Massenspektrometrie

Zur Bestatigung der Artzugehorigkeit und fur die phanotypische Charakterisierung der M.
cynos-lsolate wurde die MALDI-ToF Massenspektrometrie eingesetzt. Daflr wurde 1 ml der
Flussigkultur in ein Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland) verbracht
und bei 20 000 x g fur sieben Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der flussige
Uberstand abpipettiert und das Zellpellet in 100 yl Wasser (HPLC grade, Sigma-Aldrich,
Wien, Osterreich) resuspendiert. Danach wurde das Réhrchen wieder bei 20 000 x g fir finf
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zur Proteinextraktion das Pellet in
15 ul 70%iger Ameisensaure (Sigma-Aldrich) und 15 pl Acetonitril (100%ig, Sigma-Aldrich)
aufgelost. Es folgte ein weiteres Zentrifugieren bei 20000 x g fur zwei Minuten.
AnschlielRend wurden 0,7 pl des erhaltenen Proteinextrakts auf eine MALDI-Tragerplatte aus
Edelstahl (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) aufgetragen, luftgetrocknet und mit 0,7 pl
Matrixlésung (a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure, Bruker Daltonics) uberschichtet und wieder

luftgetrocknet. Fir die massenspektrometrische Untersuchung wurden die Proben im
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Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics) unter Einsatz der FlexControl 3.4 Software
analysiert. Die erhaltenen Spektren wurden dann mit jenen einer In-House
Referenzspektren-Datenbank verglichen und dabei die Artzugehorigkeit zu M. cynos
bestatigt. Im Anschluss wurden die generierten Spektren mithilfe der FlexAnalysis 3.4
Software (Bruker Daltonics) an die Grundline angepasst und unter Einsatz der MBT
Compass Explorer Software (Bruker Daltonics) schlie3lich Distanzwerte basierend auf Peak-
Intensitatsunterschieden und -Verschiebung berechnet und diese als Dendrogramm

dargestellt.

3.4. DNA-Extraktion

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde vorerst ein eingefrorenes Aliquot pro Stamm
aufgetaut, in 6 ml SP4-Medium Uberfihrt und bis zum Farbumschlag bei 37°C aerob
bebritet. AnschlieRend wurde je 1°ml der Flussigkultur in sechs Eppendorf-Réhrchen
(Eppendorf SE) uberfihrt und fir sieben Minuten bei 20 000 x g zentrifugiert. Es wurden
wiederum die flissigen Uberstéande abpipettiert, sodass nur noch die Pellets in den

Rohrchen zurlickblieben.

Anschlielend wurde die DNA-Extraktion mithilfe des kommerziellen MagAttract® HMW DNA
Kits (Qiagen, Venlo, Niederlande) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Dafiur wurden die
vorbereiteten Pellets pro Stamm zusammengefuhrt und in 180 ul ATL-Lysepuffer aufgelost.
Zusatzlich wurden noch 20 pl Proteinase K-Losung und 4 yl RNase A hinzugefugt. Die

Suspension wurde mit 150 pl Buffer AL-Lésung (Lysepuffer) versetzt und kurz gevortext.

AnschlieRend wurde das Rohrchen 30 Minuten lang bei 56 °C im Thermomixer (Eppendorf
SE) bei 900 rpm (rounds per minute) inkubiert. Nach der Inkubation wurden 15 pl der
MagAttract-Suspension G, in der Magnetkiigelchen enthalten sind, und 280 pl MB-
Bindungspuffer zugegeben. Wiederum wurde das Rohrchen fur drei Minuten bei
Raumtemperatur im Thermomixer (1400 rpm) inkubiert. Das R&hrchen wurde danach in
einen magnetischen Réhrchenhalter (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA) gestellt, sodass die Magnetkigelchen, an deren Oberflache sich die
DNA bindet, aus der Suspension geholt wurden. Der flissige Uberstand wurde entfernt und
es wurden 700 ul MW1Waschldsung hinzu pipettiert. Das Tube wurde flir eine Minute bei
Raumtemperatur im Thermomixer (1400 rpm) inkubiert und der Uberstand entfernt. Diese

Vorgange wurden mit der gleichen Waschldsung noch einmal und anschliefend zweimal mit
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der PE-Waschlosung wiederholt. Nach Verbringen des Réhrchens in die Magnethalterung
wurde die PE-Waschlosung abpipettiert und die Magnetkiigelchen zweimal mit 700 pl
Nuklease-freiem Wasser vorsichtig gewaschen. Im Anschluss wurden 50 ul AE-
Elutionslésung in das Réhrchen mit den Magnetklgelchen pipettiert und die Suspension flr
drei Minuten bei Raumtemperatur im Thermomixer (1400 rpm) inkubiert. Danach wurde das
Rohrchen in die Magnethalterung verbracht und dabei die Magnetkugelchen von der DNA-
Suspension abgetrennt. Diese wurde in ein neues Réhrchen Uberfihrt und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Davor wurde allerdings noch die Konzentration der DNA

mittels Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen.

3.5. Erstellung von Sequenzier-Bibliotheken

Fir das Erstellen von Sequenzier-Bibliotheken wurden die DNA-Extrakte aufgetaut. Danach
wurden 10-30 yl der DNA-LAsung, je nach gemessener Konzentration, in ein neues
Roéhrchen Uberflhrt, sodass sich eine DNA-Gesamtmenge von 100-500 ng ergab. Wenn das
DNA-Volumen weniger als 30 uyl betrug, wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 30 ul aufgefiillt. AnschlieRend wurde die DNA anhand der Anleitung
Jllumina DNA Prep Reference Guide® und mit den dazu bendtigten Reagenzien (lllumina,

Inc., USA) aufgearbeitet.

Der erste Schritt war die sogenannte Tagmentierung der genomischen DNA, wobei Beads-
gebundene Transposomen verwendet wurden, um die DNA zu fragmentieren und mit
Adaptersequenzen zu versehen. Dafiur wurde zundchst ein Tagmentierungs-Mastermix
hergestellt, indem man pro Probe je 11 yl an Beads-gebundenen Transposomen (BLT,
lllumina, San Diego, Kalifornien, USA) mit je 11 pl eines Tagmentierungs-Puffers (TB1,
lllumina) mischte. Je 20 pl dieses Mastermixes wurden in die Réhrchen mit der DNA gefillit.
Die Proben wurden zum Vermischen jeweils zehnmal pipettiert und in PCR-Reaktionsgefalle
(Eppendorf SE) Uberflhrt. Anschliellend wurden sie in einem PCR-Thermocycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA) gestellt und das TAG-Programm gestartet. Fir das
TAG-Programm wurde beim Thermocycler die Option zum Vorheizen des Deckels gewahlt
und auf 100 °C eingestellt. Das Reaktionsvolumen wurde auf 50 yl gesetzt und der
Reaktionsmix bei 55 °C fur 15 Minuten inkubiert.

Im nachsten Schritt, der Reinigung nach der Tagmentierung, wurde die mit Adapter

versehene DNA, die an die Beads gebunden war, gewaschen. Daflr wurden jeweils 10 pl
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Tagmentierungs-Stopp-Puffer (TSB, lllumina) in die Rdéhrchen hinzugefliigt und wieder
zehnmal pipettiert. Danach wurden die Réhrchen wieder in den Thermocycler gestellt und
diesmal das PTC-Programm gestartet. Fir das PTC-Programm wurden die Einstellungen
des TAG-Programms tibernommen, lediglich die Temperatur wurde auf 37 °C fir 15 Minuten
eingestellt. Nach Beendigung des Programms wurde der Inhalt aus den PCR-
Reaktionsgefallen wieder in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen transferiert und diese in eine
magnetischen RoOhrchenhalter gestellt. Nachdem die Flussigkeit klar war, wurde der
Uberstand entfernt. Darauf folgte ein Waschschritt, wobei je 100 uyl des Tagmentierungs-
Wasch-Puffers (TWB, lllumina,) in die nicht mehr im Magnethalter stehenden Roéhrchen
gefullt und gut mit den Beads vermischt wurden. AnschlieRend wurden die Réhrchen wieder
in den Magnethalter gestellt und der Uberstand wieder abpipettiert. Diese Schritte wurden
noch zweimal wiederholt, nur dass bei der zweiten Wiederholung die FlUssigkeit nicht

entfernt wurde.

Es folgte die Amplifikation der tagmentierten DNA, woflr ein PCR-Programm mit begrenzten
Zyklen verwendet wurde. Durch den PCR-Schritt wurden Index-1-Adapter (i7), Index-2-
Adapter (i5) und Sequenzen hinzugefligt, die fur die Bildung von Sequenzierungsclustern
bendtigt wurden. Zunachst wurde dafir ein PCR-Mastermix hergestellt, indem man pro
Probe je 22 ul verstarkten PCR-Mix (EPM, lllumina) und je 22 ul Nuklease-freies Wasser
mischte. Nun wurde der fliissige Uberstand aus den Réhrchen im Magnethalter entfernt und
die Réhrchen wurden aus dem Halter genommen. Sofort wurden je 40 pyl PCR-Mastermix zu
den Beads gegeben und so oft pipettiert, bis die Beads vollstandig in Suspension waren.
Dann wurden in jedes Rohrchen 10 pl der Indexadapter (IDT for lllumina RNA/DNA UD
Indexes, lllumina) pipettiert, der Inhalt durch zehnmaliges Pipettieren gut durchmischt und in
neue PCR-Reaktionsgefale Uberfihrt. AnschlieBend wurden diese wieder in den
Thermocycler platziert und das BLT PCR-Programm gestartet. Fiir das BLT PCR-Programm
wurde ebenfalls die Option zum Vorheizen des Deckels gewahlt und auf 100 °C eingestellt,
sowie das Reaktionsvolumen auf 50 ul gesetzt. Die Temperaturen wurden folgendermalen
eingestellt: drei Minuten bei 68 °C, drei Minuten bei 98 °C, jeweils finf Zyklen bei 98 °C flr
45 Sekunden, bei 62 °C fir 30 Sekunden und bei 68 °C flr zwei Minuten, sowie am Ende

noch eine Minute bei 68 °C.

Im vierten Schritt wurden die amplifizierten Bibliotheken mittels eines doppelseitigen Bead-
Reinigungsverfahrens gereinigt. Hierfir wurden die Réhrchen aus dem Thermocycler in den

Magnethalter verbracht. Nach Aufklarung der Flissigkeit wurden 45 pul in ein neues
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Roéhrchen transferiert. Dazu wurden 40 pl Nuklease-freies Wasser und 45 pul IPB-
Reinigungsbeads (lllumina) hinzugefligt. Das Ganze wurde zum Mischen zehnmal pipettiert
und bei Raumtemperatur fir finf Minuten inkubiert. Anschlieliend wurde die Mischung flr
weitere flinf Minuten im Magnethalter inkubiert. Wahrenddessen wurden neue Roéhrchen
vorbereitet, in die 15 yl der IPB gefullt wurden. Nach der Inkubation wurden 125 pl des
Uberstandes zu den 15 pl IPB hinzugefiigt, wieder zehnmal pipettiert und fiir finf Minuten
inkubiert. In der Magnethalterung wurden die Réhrchen dann weitere funf Minuten inkubiert
und danach der Uberstand entfernt. Es folgte ein Waschschritt, der zweimal hintereinander
durchgefuhrt wurde. Dabei wurden 200 pl 80%iges Ethanol in die R6hrchen mit den Beads
pipettiert und nach 30 Sekunden wieder entfernt. Die Beads wurden anschlielend im
Magnethalter fur fanf Minuten getrocknet und danach wurden die Roéhrchen aus dem
Magnethalter entfernt. Es wurden 32 pl eines Resuspensionspuffers (RSB, lllumina,) in jedes
Roéhrchen transferiert und mit einer Pipette vermischt. Nach einer zweiminutigen Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Rohrchen in den Magnethalter verbracht und flr weitere
zwei Minuten inkubiert. Nachdem die Flussigkeit klar war, wurden 30 ul davon in ein neues

Roéhrchen transferiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.6. Genomsequenzierung

Als Vorbereitung fir die Genomsequenzierung mittels MiniSeq-Sequenzierungsplattform
(lumina) wurden je 5yl der einzelnen Sequenzier-Bibliotheken zusammengemischt und
gevortext. Danach wurde die Konzentration des Bibliotheken-Pools mittels Qubit 4
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Anschliefend wurden die gepoolten
Bibliotheken auf die Ausgangskonzentration von 2 nmol verdinnt, um sie dann zu

denaturieren und auf die endglltige Ladekonzentration von 1,3 pmol zu verdinnen.

Um die Pools auf eine Ausgangskonzentration von 2 nmol zu bringen, wurde mit folgender
Formel, in die das Ergebnis der Fluorometer-Messung (ng/ul) eingesetzt wurde, die Molaritat

der gepoolten Bibliotheken ausgerechnet:

ng
(W)

9
660 =7 x 600 bp

Molaritat =

Hier ein Beispiel, wenn die gemessene Konzentration 7,71 ng/ul betragt:
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n
(7,71 u—ﬁ’)

Molaritat = = 1,947 x 1075~2 x 107> = 20 x 107° nmol/ul

9
660 —L x 600 bp

Die bendétigten Volumina an Bibliotheken-Pool und Resuspensionspuffer (RSB, Illumina, Inc.,

USA) zum Erhalt eines Gesamtvolumens von 50 ul wurde mit folgender Formel berechnet:

_ 50l x 2nmol

xpl = nmol

ul

Hierbei steht x flr das pl-Volumen an Bibliotheken-Pool und y fir die errechnete Molaritat.
Das Volumen an RSB wurde berechnet, indem man von 50 ul das errechnete Volumen an

Bibliotheken-Pool abzog.
Ein Beispiel mit der im vorigen Beispiel ausgerechneten Molaritat:

50 ul x 2 nmol
xul =—————
nmol

20 =7

Nun wurde der gemischte Pool auf 1 nmol verdinnt, indem weitere 50 ul RSB zugefugt
wurden. Fur die Denaturierung wurden von dieser Verdinnung 5 ul in ein neues Rohrchen
Uberfihrt und 5 yl 0,1N NaOH hinzugegeben. Der Mix wurde gevortext und funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Stoppen der Denaturierung wurden nach der Inkubation 5 pl
RSB hinzu pipettiert. AnschlieRend wurde die Lésung durch die Zugabe von 985 pl
Hybridisierungspuffer (HT1, lllumina) auf 5 pmol diluiert und gevortext. Um auf die endgultige
Ladekonzentration von 1,3 pmol zu kommen, wurden 130 pl der eben hergestellten
Verdinnung mit 370 yl HT1 vermischt. AnschlieRend wurde die MiniSeq-Plattform (lllumina)
mit einer Mid Output-Flie3zelle und einer Waschkartusche beladen (lllumina), der
Bibliotheken-Pool auf die FlieRzelle transferiert und das Sequenzierungsprogramm gestartet.
Nach einem 17-stiindigen Sequenzierungslauf wurden die systemintern nach Indices-
getrennte Rohsequenzdaten auf die Geneious Prime-Software-Plattform (Biomatters,
Auckland, Neuseeland) geladen. Nach Qualitatsfilterung und Trimmung der Illumina-Reads
wurden diese mithilfe der systemintegrierten SPAdes-Software assembliert und dabei

sogenannte Contigs (Satze aus sich Uberlappenden DNA-Stiicken) generiert.

3.7. Kerngenom-Multilokus-Sequenztypisierung
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Die SeqSphere+ Software (Ridom GmbH, Deutschland) wurde verwendet, um ein cgMLST-
Schema fir M. cynos zu entwickeln. Dafir wurde das veroffentlichte Referenzgenom von M.
cynos C142 (NC_019949) und sechs Abfragegenome, die aus den im Rahmen dieser Arbeit
generierten Genomen nach Herkunft ausgewahlt wurden (200H20 — Harn/Wolf 2020,
329S20 — Samen/Hund 2020, 2651B08 — BALF/Hund 2008, 2716V11 — Vagina/Hund 2011,
3176L22 — Lunge/Hund 2022, 3300S21 — Samen/Hund 2021), auf die Ridom SeqSphere-
Plattform geladen. AnschlieRend wurden mit dem Target-Definer-Tool cgMLST-taugliche
Zielgene im Referenzgenom unter Einsatz von Standardfiltern ausgewahlt. Danach wurden
die ermittelten Zielgene des Referenzgenoms paarweise mit den sechs Abfragegenomen
verglichen. Davon wurden aber nur jene Gene in das cgMLST-Schema aufgenommen, die
eine Sequenzidentitdt von >90 % und eine Uberlappung von 100 % aufweisen konnten.
Nachdem das Typisierungsschema entwickelt wurde, wurden alle 55 generierten M. cynos-
Genome und das Referenzgenom von M. cynos C142 mit der neuetablierten cgMLST
analysiert und individuelle Allel-Profile erstellt. AbschlieRend wurde ein Neighbour-Joining-

Stammbaum zur Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse konstruiert.
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4. Ergebnisse
4.1. Phanotypische Charakterisierung mittels MALDI-ToF Massenspektrometrie

Mithilfe der MALDI-ToF Massenspektrometrie konnten alle 55 untersuchten Stamme als M.

cynos identifiziert werden.

Von den generierten Spektren wurde, basierend auf Distanzwerten, ein Dendrogramm
erstellt, um mdgliche Verwandtschaftsgrade zwischen den Isolaten feststellen zu kdnnen. Im
Dendrogramm kann man zwar vier Cluster erkennen, diese scheinen aber keiner bestimmten

Systematik zu folgen.
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Abbildung 1: Auf Distanzwerten (x-Achse) basierendes Dendrogramm der mittels MALDI-

ToF Massenspektrometrie generierten Spektren der untersuchten M. cynos-Stamme (n=xx)

4.2. Phylogenetische Analyse mittels Kerngenom-Multilokus-Sequenztypisierung

Bei der Neuetablierung des cgMLST-Verfahrens konnten insgesamt 493 Zielgene (63 % der
780 kodierenden Sequenzen des Referenzgenoms) als cgMLST-tauglich ermittelt und in das
endgultige cgMLST-Schema aufgenommen werden. Im phylogenetischen Stammbaum, der

auf Grundlage der ermittelten Allel-Profile generiert wurde, konnten keine grofReren
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Gruppierungen festgestellt werden. Die Genome zeigten insgesamt eine hohe Diversitat und
nur einzelne Stdmme erwiesen sich als naher verwandt. So wiesen die Isolate 200H20 und
607H20, welche beide aus Wolfen stammten, eine nahe Verwandtschaft auf. Als klonal
verwandt zeigten sich die Isolate 3012S21 und 3300S21, die vom selben Tier vor und nach
einer Enrofloxacin-Therapie stammten. Darlber hinaus gruppierten sich die Stdamme 471520
und 329520, die von zwei Beagles der Veterindrmedizinischen Universitat Wien isoliert
werden konnten, und die Isolate 3648S20 und 3647V20, die aus dem Samen eines Riden
und aus der Vagina der zuvor von diesem Ruden gedeckten Hindin stammten. Eine maRig
nahere Verwandtschaft war auch zwischen dem Isolat 2651B08 und dem Referenzstamm
C142 (NC_019949) erkennbar. AuRerdem wiesen die Isolate 283B13 und 2039B15, die von
zwei in einem Haushalt lebenden Hunden in einem Abstand von zwei Jahren isoliert werden

konnten, eine nahe Verwandtschaft auf.
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Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der mittels cgMLST untersuchten M. cynos-

Stamme (n=xx)
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5. Diskussion

Mycoplasma cynos ist die veterinarmedizinisch relevanteste Art der bei Hunden auftretenden
Mykoplasmen. Bis heute gilt der Erreger als haufiger Besiedler der caninen oberen
Atemwege und als bedeutsamer Mitverursacher der Caninen Infektidsen Tracheobronchitis
(1). Nichtsdestotrotz konnte M. cynos im Rahmen diagnostischer Untersuchungen am Institut
fur Mikrobiologie in den letzten Jahren kaum im caninen Respirationstrakt, dafur aber umso
haufiger im caninen Urogenitaltrakt nachgewiesen werden. Ob es sich dabei um zwei
unterschiedliche Erregerpopulationen handelt, die aufgrund ihrer Eigenschaften bevorzugt
die Atemwege oder den Urogenitaltrakt besiedeln, war bisher unbekannt. Ziel dieser
Diplomarbeit war es daher, ausgewahlte M. cynos-Isolate aus dem Respirations- und
Urogenitaltrakt des Hundes phano- und genotypisch zu charakterisieren und durch

Vergleichsanalysen die Verwandtschaftsverhaltnisse der untersuchten Stamme darzulegen.

Zur phanotypischen Charakterisierung kam die MALDI-ToF MS zum Einsatz, die sich in einer
frlheren Studie als ausgezeichnete Methode zur Identifizierung von Mykoplasmen-Isolaten
herausgestellt hat (23). Dabei werden Massen-Fingerprints von hauptsachlich ribosomalen
Proteinen erzeugt, die durch Vergleich mit Referenzspektren fir die Artdiagnose
herangezogen werden. In einigen weiteren Studien diente die MALDI-ToF MS aber auch als
Methode zur Differenzierung von Mykoplasmen-Isolaten innerhalb einer Mykoplasmenart. So
konnten M. bovis-Isolate mithilfe der MALDI-ToF MS in Subtypen abhangig von ihrem
Isolierungsjahr eingeteilt (30) und M. agalactiae-Stamme nach ihrer geografischen Herkunft
gruppiert werden (31). Im Gegensatz dazu konnten die hier untersuchten M. cynos-Stamme
mittels MALDI-ToF MS zwar in vier Cluster unterteilt werden, die Gruppierungen scheinen
allerdings keiner Systematik zu folgen. So weisen die Isolate innerhalb der Gruppen bis auf
die hohere Ubereinstimmung der generierten Massenspekiren keine weiteren
Gemeinsamkeiten wie Isolierungsjahr, Isolierungszeitraum, Probenart oder Organsystem
auf. Daneben gliedern sich teilweise auch Isolate, die sich in der cgMLST als klonal verwandt
darstellten (z.B. 200H20 und 607H20 oder 3012S21 und 3300S21) in unterschiedliche
Gruppen ein. Auf den ersten Blick erscheint daher die MALDI-ToF MS als Methode zur
phanotypischen Verwandtschaftsanalyse von M. cynos-Isolaten als véllig ungeeignet. Naher
betrachtet kdnnte die Fehlleistung der MALDI-ToF MS aber auch auf eine mangelhafte
Standardisierung der Kulturprobengewinnung im Rahmen der Arbeit zurtickzufihren sein.
Frihere Studien weisen darauf hin, dass qualitativ hochwertige MALDI-ToF-Massenspektren

nur von Mykoplasmenkulturen in der mittleren bis spaten exponentiellen Wachstumsphase
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erzeugt werden kénnen (23, 32, 33). Da M. cynos-Stamme eine hohe wachstumskinetische
Variabilitat aufweisen, erscheint es fiur MALDI-ToF-basierte Verwandtschaftsanalysen als
unerlasslich, den geeigneten Zeitpunkt der Kulturprobengewinnung durch Darstellung von

stammspezifischen Wachstumskurven zu bestimmen.

Mithilfe der neuetablierten cgMLST konnten hingegen sehr wohl nahe phylogenetische
Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen epidemiologisch zusammenhangenden M. cynos-
Isolaten ermittelt werden. So wiesen M. cynos-Stdmme von Hunden bzw. Wélfen, die in
engem Kontakt miteinander standen (z.B. zwei Wdlfe eines Rudels, zwei Beagles der
Vetmeduni, zwei Hunde eines Haushalts, Ride und gedeckte Hilndin), einen hohen
phylogenetischen Verwandtschaftsgrad auf. Ahnliche Resultate zeigte auch eine
Typisierungsstudie aus dem Jahr 2009, in der M. cynos-Isolate aus sechs Hunden mittels
PFGE und RAPD analysiert wurden. Auch damals konnte ein hoher Verwandtschaftsgrad
zwischen M. cynos-Stammen aus Hunden, die sich im selben Zwinger aufgehalten haben,

festgestellt werden (29).

Insgesamt weisen die Ergebnisse der cgMLST eindeutig darauf hin, dass einzelne M. cynos-
Stamme durch engen Kontakt Ubertragen werden und sich so in Tiergruppen ausbreiten
kénnen. Im Gegensatz dazu zeichneten sich in der cgMLST-Analyse epidemiologisch nicht
zusammenhangende M. cynos-Stamme durch eine hohe Diversitat mit weitreichender
Alleldistanz aus. Dies erscheint nicht ungewdhnlich, da in friheren cgMLST-Studien bereits
ahnlich heterogene Erregerpopulationen bei anderen Mykoplasmenarten, wie M.
gallisepticum, M. synoviae und M. hyorhinis festgestellt wurden (34-36). Im vorliegenden
cgMLST-Stammbaum war keine organsystemspezifische Gruppierung der untersuchten M.
cynos-Stamme erkennbar. Dies lasst vermuten, dass die fur einen mdoglicherweise
bestehenden Gewebetropismus von M. cynos-Subpopulationen verantwortlichen Gene nicht
im Kerngenom, sondern im akzessorischen Genom verankert sind. Diese Hypothese lielRe
sich zukulnftig durch Entwicklung und Einsatz eines geeigneten Pangenom-MLST-Schemas
verifizieren. Nichtdestotrotz eignet sich die im Rahmen dieser Arbeit neuentwickelte cgMLST
hervorragend fur epidemiologische Untersuchungen von M. cynos-Infektionen und fur die
Aufklarung komplexer epidemiologischer Fragestellungen wie die Darstellung von

Ubertragungswegen und Infektionsquellen.
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7. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1: Auf Distanzwerten (x-Achse) basierendes Dendrogramm der mittels MALDI-

ToF Massenspektrometrie generierten Spektren der untersuchten M. cynos-Stamme (n=xx)

Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der mittels cgMLST untersuchten M. cynos-

STAMME (NTXX) 1 27

Tabelle 1: Canine Mykoplasmen, ihre primaren Besiedelungshabitate und assoziierte

g =1 ] (0 L Vo = o 11

Tabelle 2: Stammnummer, Laboruntersuchungsnummer (Diagnostik), Isolierungsjahr und

Habitat der untersuchten M. cynos-Isolate ..............oi v, 16
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