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1. Einleitung

Antibiotika sind Arzneimittel, die das Wachstum von bakteriellen Krankheitserregern
hemmen oder diese abtoten. Sie sind daher ein gangiges Mittel zur Behandlung
bakterieller Infektionskrankheiten in der Human- und Veterinarmedizin (PENG et al.
2014). Wenn Antibiotika zur Therapie bakterieller Infektionen eingesetzt werden, fuhrt
die Exposition jedoch zu einem Selektionsdruck bei den Bakterien. Dieser
Selektionsdruck kann zu einer Entstehung oder Verbreitung von antimikrobiellen
Resistenzen (AMR) fithren (DAVIES und DAVIES 2010; CANTON und MOROSINI
2011; DAFALE et al. 2020; VELAZQUEZ-MEZA et al. 2022). Indem zuvor gegen den
Erreger effektive Antibiotika ihre Wirksamkeit verlieren (BENGTSSON und GREKO
2014; VENTOLA 2015), ist neben einer eingeschrankten Wirkstoffwahl auch mit
erhohten Behandlungskosten zu rechnen. Ein Ubermafiger oder unndtiger Einsatz von
Antibiotika in der Human- und Veterinarmedizin ist daher kritisch zu betrachten
(DACHE et al. 2021; VELAZQUEZ-MEZA et al. 2022; CANESCHI et al. 2023).
Beachtenswert ist, dass resistente Erreger uber viele unterschiedliche Wege (z.B.
Mensch-Mensch, Tier-Mensch, Landwirtschaft-Umwelt) verbreitet werden konnen. In
Krankenhausern konnen resistente Erreger durch Patientenkontakt mit anderen
Patienten oder medizinisches Personal Ubertragen werden (ZHOU et al. 2021; DING
et al. 2023). Enger Kontakt mit antibiotisch behandelten Tieren kann dazu fuhren, dass
sich Personen (z.B. Landwirte und Tierarzte) mit resistenten Krankheitserregern (z.B.
ESBL/AmpC-produzierende Escherichia coli) infizieren oder mit diesen besiedelt
werden (HUIJBERS et al. 2015; VELAZQUEZ-MEZA et al. 2022). Eine weitere
Infektionsquelle fur den Menschen sind Lebensmittel tierischen Ursprungs, die mit
resistenten Krankheitserreger kontaminiert sind (VERRAES et al. 2013; FOUNOU et
al. 2016; BERMAN et al. 2023). Neben einer Gefahrdung des Tierwohls durch
ausbleibende Therapieerfolge konnen resistente Erreger in der Nutztierhaltung zu
wirtschaftlichen Verlusten durch eine Produktionseinschrankung bei
lebensmittelliefernden Tieren (z.B. Geflugel, Rinder, Schweine) und deren Produkten
(z.B. Eier, Fleisch, Milch) fuhren (BENGTSSON und GREKO 2014). Bekannte
Ubertragungsquellen von resistenten Bakterien sind tierische Exkremente, die
landwirtschaftliche Boden verunreinigen und ins Grundwasser gelangen (HAUBE et
al. 2014, DAHM et al. 2015). Aber auch Abwassersysteme von
lebensmittelproduzierenden Betrieben, Staube oder die Ableitung von Abluft haben
sich als mogliche Vektoren fur resistente Keime (z.B. Methicillin-resistente
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Staphylococcus aureus, MRSA) erwiesen (FRIESE et al. 2013; EFSA PANEL ON
BIOLOGICAL HAZARDS 2022; IBEKWE et al. 2023).

Da immer weniger neue Antibiotika auf den Markt kommen (WHO 2020), ist ein
verantwortungsvoller Umgang mit den derzeit verfugbaren Wirkstoffen eine absolute
Notwendigkeit. Dies erfordert in erster Linie eine Reduzierung des Wirkstoffeinsatzes
(DART 2020). Wenn eine Antibiotikabehandlung unvermeidlich ist, gilt es, den
Wirkstoff gezielt einzusetzen. Eines der wichtigsten Instrumente dafur ist die
Bestimmung des Empfindlichkeitsstatus von  Krankheitserregern  mittels
standardisierter Methoden zur antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung (AST) (SILLEY
etal. 2011; SILLEY 2012; VAN BELKUM et al. 2019). Die AST ermdglicht bei korrekter
Durchfihrung und Auswertung die Auswahl des am besten geeigneten Antibiotikums
im Falle einer klinisch manifestierten Infektionskrankheit (GAJIC et al. 2022). Das
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) veroffentlicht international
anerkannte Standards zur AST, die Diagnostiklaboren klare Prufvorschriften zu den
Methoden und deren Umsetzung geben. Diese Prufvorschriften tragen dazu bei, die
Qualitat (Auswertung, Fehlerbehandlung, Interpretation, Reproduzierbarkeit) von
Antibiogrammen zu sichern. Bedenklich ist jedoch, dass fur viele
veterinarmedizinische Infektionserreger noch keine anerkannten Standardverfahren
vorliegen (SCHWARZ et al. 2010a). Diagnostiklabore greifen daher haufig auf
unterschiedliche Methoden und Testparameter zur AST dieser Erreger zurtck. Dabei
ist zu bedenken, dass die Verwendung nicht standardisierter Methoden
moglicherweise keine validen Ergebnisse liefert (BUTAYE et al. 1998; EGERVARN et
al. 2007; LOOSE et al. 2020). Die Folge davon kann die Auswahl eines ungeeigneten
Antibiotikums sein (KAHLMETER et al. 2003). Beispielsweise ist bekannt, dass die
Inokulumdichte des zu testenden Bakterienisolats, die Inkubationsbedingungen oder
die Zusammensetzung des Mediums die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK-
Werte) beeinflussen (BUTAYE et al. 1998; FUCHS et al. 2001; LI et al. 2017; LOOSE
et al. 2020).

Far die veterinarpathogenen Erreger Avibacterium gallinarum (Av. gallinarum),
Avibacterium paragallinarum (Av. paragallinarum), Bordetella avium (B. avium),
Mycoplasmopsis bovis (M. bovis) und Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum)
liegen derzeit noch keine anerkannten Standardmethoden zur AST vor. Das Ziel dieser
Arbeit war es deshalb, fur diese in der Geflugel- oder Rinder-Primarproduktion
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bedeutsamen Erreger geeignete AST-Methoden im Bouillon-Mikrodilutionsverfahren
zu erarbeiten, die zur Etablierung standardisierter Empfindlichkeitstests beitragen.

2. Literaturubersicht

2.1 Antimikrobielle in-vitro-Empfindlichkeitstestung

Die Geschichte der antimikrobiellen Empfindlichkeitsprafung reicht bis in das 19.
Jahrhundert zurlck. Bereits 1889 untersuchte Martinus Willem Beijerinck (*1851,
11931) den Effekt von Auxinen auf das Bakterienwachstum und fuhrte eine
auxanographische Methode durch, die die Grundlage fur die heutige Agardiffusion
bildet (BEIJERINCK 1989; WHEAT 2001; ANWAR et al. 2022). Er versetzte
Filterpapierstreifen mit verschiedenen Auxinen und legte sie dann auf die Oberflache
von beimpften Agarplatten. Nach der Bebrutung bewertete er die Position und
Intensitat des Bakterienwachstums in den Diffusionsbereichen, sodass er den
Nahrstoffbedarf des Bakteriums beurteilen konnte. Im Jahr 1928 entdeckte Alexander
Fleming (*1881, 11955), dass ein mit Penicillium kontaminierter Nahrboden das
Wachstum von Staphylokokken inhibiert (WHEAT 2001; TAN und TATSUMURA
2015). Kurze Zeit spater, im Jahr 1929, veroffentlichte Fleming seine ersten
Erkenntnisse zur Empfindlichkeitstestung im flissigen Nahrmedium (FLEMING 1929).
In den Folgejahren wurden weitere Studien veroffentlicht, die Methoden zur in-vitro-
Empfindlichkeitsprifung neu- oder weiterentwickelten. Eine Erkenntnis der
Wissenschaft war, dass die Ergebnisse dieser Verfahren durch verschiedene
Faktoren, wie dem Medium oder den Inkubationsbedingungen, beeinflussbar sind
(WHEAT 2001; DOREY und LEES 2017; LI et al. 2017). Im Jahr 1961 wies die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) auf die Relevanz der Standardisierung von
Empfindlichkeitstests hin (WHO 1961), um valide Ergebnisse als Entscheidungshilfe
fur die antimikrobielle Therapie bakterieller Infektionskrankheiten zu ermdglichen.
Seither wurden verschiedene internationale und nationale Organisationen und
Netzwerke wie das CLSI oder das European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) gegrundet, die unter anderem darauf abzielen, praktikable
Prufvorschriften zur AST zu verdffentlichen. Geeignete Standardmethoden zur AST
von Infektionserregern sind in den letzten Jahrzehnten in den Mittelpunkt globaler
Vorhaben geruckt, da zunehmend Uber den Nachweis resistenter Erreger berichtet
wurde (VENTOLA 2015; WHO 2021).
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2.1.1 Methoden zur antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung

In Abhangigkeit von der zu prufenden Bakterienart, der Anzahl der zu testenden Isolate
und den zu prufenden Wirkstoffen sind unterschiedliche Verfahren der bakteriellen
Empfindlichkeitsprufung anwendbar.

2.1.1.1 Diffusionsverfahren

2.1.1.1.1 Agardiffusionstest

Eine einfache und schnelle Anfertigung eines Antibiogramms kann mittels
Agardiffusionverfahren erfolgen, wodurch qualitative Testergebnisse erzielt werden.
Hierbei wird eine frisch bebritete Bakteriensuspension auf ein festes Nahrmedium
(Agar) flachig ausplattiert (SELBITZ 2023a). Nach Belegen des Nahrbodens mit
Antibiotika-bestlckten Filterpapieren (Testplattchen) mit definierter Konzentration
diffundieren die Wirkstoffe aus dem Filterpapier in den Agar. Nach einer definierten
Inkubationszeit erfolgt die Feststellung und Messung eines Hemmhofdurchmessers
(mm), der im Falle einer Wachstumshemmung radial um das Plattchen auftritt. Die
Bewertung der Resultate erfolgt anhand der Hemmhof-DurchmessergroRe. Diese
variiert unter anderem je nach der Spezies der zu testenden Bakterien und des
Wirkstoffs. Obwohl das Agardiffusionsverfahren kostenglnstig ist, hat es fur die
Routinediagnostik den Nachteil, dass die Ergebnisse nicht immer vollstandig
reproduzierbar sind (DANKMEIER et al. 2003; KOLBERT und SHAH 2005).

2.1.1.2 Dilutionsverfahren (Reihenverdinnungstests)

Im Rahmen des Dilutionsverfahrens werden in einem flissigen (Bouillondilution) oder
festen (Agardilution) Nahrmedium geometrisch ansteigende oder abfallende
Verdunnungsreihen hergestellt. Durch Beimpfen jeder Verdunnungsstufe mit einem
normierten Inokulum an Bakterien kdnnen nach einer definierten Inkubationszeit
qualitative Ergebnisse in Form von MHK-Werten abgelesen werden. Diese MHK-
Werte stellen die geringsten Wirkstoffkonzentrationen dar, bei welcher ein sichtbares
Bakterienwachstum des getesteten Erregers in der bebruteten Bouillon oder auf dem
bebruteten Agar verhindert wird (CLSI 2013).

2.1.1.2.1 Bouillondilutionstests
Eine der ersten Methoden der Bouillonverdinnung war die Bouillon-Makrodilution

(Rohrchenverdunnungstest) (ERICSSON und SHERRIS 1971). Bei diesem Test
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werden zweifache Verdinnungen (z.B. 0,25, 0,5, 1, 2, 4 ug/ml) eines Antibiotikums in
einem flissigen Nahrmedium hergestellt und mit aufsteigender Konzentration auf
verschiedene Reagenzrohrchen verteilt (RELLER et al. 2009). Diese
Reagenzrohrchen werden mit einem standardisierten bakteriellen Inokulum beimpft
und anschlieBend bebrutet. Nach der Inkubationszeit werden die Rohrchen auf
sichtbares Bakterienwachstum untersucht, das durch eine Tribung angezeigt wird. Die
Konzentration des ersten Rohrchens ohne sichtbare Trubung entspricht dem MHK-
Wert. Aufgrund der aufwendigen Herstellung der Verdlinnungsschritte der
Wirkstoffkonzentrationen in den Reagenzrohrchen wird dieser Test nur noch selten in
der Routine angewendet. Mit der Einfuhrung schnellerer Methoden wurde die Bouillon-
Makrodilution in der Routine weitgehend durch diese ersetzt (SCHUMACHER et al.
2018). Zu den schneller durchfihrbaren Methoden gehort die Bouillon-Mikrodilution,
bei der die zweifachen Verdunnungen der Antibiotika in 96-Well-Mikrotiterplatten
hergestellt werden. Anschliel3end erfolgt die Inokulation mit einer standardisierten
Bakteriensuspension und die Bebrutung der Mikrotiterplatten. Nach der
Inkubationszeit wird sichtbares Wachstum in Form von Tribungen oder
Knopfbildungen in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte beobachtet. Ein Testergebnis
mit B. avium ist in Abbildung 1 dargestellt. Vorteile dieser Methode bestehen darin,
dass die gleichzeitige Prufung mehrerer Antibiotika und Konzentrationen maoglich ist
und vorgefertigte Mikrotiterplatten-Layouts fur bestimmte Anwendungen (z.B. fur
Groftiere, Kleintiere oder Mastitiserreger) kommerziell erhaltlich sind (SELBITZ
2023a). Zudem weist die Bouillon-Mikrodilutionsmethode eine hohe intra- und
interlaboratorische Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auf (WALLMANN et al. 2005;
RELLER et al. 2009). Aus diesen Grunden und weil der Einsatz photometrischer und
EDV-gestutzter Methoden eine weitestgehend automatisierte Empfindlichkeitstestung
ermoglicht, gilt das Bouillon-Mikrodilutionsverfahren derzeit als Goldstandard
(WALLMANN et al. 2006; LALLEMAND et al. 2016). Der Nachteil ist die
vergleichsweise geringere Flexibilitat der Wirkstoffauswahl bei vorgefertigten
Mikrotiterplatten-Layouts und die hohen Anschaffungskosten (etwa zehn bis 22 Dollar,
etwa neun bis 19 Euro) dieser Layouts (RELLER et al. 2009; SELBITZ 2023a).
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Abbildung 1
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Abbildung 1: Ergebnis einer Bouillon-Mikrodilutionstestung von B. avium unter

Verwendung von nicht supplementierter CAMHB und einer Inkubation fir 20 h bei 35
+ 2 °C. Wachstum stellt sich als Knépfchen in den Vertiefungen dar; Rot umrandete
Vertiefungen visualisieren die MHK-Werte; Blau umrandete Vertiefungen visualisieren
Wachstumskontrollen.

2.1.1.2.2 Agardilutionstests

Ein komplexes und weniger haufig verwendetes Dilutionsverfahren zur bakteriellen
Empfindlichkeitstestung ist die Agardilution, bei der die Verdiinnungsreihen in einem
festen Nahrboden angelegt werden. Hierzu werden bereits in der Herstellungsphase
des Agars antimikrobielle Wirkstoffe in bekannten und seriellen Konzentrationen
zugesetzt (SELBITZ 2023a). AnschlieRend werden die zu untersuchenden Isolate auf
dem Agar (sub)kultiviert und ihre antimikrobielle Sensitivitat ermittelt. Dieses Verfahren
eignet sich besonders fir die AST von Anaerobiern, da diese im Vergleich zu Aerobiern
schwierige Kultivierungsbedingungen erfordern (CLSI 2018a; CLSI 2018b).

2.1.1.3 Epsilometertest (E-Test)

Der E-Test kombiniert die Agardiffusions- mit der Reihenverdinnungsmethode
(SELBITZ 2023a). Anstelle eines Testplattchens wird ein mit einem bestimmten
Antibiotikum impragnierter Papierstreifen auf die mit dem zu testenden Erreger
inokulierte Agaroberflache gelegt. Die Konzentration des Antibiotikums nimmt vom
Anfang bis zum Ende des Streifens exponentiell ab. Nach einer definierten
Inkubationszeit wird das Ergebnis abgelesen, und dabei entspricht die MHK derjenigen
Konzentration, bei der sich die Hemmhof-Ellipse mit dem Teststreifen schneidet. Von

Nachteil ist, dass der E-Test anders als die Bouillon-Mikrodilution keine automatisierte
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AST ermoglicht (SELBITZ 2023a). Wahrend der E-Test im Vergleich zum Agar-
Diffusionstest lange Zeit als aufwendiger galt (SELBITZ 2023a), wurden in jungerer
Zeit neue E-Test-Methoden (z.B. fur Enterobacterales, Helicobacter pylori)
veroffentlicht, die eine einfache Handhabung und reproduzierbare Ergebnisse
ermoglichen sollen (MIFTAHUSSURUR et al. 2020; GOER et al. 2022).

2.1.2 Fehlerquellen bei der Erstellung von Antibiogrammen

Verschiedene Organisationen (z.B. CLSI, EUCAST) veroffentlichen internationale
oder nationale Prufvorschriften fur die AST bakterieller Erreger. Diese geben Auskunft
daruber, wie und unter welchen Bedingungen der Empfindlichkeitstest durchgefuhrt
werden muss. Standards fuhren klare Anforderungen (z.B. an das zu verwendende
Material und Bewertungskriterien) auf, wahrend Richtlinien optional anwendbare
Vorgehensweisen definieren (CLSI 2013). Abhangig von der zu testenden Bakterienart
kbnnen  sich  die  Methoden hinsichtlich  des  Nahrmediums,  der
Inkubationsbedingungen (Atmosphare, Temperatur, Inkubationszeit) und des
einzuimpfenden Inokulums unterscheiden. So sieht das CLSI zum Beispiel die
Verwendung der Kationen-adjustierten Mueller-Hinton-Bouillon (CAMHB) fur die
standardisierte Bouillon-Mikrodilutionstestung von Bordetella bronchiseptica vor,
wahrend fur Histophilus somni das Mueller-Hinton fastidious broth medium with yeast
extract (MHF-Y) vorgeschrieben ist (CLSI 2023). Fiur standardisierte Bouillon-
Mikrodilutionstests von Enterobacterales spezifiziert das CLSI eine Inkubation von 16
bis 20 h bei 35 + 2 °C in Umgebungsluft (CLSI 2023). Im Gegensatz dazu sind fur
standardisierte AST von anspruchsvollen Erregern wie H. somni langere
Inkubationszeiten (z.B. 20 bis 24 h) in einer 5-prozentigen CO2-Atmosphare
erforderlich (CLSI 2023). Neben diesen spezifischen Testparametern gibt es eine
Reihe weiterer Faktoren, die bei falscher Handhabung eine Fehlerquelle darstellen
konnen. Zu beachten sind zum Beispiel die Lagerungshinweise der verwendeten
Produkte, etwa des zu testenden Wirkstoffs (CLSI 2024). AufRerdem sollten die zu
prufenden Bakterienisolate nicht zu haufig subkultiviert und bei der Testung von
Colistin nur Mikrotiterplatten aus unbehandeltem Polystyrol verwendet werden (CLSI
2024).

Eine wichtige Voraussetzung fur das Erfassen von Fehlern bei der AST ist die
Implementierung eines internen Qualitatskontrollsystems (engl.: quality control
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system, QC) (SCHUG et al. 2022). Zu diesem Zweck werden entsprechend den
Prufvorschriften parallele Tests von Qualitatskontrollstammen (QC-Stamme)
durchgefuhrt. Weichen die Ergebnisse der QC-Stamme von den akzeptierten QC-
Bereichen ab, liegen Hinweise auf Fehler in der Durchfuhrung der AST vor. Aktuell
sind in CLSI- und EUCAST-Dokumenten feste QC-Bereiche fur verschiedene QC-
Stamme (z.B. E. coli ATCC® 25922, S. aureus ATCC® 29213, S. aureus ATCC®
25923) festgelegt (EUCAST 2021; SCHUG et al. 2022; CLSI 2023). Weicht die
Umsetzung der AST von den Angaben der Referenzmethode ab oder wird nicht auf
die Vermeidung von Fehlern geachtet, ist anzunehmen, dass die Testergebnisse
beeinflusst werden und kein Vergleich der gesammelten Empfindlichkeitsdaten
zwischen verschiedenen Laboratorien maglich ist. Werden keine
KorrekturmalRnahmen ergriffen, durfte sich dies auch auf die klinische Bewertung der
Ergebnisse auswirken, was wiederum die Empfehlung fur den Arzneimitteleinsatz
beeinflussen kann (KAHLMETER et al. 2003).

2.1.3 Prufvorschriften antimikrobieller in-vitro-Empfindlichkeitstests

2.1.3.1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

Das bis 2000 als ,National Committee for Clinical Laboratory Standards® (NCCLS)
benannte CLSI veroffentlicht seit 1968 internationale Prufvorschriften zur AST human-
und veterinarpathogener Erreger (EINSTEIN und LEWIS Il 2020). Diese sind von
grolRer Bedeutung, um valide und vergleichbare Empfindlichkeitsdaten fur relevante
Erreger zu erhalten und einer Resistenzselektion vorzubeugen (CLSI 2013). Die
gemeinnutzige und multidisziplinare Organisation setzt sich aus verschiedenen
internationalen Mitgliedern zusammen, darunter Mitgliedsorganisationen und
Wissenschaftler sowie Freiwillige aus Industrie und Gesundheitswesen. Das CLSI
bildet verschiedene Ausschusse, die Dokumente zu einer bestimmten Disziplin
erarbeiten. Dazu gehort das ,Antimicrobial Susceptibility Testing (AST)
Subcommittee®, das sich mit der Erarbeitung von Dokumenten zu verschiedenen
Aspekten der AST befasst. In einigen dieser Dokumente finden sich klare
Anweisungen zum Material, zur Durchfihrung der Methodik, zu geeigneten QC-
Stammen sowie zu Referenzwerten fur die einzusetzenden QC-Stamme. Das CLSI
gibt auch klinische Grenzwerte fur die Auswertung der AST an, wobei diese auf
bestimmte Erreger-Wirkstoff-Kombinationen beschrankt und teilweise an Indikation,
Organsystem oder Tierart gekoppelt sind. Derzeit gibt es insgesamt acht
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veterinarmedizinische CLSI-Dokumente fur die Prufung von Bakterien von Tieren:
VETO1, VETO01S, VETO02, VET03, VETO3 Supplement VET04, VET05, VETO06, und
VETO9. Fur die Testung von Bakterien von Tieren gilt das CLSI-Supplement VET01S
(CLSI 2020; CLSI 2023), das unter anderem Prufvorschriften fur schnell wachsende
Organismen wie Enterobacterales (z.B. E. coli) umfasst. Fur die AST von selten
isolierten oder anspruchsvollen Bakterien (z.B. Bacillus spp., Brachyspira
hyodysenteriae, Campylobacter jejuni/coli) aus Tieren wurde das CLSI-Supplement
VETO0G6 veroffentlicht (CLSI 2017). Obwohl das CLSI-Dokument M43-A Bestimmungen
fur die AST humanpathogener Mycoplasma spp. (Mycoplasma (M.) hominis,
Mycoplasma pneumoniae) enthalt, fehlen derzeit entsprechende Dokumente fur die
Testung veterinarpathogener Mykoplasmen.

2.1.3.2 EUCAST und VetCAST

Das im Jahr 1997 von der Europaischen Gesellschaft fur klinische Mikrobiologie und
Infektionskrankheiten (European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, ESCMID) gegrindete EUCAST hat zum Ziel, AST-Methoden fur
humanpathogene Erreger innerhalb der EU zu harmonisieren (GISKE et al. 2022;
KAHLMETER et al. 2006). Ein weiteres Hauptziel des EUCAST besteht darin, in
Europa gemeinsam mit der Europaischen Arzneimittel-Agentur (European Medicine
Agency, EMA) klinische Grenzwerte fur neue humanmedizinische Wirkstoffe zu
erarbeiten. Das Netzwerk ist in einen Lenkungsausschuss und Prasidialausschuss,
sowie mehrere Unterausschusse und nationale AST-Ausschusse geordnet. Neben
europaischen Staaten wenden auch einige andere Lander wie Australien EUCAST-
Dokumente an (EUCAST 2021). Da das EUCAST in seinen Arbeiten keine Erreger
tierischer Herkunft bericksichtigt, grindete die ESCMID-Studiengruppe fur
Veterinarmikrobiologie im Jahr 2015 das Subkomitee ,Veterinary Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing® (VetCAST) (EUCAST 2021). Dieses befasst sich
ausschlieRlich mit der AST von bakteriellen Krankheitserregern tierischen Ursprungs
sowie zoonotischen Erregern (TOUTAIN et al. 2017). VetCAST untersteht den
Strukturen des EUCAST und bestrebt innerhalb der EU die Vereinheitlichung von AST-
Methoden und Festlegung von Grenzwerten fur Erreger tierischen Ursprungs. Dazu
arbeitet es eng mit europaischen Strukturen wie der EMA, dem Europaischem Zentrum
fur die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten (European Center for Disease
Prevention and Control, ECDC) wund der Europaischen Behdorde fur
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Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA) zusammen (EUCAST
2021). Wahrend einige EUCAST- und CLSI-Methoden identisch sind (MATUSCHEK
et al. 2014), konnen sich andere in Bezug auf ihre Testparameter unterscheiden
(CUSACK et al. 2019). Nachdem EUCAST die vom CLSI akzeptierten QC-Stamme
und ihre QC-Bereiche ausgiebig auf ihre Eignung zur Qualitatskontrolle gepruft hat,
hat es einige von ihnen tGbernommen (MATUSCHEK et al. 2014).

2.1.3.3 Nationale Prufvorschriften

Neben international tatigen Organisationen (z.B. CLSI) erlassen einige Organisationen
Prufvorschriften zur AST von Bakterien, die auf nationaler Ebene gelten. Beispiele sind
das “Deutsche Institut fur Normung e.V.” (DIN) in Deutschland, das “Comité de
I'antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie” (CA-SFM) in Frankreich,
die “British Society for Antimicrobial Chemotherapy” (BSAC) in GroRbritannien, die
“Commissie Richtlijnen Gevoeligheids-bepalingen” (CRG-Richtlinien) der Niederlande,
die “Norwegian Working Group on Antibiotics” (NWGA) in Norwegen oder die “Swedish
Reference Group for Antibiotics” (SRGA) in Schweden (KAHLMETER 2014).
Allerdings konnen sich die nationalen Dokumente hinsichtlich der empfohlenen
Grenzwerte unterscheiden (KAHLMETER 2014; SCHWARZ et al. 2010a und 2010b).
So liegt beispielsweise der Grenzwert fur Gentamicin-resistente E. coli in
Grol3britannien nach BSAC bei 1 pg/ml, wahrend er nach der franzdsischen
Prufvorschrift 8 pg/ml betragt (KAHLMETER 2014). Auch im Hinblick auf die
empfohlenen AST-Methoden und Testparameter weichen die Angaben auf nationaler
Ebene teilweise voneinander ab (SILLEY 2012). Daraus lasst sich ableiten, dass der
Vergleich von Empfindlichkeitsdaten zwischen verschiedenen Landern unter
Verwendung nationaler Prufvorschriften im Gegensatz zur Verwendung international

gultiger Prufvorschriften weniger geeignet ist.

2.1.4 Qualitatssicherung und Interpretation von MHK-Werten

Die Qualitatssicherung bei MHK-Bestimmungen durch Festsetzung von
Bewertungskriterien ist eine zentrale Voraussetzung fur die valide Interpretation von
antimikrobiellen Empfindlichkeitsdaten.

21.4.1 Qualitatskontrollstamme (QC-Stamme)

Bei der Durchfuhrung eines Antibiogramms konnen viele Fehler auftreten, die einen
enormen Einfluss auf die MHK-Werte und damit gegebenenfalls auf die Wahl des
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Wirkstoffes zur Therapie haben (CLSI 2018a). Zur Vermeidung dieses Problems
nehmen QC-Stamme eine wichtige Funktion im Rahmen der Qualitatskontrolle (engl.:
quality control, QC) der Testungen ein. Fur QC-Stamme liegen in den entsprechenden
Standards definierte Testbedingungen und QC-Bereiche vor (CLSI 2020). Unter
anderem dient der Stamm E. coli ATCC® 25922 als QC-Stamm fiir viele CLSI-
zugelassene Standardmethoden (CLSI 2020). Indem QC-Stamme parallel zum
Bakterienkollektiv entsprechend der vorgegebenen Richtlinien getestet werden, geben
sie einen Hinweis auf die korrekte Durchfuhrung der Testungen. Sind fur eine Methode
noch keine validierten QC-Stamme verfugbar oder werden keine QC-Stamme
mitgefuhrt, sind die Ergebnisse als unsicher einzustufen (SCHWARZ et al. 2010a;
CLSI 2018a). Weichen die Ergebnisse eines etablierten QC-Stammes bei einer MHK-
Bestimmung von seinen im Standard definierten QC-Bereichen ab, sind Fehler in der
Durchfuhrung der Testungen oder Kontaminationen der verwendeten Medien
auszuschlief3en (KING und BROWN 2001).

2.1.4.2 Validierung einer Testmethode gegen eine Referenzmethode

Fuhren Unterschiede zwischen den Ergebnissen einer Referenzmethode und der zu
prifenden Methode zu einer interpretativen oder kategorischen Anderung der
Ergebnisse, sind drei Arten von Fehlern zu unterscheiden: geringfugige Fehler (minor
errors, mEs), schwerwiegende Fehler (major errors, MEs) und sehr schwerwiegende
Fehler (very major errors, VMEs) (HUMPHRIES et al. 2018). Ein Beispiel ist die
Validierung einer neuen Bouillon-Mikrodilutionsmethode gegenuber einer bereits
national oder international anerkannten Referenzmethode. Wenn ein Isolat nach der
Referenzmethode gemal seiner MHK als intermediar, nach der neuen Bouillon-
Mikrodilutionsmethode aber als empfindlich oder resistent eingestuft wurde, liegt ein
mE vor. Ein ME besteht, wenn ein Isolat nach den Ergebnissen der neuen Methode
als empfindlich eingestuft wird, die MHK infolge der Referenzmethode jedoch eine
resistente Einstufung vorsieht. Der grofdte Fehler liegt bei einem VME vor, wenn ein
Isolat infolge der Ergebnisse der Referenzmethode als empfindlich eingestuft wurde,
wahrend dasselbe Isolat auf der Grundlage der Ergebnisse der neuen Methode als
resistent gilt. Zu beachten ist allerdings, dass eine solche Uberpriifung der mit einer
neuen Methode erzielten Ergebnisse nur moglich ist, wenn fur den Erreger bereits ein
Referenzverfahren bzw. eine anerkannte Prufvorschrift vorliegt. Dieses ist aber fur
einige bakterielle Erreger nicht der Fall.
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2.1.4.3 Interpretationskriterien zur Bewertung der antimikrobiellen Empfindlichkeit
Zur Bewertung von Ergebnissen antimikrobieller Empfindlichkeitsprufungen sind
spezifische Interpretationskriterien notwendig.

21.4.4 Klinische Grenzwerte

Klinische Grenzwerte (engl.: breakpoints) ermdglichen die Einstufung eines
Bakterienisolats als klinisch ,empfindlich®, klinisch intermediar® oder klinisch
Jresistent (CLSI 2020), was bei der Auswahl des am besten geeigneten Antibiotikums
hilfreich ist. Ist ein Bakterienisolat gegenuber einem antimikrobiellen Wirkstoff als
resistent eingestuft, ist davon auszugehen, dass bei Anwendung dieses Wirkstoffs kein
Therapieerfolg zu erzielen sein wird (SILLEY 2012; CLSI 2020). Der Therapieerfolg
eines Wirkstoffes bei einem als intermediar eingestuften Bakterienisolats gilt als
unsicher, weshalb bei Verfugbarkeit ein besser geeigneter Wirkstoff angewendet
werden sollte. Dagegen gilt der therapeutische Erfolg als sicher, wenn das
Bakterienisolat als sensibel gegentber dem verwendeten Wirkstoff eingestuft wurde
(CLSI 2020). Da die Entwicklung spezies- und wirkstoffspezifischer Grenzwerte auf
komplexen Datensatzen (z.B. MHK-Verteilung grof3er Populationen klinischer Isolate)
und Eigenschaften  des  Wirkstoffes  (z.B. pharmakokinetische  und
pharmakodynamische Parameter) basiert und sehr kosten- und zeitaufwendig ist,
stehen derzeit noch nicht fur jede Erreger-Wirkstoff-Organsystem-Kombination
klinische Grenzwerte zur Verfugung (ARBEITSKREIS ANTIBIOTIKARESISTENZ;
WALLMANN et al. 2015).

21.4.5 Epidemiologische Cut-Off-Werte (ECOFFs)

Ein epidemiologischer Cut-Off-Wert (ECOFF) fungiert als Abgrenzung zwischen MHK-
Werten einer ,Wildtyp“-Population (keine antimikrobielle Resistenz, niedrige MHK-
Werte) und ,Nicht-Wildtyp“-Population (erworbene antimikrobielle Resistenz, erhohte
MHK-Werte) (WALLMANN et al. 2014; WALLMANN et al. 2015). Dabei umfassen
erworbene Resistenzen etwa das spontane Auftreten resistenzvermittelnder
Mutationen (Veranderungen des Erbgutes) oder den Erwerb antimikrobieller
Resistenzgene. ECOFFs beruhen auf den Empfindlichkeitsdaten von Isolaten
unterschiedlicher Herkunft (Region, Isolationszeitpunkt) und bertcksichtigen keine
Faktoren zur Beurteilung der In-vivo-Wirksamkeit (z.B. Wirkstoffverteilung oder
Anreicherung im Zielgewebe). Im Gegensatz zu klinischen Grenzwerten geben
ECOFFs daher keinen direkten Hinweis auf die klinische Eignung eines Antibiotikums,
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sondern eher auf die Resistenzentwicklung innerhalb einer untersuchten bakteriellen
Population (SILLEY et al. 2011; WALLMANN et al. 2014).

2146 MHKso- und MHKgo-Werte

Zur Beurteilung der Empfindlichkeit eines Testkollektivs mit einer definierten
Isolatanzahl ,n“ kdnnen die MHKso- und MHKgo-Werte kalkuliert werden. Der MHKso-
Wert definiert die Wirkstoffkonzentration, bei welcher 50 % der untersuchten Isolate
einer Bakterienpopulation sichtbar im Wachstum gehemmt sind (SCHWARZ et al.
2010a). Er entspricht dem mittleren MHK-Wert (Modalwert). Die MHKso entspricht bei
einer geraden Isolatanzahl dem MHK-Wert an Position n x 0,5 (SCHWARZ et al.
2010b). Bei einer ungeraden Isolatanzahl ist die MHKso die Konzentration (n + 1) x
0,5. Der MHKgo-Wert definiert hingegen die Wirkstoffkonzentration, bei der 90 % der
untersuchten Isolate einer Bakterienpopulation sichtbar gehemmt sind (SCHWARZ et
al. 2010a). Die MHKgo ist demnach bei gerader Isolatanzahl die Konzentration n x 0,9
(SCHWARZ et al. 2010b). Bei einer ungeraden Anzahl von Isolaten entspricht die
MHKgo der Konzentration des nachsthoheren Wertes. Liegen die MHKso- und MHKgo-
Werte mehrere Verdlinnungsstufen auseinander, konnte dies ein Hinweis fur eine
stattgefundene Resistenzentwicklung innerhalb der Population sein. Allerdings ist zu
beachten, dass die Signifikanz dieser Werte mit der steigenden Zahl der Isolate
zunimmt. Diese Parameter sind daher nicht flr die Interpretation Kkleiner
Testpopulationen geeignet (SCHWARZ et al. 2010b).

2.2  Antimikrobielle Therapie

Antibiotika sind ein wichtiger Bestandteil im Kampf gegen bakterielle
Krankheitserreger, die die Gesundheit von Mensch und Tier gefahrden. Grundsatzlich
sollte zu Beginn einer antimikrobiellen Therapie eine eindeutige Indikation vorliegen,
die die Verabreichung von antimikrobiellen Wirkstoffen an das zu behandelnde Tier
notwendig erscheinen lasst (BURCHARD et al. 2008; LEEKHA et al. 2011; BTK 2015).
Dabei werden unter anderem der klinische Gesundheitszustand des Tieres, die
zeitliche Notwendigkeit der Therapie (z.B. als lebensrettende Mallnahme im Falle
eines schweren Krankheitsverlaufes), die zu erwartende Erfolgsquote der
Antibiotikabehandlung und, falls vorhanden, nationale Leitlinien fur den sorgfaltigen
Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen (z.B. Leitlinien fur den sorgfaltigen Umgang

mit antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln der Bundestierarztekammer e.V.)
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berucksichtigt (BURCHARD et al. 2008; BTK 2015). In Deutschland gilt seit 2018 eine
partielle Antibiogrammpflicht gemaR der Anderung der Verordnung Uber tierarztliche
Hausapotheken (TAHAV 2018). Nach §12c gilt eine Antibiogrammpflicht
(insbesondere fur Nutztiere) unter anderem dann, wenn eine Therapie mit
Cephalosporinen der dritten oder vierten Generation oder Fluorchinolonen erfolgen
soll. Da jedoch in vielen Fallen der verursachende Infektionserreger zu Beginn der
antimikrobiellen Therapie noch nicht feststeht, wird oft zunachst ein Wirkstoff
eingesetzt, dessen Wirksamkeit aufgrund einer empirisch begriindeten Annahme tber
den Erreger, seine Antibiotikaempfindlichkeit und die aktuelle Resistenzsituation
beurteilt wird (BURCHARD et al. 2008). Sobald die Ergebnisse der
Speziesidentifizierung des ursachlichen bakteriellen Erregers und der antimikrobiellen
Empfindlichkeitsprifung vorliegen, sollte die Therapie sofort und mdglichst mit einem
gezielten engen Wirkungsspektrum angepasst werden (BTK 2015).

2.2.1 Antimikrobielle Wirkstoffklassen

Seit der industriellen Herstellung von Penicillin Ende der 1940er Jahre wurden
verschiedene Antibiotika entdeckt und zur antimikrobiellen Therapie von
Infektionskrankheiten weiterentwickelt (BURCHARD et al. 2008; ADEDEJI 2016). Zu
den in der Gefluigel- und Rinderindustrie am haufigsten verwendeten
Antibiotikaklassen gehdren Aminoglykoside, B-Lactame, Makrolide, Sulfonamide,
Tetrazykline und Chinolone (MARSHALL und LEVY 2011; PALMA et al. 2020).

2.21.1 Einteilung antimikrobieller Wirkstoffe nach Wirkmechanismus und
Zielstruktur

Antibiotika konnen nach ihrem Wirkmechanismus und ihrer Zielstruktur klassifiziert

werden. Die fur die Veterinarmedizin wichtigsten und in dieser Arbeit bertcksichtigten

Wirkstoffklassen sowie ihre Zielstruktur sind in Tabelle 1 zusammengefasst

(BURCHARD et al. 2008; SELBITZ 2023a; HUTCHINGS et al. 2019).
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Tabelle 1: Ubersicht relevanter Antibiotikawirkstoffklassen unter Angabe von

Beispielen und der Zielstruktur

Wirkstoffklasse Beispiele fur Zielstruktur (Wirkmechanismus)
Wirkstoffe

Aminoglykoside Gentamicin, ribosomale 30S-Untereinheit (Inhibition
Neomycin, der ribosomalen Proteinsynthese)
Streptomycin

B-Laktame Carbapeneme, Zellwand (Inhibition der Peptidoglykan-
Cephalosporine, Synthese)
Penicilline

Chinolone Fluorchinolone Gyrase-DNS-Komplex (Inhibition der

(Ciprofloxacin,
Enrofloxacin,
Marbofloxacin),

Nalidixinsaure

Diaminopyrimidine Trimethoprim
Glykopeptide Vancomycin
Lincosamide Lincomycin
Makrolide Erythromycin,
Tilmicosin,
Tulathromycin
Polymyxine Colistin
Sulfonamide Sulfamethoxazol

Tetrazykline Doxyzyklin,
Oxytetrazyklin,

Tetrazyklin

DNS-Spiralisierung, -Replikation und -

Transkription)

Inhibition der Folsauresynthese
D-Ala-D-Ala-Enden des Lipids Il
(Inhibition der Zellwandsynthese)
ribosomale 50S-Untereinheit (Inhibition
der ribosomalen Proteinsynthese)
ribosomale 50S-Untereinheit (Inhibition

der ribosomalen Proteinsynthese)

Zellmembran (Zerstérung der
Zellmembran)

Inhibition der Folsauresynthese
ribosomale 30S-Untereinheit (Inhibition

der ribosomalen Proteinsynthese)
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2.21.2 Einteilung antimikrobieller = Wirkstoffe = nach  Wirksamkeit und
Wirkungsspektrum

Neben ihrem Wirkmechanismus und ihrer Zielstruktur lassen sich Antibiotika auch
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und dem Wirkungsspektrum einteilen. Die Wirksamkeit
von Antibiotika kann in bakterizide und bakteriostatische Antibiotika unterteilt werden
(BERNATOVA et al. 2013; GIGUERE et al. 2013; SELBITZ 2023a). Bakterizide
Wirkstoffe hemmen das bakterielle Wachstum und bewirken das Absterben der Zelle
(SELBITZ 2023a). Primare (Synonym: absolute) bakterizide Antibiotika sind solche,
die sowohl ruhende als auch proliferierende Bakterienzellen abtoten (SELBITZ 2023a).
Sekundare (Synonym: degenerative) bakterizide Wirkstoffe wie [(-Laktame sind
solche, die nur proliferierende Bakterienzellen abtoten (SELBITZ 2023a). Beispiele fur
bakterizide Wirkstoffklassen sind Aminoglykoside, Fluorchinolone und Polymyxine
(BURCHARD et al. 2008; BERNATOVA et al. 2013; GIGUERE et al. 2013; SELBITZ
2023a). Zu den bakteriostatischen Antibiotika gehoren solche, die die Bakterienzelle
nicht abtoten, sondern lediglich eine reversible Wachstumshemmung bewirken
(BERNATOVA et al. 2013; SELBITZ 2023a). Zu den bakteriostatischen
Wirkstoffklassen zahlen unter anderem Makrolide, Sulfonamide und Tetrazykline
(BURCHARD et al. 2008; BERNATOVA et al. 2013; GIGUERE et al. 2013; SELBITZ
2023a). Das Wirkungsspektrum von Antibiotika wird nach einem breiten und einem
engen Wirkungsspektrum unterschieden (SELBITZ 2023a). Wirkstoffe mit breitem
Wirkungsspektrum  (Breitbandantibiotika oder Breitspektrumantibiotika) (z.B.
Fluorchinolone, Makrolide, Tetrazykline) sind gegen viele verschiedene Erreger
wirksam und werden in der Regel eingesetzt, wenn eine Antibiotikatherapie angezeigt
ist, der kausale Erreger aber noch nicht identifiziert werden konnte (SELBITZ 2023a).
Im Gegensatz zu Breitspektrumantibiotika wirken Wirkstoffe mit engem
Wirkungsspektrum (Schmalspektrumantibiotika) nur gegen bestimmte Bakterien und
nicht gegen die gesamte Mikrobiota des zu behandelnden Tieres. Ist der kausale
Erreger identifiziert, ist daher eine sofortige Umstellung der Therapie durch den
gezielten Einsatz eines Wirkstoffs mit engem Wirkungsspektrum angezeigt, um einer
Resistenzselektion entgegenzuwirken (BTK 2015; MELANDER et al. 2018). Ein
Beispiel fur ein Antibiotikum mit engem Wirkungsspektrum ist Penicillin G aus der
Gruppe der Benzylpeniciline, das nur gegen Gram-positive Bakterien wirkt
(BURCHARD et al. 2008; SELBITZ 2023a).
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2.3 Antimikrobielle Resistenzen (AMR)

Antimikrobielle  Wirkstoffe haben unterschiedliche Angriffsstellen in  den
Bakterienzellen. Zu den Hauptangriffsstellen der Wirkstoffe zahlen die bakterielle
Zellwandsynthese und Zellwand, der bakterielle Folsaurestoffwechsel, die DNS-
Replikation und DNS-abhangige RNS-Polymerase sowie die Proteinsynthese
(KAPOOR et al. 2017). Viele Bakterien sind jedoch in der Lage, eine
Widerstandsfahigkeit gegen antimikrobielle Wirkstoffe zu entwickeln. Die gangigsten
Hauptgruppen der unterschiedlichen Resistenzmechanismen sind die eingeschrankte
Wirkstoffaufnahme oder der aktive Efflux des Wirkstoffs, die Veranderung der
Angriffsstelle und die Inaktivierung des Wirkstoffs (REYGAERT 2018).

2.3.1 Intrinsische Resistenz

Intrinsische Resistenz bei Bakterien ist eine Eigenschaft, die bei allen Bakterien
derselben Art vorhanden ist. Bei Bakterien kann die intrinsische Resistenz
beispielsweise auf eine besondere Beschaffenheit der Zellwand zurickzufihren sein,
die zu einer verringerten Membranpermeabilitat der aulReren Membran fuhrt oder auf
der Expression von Effluxpumpen basiert (REYGAERT 2018). Allerdings kann
intrinsische Resistenz auch induziert werden, etwa durch die Aufregulation von
Multidrug-Efflux-Pumpen (FAJARDO et al. 2008; COX und WRIGHT 2013). In diesem
Fall kommen die verursachenden Gene naturlicherweise vor, werden aber erst nach
Exposition gegenuber dem antimikrobiellen Wirkstoff exprimiert (REYGAERT 2018).
Die Struktur von Bakterien kann ihnen auch eine intrinsische Resistenz verleihen. So
verfugen beispielsweise Mykoplasmen Uber keine Zellwand, weshalb Antibiotika, die
die Zellwand angreifen (z.B. 3-Lactam-Antibiotika), gegen Mykoplasmen nicht wirksam
sind (BEBEAR et al. 2011).

2.3.2 Extrinsische Resistenz und horizontaler Gentransfer

Extrinsische Resistenzen entstehen durch Veranderungen des Genoms. Sie kdnnen
entweder erworben werden (z.B. Mutationen bestimmter Gene infolge von Selektion)
oder durch die Ubertragung von Resistenzgenen entstehen (horizontaler Gentransfer).
Letzteres geschieht meist Uber die drei Wege: Konjugation, Transduktion oder
Transformation. Die Konjugation erfolgt durch eine F-pilusvermittelte Ubertragung von
konjugativen (oder mobilisierbaren) Plasmiden oder Transposons von einem
Spenderbakterium auf das Empfangerbakterium (TENOVER 2001; VIROLLE et al.
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2020). Dieser Weg kann als Mittel zur schnellen Anpassung dienen, da uber ihn
verschiedene metabolische Eigenschaften Ubertragen werden konnen. Neben AMR-
Genen kdnnen auch Gene fur die Biofilmbildung, Resistenz gegen Schwermetalle oder
Virulenzgene (iber diesen Weg iibertragen werden (DAVISON 1999; CABEZON et al.
2015; GRAF et al. 2019; VIROLLE et al. 2020). Eine durch Bakteriophagen vermittelte
Ubertragung von DNS-Fragmenten wird als Transduktion bezeichnet (CHIANG et al.
2019). Bakteriophagen sind Bakterienzellen infizierende Viren (CLOKIE et al. 2011).
Da bei der Transduktion mit der Phagen-Erbinformation auch AMR-Gene
mitibertragen werden konnen, kann das infizierte Bakterium auf diesem Wege
entsprechende Resistenzgene erhalten (CHEN et al. 2022). Im Rahmen der
Transformation erfolgt eine bakterielle Aufnahme freier DNS aus der Umwelt
(BURMEISTER 2015; BORODOVICH et al. 2022). Dies setzt ein Stadium der
naturlichen Kompetenz der Empfangerbakterien voraus, ermoglicht aber auch die

Aufnahme von Resistenzgenen.

2.4 Identifizierung des Resistenzgenotyps

Die Bestimmung des Resistenzgenotyps tragt dazu Dbei, spezifische
Resistenzmechanismen in Bakterien zu identifizieren (ZANKARI et al. 2012). Zur
Identifizierung des Resistenzgenotyps eignen sich verschiedenste Methoden. Im
Folgenden sind drei gangige Methoden naher beschrieben: die PCR-Methode, die
Mikroarray-Technologie und Ganzgenomsequenzierung (WGS, whole genome
sequencing; next generation sequencing, NGS).

2.41 Die PCR-Methode

Die traditionelle PCR-Methode basiert auf einer exponentiellen Amplifikation von Ziel-
DNS-Sequenzen unter Verwendung von Vorwarts- und Ruckwartsprimern und mittels
einer DNS-Polymerase. Entscheidend dafur ist, dass die DNS-Sequenz des Zielgens
bekannt sein muss (FLUIT et al. 2001; ANJUM et al. 2017; GALHANO et al. 2021).
Vorteile der herkdmmlichen PCR sind die kostengunstige Durchfuhrung und die
Moglichkeit, grolere DNS-Fragmente mit einer hohen Sensitivitat nachzuweisen
(ANJUM et al. 2017; GALHANO et al. 2021). Nachteilig ist, dass in der Regel mit der
herkdbmmlichen PCR keine Punktmutationen innerhalb der Zielgene nachgewiesen
werden konnen (ANJUM et al. 2017). Im Gegensatz zu herkdbmmlichen PCR-
Methoden erfordert die schnelle Echtzeit-PCR (Real-Time-PCR, gPCR) keine
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Agarosegele und fuhrt zu einer schnelleren Detektion (ANJUM et al. 2017). Von Vorteil
ist auch, dass die RT-PCR einzelne Punktmutationen im Zielgen nachweisen kann,
sofern sequenzspezifische DNS-Sonden verwendet werden, die speziell auf den
Mutationsbereich ausgerichtet sind oder eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt
wird (ANJUM et al. 2017). Ein Nachteil wiederum ist, dass die qPCR entgegen der
herkdbmmlichen PCR nur DNS-Fragmente einer begrenzten GroRe (bis zu 150 bp)
nachweisen kann und kostenintensiver ist (ANJUM et al. 2017; GALHANO et al. 2021).
Mit der Multiplex-PCR (konventionelle oder gPCR) konnen mehrere Ziel-DNS-
Fragmente simultan amplifiziert werden, sodass mit nur einem PCR-Assay mehrere
Resistenzgene (z.B. ESBL-Resistenzgene wie blaoxa, blasnv oder blatewm,) gleichzeitig
bestimmt werden konnen (STROMMENGER et al. 2003; ANJUM et al. 2017,
RAJIVGANDHI et al. 2018; GALHANO et al. 2021). Aufgrund der einfachen
Anwendung von PCR-Methoden werden diese routinemaldig in mikrobiologischen
Laboratorien fur den schnellen Nachweis von Resistenzgenen in klinischen Isolaten
sowie fur epidemiologische Resistenzstudien von Isolaten eingesetzt (KEHRENBERG
et al. 2001; KEHRENBERG et al. 2006; BOCKELMANN et al. 2009; SEEDY et al.
2017; PENG et al. 2021).

2.4.2 Die Mikroarray-Technik

Bei der Mikroarray-Technik werden sogenannte Mikroarrays (auch Chips genannt)
genutzt, deren Oberflache mit bekannten und unterschiedlichen fluoreszenz-
markierten Fragmenten einzelstrangiger DNS oder RNS beschichtet sind (TREVINO
et al. 2007; BUMGARNER 2014). In vielen Fallen tragen solche Mikroarrays alle
exprimierten Gene eines Organismus (REINARD 2010). Auf den Array wird dann eine
DNA- oder RNA-Probe aufgebracht, die mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff
markiert ist. Ist eine komplementare Nukleinsauresequenz vorhanden, kommt es zu
einer Hybridisierung und die Probe bindet an das fluoreszenz-markierte
Tragermaterial, sodass eine Farbmischung entsteht (CARTER et al. 2008; REINARD
2010; GOVINDARAJAN et al. 2012). Von Vorteil ist, dass mit der Mikroarray-Methode
das Genom mehrerer hundert lIsolate vergleichend untersucht werden kann
(CASSONE et al. 2006; ANJUM et al. 2017; GALHANO et al. 2021). Im Vergleich zu
PCR-Methoden sind Mikroarray-Assays allerdings in der Regel teurer und
zeitaufwandiger (ROHDE et al. 2017; GALHANO et al. 2021). Daruber hinaus sind die
Ergebnisse dadurch begrenzt, dass die zu untersuchenden Genomregionen bekannt
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sein mussen, sodass die Mikroarray-Methode in den letzten Jahren weitgehend durch
WGS-Analysen ersetzt wurden (GALHANO et al. 2021).

2.4.3 Ganzgenomsequenzanalysen (WGS)

Im Rahmen von WGS-Analysen werden die Nukleotidsequenzen der zu
untersuchenden Proben maoglichst umfassend bestimmt und anschlielend analysiert
(z.B. mit bekannten DNS-Sequenzen verglichen). Zur Generierung von WGS-Daten
kommen spezielle Sequenzierungsplattformen (z.B. lllumina, Oxford Nanopore oder
lon Torrent) zum Einsatz, die im Gegensatz zur enzymatischen Sanger-
Sequenzierungstechnik groRere Datenmengen erzeugen (VEENEMANS et al. 2014;
ANJUM et al. 2017; GALHANO et al. 2021). Durch die Verwendung von
Softwareprogrammen (z.B. AMRFinderPlus, ResFinder) lassen sich Resistenzgene
in den sequenzierten Bereichen auffinden (CLAUSEN et al. 2016; GALHANO et al.
2021). Ein groRer Vorteil von WGS-Analysen ist daher die Fahigkeit, mehr oder
weniger automatisiert viele verschiedene Resistenzgene gleichzeitig nachzuweisen
und zwischen verschiedenen Genvarianten zu differenzieren (RAMANATHAN et al.
2017; GALHANO et al. 2021). WGS-Analysen waren viele Jahre lang sehr
kostenintensiv, was einen routinemalligen Einsatz in mikrobiologischen Laboratorien
nicht zulie3. Allerdings hat sich das Kosten-Nutzen-Verhaltnis in den letzten Jahren
deutlich verbessert und es stehen inzwischen verschiedene benutzerfreundliche
Softwareprogramme fur die Auswertung von WGS-Daten zur Verfugung, so dass
WGS-Analysen zunehmend auch von kleineren Laboren fur den Nachweis von
Resistenzgenen genutzt werden konnen (GALHANO et al. 2021; PIETSCH et al.
2022).

2.5 Bordetella avium

2.5.1 Taxonomie, Epidemiologie und Symptomatik bei Infektionen

Die Gram-negative Bakterienspezies Bordetella avium gilt bei Puten als Haupterreger
des Putenschnupfens [aviare Bordetellose, engl.: turkey coryza oder B. avium
rhinotracheitis (BART)] (REGISTER und JACKWOOD 2020). Die Ubertragung von B.
avium erfolgt Uberwiegend per Tropfchen- und Schmierinfektion (SIMMONS und
GRAY 1979), wobei die primaren Angriffsziele die zilientragenden Epithelzellen der
oberen respiratorischen Wege sind (ARP und CHEVILLE 1984; REGISTER und
JACKWOOD 2020). Nach einer Inkubationszeit von sieben bis zehn Tagen treten bei
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erkrankten Putenkiken im Alter von zwei bis sechs Wochen Konjunktivitiden,
Tracheobronchitiden und auch Pneumonien auf (HINZ et al. 1978; SIMMONS und
GRAY 1979; PANIGRAHY et al. 1981; KNAB et al. 2018), was sich durch Dyspnoe,
Husten und Nasenausfluss auflert (KNAB et al. 2018; REGISTER und JACKWOOD
2020). Altere Puten erkranken an einem trockenen Husten (KELLY et al. 1986).
Infektionen wurden auch bei wildlebenden Puten und anderen Vogelarten wie Enten,
Gansen und Huhnern beschrieben (RAFFEL et al. 2002; ODUGBO et al. 2006).

2.5.2 Bedeutung von B. avium-Infektionen bei Gefligel und Menschen

Derzeit ist B. avium einer der wichtigsten geflugelpathogenen Erreger in Putenzucht-
und Putenmastbestadnden (CLARK und FROEBEL 2020; EHSAN et al. 2020). Obwohl
die Mortalitat gering ist, kdnnen Putenbestdnde angesichts der extrem hohen
Morbiditat von etwa 80 — 100 % innerhalb weniger Wochen durchseuchen (SAIF et al.
1980; REGISTER und JACKWOOD 2020). Zudem konnen bereits in frihen
Mastperioden Sekundarinfektionen mit E. coli auftreten, die die Mortalitat auf bis Uber
40 % erhohen (SAIF et al. 1980; BOYCOTT et al. 1984). Im Zuge dessen kann es zu
massiven EinbulRen bei der Futterverwertung und Mastleistung kommen, was hohe
okonomische Verluste impliziert (REGISTER und JACKWOOQOD 2020). Erst seit Beginn
des 21. Jahrhunderts ist bekannt, dass B. avium einen opportunistischen
Krankheitserreger fur Menschen darstellt und bei diesen zu respiratorischen
Symptomen fuhren kann (SPILKER et al. 2008; HARRINGTON et al. 2009).

2.5.3 In-vitro-Kultivierung von B. avium

Zur Anzucht von B. avium auf festen Nahrmedien empfehlen die Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) und die Culture Collection of
Gothenburg (CCUG) Columbia-Blut-Agar oder Trypton-Soja-Agar (TSA). Zur
Flussigkultur eignen sich Trypton-Soja-Bouillon (TBS) oder Hirn-Herz-Infusions-
Bouillon (BHI). Ein optimales Wachstum wird bei einer Inkubation bei 35 bis 37 °C fur
24 h unter aeroben Verhaltnissen erreicht. Der Erreger erscheint auf festen Nahrboden
meist als kleine (0,2 - 1 mm im Durchmesser) und transparente Kolonien
(KERSTERTS et al. 1984; REGISTER und JACKWOOD 2020). Zusatzlich werden ein
rauer Kolonietyp mit trockener Oberflache und gezacktem Rand sowie ein rund-
konvexer Kolonietyp mit schleimiger Oberflache beschrieben (JACKWOOD et al.
1991). Zur  Speziesidentifizierung sind  biochemische  Parameter und
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speziesspezifische PCR-Assays verfugbar (TURKYILMAZ et al. 2009; REGISTER und
JACKWOOD 2020).

2.6 Avibacterium paragallinarum und Avibacterium gallinarum

2.6.1 Taxonomie, Epidemiologie und Symptomatik von Avibacterium spp.-Infektionen
Av. paragallinarum (ehemals Haemophilus paragallinarum) und Av. gallinarum
(ehemals Pasteurella gallinarum) bilden seit 2005 gemeinsam mit Av. avium (ehemals
P. avium) und Av. volantium (ehemals P. volantium), sowie seit 2007 mit Av.
endocarditidis die Gattung Avibacterium (BLACKALL et al. 2005; BISGAARD et al.
2007). BLACKALL et al. (2005) fanden hohe Sequenzahnlichkeiten (bis zu 98,1 %)
zwischen  verschiedenen  Avibacterium  spp., was eine zuverlassige
Speziesdifferenzierung anhand von 16S rRNS-Gen-Sequenzanalysen erschwert.
Zwar konnen Dbiochemische Tests einen diagnostischen Hinweis zur
Speziesbestatigung von Av. gallinarum oder Av. paragallinarum liefern, bieten aber
alleine nur unverlassliche Ergebnisse (EWERS und WIELER 2015).

Als Primarerreger der Coryza contagiosa gallinarum (infectious coryza, IC;
ansteckender Huhnerschnupfen) fuhren Infektionen mit Av. paragallinarum bei
Huhnern aller Altersklassen zu akuten respiratorischen Symptomen der oberen
Atemwege (z.B. Konjunktivitis, mukoider oder seroser Nasenausfluss) (CLOTHIER et
al. 2019; ARMOUR 2020). Ein chronischer Krankheitsverlauf wird durch
Sekundarinfektionen (z.B. mit M. gallisepticum) begunstigt und fuhrt als Teil des
Komplexes der chronischen respiratorischen Erkrankungen (chronic respiratory
disease, CRD) z.B. zu entziindlichen Odemen im Bereich des Infraorbitalsinus
(,Eulenkopf‘) (EWERS und WIELER 2015).

Opportunistische Infektionen mit Av. gallinarum wurden vor allem bei Huhnern
beschrieben (CHRISTENSEN et al. 2002). Der Erreger wurde jedoch auch von einem
afrikanischen Perlhuhn, einer deutschen Pute, gesunden Enten und Gansen isoliert
(MUSHIN et al. 1977; MOHAN et al. 2000; MUHAIRWA et al. 2001; BISGAARD et al.
2005). Krankheitsausbriche mit Av. gallinarum sind selten und in der Regel mit
anderen Faktoren (z.B. Sekundarinfektionen mit gefligelpathogenen Mykoplasmen)
verbunden (BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020). Bei Geflugel gehen klinische
Av. gallinarum-Infektionen mit respiratorischen Symptomen wie Husten und Niesen,
sowie periorbitalen Schwellungen und Keratokonjunktivitis einher (BLACKALL und
SORIANO-VARGAS 2020).
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2.6.2 Bedeutung von Avibacterium spp.-Infektionen bei Gefligel und Menschen
Beim Geflugel gehen durch Av. paragallinarum ausgeloste Krankheitsausbriche mit
einer geringen Mortalitat und hohen Morbiditat einher, wobei eine Korrelation zwischen
der Sterblichkeitsrate und dem Alter der betroffenen Huhner besteht (BLACKALL und
SORIANO-VARGAS 2020). Bei einem kalifornischen Av. paragallinarum-Ausbruch bei
alteren Legehennen wurde eine erhohte Mortalitat von 48 % und ein Ruckgang der
Legeleistung von 75 % auf 15,7 % ermittelt (BLAND et al. 2002). Hohe wirtschaftliche
Verluste in der Geflugelindustrie entstehen durch Av. paragallinarum nicht nur
aufgrund schlechter Lege- und Wachstumsleistungen, sondern auch infolge teurer
Bekampfungsmalinahmen wie Vakzinierungsprogrammen (BLACKALL und
SORIANO-VARGAS 2020). Fur Menschen ist Av. paragallinarum apathogen. Obwohl
Av. gallinarum keine schweren wirtschaftlichen Verluste in der Geflugelindustrie
verursacht, kann der Erreger mit anderen Geflugelpathogenen (z.B. E. coli,
Mycoplasmopsis synoviae) zu einer erhOhten Sterblichkeit bei Geflugel fuhren
(BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020). Diese betragt bei Hihnern bis zu 34 %
(DROUAL et al. 1992), bei Puten bis zu 26 % (BISGAARD et al. 2005). Drei
Fallberichte aus der Humanmedizin Uber Patienten mit akuter Endokarditis,
Gastroenteritis oder neonataler Meningitis wurden mit Av. gallinarum assoziiert (AL
FADEL SALEH et al. 1995; ARASHIMA et al. 1999; AHMED et al. 2002). Ob Av.
gallinarum tatsachlich auch humanpathogen ist, wurde wegen einer mdglichen
Fehlidentifikation des Erregers bisher nicht ausreichend bestatigt (FREDERIKSEN und
TONNING 2001).

2.6.3 In-vitro-Kultivierung von Av. gallinarum und Av. paragallinarum

Av. paragallinarum ist den hamophilen Mitgliedern der Avibacterium spp. zuzuordnen.
Einige Av. paragallinarum-Isolate sind auf den Zusatz von
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD, reduzierte Form NADH, V-Faktor) angewiesen
(FALCONI-AGAPITO et al. 2015; BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020). Unter
Zusatz weiterer Medienkomponenten wie hitzeinaktiviertem Huhnerserum oder 1 - 1,5
% NaCl wurde eine Wachstumsforderung beobachtet (PAGE 1962; RIMLER et al.
1977; JEONG et al. 2017; BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020). Zur Anzucht
von Av. paragallinarum auf festen Nahrmedien eignet sich Kochblutagar

(Schokoladenagar) oder die Nutzung des sogenannten Ammenphanomens. Hierzu
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erfolgt die Kultivierung des Erregers in der Hamolysezone NAD-produzierender
Staphylococcus spp. (DSMZ). Nach einer Inkubation Uber 24 — 48 h bei 37 °C in einer
Atmosphare mit 5 % CO:2 erscheinen in der Regel ca. 0,3 mm grol3e, teils irisierende
Kolonien mit tautropfenahnlichem Aussehen (HINZ 1976; RIMLER 1979; BLACKALL
und SORIANO-VARGAS 2020). Anders als Av. paragallinarum ist die Spezies Av.
gallinarum nicht hamophil und bendtigt keine komplexen Medienzusatze (BLACKALL
und SORIANO-VARGAS 2020). Wahrend sich zur Anzucht in der Flussigkultur BHI
oder TSB Bouillon eignen, kann eine Anzucht auf festen Nahrmedien mittels
Blutagarplatten erfolgen (BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020; CARTER 1984;
DSMZ). Dazu eignet sich eine Inkubation Uber 24 h bei 37 °C in einer Atmosphare mit
5—-10 % CO2 (DSMZ). Die bis zu 1,5 mm grof3en sowie glattglanzenden Kolonien
bilden typischerweise ein graugelbes Pigment (BLACKALL et al. 2005; BLACKALL und
SORIANO-VARGAS 2020).

2.7 Mycoplasmopsis bovis und Mycoplasmoides gallisepticum

2.7.1 Taxonomie und Eigenschaften von Mycoplasma spp.

Mykoplasmen gehoren zu der zellwandfreien Klasse der Mollicutes (lat. mollis =
,weich®, cutis = ,Haut®) (SELBITZ 2023b; BENEDETTI et al. 2020), die sich in die
folgenden funf Ordnungen aufteilt: Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales,
Haloplasmatales, Mycoplasmatales und Mycoplasmoidales (FREUNDT 1955;
FREUNDT et al. 1984; ROBINSON und FREUNDT 1987; ANTUNES et al. 2008;
GUPTA et al. 2019). Mycoplasmatales werden durch Mycoplasmataceae und
Spiroplasmataceae gebildet (FREUNDT 1955; SKRIPAL 1983), wobei Mykoplasmen
den Mycoplasmataceae zuzuordnen sind. Basierend auf den Ergebnissen von
Genomsequenzanalysen wurde in den vergangenen Jahren eine Neuordnung der
Klasse Mollicutes vorgeschlagen, die die Begrindung neuer Ordnungen, Familien und
Gattungen beinhaltet (MUNSON et al. 2023; GUPTA und OREN 2020; GUPTA et al.
2018; SELBITZ 2023b). Dies betrifft auch die zwei in dieser Arbeit einbezogenen
Erreger M. bovis (ehemals Mycoplasma bovis, neu Mycoplasmopsis bovis comb. nov.)
und M. gallisepticum (ehemals Mycoplasma gallisepticum, neu Mycoplasmoides
gallisepticum comb. nov.) (MUNSON et al. 2023). Da derzeit Uneinigkeit Uber die
korrekte Bezeichnung verschiedener Mykoplasmen herrscht, wurde in dieser Arbeit

die alte Bezeichnung Mycoplasma mit der Abkurzung ,M.“ gewahilt.
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Das Fehlen der Zellwand begrindet die pleomorphe Form dieser bisher als kleinsten
(0,15 - 0,3 ym im Durchmesser) bekannten freilebenden Bakterien (NIKFARJAM und
FARZANEH 2011; BENEDETTI et al. 2020). Dartber hinaus ist dieses
morphologische Merkmal der fehlenden Zellwand ursachlich fur die intrinsische
Resistenz von Mykoplasmen gegenuber zellwandangreifenden Wirkstoffen wie -
Laktamen (BEBEAR et al. 2011). Als meist parasitére, intra- und extrazellulére Erreger
infizieren Mykoplasmen eine Vielzahl von Wirbeltieren. Die in dieser Arbeit
behandelten Mycoplasma spp. sind entweder vogelassoziiert (M. gallisepticum) oder
an Rinder angepasst (M. bovis). Vor diesem Hintergrund werden beide Spezies im
Folgenden getrennt behandelt.

2.7.1.1 Epidemiologie, Symptomatik und Bedeutung von M. bovis

Die Ubertragung des weltweit vorkommenden rinderpathogenen Erregers M. bovis
kann Uber vielfaltige Wege stattfinden. Uber die Aufstallung subklinisch infizierter
Rinder erfolgt eine Einschleppung von M. bovis in zuvor M. bovis-freie Bestande
(GONZALEZ et al. 1992). Eine anschlieRende horizontale Ubertragung z.B. (iber
(gefrorenes) Sperma infizierter Bullen, Milch, Genitalsekrete oder Lochien kann zur
weiteren Verbreitung des Erregers innerhalb oder aulderhalb einer Herde beitragen
(MAUNSELL et al. 2011; DUDEK et al. 2020). M. bovis ist insbesondere flr
therapieresistente Mastitiden bei Milchvieh und seine Beteiligung an der
multifaktoriellen bovinen Atemwegserkrankung (BRD) bei Kalbern bekannt (PARDON
et al. 2020; GELGIE et al. 2022). Mit M. bovis-infizierte Rinder kdnnen zudem in
Abhangigkeit von ihrem Alter Arthritiden, Endokarditiden und Otitiden zeigen (DUDEK
et al. 2020). Infolgedessen verursacht M. bovis erhebliche dkonomische Verluste in
der Milch- und Fleischindustrie (DUDEK et al. 2020; GELGIE et al. 2022). Fur
Menschen ist M. bovis apathogen.

2.7.1.2 Epidemiologie, Symptomatik und Bedeutung von M. gallisepticum

Eine Ubertragung des vogelpathogenen Erregers M. gallisepticum erfolgt sowonhl
horizontal (z.B. aerogen oder als Schmier- und Tropfcheninfektion) als auch vertikal
(ARMOUR 2020). M. gallisepticum-Infektionen werden bei Hihnern (ahnlich wie Av.
paragallinarum) dem CRD-Komplex zugeordnet (KAMARUZAMAN et al. 2021), der
sich klinisch manifestiert oder auch subklinisch verlauft. Das Ausmal’ der Symptome
hangt von Faktoren wie dem Auftreten von Sekundarinfektionen (z.B. mit E. coli oder
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dem Newcastle Disease Virus), der Virulenz des Erregers und den
Haltungsbedingungen ab (ARMOUR 2020). Insbesondere Stress der Tiere erhoht das
Risiko fur schwerere Krankheitsverlaufe, die mit Augen- und Nasenausfluss,
Konjunktivitiden, Husten und Niesen einhergehen (MAROUF et al. 2022). Im Vergleich
zu HUhnern reagieren Puten wesentlich empfindlicher auf M. gallisepticum-Infektionen.
An der Infektiosen Sinusitis erkrankte Puten zeigen eine respiratorische Symptomatik,
die durch Husten und Dyspnoe gekennzeichnet ist (ARMOUR 2020; YADAYV et al.
2021). Als Folge der Erkrankung beeintrachtigt M. gallisepticum die Legeleistung, die
Mastgewinne und die Schlupfraten und gilt als einer der weltweit wirtschaftlich
wichtigsten Infektionserreger in Huhner- und Putenbestanden (ARMOUR 2020).
Daneben sind auch notwendig werdende Praventions- und Bekampfungsmalinahmen
fur die hohen finanziellen Verluste durch M. gallisepticum verantwortlich (ARMOUR
2020). Dies veranlasste die Weltorganisation fur Tiergesundheit (World Organisation
for Animal Health, WOAH) (gegrundet als Office International des Epizooties, OIE)
dazu, M. gallisepticum auf der Liste bedeutender Krankheiten aquatischer und
terrestrischer Tiere zu fuhren (WOAH 2022). Humanpathogen ist M. gallisepticum
nicht.

2.7.2 In-vitro-Kultivierung von Mycoplasma spp.

Angesichts des anspruchsvollen Wachstums von Mykoplasmen ist deren Kultivierung
nur in speziellen Laboren mit umfangreicher Ausstattung durchfuhrbar. Zum
Wachstum sind komplexe Spezialnahrmedien erforderlich, die DNS, Hefeextrakte,
Peptone und Tierseren enthalten (SELBITZ 2023b). In flissigen Nahrmedien zeigen
die meisten Mycoplasma spp. keine sichtbare Trubung, sodass zur sichtbaren
Wachstumsdetektion bebruteter Kulturen Farbindikatorsysteme zum Einsatz kommen.
Wenn fermentative Mycoplasma spp. ein im Nahrmedium verwertbares Substrat (z.B.
Glukose) verstoffwechseln, entstehen saure oder basische Metaboliten (z.B. Laktat)
(RAZIN et al. 1998). Durch die Zugabe eines pH-Indikators wird ein Farbwechsel des
Mediums ersichtlich, der durch eine pH-Anderung verursacht wird (HANNAN 2000).
FUr die Anzucht von M. bovis und M. gallisepticum empfiehlt die DSMZ die SP4-Z-
Bouillon und den SP4-Z-Agar. Auf festen Nahrmedien bilden Mykoplasmen kleine
(etwa <1 mm im Durchmesser) ,spiegeleiformige” Kolonien, sodass zur
Quantifizierung der Kolonien ein Stereomikroskop erforderlich sein kann (SELBITZ
2023b). Erschwerend kommt hinzu, dass Mykoplasmen vergleichbar lange
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Inkubationszeiten und eine mit CO2 angereicherte Atmosphare bei 37 °C bendtigen
(DSMZ). Die DSMZ empfiehlt fur M. bovis und M. gallisepticum eine Inkubationszeit
von 2 -3 Tg.

3. Zielsetzung der vorliegenden Dissertationsschrift

Zu Beginn der Arbeit gab es keine national oder international anerkannten Methoden
zur standardisierten antimikrobiellen Empfindlichkeitsprufung fur die folgenden funf
veterinarmedizinisch bedeutsamen Bakterienspezies:

- Avibacterium gallinarum

- Avibacterium paragallinarum

- Bordetella avium

- Mycoplasma bovis

- Mycoplasma gallisepticum

Dies ist jedoch von grof3er Bedeutung, da die Verordnung Uber tierarztliche
Hausapotheken (TAHAV) in bestimmten Fallen (z.B. bei Wechsel des Antibiotikums
im Verlauf einer Behandlung, bei Behandlung mit Cephalosporinen der dritten oder
vierten Generation oder  Fluorchinolonen)  die Durchfuhrung eines
Empfindlichkeitstests fur die antimikrobielle Therapie von Nutztieren wie Geflugel oder
Rinder fordert.

Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, im Rahmen des vom Bundesministerium fur
Ernahrung und Landwirtschaft (BMEL) geforderten Projektes ,Standardisierung der
Antibiotikaresistenzdiagnostik; Empfehlungen der Deutschen Veterinarmedizinischen
Gesellschaft, geeignete Methoden oder Testsysteme zur quantitativen
Empfindlichkeitsbestimmung (Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration, MHK)

fur diese funf veterinarmedizinisch bedeutsamen Bakterienspezies zu erarbeiten.
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Abstract

Aims

In response to a request from the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
the objective of this study was to develop a harmonized method for broth microdilution
susceptibility testing of Bordetella (B.) avium, the major causative agent of infectious

coryza in poultry.

Methods and Results

To find a suitable test medium, growth curves with four epidemiologically unrelated B.
avium isolates were created in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB),
CAMHB + 2.5% lysed horse blood and veterinary fastidious medium. All isolates
showed good growth in CAMHB, therefore MIC values were determined using this
medium and the homogeneity of the values was determined. An essential MIC
agreement of 99.7% was calculated. Testing of a larger strain collection (n=49) for their
susceptibility to 24 antimicrobials confirmed the suitability of the tested method and
revealed some isolates with elevated MICs of florfenicol (n=1), streptomycin (n=2),
tetracyclines (n=5), and trimethoprim/sulfamethoxazole (n=6). PCR assays detected

the resistance genes aadA1, dfrB1, floR, sul1, sul2 and tet(A).

Conclusions
The method used enables easy reading and a good reproducibility of MIC values for

B. avium.
Significance and Impact of Study
Application of the tested method allows harmonized resistance testing of B. avium and

identification of isolates with elevated MIC values.

Keywords: antibiotics, minimal inhibitory concentration values, CAMHB, CLSI,
harmonization, aadA1, dfrB1, floR, sul1, sul2, tet(A).
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Introduction

The gram-negative bacterium Bordetella avium (B. avium) plays a major economic role
across the globe being the most important causative agent of the highly contagious
bordetellosis in turkeys and other poultry (also termed turkey coryza or B. avium
rhinotracheitis, or BART), along with the closely related pathogen B. hinzii (Register
and Kunkle 2009; Beach et al. 2012; Register and Jackwood 2020). A 2018 report by
the U.S. Animal Health Association’s Subcommittee on Turkey Health ranked B. avium
as the sixth most important issue facing the U.S. turkey production industry (Clark
2018). Of particular importance, 2-6-week-old turkeys show acute respiratory
symptoms after infection with B. avium, such as sneezing, beak breathing, tracheal
collapse, submandibular oedema and conjunctivitis because of protracted
inflammation, while older turkeys suffer from a dry cough (Panigrahy et al. 1981; Kelly
et al. 1986; Knab et al. 2018; Register and Jackwood 2020). Although mortality is quite
low, coming in at mostly less than 10%, the rapid spread of B. avium leads to a high
morbidity of about 80—-100% within herds (Saif et al. 1980; Knab et al. 2018; Register
and Jackwood 2020). Thought to be transmitted to humans via contaminated poultry
meat or other avian reservoirs (Register and Jackwood 2020), opportunistic B. avium
infections have been detected in humans who previously suffered from pneumonia,
with symptoms similar to those of B. pertussis or B. bronchiseptica infections; patients
with cystic fibrosis are also vulnerable (Spilker et al. 2008; Harrington et al. 2009;
Lavrenko et al. 2020).

To treat B. avium infections and the frequently associated secondary
pathogens, such as Escherichia (E.) coli in poultry, antimicrobial agents like
tetracyclines and penicillins have been used for several decades (Ficken 1983; Kelly
et al. 1986; Register and Jackwood 2020). Because every use of antimicrobial agents
also favours resistance selection, it is particularly important to monitor the susceptibility
status of B. avium. However, there are only six studies so far that have investigated
the susceptibility status of the pathogen. Three of them have used disk diffusion as a
method and have examined the susceptibility of 2, 4 and 19 B. avium isolates,
respectively (Malik et al. 2005; Szab¢ et al. 2015; Erfan et al. 2018). One of these
studies and three further studies tested the antimicrobial susceptibility of B. avium
(also) by broth microdilution (Mortensen et al. 1989; Blackall et al. 1995; Beach et al.
2012; Szabd et al. 2015). However, the broth microdilution methods performed in these
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studies differ widely, for example, in the choice of the test medium, inoculum density
or incubation conditions.

Because there is currently no harmonized method for antimicrobial susceptibility
testing of B. avium and the methods described differ widely, laboratories may use
completely different methods, and the results are not comparable between them
(Register and Jackwood 2020). Therefore, it is highly recommended to harmonize
antimicrobial susceptibility testing for this pathogen (CLSI 2017). Furthermore, it is
necessary to know the susceptibility status of a pathogen to achieve a targeted
treatment of diseased animals. To achieve this, approved methods for testing the
pathogen must be available. To address the problem when it comes to B. avium, the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) has already requested the
development of harmonized antimicrobial susceptibility testing for this species (CLSI
2017). Hence, the aim of the current study was to evaluate a harmonized method for
antimicrobial susceptibility testing of B. avium using the broth microdilution method and
to determine the antimicrobial susceptibility status of a strain collection of
epidemiologically unrelated isolates.

Materials and methods

B. avium isolates included in the study and species confirmation

Between 2019 and 2020 a total of 48 B. avium field isolates were collected, originating
from different geographical regions in Germany, Poland, the Netherlands and unknown
countries (Fig 1). These isolates were provided by various veterinary practices and
clinics, diagnostic laboratories and federal institutions. The field isolates originated
from different poultry species such as turkeys, chickens and wild waterfowl as well as
from exotic birds and unknown species; they were isolated between 2002 and 2020
based on one isolate per flock and year. The B. avium-type strain ATCC 35086 (Culture
Collection University of Gothenburg, Gothenburg, Sweden) was obtained as a
reference for method evaluation. All 49 B. avium isolates were incubated for culturing
at37° Cfor 24 + 2 h in ambient air on a Columbia blood agar containing 5% defibrinated
sheep blood (Oxoid Limited, Basingstoke, UK), casein soybean peptone (CASO) agar
as an alternative to blood agar plates when they were not available (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) or in a brain-heart infusion broth (BHI) (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany).
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Genomic DNA of all 49 B. avium isolates was isolated from overnight cultures by
boiling. For this purpose, overnight cultures were suspended in 300 pl bidistilled water.
This suspension was then heated at 99 °C for 15 min and centrifuged (13000 x g) for
2 min. Afterwards, the species of the isolates were confirmed by a previously described

species-specific polymerase chain reaction (PCR) assay (Turkyilmaz et al. 2009).

Macrorestriction analysis

To examine the clonality of the 49 B. avium isolates, their relationship was investigated
by macrorestriction analysis, which was followed by pulsed-field gel-electrophoresis
(PFGE), here based on a previously published protocol (Ribot et al. 2006). The
restriction enzyme Spel (Bcul) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) was
used to enzymatically digest the DNA of B. avium isolates into about 34 fragments.
Xbal digested DNA from Salmonella Typhimurium LT2 was used as a marker. The
digested DNA of all the isolates was separated within 20 h in a CHEF DR Il system
(BioRad, Munich, Germany) at 6 volts, starting at an initial time of 6.8 s and ending at
a final time of 35.2 s. Band patterns were evaluated using BioNumerics software
(version 7.6; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). For the cluster analysis,
the Dice coefficient was applied with a setting of 0.5% optimization and 1% position

tolerance.

Growth curves

Growth experiments were performed in three different media recommended by the
CLSI: cation-adjusted Mueller Hinton broth (CAMHB) (Sigma-Aldrich, Seelze,
Germany) for bacteria isolated from animals such as Enterobacterales (CLSI 2020);
CAMHB plus 2.5% lysed horse blood (Oxoid Limited, Basingstoke, UK) for fastidious
organisms like Streptococcus spp.; and veterinary fastidious medium (VFM) prepared
according to CLSI specifications for Histophilus somni and Actinobacillus
pleuropneumoniae (CLSI 2020). To find a suitable medium for antimicrobial
susceptibility testing of B. avium, the growth of four epidemiologically unrelated isolates
(B. avium-type strain ATCC 35086 and field isolates no. 10, 14 and 15) was
investigated in two independent growth experiments in the three test media. For this,
the turbidity of overnight cultures in 0.9% saline solution (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) was adjusted to the 0.5 McFarland standard using the McFarland
densitometer DEN-1B (Biosan SIA, Riga, Latvia). A volume of 50 pl of this bacterial
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suspension was then added to 5 ml of 0.9% saline solution. To achieve a starting
concentration of approximately 1 x 102 cfu ml-!, 50 ul were suspended into 50 ml of the
respective test medium. The inoculated media were subsequently incubated at 35 °C
+ 2 °C. Within the first 24 h, the optical density was measured every 4 h and thereafter
at 32 and 48 h, each time at 600 nm with a UV-visible spectrometer
(Spectrophotometer UV5, Mettler Toledo). In addition, the bacterial counts (cfu mI*)
were determined by culture-based enumeration at eight of the measuring points
mentioned above (0, 4, 8, 12, 16, 24, 32 and 48 h). For this purpose, 10-fold serial
dilutions were prepared, which were spread in duplicate on CASO agar plates. Agar
plates were then incubated at 37 + 1 °C for 24 + 2 h until the colonies were counted.
To compile the growth curves using Microsoft Excel software, the statistical
averages of cfu ml"" and the standard deviations of both repetitions were calculated
after counting colonies at two dilution steps. Only those dilutions containing 5-200 cfu

ml-' were evaluated.

Method validation of broth microdilution

To verify the suitability of CAMHB as a test medium for B. avium and assess the
homogeneity of minimal inhibitory concentration (MIC) values, five independent
replicates of broth microdilution testing, here following CLSI guidelines, were
performed (CLSI 2020). For these experiments, four B. avium isolates (isolates 6, 10,
14 and 15), which were as unrelated as possible according to macrorestriction results,
were used in addition to the type strain ATCC 35086. The direct colony suspension
method was used for inoculum preparation. In brief, the colonies were selected from
an overnight culture of B. avium on blood agar plates (incubation at 37+ 1 °C for 20 +
2 h) and were suspended in 0.9% saline solution to achieve a 0.5 McFarland standard.
A volume of 100 pl of this suspension was then diluted into 19.9 ml of CAMHB to yield
approximately 5 x 10° cfu mI'. Using a multichannel pipette (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany), 50 pl of the suspension was then added to each well of the microtiter plates
(Sensititre, Trek Diagnostic Systems, East Grinstead, UK). A total of 24 antimicrobial
agents per isolate were tested. Twenty of these agents are currently licenced for food-
producing animals. MICs were read after sealing and incubation for 20 h (£ 10 min) at

the CLSI-specified temperature of 35 £ 2 °C in an aerobic atmosphere.
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Quality control was performed using E. coli control strain ATCC 25922. The inoculum
densities were checked by means of culture-based enumerations in which 10-fold
serial dilutions were prepared.

Antimicrobial susceptibility testing of a larger strain collection
After method validation, another 44 B. avium field isolates were tested for antimicrobial
susceptibility using the broth microdilution method evaluated in the current study to
assess the suitability of the method for a larger strain population. Following testing, the
MICso and MICgo values were calculated for this strain collection. The MICso value
defines the lowest concentration of an antimicrobial agent at which 50% of the test
collective is visibly inhibited, while the MICgo value defines the lowest concentration at
which 90 % of the test collective is visibly inhibited.

Following broth microdilution susceptibility testing, B. avium isolate 21 was
tested for the presence of extended-spectrum B-lactamases (ESBLs), here according
to CLSI guidelines (CLSI 2021).

Comparison of the MICs obtained with the medium from different CAMHB
manufacturers

To exclude differences between the MICs obtained in CAMHB from different
manufactures, susceptibility of the five tested B. avium isolates was additionally
analysed in CAMHB from another manufacturer (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany). The obtained MIC values were compared with those obtained from the

method validation.

Resistance gene analysis

Based on the results of the antimicrobial susceptibility testing, 39 B. avium isolates with
elevated MIC values against at least one antimicrobial agent compared with the other
isolates were included in the resistance gene analysis. For this, previously described
primers and associated PCR assays were used to verify the presence of antimicrobial
resistance genes. Thus, the presence of the tetracycline resistance genes ftef(A),
tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(L), tet(M) and tet(O) and the sulfonamide
resistance genes sul1, sul2 and sul3 was investigated (Pruller et al. 2015b). In addition,
PCR-based detection of streptomycin-resistance-mediating genes strA, strB, aadA1

and aadA2 was performed as well as an analysis of the B-lactamase-encoding genes
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blagor-1, blaoxa-1-like and blaoxa-2, blaros, blaswv and blatem (Randall et al. 2004;
Dallenne et al. 2010; Pruller et al. 2015b). Isolates with higher MICs for quinolones
were also tested for the plasmid-encoded resistance genes qnrA, qnrB, qnrC, qnrD,
qgnrS and aac(6')-Ib-cr (Kehrenberg et al. 2006; Vredenburg et al. 2014). In addition,
the occurrence of trimethoprim resistance genes dfrA1/15/16, dfrA5/14, dfrA7/17 and
dfrB1/2/3 was analysed (Frech et al. 2003; Pruller et al. 2015b).

Results

Clonal relationship of B. avium isolates

Figure 1 illustrates the genetic relationship and origin of all 49 B. avium isolates tested
in the current study, including their phenotypic and genotypic antimicrobial resistance
profiles. Bcul macrorestriction analyses revealed a partially high clonality of the
isolates. There were three major clusters containing a minimum of 6 and maximum of
15 genetically indistinguishable isolates exhibiting equal numbers and identical band
sizes. Although eight isolates formed four additional clusters consisting of two isolates
each, the remaining 11 B. avium isolates had unique patterns. Thus, four test isolates
that were distinguishable according to these results could be selected for the growth
experiments and one additional test isolate for the broth microdilution method
validation. Selection was based on choosing one representative from each of the larger
clusters and additional isolates that differed in fragment patterns so that they were
considered unrelated. To define unrelated isolates, the criterion of >6 bands difference
was used (Tenover et al. 1995). All isolates also differed in their year of isolation and
origin: Isolate 14 was isolated from waterfowl (Muscovy duck), and the other four test
isolates originated from turkeys (n = 2) and laying hens (n = 2) (Fig. 1).

Growth curves of B. avium in three different test media

Both repetitions of the growth experiments obtained comparable results. At each time
point, the standard deviation of both growth trials was calculated and visualized in the
growth curves (Fig. 2; Supplemental material Fig. S1 — S3). Looking at the optical
density (OD) values, after 20 h at 35 + 2 °C, a mean ODeoo value of about 0.054 of the
four test isolates was measured in CAMHB, while the values in blood-containing media
CAMHB + 2.5 % LHB and VFM were higher, with mean ODeoo values of about 0.142
and 0.079, respectively (Fig. S4-S7). However, the culture-based enumeration
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revealed very good growth of all test isolates to >107 cfu ml' after 20 h of incubation in
all media (Fig. 2; Fig. S1-S3). Therefore, the commercially available, easy-to-produce
and CLSI-approved CAMHB was selected for subsequent antimicrobial susceptibility
testing of B. avium.

Suitability of the test method and susceptibility status of the field isolates

Table 2 illustrates the calculated exact MIC agreements (MIC values that match the
MIC mode of each isolate) and the essential MIC agreements (MIC mode accepting a
deviation of + 1 log: dilution steps), which were used to evaluate homogeneity (Pruller
et al. 2017; CLSI 2018a). Overall, the MIC values of the five tested B. avium isolates
demonstrated good reproducibility in CAMHB after an incubation period of 20 h at 35°
C £ 2°C (Tab. 1). For a single antimicrobial agent (imipenem), an exact MIC agreement
of 100% (five identical MICs) was calculated, while for 16 of the tested antimicrobial
agents an exact MIC agreement of 280% was shown. The lowest exact MIC
agreements were seen for doxycycline, neomycin and tilmicosin with percentages of
68%. Nevertheless, 23 out of the 24 antimicrobials tested showed an essential MIC
agreement of 100%. Only for tiamulin was there a slightly lower essential MIC
agreement of 92%. Thus, for the MIC mode accepting a deviation of a single dilution
step, 99.7% of MICs were homogeneous.

Because the five B. avium isolates used for method validation provided easily
readable and reproducible MICs, a larger B. avium strain collection was tested to
evaluate the suitability of the method for current and older field isolates originating from
different poultry species. Table 3 shows all MICs obtained for the isolates and the
MICso and MICgo values calculated. Because there are currently no published MIC
breakpoints for B. avium, a classification of the isolates as susceptible, intermediate or
resistant could not be performed. However, a bimodal distribution of the MICs was
observed for some antimicrobial agents, for example florfenicol, streptomycin,
tetracyclines and trimethoprim/sulfamethoxazole. Five B. avium isolates had elevated
MICs (compared with the other isolates) against two to three different classes of
antimicrobials. Isolates 12 and 17 were found to have higher MICs of tetracyclines
(doxycycline 8 - 16 ug ml'; tetracycline 128 pug mlI') and
trimethoprim/sulfamethoxazole (2/38—4/76 ug ml') (Tab. 2). Isolates 10, 11 and 24
showed elevated MICs against three of the following four classes of antimicrobials:
tetracyclines (doxycycline 4-16 ug ml'; tetracycline 64-128 pg ml'; n = 3),
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streptomycin (128-21024 ug ml', n = 2), florfenicol (32 ug mi"; n = 1) or
trimethoprim/sulfamethoxazole (1/19-264/1216 ug ml'; n = 3). These three isolates
were regarded as phenotypically multidrug resistant (Muller et al. 2018).

An almost unimodal distribution of MICs was found for most of the remaining
antimicrobial agents tested, such as for fluorquinolones (e.g., ciprofloxacin,
enrofloxacin, marbofloxacin), macrolides (e.g., tilmicosin, tulathromycin),
aminoglycosides (e.g., neomycin, gentamicin) or cephalotin. However, isolate 21 had
higher MICs of ampicillin (2 ug ml') and amoxicillin/clavulanic acid (2/1 ug ml™*)
compared with the other 48 isolates which exhibited MICs between 0.06 and 1 ug ml”’
ampicillin and 0.06/0.03 and 0.5/0.25 ug ml-" amoxicillin/clavulanic acid. Isolate 21 also
had slightly higher MICs for third- and fourth-generation cephalosporins such as
cefotaxime (8 ug ml™), cefquinome (8 ug ml') and ceftiofur (8 ug ml-'), whereas the
other 48 B. avium isolates partially showed lower MICs for the antimicrobials
cefotaxime (0.12-2 ug ml"), cefquinome (0.5-8 ug mi') and ceftiofur (0.25-4 ug ml").
Another isolate (3) showed elevated MICs of penicillin (16 ug mi') and cefquinome (8
ug mi"). Moreover, isolate no. 21, with an MIC of 16 ug mI! nalidixic acid, also had
MICs at the right edge of the distribution for fluoroquinolones (enrofloxacin,
ciprofloxacin and marbofloxacin; MIC of 1 ug ml"), and all isolates with tilmicosin MIC
of 264 pug ml' also exhibited MIC values at the right edge of the distribution for
tulathromycin (32 ug ml").

Because isolate 21 presented slightly elevated MICs for some beta-lactam
antibiotics, including third- and fourth-generation cephalosporins, this isolate was
additionally tested by the CLSIl-approved broth microdilution test for detecting
extended-spectrum B-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
and E. coli (CLSI 2021). For this, the MIC values of cefotaxime and ceftazidime were
tested with and without the addition of 4 ug ml-* clavulanic acid. Because the MIC value
for ceftazidime alone was <1 ug ml'" and in the presence of clavulanic acid, the MIC
values were not reduced by the required three 2-fold dilution steps, so ESBL production
could not be confirmed according to the criteria indicative for ESBL production in
Klebsiella spp. and E. coli. The MIC values of the quality control strains Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 and E. coli ATCC 25922 were within the ranges
recommended by CLSI (CLSI 2021).
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MIC comparison using CAMHB from different manufacturers

A comparison of results from two manufacturers showed that the MICs of the five B.
avium isolates used for validation were at maximum one dilution level below the lowest
previously determined values, when CAMHB from another manufacturer (Becton
Dickinson) was used (Table S8). Thus, for a few antibiotics (gentamicin, neomycin,
tulathromycin, and trimethoprim/sulfamethoxazole), the MIC values deviated from the

MIC mode by two dilution steps.

PCR amplification of antimicrobial resistance genes

Whole-cell DNA from 39 B. avium isolates with (in some cases only moderately)
elevated MICs compared with the majority of isolates (Tab. 3) was analysed by PCR
assays for the presence of various resistance genes. The selection of isolates also
considered the antimicrobial resistance mechanisms and occurrence of specific
resistance genes for the antibiotic classes. Overall, the resistance genes fef(A) and
sul2 were detected in both B. avium isolates (isolates 12 and 17) with elevated MICs
of tetracycline (264 ug ml') and trimethoprim/sulfamethoxazole (4/76 ug ml'; 2/38 ug
ml-"), while three resistance genes were identified in isolates 10, 11, and 24, which
were previously classified as phenotypic multidrug resistant (Fig. 1). These multidrug
resistant isolates harbored tet(A) and sul1 or sul2 (mediating elevated MICs to
tetracyclines and sulfonamides, respectively); in addition, they carried dfrB1/2/3
(trimethoprim resistance), aadA71 (aminoglycoside resistance) or the florfenicol
resistance gene floR (Fig. 1).

Although isolates 10 and 11 (with MIC values of 128 ug ml"' and 21024 ug ml’
for streptomycin) were tested for the presence of four streptomycin resistance-
mediating genes, only isolate 10 with a MIC of 128 ug ml"" was found to harbor aadA1.
No B-lactamase-encoding genes were detected in isolate 21, which showed a MIC of
8 ug ml' for cefotaxime, ceftiofur and cefquinome, and in isolate 3, with a MIC of 8 ug
ml-! cefotaxime. Sulfonamide and trimethoprim resistance genes were detected at MIC
values of 21/19 ug ml' trimethoprim/sulfamethoxazole (n = 6), though one of three
isolates with a MIC of 1/19 ug mI! did not carry any of the resistance genes tested.

Discussion
So far, only a few studies have analysed the antimicrobial susceptibility of B. avium

using broth microdilution (Mortensen et al. 1989; Blackall et al. 1995; Beach et al. 2012;
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Szabo et al. 2015). Comparing these, some differences in the performance of broth
microdilution are noticeable regarding inoculum preparation, the use of test media and
incubation conditions. These discrepancies in methodology can make it difficult to
compare the MIC results between laboratories. Therefore, a suitable standard medium
and comparable, harmonized test conditions for antimicrobial susceptibility testing of
B. avium are required.

In two independent growth experiments, the growth of B. avium was tested in
three different media, which were already recommended by the CLSI: CAMHB is a
commercially available medium that leads to only a few interactions with antimicrobial
agents, such as sulfonamides, trimethoprim or tetracyclines, and it shows little batch-
dependent variation (CLSI 2018b). It is recommended for the antimicrobial
susceptibility testing of bacteria isolated from animals such as Enterobacterales, while
CAMHB + 2.5% LHB is recommended for fastidious organisms such as Streptococcus
spp- (CLSI 2020). For other fastidious organisms such as Histophilus somni and
Actinobacillus pleuropneumoniae, VFM is recommended (CLSI 2020). Because B.
avium was in a CLSI request for data on fastidious organisms, the latter two media
were included in the growth experiments of the current study. A Mueller-Hinton broth
without the addition of cations can influence the activity of various antimicrobial agents,
such as aminoglycosides (CLSI 2018b), fluoroquinolones (Gurdal et al. 1991; Marshall
and Piddock 1994), polypeptides (Marshall and Piddock 1994) or various
cephalosporins (Chow and Bartlett 1981). Therefore, this medium, which was used in
two previous studies (Beach et al. 2012; Szab¢ et al. 2015), was excluded from the
growth experiments.

After 20 h incubation at 35 + 2° C, the ODeoo values of inoculated CAMHB were
lower than those of CAMHB plus 2.5 % LHB and VFM although in all test media
bacterial counts of 107 to 108 cfu mI! were obtained. The differences between culture-
based enumeration and ODeoo measurements have already been observed in previous
studies performing growth experiments with B. bronchiseptica or Listeria
monocytogenes (Francois et al. 2005; Tyrovouzis et al. 2014; Pruller et al. 2015a). The
differences are probably because of components in the media, such as erythrocytes in
CAMHB + 2.5% LHB or yeast extract in VFM, which darken during incubation, thus
leading to OD shifts. Therefore, the colony counts were used to evaluate the suitability
of the media, and CAMHB was selected for further development of the method. The
CAMHB provided clearly readable button formations after 20 h incubation of B. avium

53



at 35 °C £ 2 °C in microtiter plates and it is a convenient medium that does not require
the addition of supplements, such as lysed horse blood, supplement C or yeast extract
as is the case with the other test media. The other susceptibility test conditions were
chosen exactly as recommended by CLSI for the broth microdilution of bacteria that
grow aerobically (CLSI 2018b). Under these test conditions, the MIC values were easily
readable for all 49 B. avium isolates tested; the results were also highly reproducible,
as demonstrated in the present study, by analysing five independent replicates of the
MIC testing with five epidemiological unrelated isolates. Thus, the current study
showed an exact MIC agreement of 68-100%, here depending on the antimicrobial
agent considered and an essential MIC agreement of 100% for 23 of the 24
antimicrobial agents. For tiamulin only, an essential MIC agreement of 92% was
calculated. However, because the essential MIC agreement proposed by the CLSI
should be 290%, the agreement for tiamulin is still in the acceptable range (CLSI
2018a).

Because there are currently no approved breakpoints for the interpretation of
MIC values for B. avium, it was not possible to classify the isolates tested as resistant,
intermediate or susceptible. Nevertheless, such a classification was made in one
study, in which the authors defined high-level resistance as equal to or greater than
the maximum dose (Beach et al. 2012). In another study, Blackall et al. (1995)
suggested MIC breakpoints for B. avium, which were summarized from older studies;
the latter authors classified B. avium isolates as resistant if they exhibited the following
MICs: ampicillin 22 pg ml', streptomycin 216 pug ml’, tetracycline 22 yg ml' and
trimethoprim/sulfamethoxazole 264/1216 ug ml'. Accordingly, one B. avium isolate
tested in the present study with a MIC for ampicillin of 2 ug ml"' would be considered
resistant to ampicillin. This isolate also showed higher MICs to third- and fourth-
generation cephalosporins such as cefotaxime (8 ug ml'), cefquinome (8 ug mi"),
ceftiofur (8 ug ml-') and cephalotin (4 ug ml-') when compared with the rest of the strain
collection. Because there was no detection of ESBL in the ESBL confirmatory test, it
can be assumed that the resistance was because of either an AmpC mechanism or a
currently unknown mechanism in B. avium. A lower effectiveness of cephalosporins
has already been observed in another Bordetella species -the pig pathogen B.
bronchiseptica- which was attributed to a generally low membrane permeability for
cephalosporins (Kadlec et al. 2007; Priller et al. 2015b). Moreover, all except one
isolate would be classified as resistant to streptomycin according to the breakpoints
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proposed by Blackall et al. (1995) because the MICs ranged between 16 and 512 pg
ml-'. In addition, according to these breakpoints, five isolates with MICs of 64-128 ug
ml" for tetracycline and a single isolate with a MIC of 32 pug ml' for
trimethoprim/sulfamethoxazole would be considered resistant to the corresponding
antimicrobial.

Comparing the MICs obtained in the present study with the MICs previously
described, some differences are noticeable. For example, the current study found 21
isolates with higher MICs (32-21024 ug ml") of streptomycin, which was not the case
in the study by Blackall et al. (1995). We also found lower MIC values for tetracycline
or trimethoprim/sulfamethoxazole than in the studies by Blackall et al. (1995),
Mortensen et al. (1989), or Beach et al. (2012). However, some MIC values, such as
for doxycycline, were higher than previously found (Szabé et al. 2015). The different
MIC values obtained in the few available susceptibility studies including B. avium might
be because of the variations in the testing methods (e.g., media, incubation times and
conditions); changes in the antimicrobial resistance status of the pathogen in recent
years (because some studies are more than 15 years old) (Mortensen et al. 1989;
Blackall et al. 1995); or differences in the geographic origin of the isolates (Australian,
US and European isolates). However, this underlines the need for harmonized
methods for antimicrobial susceptibility testing of B. avium, which is also a prerequisite
for the development of antimicrobial susceptibility testing breakpoints for the pathogen.

Most isolates did not carry any of the resistance genes tested, but this may be
because very little is known about the genetic basis of antimicrobial resistance in B.
avium. PCR assays only detect the target genes, so some genes may have remained
undetected. To detect these genes, other methods, such as whole genome
sequencing, must be used. Nevertheless, the presence of at least two resistance
genes conferring resistance to different classes of antimicrobial agents was detected
in five B. avium isolates. Three even harboured three different resistance genes (Fig.
1) and were classified as multidrug resistant based on their phenotypic resistance.
Although tef(A), sul1 and aadA71 have been previously described in two B. avium
isolates (Erfan et al. 2018), the current study was, to the best of our knowledge, the
first to demonstrate the occurrence of floR, dfrB1/2/3 and sul2 in B. avium. Therefore,
it is of great importance to monitor the antimicrobial resistance of B. avium using

harmonized antimicrobial susceptibility testing.
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It was shown that cation-adjusted Mueller-Hinton broth is a suitable medium for broth
microdilution susceptibility testing of B. avium. Using the test conditions and incubation
times recommended for rapidly growing bacteria from animals in the CLSI documents,
valid and reproducible results can be obtained (CLSI 2018b). Obtaining a harmonized
method for testing this pathogen could contribute to monitoring the antimicrobial
resistance status of B. avium and performing targeted antimicrobial therapy for

bordetellosis.
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Figure legends

Fig 1. Genetic similarity, origin and antimicrobial genotypes of 49 Bordetella
avium isolates tested in this study.

a this isolate was used as a test isolate for the growth experiments.

bthis isolate was used as a test isolate for the method validation of broth-
microdilution.

* ND, this isolate was included in resistance gene analysis, but no resistance genes
was detected (for the listing of resistance genes, see Tab. 3).

Origin .
0 . i"ﬁ“'"i o g lsoaeD Country Year Bird species Tissue detected
' L ~ o o -

26 Germany 2009 Chicken Lung ND
6 Unknown 2002 Layer hen Trachea
7 Unknown 2002 Layer hen Lung
42 Germany 2017 Chicken Unknown ND

! 4 Germany 2016 Turkey Unknown ND
41 Germany 2017 Duck Unknown
8 Unknown 2002 Layer hen Trachea
37 Germany 2015 Turkey Unknown ND
25 Germany 2019 Turkey Nasal sinus ND
28 Germany 2018 Turkey Trachea ND
3 Unknown Unknown Unknown Unknown ND
5 Unknown Unknown Unknown Unknown
15 Germany 2018 Layer hen Unknown
43 Germany 2019 Turkey Trachea ND
46 Germany 2019 Turkey Trachea ND
16 Germany 2019 Layer hen Unknown
18 Germany 2010 Chicken Lung ND
30 Germany 2008 Chicken Nasal sinus ND
31 Netherands 2010 Turkey Unknown ND
1 Unknown Unknown Poultry Unknown ND
2 Unknown Unknown Unknown Unknown ND
s Netherands 2014 Turkey Unknown ND
36 Germany 2014 Turkey Unknown ND
2 Poland 2015 Turkey Lung ND
23 Poland 2015 Turkey Joint ND
27 Germany 2013 Goose Lung ND
13 Unknown 2016 Chicken Lung, trachea ND
49, type strain ATCC 35086 Germany 1977 Turkey Air sacks
4 Unknown Unknown Unknown Unknown ND
19 2014 Duck Nasal sinus ND
48 Poland 2020 Turkey Unknown ND
20 Germany 2014 Goose Lung ND
47 Germany 2020 Turkey Trachea ND
39 Poland 2016 Chicken Unknown ND
45 Germany 2019 Turkey Trachea ND

— 1™ Unknown 2004 Turkey Hean, trachea aadA{; sulf; tefA)
{ 1 Unknown 2006 Red-crowned parakeet  Lung, trachea dfrB1/2/3; sulf; tefA)

38 Poland 2015 Turkey Trachea
44 Germany 2019 Turkey Trachea
9 Unknown 2004 Turkey Air sacks ND
32 Unknown 2011 Turkey Lung ND

1 33 Poland 2012 Turkey Lung ND
34 Poland 2013 Turkey Unknown ND
21 Germany 2015 Chicken Nasal sinus ND

LR o Unknown 2016 Muscovy duck Trachea ND
24 Netherlands 2016 Duck Lung flof; sul2; tef(A)
29 Poland 2008 Goose Unknown ND
12 Unknown 2012 Turkey Organs sulZ; teA)
17 Germany 2009 Duck Pleura sul2; tefA)

FIGURE 1 Genetic similarity, origin and antimicrobial genotypes of 49 Bordetella avium isolates tested in this study. (a) this isolate was
used as a test isolate for the growth experiments. (b) this isolate was used as a test isolate for the method validation of broth-microdilution. *NI
this isolate was included in resistance gene analysis, but no resistance genes were detected (for the listing of resistance genes, see Table 3)
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Fig 2. Viable counts (log1o cfu ml-') of Bordetella avium type strain ATCC 35086
grown in three different media.
CAMHB, cation-adjusted Mueller-Hinton broth; LHB, lysed horse blood; VFM,

Veterinary Fastidious Medium.
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FIGURE 2 Viable counts (log,, cfu ml™) of Bordetella avium type strain ATCC 35086 grown in three different media. CAMHB,
cation-adjusted Mueller-Hinton broth; LHB, lysed horse blood; VFM, Veterinary Fastidious Medium
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Tables
Table 1: Homogeneity of MIC values of five B. avium isolates obtained from five
independent test replicates in cation-adjusted Mueller-Hinton broth after incubation in

ambient air at 35 + 2 °C for 20 hours.

Anti- Deviation from MIC mode®* Exact MIC Essential MIC
microbial agreement agreement
agent? (%) (%)
-3 -2 -1 0 1 2 3

AMP 2 20 3 80.0 100.0
AMC 4 21 84.0 100.0
XNL 21 4 84.0 100.0
CFP 4 21 84.0 100.0
CTX 2 20 3 80.0 100.0
CQON 5 19 1 76.0 100.0
CEF 1 22 2 88.0 100.0
ClP 24 1 96.0 100.0
CsT 2 21 2 84.0 100.0
DOX 3 17 5 68.0 100.0
ENRO 1 22 2 88.0 100.0
FFN 23 2 92.0 100.0
GEN 24 1 96.0 100.0
IPM 25 100.0 100.0
MAR 2 18 5 72.0 100.0
NAL 2 22 1 88.0 100.0
NEO 6 17 2 68.0 100.0
PEN 1 22 2 88.0 100.0
STR 20 5 80.0 100.0
TIA 1 2 19 2 1 76.0 92.0
TET 21 4 84.0 100.0
TIL 4 17 4 68.0 100.0
SXT 2 18 5 72.0 100.0
TUL 1 22 2 88.0 100.0

a AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin-clavulanic acid; XNL, ceftiofur; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime;
CQN, cefquinome; CEF, cephalotin; CIP, ciprofloxacin; CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO,
enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic acid;
NEO, neomycin; PEN, penicillin; STR, streptomycin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TIA, tiamulin;
TET, tetracycline; TIL, tilmicosin; TUL, tulathromycin

® MIC, minimal inhibitory concentration;

¢ Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are shaded in grey;

4 Exact MIC agreement, percentage of MIC values that exactly match the MIC mode;

¢ Essential MIC agreement, percentage of MIC values within £1 dilution step from MIC mode
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Table 2: Results from antimicrobial susceptibility testing of 49 B. avium isolates in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB).

Anti- Number of B. avium isolates and their MIC® (ug ml™) after 20 h of incubation
H H c d
;g;‘:f‘a' 0.008 0.015 0.03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 41024 MICx® MiCw
AMC® s 9 22 7 10 1 012 050
AMP 20 11 9 5 3 1 012 050
CFP > 23 4 4 16 012  1.00
CTX 9 19 4 8 8 1 025  2.00
CQN 8 2 5 12 2 100 400
XNL 7 11 7 8 5 1 050  4.00
CEF 8 37 4 100  1.00
CIP 39 10 050  1.00
CST 1 26 10 2 100  2.00
DOX g 27 8 1 1 2 2 012 400
ENRO 17 27 5 050  1.00
FFN 5 39 4 1 200 400
GEN 15 32 2 200 200
IPM 1 16 32 100  1.00
MAR 12 34 3 050 050
NAL 1 19 28 1 800 800
NEO 25 22 2 200 400
PEN 1 25 8 6 7 1 1 050  4.00
STR 1 27 18 1 1 1* 1600 32.00
TET g 31 4 1 2 3 025  64.00
TIA 5 9 13 4 1 | A7* 16.00  >128.00
TIL 3 27 5 8 6 1600  128.00
SXT' 1 3 10 2 3 1 1 1* 012  1.00
TUL 11 15 8 15 800  32.00

& AMC, amoxicillin-clavulanic acid 1:2 ratio; AMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime; CQN, cefquinome; XNL, ceftiofur; CEF, cephalotin; CIP,
ciprofloxacin; CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO, enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic acid; NEO,
neomycin; PEN, penicillin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TIA, tiamulin; TIL, tilmicosin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole 1:19 ratio; TUL, tulathromycin

® MIC, minimal inhibitory concentration

¢ MICso indicates the MIC that is required to inhibit 50 % of the isolates

4 MICgo indicates the MIC that is required to inhibit 90 % of the isolates

¢ Data represent the concentration of amoxicillin; f Data represent the concentration of trimethoprim

¢ The tested range of the antimicrobials is visualized in the white area

* Number of isolates with MIC values equal to or lower or higher than the concentrations of the test range
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Table 3: B. avium isolates tested and detected resistance genes.

Antimicrobial MIC Number of . . . .

agent (ug mI) ;ch)l::;es Number of isolates with the following detected resistance genes

Aminoglycosides StrA strB aadA1 aadA2 aac(3)-1 aac(3)-IlvV aac(6°)-Ib ant(2")-1
Gentamicin 4 2 2 - - - -
Streptomycin 2128 2 - - 1 -

B-lactam antiobiotics blagor-1 blaoxa-1 blaoxa-2 blaros blatem blasny

Ampicillin 2 1 - - - - - -

Cefotaxime =8 1 - - - - - -

Cefquinome =8 2 - - - - - -

Ceftiofur =8 1 - - - - - -

Folate pathway

inhibitors dfrA1/15/16  dfrA5/14 dfrA7/17 dfrB1/2/3 sul1 sul2 sul3

Trimethoprim/

Sulfamethoxazole 2119 6 ) ) ) 1 2 3 -

Phenicols floR

Florfenicol 32 1 1

Quinolones qnrA qnrB qnrC qnrD qnrS aac(6°)-lb-cr

Enrofloxacin 20.5 32 - - - - - -

Marbofloxacin 20.5 37 - - - - - -

Tetracyclines tet(A) tet(B) tet(C) tet(D) tet(E) tet(G) tet(H) tet(L) tet(M) tet(O)
Tetracycline® =64 5 5 - - - - - - - - -

@Gray shading indicates that the isolates have not been tested for the presence of these genes
®|solates with tetracycline MIC values of 264 ug ml™" also had MIC values for doxycycline of 24 ug ml”
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Supporting information captions

Figure S1: Viable counts (log1o cfu ml-') of Bordetella avium isolate 10 grown in

three different media.
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Figure S2: Viable counts (logio cfu ml') of Bordetella avium isolate 14 grown in

three different media.
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Figure S3: Viable counts (logio cfu ml') of Bordetella avium isolate 15 grown in

three different media.
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Figure S4: Optical density (600 nm) of Bordetella avium type strain ATCC 35086

grown in three different media.
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Figure S5: Optical density (600 nm) of Bordetella avium isolate 10 grown in three

different media.
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Figure S6: Optical density (600 nm) of Bordetella avium isolate 14 grown in three

different media.
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Figure S7: Optical density (600 nm) of Bordetella avium isolate 15 grown in three

different media.
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Table S8: Homogeneity of MIC values of five B. avium isolates obtained from six independent test replicates in cation-adjusted Mueller-

Hinton broth from two manufacturers after incubation in ambient air at 35 2 °C for 20 hours

Antimicrobial

Deviation from MIC modeaP<

Exact MIC

Essential MIC

agent agreement (%)? | agreement (%)°
-3 -2 -1 0 1
Amoxicillin/Clavulanic acid 1:2 6 21 3 70.00 100.00
Ampicillin 7 23 76.67 100.00
Cefoperazone 2* 24 4 80.00 100.00
Cefotaxime 4* 25 1 83.33 100.00
Cefquinome 4 23 3 76.67 100.00
Ceftiofur 5 24 1 80.00 100.00
Cephalotin 3 24 3 80.00 100.00
Ciprofloxacin 1 28 1 93.33 100.00
Colistin 3 24 3 80.00 100.00
Doxycycline 3 18* 9 60.00 100.00
Enrofloxacin 1 26 3 86.67 100.00
Florfenicol 26 4 86.67 100.00
Gentamicin 1 4 24 1 80.00 96.67
Imipenem 1 29 96.67 100.00
Marbofloxacin 2 23 5 76.67 100.00
Nalidixic Acid 2 24 4 80.00 100.00
Neomycin 2 9 17 2 56.67 93.33
Penicillin 1 27 2 90.00 100.00
Streptomycin 2 23 5 76.67 100.00
Tetracycline 1 22* 7 73.33 100.00
Tiamulin 2 3 21 3 70.00 90.00
Tilmicosin 6 20 4 66.67 100.00
Trimethoprim/Sulfamethoxazole 1:19 1 4 20 5 66.67 96.67
Tulathromycin 1 4 23 2 76.67 96.67

aMIC, minimal inhibitory concentration;

® Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are shaded in grey;
¢ The values were obtained from six independent test replicates in CAMHB from two manufacturers (manufacturer 1: n=5; manufacturer 2: n=1);
4 Exact MIC agreement, percentage of MIC values that exactly match the MIC mode;

¢ Essential MIC agreement, percentage of MIC values within £1 dilution step from MIC mode
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Avibacterium (Av.) gallinarum is an opportunistic pathogen in poultry, which, however,
has also been associated with human disease. There is currently no approved method
for antimicrobial susceptibility testing of this pathogen, so this study aimed at
developing a harmonized broth microdilution method for Av. gallinarum that is suitable
for diagnostic laboratories. For this, the Av. gallinarum CCUG 123917 type strain and
42 field isolates were collected and their species was confirmed by using a species-
specific PCR assay and biochemical reactions. To select epidemiologically unrelated
isolates, Apal macrorestriction analysis was performed. Preliminary growth
experiments were conducted with six culture media, and based on the results, four
media were selected to compile growth curves with four isolates. Independent
repetitions of MIC determinations were then performed to evaluate the reproducibility
of the values. Cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) was initially selected as
broth medium, but did not show sufficient homogeneity of MICs. Therefore, CAMHB
plus 1% chicken serum and 0.0025% NADH was selected and showed a good
homogeneity of MICs after 20 h and 24 h of incubation at 35 + 2 °C. This was reflected
in essential MIC agreements ranging between 96% and 100%. Testing of a larger Av.
gallinarum collection (n=43) revealed that easily readable MICs could be obtained for
the type strain and all isolates. Some Av. gallinarum showed elevated MICs of
enrofloxacin (n=35), nalidixic acid (n=35), penicillin (n=2), tetracycline (n=19) and/or
trimethoprim/sulfamethoxazole (n=1). By using PCR analyses, the following
antimicrobial resistance genes were detected: blatem, dfrA14, sul2, tet(B), tet(H). The
study demonstrated that the proposed medium is suitable for a harmonized broth
microdilution susceptibility testing of Av. gallinarum with a recommended incubation
time of 20 to 24 h.
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Introduction

Avibacterium gallinarum (Av. gallinarum, formerly Pasteurella gallinarum) is a Gram-
negative opportunistic pathogen in poultry (1). It was first described by Hall and co-
workers in 1955 (2), but has been assigned to the newly described genus Avibacterium
since 2005 (3). Although Av. gallinarum does not cause major economic losses in the
poultry industry, the pathogen can lead to increased mortality in chickens and turkeys
in cases of coinfections with other pathogens such as Mycoplasma spp. (e.g.,
Mpycoplasmopsis synoviae) or Enterobacteriaceae (e.g., Escherichia coli) (1, 4-6).
Pericardial, hepatic, peritoneal and synovial inflammation have been described in
broilers and laying hens infected with Av. gallinarum (7, 8). Chickens also suffer from
respiratory symptoms due to inflammation of the respiratory organs such as the air
sacs or trachea (8, 9).

More recently, Av. gallinarum has been isolated from several other avian
species, such as African guinea fowl (9), geese (10) and a healthy duck (11). After Av.
gallinarum was detected in humans with acute gastroenteritis or endocarditis, it was
discussed whether Av. gallinarum is indeed pathogenic to humans (1, 12-15).
However, the difficulty so far in distinguishing Av. gallinarum from the closely related
species Av. avium, Av. paragallinarum, and Av. volantium, which share nucleotide
sequence identities of at least 96.8%, may also have led to misclassifications between
these species (1, 3).

However, when Av. gallinarum causes clinical disease in poultry or humans,
targeted antimicrobial treatment is required. Since antimicrobial resistance has already
been found in many other pathogenic bacteria isolated from poultry, such as E. coli, it
must be assumed that Av. gallinarum may also become clinically resistant to
antimicrobials and could serve as a reservoir for antimicrobial resistance genes (16,
17). To find the most appropriate antimicrobial agent for treating Av. gallinarum
infections, a reliable and standardized method for antimicrobial susceptibility testing is
required. Although the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) provides
standards for antimicrobial susceptibility testing of bacteria isolated from animals, no
harmonized test method has yet been approved for Av. gallinarum. Since the genus
Avibacterium belongs to the more fastidious family of Pasteurellaceae (3), a method
for fast-growing pathogens cannot simply be used without verifying its suitability. In
addition, in the only four studies known to date in which the antimicrobial susceptibility
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of Av. gallinarum was investigated, a non-standardized agar disk diffusion method was
used for qualitative susceptibility testing (10, 12, 13, 15).

To finally enable routine laboratories to report comparable minimal inhibitory
concentration (MIC) values for Av. gallinarum, and thus to record quantitative results,
the aim of this study was to develop a harmonized method for broth microdilution
antimicrobial susceptibility testing for this pathogen. For further validation of the
method, antimicrobial susceptibility testing of a larger isolate collection was performed
and antimicrobial resistance gene analyses of isolates were used to compare the
phenotypic and genotypic resistance of isolates.

Material and methods

Avibacterium gallinarum type strain and field isolate collection and culturing

A total of 42 Av. gallinarum field isolates originating from three European countries
(Germany, n = 34; Poland, n = 7; Denmark, n = 1) were used in this study. These field
isolates were originally isolated between 1986 and 2020 from domestic poultry
including chickens (category not known; n = 22), laying hens (n = 5), turkeys (n = 12),
ducks (n = 1), and poultry of unknown species (n = 2). In addition, the Av. gallinarum
type strain CCUG 123917 (Culture Collection University of Gothenburg, CCUG,
Gotheborg, Sweden) (synonym ATCC 133617 or NCTC 11188") was used. Av.
gallinarum isolates were cultured on Columbia sheep blood agar plates containing 5%
blood (Oxoid, Wesel, Germany) and in Brain-heart infusion broth (BHI) (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany) for 24 h £ 1 h at 37 °C in a microaerobic (5% CO2) atmosphere.

Species confirmation of Avibacterium spp. field isolates by biochemical tests

To confirm their species, all isolates were subjected to the following biochemical tests,
which were based on literature data (3): fermentation of D(-)-mannitol, D(+)-maltose
and D-sorbitol, the presence of 3-galactosidase, activity of catalase, symbiotic growth
with Staphylococcus aureus ATCC 25923, hemolytic activity on Columbia sheep blood
agar and growth on MacConkey agar (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., Mumbai, India).
To detect the presence of B-galactosidase, ONPG disks (Merck KGaA) were used
according to the manufacturer's instructions. Catalase activity was determined from an

overnight culture on TSA using 3% hydrogen peroxide (VWR International GmbH,
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Darmstadt, Germany). To verify symbiotic growth, the growth of the isolates in the
hemolysis zone of S. aureus ATCC 25923 was assessed.

Species confirmation of Avibacterium spp. isolates by PCR

Differentiation of bacterial species within the genus Avibacterium by sequence
analysis of parts of the 16S rRNA gene only appeared to be not reliable (3). Therefore,
a PCR assay for the identification of Av. gallinarum was developed in the course of the
current study.

This assay was based on a previously developed HPG-2 PCR assay (18, 19)
and sequence analyses of the target region of this assay performed as part of this
study. Sequence analysis using BLAST software revealed that the target region
overlapped the 3’ end of the pyrG gene (encoding a CTP synthetase), an intergenic
region, and the 3’ end of the yihA gene (encoding a ribosome biogenesis GTP-binding
protein) in Av. paragallinarum (accession no. NZ_CP050316.1). However, comparison
of this region with corresponding HPG2 regions from Av. gallinarum type strain CCUG
123917 (UGSQ01000003.1) demonstrated differences in the nucleotide sequences of
the 3' end of pyrG between Av. gallinarum and paragallinarum (76% sequence
identity). Therefore, this region was used for the selection of species-specific reverse
primers. For PCR analyses, the DNA of all 42 field isolates and control strains (Av.
avium CCUG 12833", Av. gallinarum CCUG 123917, Av. paragallinarum CCUG
12835" (acquired from the Culture Collection University of Gothenburg (CCUG),
Gotheborg, Sweden), Av. volantium DSM 22841"7 (acquired from the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) Braunschweig, Germany) and
three Av. paragallinarum field isolates from the collection of the institute) was isolated
from fresh overnight cultures by a boiling method (15 min; 99 °C). As forward and
reverse primers, the nucleotide sequences fw-5' AGAAGGTAGCCGTGCGCGTGAAC
3'and rv-5' GAGCAGGCTTGATCAGAAGGGTC 3' were used. Using a thermal cycler
(Biometra GmbH, Goéttingen, Germany), the following cycling conditions were applied:
95 °C for 5 min, 30 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s and 72 °C for 30 s, and a
final extension at 72 °C for 5 min.

Macrorestriction analysis
The clonal relationship of the Av. gallinarum type strain CCUG 123917 and the 42 field
isolates was investigated by Apal-macrorestriction analysis followed by pulsed-field gel
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electrophoresis (PFGE) based on a previously described protocol (20) in order to select
unrelated isolates for further validation steps. The DNA fragments were separated by
PFGE using a CHEF DR Il system (BioRad, Munich, Germany). The pulse time
increased over 20 h from 1 s to 18 s at 6 volts. Xbal-digested DNA of Salmonella
Typhimurium LT2 served as size marker. Using BioNumerics software (version 7.6;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium), fragment patterns were analyzed. The
cluster analysis (UPGMA) was performed using the Dice coefficient, an optimization of
0.5% and a position tolerance of 1%.

Testing of Av. gallinarum growth behavior in six broth media
To find a suitable broth medium for Av. gallinarum, the visible growth of 13 isolates
(Av. gallinarum type strain CCUG 123917 and field isolates no. 2 — 13) was determined
in six broth media: Cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB; Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany), CAMHB plus 1% heat inactivated chicken serum (v/v) (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) (CAMHB+CS), CAMHB plus 0.0025% NADH (v/v) (Roche
Diagnostics GmbH) (CAMHB+NADH), CAMHB plus 1% heat inactivated chicken
serum (v/v) and 0.0025% NADH (v/v) (CAMHB+CS+NADH), CAMHB + 2.5% lysed
horse blood (v/v) (Oxoid Limited, Basingstoke, UK) (CAMHB+LHB) and Veterinary
Fastidious Medium (VFM). These media were selected because unsupplemented
CAMHB, CAMHB+LHB and VFM are CLSl-approved media for antimicrobial
susceptibility testing of commonly isolated, rapidly growing, aerobic or facultative
anaerobic organisms (CAMHB), or of fastidious organisms (CAMHB+LHB, VFM),
respectively (21). Although Av. gallinarum is not haemophilic, it is located in a genus
in which haemophilic bacteria are predominant (1). Thus, the CAMHB+CS+NADH
recently proposed for harmonized antimicrobial susceptibility testing of the haemophilic
species Glaesserella (G.) parasuis was also selected (1, 22). To test if a medium for
Av. gallinarum needs to be supplemented with X- and V-factors, NADH and chicken
serum were also added separately to the CAMHB medium.

The initial inoculum density of approximately 5 x 10° cfu/ml was set according
to CLSI guidelines for broth microdilution susceptibility testing (21). Then, a 1:200
dilution was prepared and 50 pl of this solution was added to each well of sterile 96-
well microtiter plates. After incubation periods of 18 h, 20 h and 24 h, respectively,
under aerobic conditions at 35 + 2 °C, the wells were checked for visible growth.
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Based on the results, four broth media were selected to compile growth curves
with four epidemiologically unrelated Av. gallinarum isolates (Av. gallinarum type strain
CCUG 123917, field isolates no. 3, 4 and 11). Isolate no. 4 was included due to its
unsharp button formation when grown in microtiter plates during the preliminary tests.
In brief, the inoculum was adjusted to an initial concentration of approximately 103
cfu/ml test medium. After 0, 18 and 24 h of incubation at 35 + 2 °C in ambient air,
bacterial counts (cfu/ml) were determined by culture enumeration. Dilution levels with
colony counts between 5 and 200 colonies were included in the quantification and the
weighted mean cfu/ml was calculated. In addition, the optical density (600 nm) of the
inoculated test media was measured using a UV spectrophotometer
(Spectrophotometer UV5, Mettler Toledo) at nine time points (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18,
24 h) for comparative purposes.

Determination of MIC values

For MIC determination, 50 ul/well microtiter plates coated with vacuum-dried antibiotics
(including 22 antimicrobials currently licensed for food-producing animals) in 2-fold
dilution series were used (Sensititre, Trek Diagnostic Systems, East Grinstead, UK) .
Inoculum density and preparation, incubation conditions, and determination of MIC
endpoints followed the specifications given in CLSI documents (21, 23). The direct
colony suspension method was used for inoculum preparation to yield an initial
inoculum density of approximately 5 x 10° cfu/ml, as briefly described before.
Verification of inoculum densities was done according to CLSI standard M07-A10. The
E. coli ATCC 25922 served as quality control. Microtiter plates were sealed with self-
adhesive films and incubated for 18 h, 20 h and 24 h in ambient air at 35 + 2 °C. MIC
values were read visually by the same person.

To assess the reproducibility of MICs, the values of four unrelated Av.
gallinarum field isolates no. 3, 4, 11 and 13 and type strain Av. gallinarum CCUG
123917, were analyzed in five independent experiments in our laboratory.
Subsequently, the exact MIC agreements (percentage of homogeneous MIC values)
and the essential MIC agreements (accepting a deviation of +1 dilution step) were
calculated. The remaining 38 field isolates were then tested using the proposed

method.
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Detection of resistance genes

The DNA of Av. gallinarum isolates with elevated MICs of at least one antimicrobial
was analyzed for the presence of resistance genes using previously described PCR
assays (24) (see Table S1 in the supplemental material). The PCR amplicons of blatem
and dfrA5/14 were sent to Eurofins Genomics (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Germany) for sequencing. Assembly of the sequences was done by using DNAMAN
software version 8 (Lynnon Biosoft, San Ramon, CA, USA) and BLASTN algorithms
(25) contributed to the identification of the respective resistance gene determinant.

Results

Species confirmation of Av. gallinarum isolates

All 42 Av. gallinarum field isolates as well as the Av. gallinarum type strain CCUG
123917 showed the species-specific band in the Av. gallinarum PCR assay. In contrast,
no band was visible for the negative control strains Av. avium type strain CCUG
12833, Av. paragallinarum type strain CCUG 12835" and Av. volantium DSM 22841T.
Furthermore, the results of the biochemical reactions for all 42 Av. gallinarum field
isolates were consistent with the previously published species specifications (3). While
all isolates did not ferment D(-)-mannitol and D-sorbitol, all isolates showed positive
results for D(+)-maltose fermentation, did not grow on MacConkey agar, and did not
demonstrate symbiotic growth or hemolytic activity on blood agar plates. All isolates
showed a positive result in the catalase test, and 24 of the 42 field isolates showed a
positive result in the ONPG reaction. Table S2 visualizes the test results of the
biochemical assays for the whole isolate collection.

Clonality of isolates determined by macrorestriction analysis

To select five epidemiologically unrelated Av. gallinarum isolates for the development
of the antimicrobial susceptibility testing method, macrorestriction analysis was
performed. Figure 1 shows that most isolates were distinguishable by their fragment
patterns, but that there were three groups of isolates (each consisting of five to nine
isolates) that could not be distinguished based on their macrorestriction patterns.
Despite the close relationship of some isolates of the same group, these isolates
originated from different bird species and years. Based on the PFGE results, type strain
Av. gallinarum CCUG 123917 and four isolates were selected (isolates nos. 3, 4, 11,
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and 13) that differed by >7 fragments and were thus considered unrelated according
to Tenover et al. (1995) (26). They were isolated between 1982 and 2020 from different
tissues from chickens in Germany (n = 4) or the USA (Av. gallinarum CCUG 12391T;
n = 1) (Fig. 1).

Growth behavior in six different media and growth curves
In the preliminary growth experiments, the visible growth of the 13 tested isolates did
not differ between an incubation period of 20 h and 24 h, whereas after 18 h, growth
was not yet visually apparent by button formation in two of the isolates in all six media
tested. In the four media CAMHB, CAMHB+NADH, CAMHB+CS and
CAMHB+CS+NADH, all isolates showed easily readable and well visible growth in the
form of a button formation at the bottom of the wells after 20 h and 24 h of incubation
(Table 1). In contrast, in the blood-containing media CAMHB+LHB and VFM, three
isolates showed poor growth after 20h and 24 h incubation, making microtiter plate
reading difficult. Therefore, and due to the short shelf life of the blood component, the
blood-containing media were excluded from further growth experiments.

The remaining four broth media were used for growth curves with type strain
Av. gallinarum CCUG 123917 and three Av. gallinarum field isolates (Figures S1 — S5).
All isolates showed adequate growth after 18 h to 24 h incubation at 35 + 2 °C with
colony counts ranging from 107 to 10° cfu/ml. However, it was found that the values in
CAMHB were about 1 log level lower than in the other media. Optical density (ODsoo)
measurement showed that a late-exponential increase was still detectable after 18 h
of incubation, and the ODgoo maximum was reached after approximately 20 h of
incubation (Figures S6 — S9). While the ODggo values in CAMHB+CS+NADH and
CAMHB+CS were maximal at approximately 0.5 to 0.6, the CAMHB without
supplementation and CAMHB+NADH only reached maximum ODeoo values of about
0.2to 0.4.

Broth medium for antimicrobial susceptibility testing of Av. gallinarum

Initially, commercially available CAMHB without supplements was selected as medium
for antimicrobial susceptibility testing , as it is the CLSI recommended broth medium
for most rapidly replicating bacteria. In addition, the four isolates showed sufficient
growth (>107 cfu/ml) after 20 h of incubation when the growth curves were compiled.
To assess the homogeneity of MIC values using this medium, antimicrobial
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susceptibility testing of five unrelated isolates including the type strain and three
isolates selected for the growth experiments, was repeated independently. However,
after three replications of MIC testing with CAMHB, the MIC values differed by up to
seven dilution steps after 20 h of incubation (Table S3). Because the essential MIC
agreement was only between 80% and 100% after these three replications (whereas
the CLSI requires an essential agreement of 290%) (27), method validation with
CAMHB medium was stopped and another broth medium was selected. The
CAMHB+CS+NADH was selected for this purpose, as this medium was already
accepted for inclusion in the forthcoming CLSI document VETO06. Using
CAMHB+CS+NADH, all tested isolates showed clearly visible button formations
(buttons approximately 2 — 3 mm in size) after incubation periods of 20 h and 24 h,
respectively, at 35 + 2 °C. After 18 h, however, growth of some isolates (two out of five)
was not clearly visible, so this incubation period was not used further. As shown in
Tables 2 and S4, the MIC values obtained with CAMHB+CS+NADH were
homogeneous, both after 20 h and 24 h of incubation. At both time points, an exact
MIC agreement between 60 — 96% and an essential MIC agreement between 96 —
100% was calculated for all 24 antimicrobials tested. However, when comparing the
two incubation times, 20 h and 24 h, it was seen that the mean exact MIC agreement
was slightly higher for CAMHB+CS+NADH after 20 h (80.08%), than after 24 h
(77.17%). In contrast, the mean essential MIC agreement was almost the same, with
99.33% after 20 h and 99.17% after 24 h of incubation. E. coli ATCC 25922, included
as a quality control, was within published quality control ranges after 20 h and 24 h
incubation in CAMHB+CS+NADH.

Antimicrobial susceptibility of Av. gallinarum field isolates in CAMHB
supplemented with 1% heat inactivated chicken serum and 0.0025% NADH

To determine the suitability of CAMHB+CS+NADH for broth microdilution antimicrobial
susceptibility testing of Av. gallinarum field isolates, the complete isolate and strain
collection was tested. For all isolates, MIC values could be read without any problems
and the results are presented in Table 3. The MIC values showed either unimodal
distributions (e.g., amoxicillin/clavulanic acid, colistin, and florfenicol), bimodal (e.g.,
enrofloxacin, marbofloxacin, tetracycline) or broad distributions spanning >6 dilution
levels (e.g., cefoperazone, cefquinome, ceftiofur, or trimethoprim/sulfamethoxazole).

Since there are no breakpoints for Av. gallinarum, it was not possible to classify the
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isolates as susceptible, intermediate, or resistant to the antimicrobials. Nevertheless,
as shown in Table 3, low MICso90 values were seen for amoxicillin/clavulanic acid,
ampicillin, cephalosporins and florfenicol. However, there were a couple of isolates
exhibiting MIC values of 24 pyg/ml ampicillin (n = 2), 32 pg/ml doxycycline (n = 2), 216
ug/ml neomycin (n = 3), 232 pg/ml penicillin (n = 2), 28 pg/ml tetracycline (n = 19),
32/608 pg/ml trimethoprim/sulfamethoxazole (n = 1) or 264 pg/ml tulathromycin (n =
1), and which thus had considerably higher values than the rest of the isolates (Table
3). Some isolates (n = 12) showed elevated MIC values for 23 classes of antimicrobial
agents. Of these, isolate no. 21 even exhibited elevated MIC values for five classes of
antimicrobials, including B-lactams (ampicillin 64 pg/ml; penicillin 232 pg/ml),
tetracyclines (doxycycline 32 pg/ml; tetracycline 128 ug/ml), chinolones (nalidixic acid
128 pg/ml), macrolides (tilmicosin 128 pg/ml; tulathromycin 232 pg/ml) and folate
synthesis inhibitors (trimethoprim/sulfamethoxazole 32/608 pg/ml).

Detection of antimicrobial resistance genes

PCR assays to detect antimicrobial resistance genes in isolates with elevated MICs
yielded positive results for the following resistance genes: blatem (n = 2), dfrA5/14 (n =
1), sul2 (n = 1), tet(B) (n = 15) and tef(H) (n = 5) (Table 4).

In total, at least one antimicrobial resistance gene was detected in 18 of the 42
field isolates. Of these, 13 isolates carried the tetracycline resistance gene tet(B) (MICs
of 28 ug/ml), three carried the tef(H) gene (MICs of 216 pug/ml), and two isolates with
tetracycline MICs of 264 ug/ml carried both resistance genes, tet(B) and tet(H). Testing
of the isolate with a MIC of 4 ug/ml tetracycline revealed that none of the tet genes
included in the PCR assays were present. Isolate no. 21, which was noticed for
elevated MIC values against five classes of antimicrobial agents, showed positive
results in PCR assays targeting blaTtem, dfrA5/14, sul2, tet(B) and tet(H). Subsequent
sequence analysis of PCR amplicons comprising more than one resistance
determinant (blatem, dfrA5/14) showed that the genes involved were blatem-1 and
dfrA14.

Discussion

In order to monitor the antimicrobial resistance situation and to carry out targeted
therapy if necessary, monitoring the antimicrobial resistance status of Av. gallinarum
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is essential. However, monitoring antimicrobial resistance requires approved and
harmonized methods for susceptibility testing, otherwise no comparable and valid data
can be obtained. Unfortunately, no approved method for quantitative antimicrobial
susceptibility testing of Av. gallinarum is available so far. To address this problem, a
broth microdilution susceptibility testing method for Av. gallinarum was developed in
the course of the current study.

The growth behavior of Av. gallinarum in six different broth media was
investigated. It was noticed that after 18 h of incubation, which is within the
recommended range of 16 — 20 h for testing fast growing bacteria (21) according to
CLSI supplement VETO1S, the ODeoo values were lower than after 20 h and 24 h of
incubation. In addition, the preliminary experiments showed that not all isolates formed
readable buttons in microtiter plates after 18 h. Therefore, slightly longer incubation
periods of 20 h and 24 h were chosen. Since unsupplemented CAMHB is the CLSI
approved standard medium for antimicrobial susceptibility testing of non-fastidious
bacteria (21), this medium was initially selected for method validation. After three
independent replications of MIC testing to determine exact and essential MIC
agreements, it was seen that the MIC values differed considerably and could not be
consistently replicated. Therefore, unsupplemented CAMHB does not meet the CLSI
criterion of at least 90% essential MIC agreement in repeated experiments as test
medium for Av. gallinarum (27). Since the type strain and all tested field isolates
showed better growth in CAMHB+CS+NADH and this medium was recently accepted
by the CLSI for testing G. parasuis (the method was accepted to appear in the new
CLSI document VETO06), this medium was selected. Using this medium, homogenous
MICs were obtained after 20 h and 24 h of incubation in the course of five independent
replications and the essential MIC agreement reached =296% for all antibiotics tested.
Since it has already been shown in a previous study (22), and in the current study for
E. coli ATCC 25922, the QC strains recommended by CLSI can be used for the
CAMHB+CS+NADH medium and no new QC strains or QC ranges need to be defined.
A control of different batches and manufacturers was also performed previously,
allowing direct use of the medium (22).

The suitability of the broth microdilution method with CAMHB+CS+NADH was
verified by testing the complete Av. gallinarum collection and easily readable MIC
values were obtained for the type strain and all field isolates. However, since there are
no accepted breakpoints for Av. gallinarum yet, a classification of isolates into
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susceptible, intermediate, or resistant was not possible. The MICgo values for some
antimicrobials, e.g., ciprofloxacin, doxycycline, enrofloxacin, marbofloxacin, or
tetracycline, were nevertheless significantly (=3 dilution levels) above the MICsg values
and were thus indicative for the development of resistance in some isolates. This was
also reflected by bimodal distributions of MIC values for some antimicrobials, e.g.,
fluoroquinolones, nalidixic acid and tetracyclines, indicating acquired or mutational
resistance mechanisms in the non-wild type Av. gallinarum isolates (28). Notable was
the high number of 19 isolates with MIC values of 28 ug/ml. Of particular concern was
isolate no. 21, which exhibited elevated MIC values of [(-lactams, macrolides,
tetracyclines, a chinolone and a folate synthesis inhibitor combination, indicating
multidrug resistance (29). Nevertheless, no conclusions can be drawn at present about
the in vivo efficacy of the antibiotics. This would require establishing clinical
breakpoints that also take into account other data, such as the tissue distribution of the
antibiotics in poultry.

To our knowledge, this study was the first to collect quantitative MIC data for
Av. gallinarum. Therefore, a comparison with MIC values from other studies or isolates
from other geographic origins was not possible. Only four previous studies, published
between 1977 and 2002, examined the susceptibility of Av. gallinarum isolates,
formerly known as Pasteurella gallinarum. Mushin et al. (1977) performed antimicrobial
susceptibility testing of avian Av. gallinarum using the agar diffusion method with Drug
Sensitivity Test (DST) and Mueller Hinton agar (10). In another study, agar diffusion
was performed without providing more details of the methodology (15). Two other
studies, however, did not provide any information about the method and media used
(12, 13). Although approved breakpoints are not available for Av. (P.) gallinarum, most
of the isolates were reported as susceptible to the antimicrobial agents tested.

In the study by Mushin et al. (1977) (10), there were fewer tetracycline wild type
isolates compared to our study. This may, of course, be due to the different methods
of testing, regional differences (isolates from Israel versus isolates from Germany,
Poland and Denmark), or the lack of accepted breakpoints, but it might also be due to
spread of antimicrobial resistance genes in Av. gallinarum over time. Trends towards
AMR were also reported for other poultry pathogens and has been attributed to the
frequent use of tetracyclines in poultry production and the spread of resistance genes
through horizontal gene transfer (30—32). Antimicrobial resistance genes conferring
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resistance to tetracyclines, but also to aminoglycoside or -lactam antibiotics, were
also detected in the closely related species Av. paragallinarum (33, 34).

As there were many isolates with elevated MIC values (compared to the other
isolates of the isolate collection) PCR assays were performed to detect antimicrobial
resistance genes commonly found in Gram-negative bacteria. It was seen that many
isolates carried resistance genes, particularly those conferring tetracycline resistance.
In 18 out of 19 isolates with an elevated tetracycline MIC of 28 ug/ml, resistance genes
could be determined, demonstrating a very good correlation between resistance
phenotype and genotype. In two isolates even two genes, tet(B), and tet(H) were
detected, and these isolates also showed higher MICs of tetracycline (264 pug/ml) than
the remaining isolates. In contrast, the isolate with a MIC of 4 ug/ml tetracycline did not
carry any of the tet genes tested. For the other classes of antibiotics included in
resistance gene analyses, it was not expected that resistance-mediating genes would
always be detected. This might be due to the large number of different aminoglycoside
resistance-mediating genes, of which only a subset was included in our analyses. Or,
in the case of reduced fluoroquinolone susceptibility, it could be caused by
chromosomal mutations, e.g., mutations in topoisomerase genes or regulatory genes
that confer resistance to fluoroquinolones (35, 36). Thus, it remains to be elucidated
which mechanisms mediate resistance to these antimicrobials in Av. gallinarum.
Nevertheless, to the best of our knowledge, this study is the first to describe the
presence of blatem-1, dfrA14, sul2, tet(B) and tet(H) in Av. gallinarum.

Conclusion

In this study, we demonstrated that unsupplemented CAMHB is not suitable for
antimicrobial susceptibility testing of Av. gallinarum due to poorly readable and non-
reproducible MIC values. In contrast, CAMHB+CS+NADH resulted in reproducible and
easily readable MIC values for 42 field isolates from three countries. The performance
of the proposed method is in accordance with CLSI recommendations, however, an
incubation time of 20 — 24 h which is within the specifications for fastidious organisms,
is recommended. CLSI quality control strains can be used for broth microdilution with
CAMHB+CS+NADH, as shown in a previous study (22) and confirmed in the course of
the present study. The recommended broth microdilution method provides an easy-to-
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perform quantitative antimicrobial susceptibility testing of Av. gallinarum that is suitable
for diagnostic laboratories.
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Figure legend
Figure 1: Clonal relationship of 42 Av. gallinarum field isolates and Av. gallinarum type strain CCUG 123917 used in this study, their
origins and detected resistance genes

* Blank fields indicate that the species or tissue is not known; @ This isolate was used to compile growth curves; ° This isolate was used in five independent
repetitions of susceptibility testing; — No resistance genes was detected in this isolate; gray shading indicates the groups of isolates not distinguishable in
macrorestriction analysis.

Similarity (%) Isolate ID Country Year of isolation Bird species* Tissue* genes detected

AU U SO0, T00. 500, JU0, TU0UN. SN, T, N T I, TR Germany 2019 Chicken Tung, trachea -
33 Germany 2020 Chicken tet(H)
17 Germany 2017 Chicken tet(B)
19 Germany 2018 Turkey -
35 Germany 2013 Turkey tet(B)
36 Germany 2014 Chicken tet(B)
37 Germany 2010 Turkey tet(B)
38 Germany 2010 Chicken tet(B)
39 Germany 2011 Chicken tet(B)
40 Germany 2012 Turkey tet(B)
41 Poland 2013 Turkey tet(B)
42 Poland 2015 Turkey tet(B)
43 Germany 2017 s tet(B)
16 Germany 2016 Turkey -
27 Poland 2014 Chicken tet(B)
[ 13° Germany 2020 Chicken Eye -
30 Germany 2002 Chicken Sinus tet(B), tet(H)
32 Germany 2019 Chicken tet(H)
34 Denmark 1986 -
28 Poland 2015 Chicken Trachea -
23 Poland 2013 Chicken Follicle -
— 22 Poland 2012 Chicken Cerebrum tet(B)
Av. gallinarum CCUG 123917 *° USA 1982 Chicken Sinus -
420 Germany 2005 Chicken Pharynx tet(H)
15 Germany 2015 Chicken Heart =
20 Germany 2018 Chicken -
24 Germany 2013 Turkey -
—— 25 Germany 2013 Chicken -
26 Germany 2014 Chicken =
|
—|— 14 Poland 2015 Chicken Sinus
18 Germany 2017 Duck
6 Germany 2011 Laying hen Organs -
10 Germany 2018 Laying hen Lung, spleen =
7 Germany 2011 Laying hen Liver, spleen =
5 Germany 2011 Laying hen Organs -
8 Germany 2011 Laying hen Foot =
9 Germany 2018 Laying hen Pharynx =
2 Germany 2019 Chicken Lung =
12 Germany 2019 Chicken Eye -
29 Germany 2015 Turkey -
31 Germany 2017 Turkey -
30 Germany 2015 Turkey blarew, tet(B)
21 Germany 2011 Turkey dfrA14, sul2, tet(B), tet(H), bla g,

* Blank fields indicate that the species or tissue is not known; ® This isolate was used to compile growth curves; ° This isolate was used in five independent repetitions of
susceptibility testing: - No resistance genes was detected in this isolate; Gray shading indicates the groups of isolates not distinguishable in macrorestriction analysis
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Tables

Table 1: Visible growth of 13 Av. gallinarum isolates (including the Av. gallinarum CCUG 12391T7) in six test media after 20 h and 24 h

of incubation.

Isolate ID CAMHB? CAMHB CAMHB CAMHB CAMHB VFMP

+ 1% chicken + 1% chicken + 0.0025% + 2.5% lysed

serum serum NADH horse blood

+ 0.0025% NADH

1 +++ +++ +++ +++ +++ +++
2 +++ +++ +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ +++ +++ +++ +++
4 ++ ++ ++ ++ ++ ++
5 +++ +++ +++ +++ + +
6 +++ +++ +++ +++ + +
7 +++ +++ +++ +++ + +
8 ++ ++ ++ ++ ++ ++
9 +++ +++ +++ +++ +++ +++
10 +++ +++ +++ +++ +++ +++
11 +++ +++ +++ +++ +++ +++
12 +++ +++ +++ +++ +++ +++
13 +++ +++ +++ +++ +++ +++

Visible growth of Av. gallinarum was graded using the following scheme: +, poor growth (unclear button formation); ++, fair growth (blurred button
formation) ; +++, excellent growth (clear button formation); ® CAMHB, cation-adjusted Mueller-Hinton broth; ® VFM, Veterinary Fastidious Medium
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Table 2: Homogeneity of Av. gallinarum MIC values (ug/ml) obtained in CAMHB plus 1% chicken serum and 0.0025% NADH after 20 h of incubation.

Antimicrobial Deviation from MIC mode®¢ Exact MIC agreement Essential ::\ilIC
agent ? 3 2 -1 0 1 2 3 (%) (a%ceeme"
AMC 1* 2 19 3 76 96
AMP 1 3* 17 4 68 96
XNL 3 22* 88 100
CFP 1* 21* 3 84 100
CTX 24* 1 96 100
CQN 1 4* 18* 2 72 96
CEF 6* 18 1 72 100
CIP 24* 1 96 100
CST 6 19 76 100
DOX 1 22 2 88 100
ENRO 2% 20* 3 80 100
FFN 2 217 2 84 100
GEN 7* 15 3 60 100
IPM 3 19 3 76 100
MAR 3* 20 2 80 100
NAL 1 21 3 84 100
NEO 4 21 84 100
PEN 1 2 19 3 76 96
STR 24 1 86 100
TET 2 22 1 88 100
TIA 5 19 1 76 100
TIL 4 19 2 76 100
SXT 2* 22* 1 88 100
TUL 5 17 3 68 100

a8 AMC, amoxicillin-clavulanic acid ratio 2:1; AMP, ampicillin; XNL, ceftiofur; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime; CQN, cefquinome; CEF, cephalotin; CIP,
ciprofloxacin; CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO, enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic acid; NEO,
neomycin; PEN, penicillin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TIA, tiamulin; TIL, tilmicosin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole ratio 1:19; TUL, tulathromycin

® Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are in the gray area.

¢ Essential MIC agreement defines MICs within +1 dilution steps of reference MICs.

d Data are from testing five isolates in five independent replications.

* Number of recorded MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.
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Table 3: Antimicrobial susceptibility (MIC values) of the Av. gallinarum CCUG 12391T and 42 field isolates tested in CAMHB plus 1%

chicken serum and 0.0025% NADH and MICsg/90 values.

Antimicrobial Quantity of isolates and their MIC values (ug/ml) after 20 h of incubation

MICso MICgo

agent 0.008 0.015 0.03 0.06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Amoxicillin/clavulanic acid® 3 14 23 2 1 0.50 0.50
Ampicillin 2 10 17 9 3 1 1 0.25 1.00
Cefoperazone 21* 4 5 8 3 2 0.12 1.00
Cefotaxime 20* 5 6 3 0.015 0.06
Cefquinome 6* 13 7 6 3 3 5 0.06 1.00
Ceftiofur 11* 12 6 9 4 1 0.06 0.50
Cephalotin 1* 3 7 6 16 9 1 1.00 2.00
Ciprofloxacin 8* 8 9 2 2 4 9 1* 1.00 16.00
Colistin 2 37 4 0.50 0.50
Doxycycline 1 15 6 6 4 9 2 1.00 8.00
Enrofloxacin 2 5 1 2 9 5 1 4 3 11* 2.00 =232.00
Florfenicol 2 8 32 1 0.50 0.50
Gentamicin 2 4 22 14 1 1.00 2.00
Imipenem 7 29 7 0.12 0.25
Marbofloxacin 1* 6 1 2 15 1 2 15 1.00 8.00
Nalidixic Acid 4 3 1 2 25 8" 128.00 2256.00
Neomycin 8 17 15 1 2 2.00 4.00
Penicillin 5 5 7 7 5 12 1 1 2.00 8.00
Streptomycin 1 14 13 13 2 8.00 16.00
Tetracycline 15 8 1 1 5 11 1 1 1.00 32.00
Tiamulin 1 1 8 13 8 11 1 8.00 32.00
Tilmicosin 3 3 14 11 10 1 1 16.00 32.00
Trimethoprim/Sulfamethoxazole® 11* 13 5 2 1 1 9 1 0.03 2.00
Tulathromycin 2 6 17 16 1 1* 4.00 8.00

2 Data refer to the concentration of amoxicillin; ® Data refer to the concentration of trimethoprim; * Isolates with MIC values equal to or above/below

the tested concentration range.
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Table 4: Number of isolates screened for resistance genes and quantity of resistance genes detected.

Resistance genes
Resistance genes tested detected
(number of isolates)

Quantity of

Antimicrobial agent MIC (ug/ml) isolates tested

Aminoglycosides

Gentamicin >2 15 aac(3)-1, aac(3)-1V, aac(6°)-1b, ant(2")-1

Streptomycin 64 2 StrA, strB, aadA1, aadA2

B-lactams

Penicillin >32 2 blasor-1, blaoxa-1, blaoxa-2, blaros, blatem, blasuv blatem (2)

Folate pathway inhibitors
Trimethoprim* 32 1 dfrA1/15/16, dfrA5/14, dfrA7/17, dfrB1/2/3 dfrA5/14 (1)

Sulfamethoxazole* 608 1 sul, sul2, sul3 sul2 (1)

Quinolones and derivates

Ciprofloxacin >0.5 35 qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, aac(6')-Ib-cr
Enrofloxacin >0.5 35 qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, aac(6')-Ib-cr
Marbofloxacin >0.5 35 qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, aac(6')-Ib-cr
Nalidixic Acid >64 35 qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, aac(6')-Ib-cr

Tetracyclines

Doxycycline - 01 ggﬁﬂ)),’ tgt;(%)j tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(L), tet(B) (15), tet(H) (5)
Tetracydline -8 19 tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H), tet(L), tet(B) (15), tet(H) (5)

tet(M), tet(O)

* refers to the MIC of the combination drug trimethoprim/sulfamethoxazole
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Supplemental Material

Table S1: PCR primers used in this study for the detection of antimicrobial resistance
genes

Gene Primers Fragment size Reference
(B0 y! 5 oid goa tgaclg g i3 4620 g
basors ' i vao oo cac age At o 3 650 bp @
blaorite  py! 5. 0o coc aog t sot e ot .5 564 bp ®
baous s cemcoascccntontmooe.3  4780P “
baros (V6. uatog tac actioch -3 400 bp ®)
blasi 5 ats ocg cag ata ast o2 cac.d 713 bp @
Bareu (' cotton teo ta ot oo ga 03 800 bp ®
ATISE e o ctttg coa gat g3 414 bp Q
afrAS/14 fr‘\’lv 55 - é]t?:ta:[gg tatgccggéi?cag;\ggg -3 383 bp (6)
AATHT 6 tomcotica son o acg -3 345 bp ©)
HBYZ3 TS e gmtass o dgage-3 2000 ©)
forR V- ' - o g g6 t00 aga o 3 752 bp @)
anrA rv: 5 - gas 2q6 adt ig act cos 8- 3 627 bp @)
anrs . 5 -too aig 5g6 aac gatgeet -5 4960P ®
anrc .5 s aottla cqa gat 13 447 bp ©
qnrD . 5 _ase oug olg a2 cace 8 620P (10)
anrS V- 5 - gaa ca gft ot got aos ag8 - 3 566 bp ®
strA N5 -coa i glo o ggo g pae. 3 0400P (n
strB V- 5 - gga oa tag sne o g g0 3 509 bp (12)
sult . 5 - alg gy acq olg i gao atteiga -3 40P (13)
sul2 .5 _do o0 igtgc0 oo eagte a8 TO40P (14
sul3 Iv: 5 - oatoig oap cia ase ag age t gga -3 769 %P (19)
A o eagatgoeatoasgaga-3 2100 (16,17)
tol(B) N5 -t ot asg gge amg g3 0590 (16.18)
G o sigaiogie s ta cig oa 3 418.bp (16, 18)
©0)  i5gaccng i cae cat oo te -3 787 bp (16, 18)
CE) w5 ssatagoecscascgieg-s 2180 (16,19
tet(G) fw: 5' - cag ctt tcg gat tct tac gg - 3' 844 bp (16, 20)
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rv: 5' - gattgg tga ggc tcg tta gc - 3'
fw: 5' - cct gaa aac caa act gcc tc 3'

tet(H) rv: 5' - aca gac cat ccc aat aag cg - 3' 526 bp (16, 21)
fw: 5' - gtt gcg cgc tat att cca aa - 3'

tet(L.) rv: 5' - tta agc aaa ctc att cca gc - 3' 788 bp (22)

tet(M) fw: 5' - gtt aaa tag tgt tct tgg ag - 3 657 bp 22)

rv: 5' - cta aga tat ggc tct aac aa - 3'

fw: 5' - gat ggc ata cag gca cag ac - 3'
tet(0) rv: 5' - caa tat cac cag agc agg ct - 3' 634 bp (22)
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Table S2: Biochemical test results of 43 Av. gallinarum isolates.

Acid from: Growth on Svmbiotic
Isolate ID D(-)- D(+)- ONPG D- Catalase MacConkey Hemolysis erowth
Mannitol Maltose Sorbitol agar
. not not not
8% BRI () ) * v specified * specified specified )
Av. gallinarum (24) - + \' - + - - -
Av. gallinarum ) + ) ) + ) i i

CCUG 123917

T T T Tk T 2 T S R SRS
1 1 1 1

+ 4+ + + A+ +
1

SR T i i S s S S S S S A S A S S A N T T i T T T T T S T o S S S S S SRS
+ + + +
1

T I S S S T S S S A S S S A T T T T T T T i i S s T S S S S S S RS
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Table S3: Homogeneity of MICs (ug/ml) obtained in Cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) after 20 h of incubation at 35 +
2°C.

Incubation time 20 h

Exact Essential
Antlmalcroblal Deviation from MIC mode® Mic Mic
agent agreement agreement
(%)° (%)°
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

AMC 2 1 2 73.33 100.0
AMP 3 1 1 73.33 100.0
XNL 15* 100.00 100.0
CFP 14* 1 93.33 100.0
CTX 1* 13* 1 86.67 100.0
CQN 15* 100.0 100.0
CEF 1* 1* 1 2 73.33 93.33
CIP 3 1 1 73.33 100.0
CST 3 12 80.00 100.0
DOX 13 2 86.67 100.0
ENRO 1 12 2 80.00 100.0
FFN 15 100.0 100.0
GEN 1* 2 10* 2 66.67 80.00
IPM 3 9 3 60.00 100.0
MAR 1 1 3 73.33 100.0
NAL 1 14* 93.33 93.33
NEO 1* 1* 1 11 1 73.33 86.67
PEN 1 1 9 4 60.00 93.33
STR 1* 1 9 3 1 60.00 86.67
TET 1* 1 12 1 80.00 93.33
TIA 3 1 1 73.33 100.0
TIL 1 13 1 86.67 100.0
SXT 3* 11 1 73.33 100.0
TUL 1 1 11 2 73.33 93.33

a AMC, amoxicillin-clavulanic acid; AMP, ampicillin; XNL, ceftiofur; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime; CQN, cefquinome; CEF, cephalotin; CIP, ciprofloxacin; CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO,
enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic acid; NEO, neomycin; PEN, penicillin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TIA, tiamulin; TIL, tilmicosin;
SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TUL, tulathromycin.

b Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are in the gray area.

¢ Exact MIC agreement includes MICs that corresponded to the MIC mode.

d Essential MIC agreement defines MICs within +1 dilution of reference MICs.

* Number of isolates with MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.
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Table S4: Homogeneity of Av. gallinarum MIC values (ug/ml) obtained in CAMHB plus 1% chicken serum and 0.0025% NADH after 24
h of incubation.

Antimicrobial Deviation from MIC mode® Exact MIC agreement Essentlal MIC
a 0 agreement
agent (%) \gre
-3 -2 -1 0 1 2 3 (%)
AMC 1* 2 18 4 72 96
AMP 1 5* 15 4 60 96
XNL 2 23* 92 100
CFP 1* 20* 4 80 100
CTX 24* 1 96 100
CQN 1 3* 18* 3 72 96
CEF 5* 16 4 64 100
CIP 23* 2 92 100
CST 6 17 2 68 100
DOX 1 20 4 80 100
ENRO 1* 19* 5 76 100
FFN 2 21* 2 84 100
GEN 4* 17 4 68 100
IPM 5 18 2 72 100
MAR 1* 2* 20 2 80 96
NAL 4 19* 2 76 100
NEO 4 21 84 100
PEN 1 4 18 2 72 96
STR 22 3 88 100
TET 4 21 84 100
TIA 5 17 3 68 100
TIL 3 18 4 72 100
SXT 22* 3 88 100
TUL 5 16 4 64 100

a AMC, amoxicillin-clavulanic acid ratio 2:1; AMP, ampicillin; XNL, ceftiofur; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime; CQN, cefquinome; CEF, cephalotin; CIP,
ciprofloxacin; CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO, enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic
acid; NEO, neomycin; PEN, penicillin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TIA, tiamulin; TIL, tilmicosin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole ratio 1:19; TUL,
tulathromycin

® Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are in the gray area.

¢ Essential MIC agreement defines MICs within £1 dilution steps of reference MICs.

* Number of recorded MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.

104



Figure S1

Growth of Av. gallinarum type strain CCUG 123917
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Viable counts (logio cfu/ml) of Av. gallinarum type strain CCUG 123917 grown in four
different media.

Figure S2

Growth of isolate 3
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Viable counts (logio cfu/ml) of Av. gallinarum field isolate no. 3 grown in four different

media.
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Figure S3

Growth of isolate 4
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Viable counts (logio cfu/ml) of Av. gallinarum field isolate no. 4 grown in four different

media.

Figure S4

Growth of isolate 11
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Viable counts (log1o cfu/ml) of Av. gallinarum field isolate no. 11 grown in four different

media.
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Figure S5

cfuml (logyo)

Growth of Av. gallinarum in CAMHB+CS+NADH
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Viable counts (log1o cfu/ml) of four Av. gallinarum isolates grown in CAMHB plus 1%
heat inactivated chicken serum and 0.0025% NADH (CAMHB+CS+NADH).

Figure S6

ODgq, of Av. gallinarum type strain CCUG 123917
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Figure S7

ODg(, of isolate 3

ODBOO

24

0.1
4 8 20
time (h)

CAMHB —+—= CAMHB+CS

——CAMHB = CAMHB+CS+NADH
+NADH

Optical density (600 nm) of Av. gallinarum isolate no. 3 grown in four test media.

Figure S8
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Figure S9
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Mycoplasma (M.) bovis is a fastidious pathogen of cattle causing massive economic
losses in the calf and dairy industries worldwide. Since there is no approved standard
method for antimicrobial susceptibility testing (AST) of M. bovis, the Clinical and
Laboratory Standards Institute has requested the development of a suitable method.
Therefore, this study aimed at developing a method for harmonized broth microdilution
AST of M. bovis. For this, 131 M. bovis field isolates and M. bovis DSM 227817 were
collected and macrorestriction analysis was performed to select 15 epidemiologically
unrelated M. bovis for method validation steps. To select a suitable broth for AST of
M. bovis, growth determinations were performed using five media and growth curves
were compiled. Then, susceptibility testing was performed considering the exact
(precondition of five identical MICs) and essential (MIC mode accepting a deviation of
+1 dilution step) MIC agreements to evaluate the reproducibility of MIC values and
using a panel of 16 antimicrobial agents. Subsequently, the remaining field isolates
were tested and the suitability of QC strains was assessed. Growth experiments
showed that the SP4 broth was the only of the five media that yielded sufficient growth
of M. bovis. Therefore, it was selected as the test medium for AST and homogeneous
MIC values were obtained (exact and essential agreements of 36 — 100% and 92 —
100%, respectively). For all other isolates tested, easy-to-read MIC endpoints were
determined with this medium. High overall MICso and/or MICgo values were observed
for aminoglycosides and macrolides and some isolates showed elevated MICs of
fluoroquinolones, gentamicin and/or tiamulin. Since the MICs of four commonly used
QC strains were partially not within their ranges, a twenty-fold MIC testing of M. bovis
DSM 22781" was performed and met the criteria for a new QC strain. For harmonized
AST of M. bovis, the SP4 broth seems to be suitable with an incubation time of 72 +2

h and further validation of M. bovis DSM 227817 as a future QC strain is recommended.
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Introduction

As a highly contagious member of the Mollicutes class, Mycoplasma (M.) bovis (also
referred to as Mycoplasmopsis bovis) plays a major role in threatening the health of
cattle herds of all ages and types (1, 2). The spread of the pathogen in the cattle
industry is mainly promoted by the purchase of latently infected cattle, which are then
transported either internationally or domestically (1, 2). Infected cattle may develop
mastitis, joint inflammation, keratoconjunctivitis, endocarditis, salpingitis and
endometritis (2, 3). Moreover, M. bovis, in combination with other bacterial (e.g.,
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni) or viral (e.g.,
BRSV, PI3V, BVDV) infections, is also associated with the bovine respiratory disease
(BRD) complex in calves (4, 5). As a result, M. bovis leads to substantial financial
losses in the dairy and meat industries and poses a serious animal welfare concern (2,
6).

Due to the unique characteristics of mycoplasmas (e.g., lack of a cell wall), M.
bovis is intrinsically resistant to various antimicrobial agents such as B-lactams or
glycopeptides targeting the cell wall or to sulfonamides, trimethoprim, polymyxins, first-
generation quinolones, and rifampicin (7 — 11). Therefore, only a few classes of
antimicrobials (e.g., fluoroquinolones, macrolides, tetracyclines) can be considered for
antimicrobial treatment of cattle suffering from bovine mycoplasmosis (1, 9, 11). In
addition, increasing reports of antimicrobial resistance (AMR) (e.g., to enrofloxacin or
tilmicosin) over the past two decades also raise concerns about limited antimicrobial
therapy options for M. bovis infections (2, 7, 12). Selection of an appropriate
antimicrobial agent for therapy is further complicated by the fact that the pathogen has
challenging growth requirements, making isolation and antimicrobial susceptibility
testing (AST) difficult. For example, the usual inoculum settings (e.g., direct colony
suspension method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
supplement VETO01S) are unsuitable for M. bovis, because the detection of growth
based on turbidity in broth is problematic (7). In addition, there are currently no clinical
breakpoints for the pathogen that allow interpretation of susceptibility testing. Although
Hannan (2000) provided general guidelines for AST of veterinary mycoplasmas using
color indicator systems (13), the AST methods used so far for testing M. bovis vary
enormously (8, 12). More precisely, previous studies have used a wide variety of test
parameters (e.g., different media, indicator systems, incubation conditions) that can
have a significant impact on the results and, thus, on the minimal inhibitory
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concentrations (MIC) determined (14 — 17). This casts doubts on the comparability of
data from different studies. Although the CLSI already provides methods for AST of
human mycoplasmas (18), there is a lack of methods for harmonized AST for
mycoplasmas from animals. Thus, the CLSI has requested the development of
methods for AST of veterinary important mycoplasma species (19).

Hence, the objective of this study was to respond to this request and to develop
a suitable method for harmonized broth microdilution susceptibility testing for the
fastidious bovine pathogen M. bovis. This method should preferably be based on
media and conditions available in CLSI documents and development steps should
include testing of QC strains and of a larger number of epidemiologically unrelated M.

bovis isolates.

Material and methods

M. bovis type strain and field isolate collection, culturing and species
confirmation

A total of 131 M. bovis field isolates isolated between 2015 and 2021 from dairy cows
(n=119) or calves (n=12) was examined in this study (Table 1). The farms were located
in ten different federal states in Germany and the isolates were collected on the basis
of one isolate per year and farm. In addition, the M. bovis type strain DSM 227817
(synonym ATCC 25523 and Donetta PG45) was acquired from the German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany). Culturing of
M. bovis in a liquid medium was done in SP4 broth, while SP4 agar plates were used
as solid culturing medium. Media were prepared according to CLSI instructions (18)
using a 1% solution of the pH indicator phenol red (v/v) (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Germany). A color change from red to yellow indicated growth of M. bovis.
Isolates grown on SP4 agar plates using single colonies were macroscopically visible
as delicate colonies after incubation for 48 — 94 h at 37 °C in an atmosphere with 5%
COg2, but were additionally examined under a light microscope (40x) (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Germany) for a better assessment of the colony morphology. A
previously described PCR assay with slightly modified primers (forward 5'-
ggtattggatcaactgctggatat -3’; reverse 5’- agatgctccacttatcttagtttcaat -3’) was used for

species confirmation of all M. bovis isolates (20).
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Determination of the clonality of isolates by macrorestriction analysis

To select 15 epidemiologically unrelated M. bovis isolates for further steps in method
validation, the epidemiological relatedness of 58 M. bovis field isolates and M. bovis
DSM 22781T was examined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). As there is no
harmonized PFGE protocol for M. bovis, the procedure was based on a previously
described protocol for Escherichia coli, Salmonella serotypes and Shigella spp. (21).
For this, DNA from M. bovis isolates was digested with the restriction enzyme Smal
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) and separated in a CHEF DR |l system
(BioRad, Munich, Germany) at 6 volts for 20 h with a starting time of 5 s and final time
of 25 s. As a size marker, Xbal-digested DNA of Salmonella Typhimurium LT2 was
used. Band patterns were analyzed using BioNumerics software (version 7.6; Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). For UPGMA cluster analysis, the Dice
coefficient was set at an optimization of 0.5% and a position tolerance of 1%.

Colony count determination and inoculum setting of M. bovis

The determination of M. bovis colony counts (cfu/ml) for inoculation of microtiter plates
was performed according to CLSI document M43-A, Methods for Antimicrobial
Susceptibility Testing for Human Mycoplasmas, which contains a detailed description
of the inoculum preparation (18). In brief, two loops (approximately 20 ul) of a M. bovis
glycerol stock were inoculated into 4 ml of SP4 broth. The bacterial suspension was
then incubated for 72 h at 37 °C in an incubator with air plus 5% CO:. A volume of 100
ul of the suspension was then used to make a tenfold dilution series, while the rest of
the suspension was frozen at -80 °C until the day of testing. However, the serial
dilutions were prepared by pipetting 100 ul of the suspensions into 900 ul SP4 broth
or (for growth experiments) into sterile 0.9% saline solution (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). Then, 20 yl of each dilution level was spread onto pre-dried (1 h at 37 °C)
SP4 agar plates. For this purpose, the agar plates were previously divided into six
segments on their underside with a permanent marker and each dilution level was
spread onto one segment of the plate. Care was taken that the pipette tips did not
touch the agar surface during application and that the entire pipetting volume remained
on the agar surface. Agar plates were then incubated inverted at 37 °C for 72 h in an
incubator (air plus 5% CO3). After inoculation, the colonies from agar plate segments
containing 30 — 300 colonies were counted in a meandering pattern under a light
microscope. The number of cfu/ml of the bacterial suspensions frozen at -80 °C was
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then calculated using the following formula: number of colonies counted x 50 x dilution
level (18).

Growth experiments with five broth media

To find a suitable broth medium for harmonized AST of M. bovis, preliminary growth
experiments were conducted in three independent repetitions. For this, the visible
growth of 15 epidemiologically unrelated M. bovis (M. bovis DSM 227817 and 14 field
isolates) was determined in the following five broth media already used for MIC
determination of M. bovis: Eaton broth (22 — 24), Friis broth (25), modified Standard
Mycoplasma broth (26, 27), modified PPLO medium (28) and SP4 broth (29) (Table
S1). Among these media, the SP4 broth is already approved by the CLSI for testing
Mycoplasma (M.) pneumoniae and is also suggested by the DSMZ as a suitable growth
medium for M. bovis (18, 30). For these experiments, the frozen bacterial suspensions
with known cfu/ml were preincubated in an incubator in ambient air (37 °C, 2 h) and
adjusted to a colony count of approximately 10* cfu/ml by dilution in sterile 0.9% saline.
A volume of 100 pl of these solutions was then suspended in 900 ul of the respective
medium to obtain a final inoculum concentration of approximately 102 cfu/ml. A volume
of 50 pl of these suspensions was then added into the wells of the sterile microtiter
plates in duplicate (two wells). For quality control (negative control), six wells were filled
with 50 pl of the culture medium not inoculated with bacteria. The microtiter plates were
sealed with a self-adhesive film and incubated at 37 °C in ambient air. After 0, 24 (+2
h), 48 (¥2 h), and 72 h (x2 h) of incubation, the wells were visually checked by the
same person for a color change of the medium.

To determine colony counts of M. bovis in the five previously mentioned media, growth
experiments with five isolates (M. bovis DSM 227817 and field isolates no. 10, 33, 52
and 100) were conducted in three independent repetitions and growth curves were
compiled. Briefly, bacterial suspensions were prepared as described above to achieve
an initial inoculum density of approximately 103 cfu/ml in 20 ml of the respective broth
medium. The samples were then incubated at 37 °C in ambient air without shaking,
and after 0, 24, 48, and 72 h of incubation, the colony counts were determined as
described in the chapter colony count determination. Subsequently, multi-day growth
curves were compiled using the three repetitions of the growth experiments. For this,
the average cfu/ml and standard deviations for each measurement point were

calculated using Microsoft Excel software (Microsoft Corporation, Redmond, USA).
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Determination of MIC values and their homogeneity

Based on the growth data (testing for visible growth in microtiter plates and growth
curves), the SP4 broth already approved by the CLSI for testing human mycoplasmas
was selected as test medium for AST of M. bovis. In order to determine the
reproducibility of MICs when using this broth, susceptibility testing with five unrelated
test isolates (including the type strain and four field isolates selected for the growth
experiments) in five independent repetitions was performed. Inoculum preparation,
incubation conditions, and reading of endpoints followed the specifications of CLSI
document M43-A (18). Two different microtiter plate layouts (Sensititre, Trek
Diagnostic Systems, East Grinstead, UK) containing a total of 16 antimicrobial agents
were used for this purpose. These antimicrobial agents included some with proven
efficacy against mycoplasmas, but antimicrobial agents with known intrinsic resistance
of M. bovis were also present on the microtiter plates (Tables 2 and 3).

For susceptibility testing, frozen M. bovis cultures with known cfu/ml were pre-
incubated for 2 h at 37 °C in ambient air in an incubator according to CLSI document
M43-A (18). The inoculum was then diluted in 900 yl SP4 broth to obtain a
concentration of approximately 107 cfu/ml. From this dilution, 100 ul was pipetted into
a volume of 19.9 ml SP4 broth to achieve a final inoculum of approximately 10% — 105
cfu/ml, which was confirmed by colony count enumeration in duplicate. Using a
multichannel pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), 50 pl of these bacterial
suspensions were then pipetted into each well of the microtiter plates. The inoculated
microtiter plates were sealed with self-adhesive films (Sensititre) and incubated at 37
°C in ambient air. The plates were examined for a visible color change in both growth
control wells after 24, 48 and 72 h of incubation (2 h) by the same person.
Subsequently, the essential (MIC mode accepting a deviation of +1 dilution step) and
exact MIC agreements (precondition of five identical MICs) were calculated.

To evaluate the suitability of the method for a larger set of epidemiologically
unrelated M. bovis, the remaining field isolates were tested and MICspo and MICgo
values of the M. bovis collection (n=132) were calculated. The MICso value defines the
lowest concentration of an antimicrobial agent at which 50% of the M. bovis isolates
are inhibited. In contrast, the MICgo value defines the lowest concentration of an
antimicrobial agent at which 90% of the M. bovis isolates are inhibited. Furthermore,
inoculum controls and purity controls of the medium were performed for each test

series.
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Testing media components from different producers

In the repeated tests to determine the homogeneity of the MIC values and the testing
of the M. bovis collection, media components from the following producers were used:
fetal bovine serum (FBS; USA origin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany), Bacto TC Yeastolate (Becton Dickinson and Company, Sparks, USA) and
tryptone (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany). To also test the
suitability of media components from other producers, additional three independent
repetitions of MIC testing were performed. Here, the media components were obtained
from the following producers: FBS (EU origin, Biowest SAS, Nuaillé, France), bacto TC
yeastolate (Life Technologies Limited, Paisley, UK), and tryptone (Oxoid Limited,
Basingstoke, UK). The MIC values obtained with media components from different
producers were then compared.

Testing the suitability of approved quality control (QC) strains

The M. pneumoniae ATCC 29342 serves as QC strain for testing the human
pathogenic mycoplasma species M. pneumoniae using SP4 broth and an incubation
time of 96 — 144 h at 37 °C (18). However, as this human pathogenic mycoplasma
species is extremely challenging for veterinary diagnostic laboratories (e.g., a
stereomicroscope is required for detection of very small colonies, usually <100 pm)
(31), it was tested whether less fastidious CLSI-approved QC strains or M. bovis DSM
227817 could be used under these AST conditions.

Therefore, the QC strains Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 (QC ranges have been established
with cation-adapted Mueller-Hinton broth, CAMHB) and the more fastidious QC strain
Actinobacillus pleuropneumoniae ATCC 27090, which is recommended for testing with
Veterinary Fastidious Medium (VFM) or Mueller-Hinton Fastidious Broth Medium with
Yeast Extract (MHF-Y) (32, 33), were used for MIC determinations under the conditions
applied to M. bovis. These QC strains were tested five times independently, performing
the direct colony suspension method for inoculum setting according to CLSI
supplement VETO01S (33). The MICs were read after the CLSI-recommended
incubation time for the strains (20 and 24 h, respectively) as well as after 48 (+2 h) and
72 h (x2 h). It was then compared whether the achieved MIC values were still within
the specified QC ranges (33). In addition, the M. bovis type strain DSM 227817 was
tested 20-times using the developed method to determine the homogeneity of MIC
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values, which serves as a prerequisite for inclusion as a future QC strain according to
CLSI guideline M23 (34).

Results

Clonality of M. bovis and selection of unrelated test isolates

A dendrogram based on the banding patterns of the M. bovis type strain DSM 227817
and the 58 field isolates included in macrorestriction analysis is shown in Figure 1,
illustrating their epidemiological relationship. Overall, banding patterns were very
heterogeneous. Nevertheless, some isolates, partly from different isolation years and
federal states, had indistinguishable banding patterns. Following Tenover et al. (1995)
(35), a criterion of 27 band differences was used to define epidemiologically unrelated
M. bovis, and based on the differences in band patterns as well as epidemiological
data, 15 unrelated isolates were selected for further validation steps (Figure 1). Among
them were type strain DSM 227817 and four field isolates from different isolation years
(2015, n=1; 2016, n=2; and 2019, n=1) and federal states (Bremen, Lower Saxony,
Saxony-Anhalt and Schleswig-Holstein), which were used to compile growth curves

and determine the homogeneity of MICs.

Growth behavior of M. bovis in five broth media

The results of the preliminary growth experiments demonstrated that visible growth of
M. bovis is media- and time-dependent (Table S2). While only some of the 15 tested
M. bovis showed growth (as indicated by a color change of the medium due to the
addition of the pH indicator) in Friis broth (n=9), modified Standard Mycoplasma broth
(n=9), modified PPLO medium (n=8), and Eaton broth (n=4) even after 72 h (£2 h) of
incubation, visible growth was observed for all tested M. bovis in SP4 broth. In SP4
broth, an incubation period of 72 h (x2 h) was required before growth of all M. bovis
could be detected, whereas only some of the isolates (n=7) showed growth after 48 h
and none after 24 h. The readability of the color changes also varied with the media.
When modified PPLO broth was used, a clear color change from red to yellow was
detected for M. bovis growing in this medium. However, the difference between the
negative controls and wells with color change was less pronounced when Friis and
SP4 broth were used due to the naturally lighter color of the media. Nevertheless, with

the exception of Eaton broth where color changes were hardly visible, positive results
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for growth could be distinguished from negative ones using all media. Examples of the
growth results using different media are shown in the Supplemental Material, Figure
S1.

Growth curves with five unrelated M. bovis were then compiled in all
aforementioned media, and growth was determined by colony counts in cfu/ml. As a
result, the highest numbers of cfu/ml (approximately 107 to 10° cfu/ml) for all tested M.
bovis were detected in SP4 broth after 72 h of incubation at 37 °C (Figures S2 — S6).
At this time, growth of the five unrelated test isolates in the other four culture media
was variable and 107 cfu/ml could not always be obtained, especially for the type strain
M. bovis DSM 227817 or when using the Eaton broth (Figures S2 — S6).

Broth microdilution antimicrobial susceptibility testing of M. bovis

Since the growth experiments gave promising results for the SP4 broth after an
incubation time of 72 h at 37 °C and this medium is already recommended by the CLSI
for testing human mycoplasmas (18), this medium was selected for further validation
steps. Testing of homogeneity of MIC values in SP4 broth was then performed in five
independent AST experiments using the full panel of 16 antimicrobial agents. Since
the growth controls of some test isolates were negative (no visible color change) after
24 £2 h or 48 +2 h of incubation, the MICs were determined after 72 £2 h. At this time
point, a color change was visible in all growth control wells. In addition, after 72 £2 h,
there was also good readability of MIC endpoints, indicated by a color change from red
to yellow in the case of M. bovis growth, which could be easily distinguished from wells
without growth (red) (Figure S7). Four test isolates (M. bovis DSM 227817 and nos. 10,
33, and 100) even formed distinct buttons at the bottom of microtiter plate wells, and
these buttons were confirmed as M. bovis cells after culturing.

High essential MIC agreements between 92% and 100% (mean of 97%) and
exact MIC agreements between 56% and 80% (mean of 66.33%) were obtained for
almost all antimicrobials, as shown in Table 2. Only for streptomycin and tulathromycin,
the exact MIC agreements were lower with 44% and 36%, respectively. As expected,
the MICs of the antimicrobials colistin, imipenem, nalidixic acid, and
trimethoprim/sulfamethoxazole, to which M. bovis is intrinsically resistant, were often

above the tested drug concentration and thus were not included in the calculations.
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Influence of medium additives from different producers

The suitability of media additives from different producers on MIC test results of M.
bovis was investigated. The test results were in the same range as in the previous test
series with a maximum deviation of one dilution step (Table S3). Thus, even with the
inclusion of these data, high exact MIC agreements of 50 — 100% (mean of 71.41%)
and essential MIC agreements of 90 — 100% (mean of 96.86%) were obtained.

Antimicrobial susceptibility of the M. bovis collection

The remaining 127 M. bovis field isolates of the isolate collection were tested. Under
the test conditions, good readable MIC values could be obtained for all isolate and
antimicrobial agent combinations. Most M. bovis (n=89) formed buttons at the bottom
of the microtiter plates, allowing easy visual reading of MICs (Figure S8). Table 3
shows the MIC values of all 132 M. bovis, including calculated MICsg and MICg values.
However, as there are no approved clinical breakpoints for M. bovis yet, the isolates
could not be classified as resistant, intermediate or susceptible to the 16 antimicrobial
agents tested. An unimodal MIC distribution was found for florfenicol, whereas bimodal
or multimodal distributions were observed for some antimicrobials and combinations
tested, e.g., streptomycin, gentamicin or fluoroquinolones. However, because some
isolates had MIC values outside the tested concentration ranges, it was not possible
to characterize the MIC distributions for these antimicrobials as uni-, bi-, or multimodal.
Of note were the MIC differences among the isolates for the antimicrobial agent
tilmicosin, with two M. bovis, field isolate no. 91 and type strain DSM 22781T,
respectively, having MICs of <0.06 and 0.25 pg/ml, while all other M. bovis exhibited
MICs of 216 pg/ml. In addition, a single isolate, no. 85, showed higher MIC values
against all fluoroquinolones tested (ciprofloxacin 16 pg/ml, enrofloxacin 16 pg/ml and
marbofloxacin 232 pg/ml). For the antimicrobial agents for which intrinsic resistance of

M. bovis is known, very high MIC values were found, as expected (Table 3).

Quality control (QC) strains for MIC testing of M. bovis

To investigate whether established QC strains can also be used in SP4 broth, MIC
values were determined under test conditions applied for M. bovis. Interpretation of
results was based on the color change in the wells and additionally on a button
formation and was evaluated visually by the same person. However, only a few of the
MICs were within the specified MIC ranges after 16 — 20 h, 48 +2 h, or 72 +2 h (Tables
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S4 — S7). So were A. pleuropneumoniae ATCC 27090 within the MIC ranges for six
antimicrobial agents (enrofloxacin, florfenicol, marbofloxacin, tetracycline, tiamulin,
tilmicosin) and S. aureus ATCC 29213 for four (florfenicol, gentamicin, tiamulin,
tilmicosin). In contrast, E. coli ATCC 25922 and E. faecalis ATCC 29212 were within
the MIC ranges for only two antimicrobials (florfenicol, marbofloxacin and florfenicol,
tulathromycin, respectively). Therefore, the suitability of M. bovis DSM 22781T as a
future QC strain for quality control purposes was tested according to CLSI guideline
M23. For this, MICs were determined in 20 independent repetitions and results are
presented in Table 4. All MICs showed maximum deviations between 2- and 4-dilution
levels, meaning that this type strain meets the requirement for a QC strain according
to the CLSI document (34). However, some MICs were outside the tested
concentration range. This was the case for doxycycline, neomycin, streptomycin, and
tetracycline, and also for antimicrobial agents, for which intrinsic resistance is known
(colistin, imipenem, nalidixic acid, and trimethoprim/sulfamethoxazole), so that no MIC

ranges can be established for these antimicrobial agents.

Discussion

Due to the high growth requirements of M. bovis, culturing and AST represent a
practical as well as financial challenge for laboratories as special media must be used.
However, since M. bovis is an important pathogen in cattle farms (2, 36), there are
many reports of susceptibility testing of this highly fastidious pathogen, including by
using agar dilution or broth microdilution (8). Some examples can be found in
Rosenbusch et al. 2005, Gerchman et al. 2009, Hendrick et al. 2013, Ayling et al. 2014,
Sulyok et al. 2014, Heuvelink et al. 2016, Klein et al. 2017 and 2019, Jelinski et al.
2020, Bokma et al. 2020, and Kinnear et al. 2020 (24, 27, 28, 37 — 44). But in the
absence of harmonized methods for broth microdilution susceptibility testing of M.
bovis, very different test conditions have been used. In addition to differences in initial
inoculum concentrations and incubation conditions, more than ten different culture
media with varying supplements (e.g., heat-inactivated or non-heat-inactivated animal
sera, pH indicators and substrates for metabolism) were applied. A strong influence on
the test results, especially when using a pH indicator to indicate growth, could also be
caused by the differences in the originally set pH values of the media, which ranged
from 7.2 to 7.8 (14 — 17, 45, 46). Therefore, harmonized test methods are needed in
order to achieve comparable results. In addition, elevated MIC values of M. bovis to
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mycoplasma-relevant antimicrobials such as aminoglycosides, fluoroquinolones, or
macrolides have been reported (8, 44, 47 — 50), which makes the determination of the
susceptibility of the pathogen to antimicrobial agents highly recommended prior to
therapy of infections (12, 51).

Molecular typing of M. bovis in this study by macrorestriction analyses (although
modern, sequence-based methods also exist), revealed a low evidence of clonality.
This has previously been shown for M. bovis isolates from the United Kingdom as well
(52). Growth experiments showed that although all tested media have been used
previously for AST of M. bovis, sufficient growth (=107 cfu/ml) of the unrelated test
isolates was only detected in SP4 broth after 48 — 72 h of incubation at 37 °C. Thus,
only this medium fulfilled the requirements according to the CLSI guideline M23 (34).
SP4 broth was recently used by Josi et al. (2018) for AST of M. bovis and (29), in
addition, Burgi et al. 2018 were able to detect sufficient colony counts in SP4 broth
after 24 — 36 h incubation of two swiss M. bovis strains (53). However, it was necessary
to choose an extended incubation time to achieve visible growth of all M. bovis, as
demonstrated in the growth experiments in the course of the present study. As the SP4
broth is already approved by the CLSI (18), this medium was selected for broth
microdilution susceptibility testing of M. bovis. Thus, for diagnostic laboratories, it also
has the great advantage that the same medium can be used for testing other
mycoplasmas. Testing was performed according to the specifications (10* - 10° cfu/ml
inoculum concentration, 37 °C incubation temperature) given in the CLSI document
M43-A for testing human mycoplasmas (18) with SP4 broth and an incubation time of
72 + 2 h. The calculated exact and essential MIC agreements of 36 — 80% and 92 —
100%, respectively, met the CLSI criterion of a target intermethod correlation of 290%
essential agreement (34). Therefore, MIC values appeared to be reproducible and the
method suitable for further validation. Nevertheless, it is recommended that future
validation steps of the proposed method include an inter-laboratory comparison study
to test the reproducibility of MICs between laboratories. In addition, testing on a large
number of isolates from different countries and continents should further demonstrate
the suitability of the method.

Subsequently, it was tested whether SP4 medium components (FBS, tryptone,
or yeastolate) from different producers may have an influence on MIC values. MIC
values barely deviated from MIC ranges previously determined. Therefore, a very low

influence of medium components from different producers on the MIC values was
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assumed. These results are consistent with the findings of a multilaboratory study that
found no differences in MICs of M. pneumoniae QC strains when comparing
commercial and non-commercial SP4 broth (18).

For quality control purposes using the SP4 broth, the CLSI recommends the QC
strain M. pneumoniae ATCC 29342 (18). However, because this highly fastidious strain
requires a longer incubation time of 96 — 144 h compared to M. bovis (72 + 2 h) and a
stereomicroscope for colony counting (18), less demanding QC strains were tested to
facilitate handling by veterinary laboratories. Since A. pleuropneumoniae ATCC 27090,
E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212, and S. aureus ATCC 29213 are routinely
tested in other broth media (e.g. Mueller-Hinton broth) and not in SP4 broth (33), their
MIC values were outside the approved MIC ranges for many antimicrobial agents, so
that they did not appear to be suitable QC strains under the test conditions used for M.
bovis. Similar observations were made in a study investigating the suitability of E.
faecalis ATCC 29212 and S. aureus ATCC 29213 as QC strains for susceptibility
testing of the porcine pathogen M. hyorhinis (54). Thus, the use of the common QC
strains for mycoplasmas is not recommended. Therefore, it seems to be important to
establish a new QC strain for susceptibility testing of M. bovis in the future, which is
suitable for monitoring the entire procedure, including the challenging inoculum setting.
For this purpose, the suitability of M. bovis DSM 227817 was investigated. The MICs
of all 16 agents met the minimum requirement of 295% of the values within a range of
up to four consecutive dilutions steps, according to CLSI guideline M23. Although the
values cannot be assessed for all antimicrobials because they were outside the test
range (particularly antimicrobials where there is known intrinsic resistance of the
pathogen), MIC ranges could nevertheless be assessed for eight antimicrobials,
including fluoroquinolones and macrolides, which are relevant for the treatment of M.
bovis infections (2, 8, 50). In addition, there is no need to test additional concentration
steps, as the QC-ranges were within the range of field isolates. MIC values for M. bovis
DSM 227817 obtained from other studies also confirmed the results (11, 27, 39, 40,
55). Further validation of this type strain as a new QC strain in future research is
therefore highly recommended.

During susceptibility testing of the remaining M. bovis field isolates, MIC
endpoints could be read easily from the color change of the medium and, for many
isolates, by a button formation at the bottom of the microplate wells. Without approved

breakpoints for M. bovis, it was not possible to classify these isolates as susceptible,
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intermediate, or resistant. However, the breakpoints for Pasteurellaceae reported in
CLSI supplement VETO01S have been used previously to interpret the MICs of M. bovis
(12, 33, 56, 57). However, because such a classification based on breakpoints for
different bacterial species must be interpreted cautiously, the development of M. bovis-
specific clinical breakpoints is an urgent need. Nevertheless, bimodal or broad MIC
distributions as well as high MICs were observed for some agents (e.g.,
aminoglycosides, fluoroquinolones, and macrolides), indicating non-wild-type
subpopulations with acquired AMR. Since these include antimicrobials frequently used
to treat M. bovis infections in cattle (8), M. bovis with elevated MICs to these agents
are of particular concern. A decrease in the susceptibility of M. bovis to these classes
of antimicrobials is mostly based on mutations in the target genes (2, 7, 10, 12, 50).
When comparing the MIC values from this study with those from other studies,
it is noticeable that there were significant differences, although the M. bovis were
collected during similar time periods. For example, M. bovis collected between 2014
and 2020 from dairy, beef, mixed and veal farms showed lower MICs of the
aminoglycoside antibiotics neomycin (MICso = 0.5 pg/ml; MICgo = 2 pg/ml) and
streptomycin (MICso = 0.5 ug/ml; MICgo = 1 ug/ml) (28), whereas the M. bovis tested in
this study exhibited much higher values (Table 3). Bokma et al. (2020) even pointed
out that some MICs of M. bovis type strain PG45 differed from reported MICs for the
same strain, although reference strains should be genetically stable over the long term
(58). Therefore, in order to exclude influences of the susceptibility test method between
studies and to carry out targeted therapy of infections, a harmonized AST method

should be used for this important pathogen.

Conclusions

The SP4 broth is recommended as medium for broth microdilution susceptibility testing
of M. bovis. Following the specifications given in CLSI document M43-A, reproducible
and easily readable MICs of M. bovis were determined after 72 £2 h incubation at 37
°C. However, it is recommended that a QC strain will be validated for testing, and
based on the results of this study, M. bovis DSM 22781T may be well suited for this

purpose.
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Figure legends

Figure 1: Dendrogram based on macrorestriction patterns of 58 M. bovis field

isolates and M. bovis DSM 227817.

2 This isolate was used for preliminary growth experiments; ® This isolate was used for

determining the homogeneity of MIC values; Gray shading indicates groups of isolates

that were indistinguishable in macrorestriction analysis.
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Tables

Table 1: Origin and years of isolation of 131 M. bovis field isolates and M. bovis type
strain DSM 227817 used in this study.

Year of Number of isolates from

isolation Dairy cow Calf
Bavaria 2016 -

2017

2018

2020
Brandenburg 2018
Bremen 2019
Hesse 2015

2016

2017

2018

2020

2021
Lower Saxony 2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020
Mecklenburg 2015
Western Pomerania 2016

2017

2018

2019
Northrhine- 2014
Westphalia 2015

2016

2017

2018

2019

2020
Rheinland-Pfalz 2016

2019
Saxony-Anhalt 2015

2017

2019
Schleswig-Holstein 2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020
Unknown Before 07/2009

2017 1 -
2 This is M. bovis type strain DSM 22781T; - No isolate available.

Federal state
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Table 2: Homogeneity of MIC values (ug/ml) obtained with SP4 broth after 72 £2 h of incubation at 37 °C

Deviation from the MIC mode Exact MIC Essential MIC
Antimicrobial agent? agreement agreement
-3 -2 -1 0 1 2 3 of isolates (%)° of isolates (%) ¢
Ciprofloxacin 6 17 2 68 100
Doxycycline 1 21 2 1 84 96
Enrofloxacin 2 19 4 76 100
Florfenicol 3 20 2 80 100
Gentamicin 2 14 9 56 100
Marbofloxacin 2 20 3 80 100
Neomycinf 1 2 20 2 80 96
Streptomycin’ 1 7 11 5 1 44 92
Tetracycline 1 4 15 5 60 96
Tiamulin 1 5 14 5 56 96
Tilmicosin' 1 1 19 4 76 96
Tulathromycinf 1 7 9 7 1 36 92
Colistinf 25 100 100
Imipenem§ 1 24 96 100
Nalidixic acidf 20 5 80 100
Trimethoprim/ o5 100 100

sulfamethoxazole®?

a The antimicrobial agents below the blank line represent antimicrobials with known intrinsic resistance of M. bovis; ® Exact MIC agreement indicates the
percentage of MICs that match the MIC mode (precondition of five identical MICs); © Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are in the gray
area; ¢ Essential MIC agreement defines MICs within +1 dilution of MIC modes; ¢ Ratio 1:19; f The MIC value of at least one isolate was equal to, lower or
higher than the concentrations of the tested range.
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Table 3: MIC distribution of 131 M. bovis field isolates and type strain M. bovis DSM 227817 after 72 + 2 h of incubation in SP4 broth

MICP (ug/ml)
Antimicrobial agent? MICs; MICq
0.008 0.015 0.03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Ciprofloxacin 1 2 20 9% 14 1 3 1 0.5 1
Doxycycline 3 1 13 73 38 3 1 0.5 1
Enrofloxacin 14 106 7 3 1 1 0.25 0.25
Florfenicol 4 30 74 20 4 2 4
Gentamicin 1 3 24 84 17 A1 2 4 8
Marbofloxacin 1 2 77 45 5 1 iz 0.5 1
Neomycin 2 13 63 44 10# 32 64
Streptomycin 3 14 44 17 12 17 16 7 2 16 128
Tetracycline 3 5 45 68 9 2 2 2
Tiamulin 30* 57 34 9 1 1 0.06 0.12
Tilmicosin 1* 1 2 2 6 17  103* 2256 2256
Tulathromycin 4 20 41 36 10 3 1 17# 4 >64
Colistin 132# 2128 2128
Imipenem 1 131# 264 264
Nalidixic acid 1 10 99 22# 128 =256
Trimethoprim/sulfamethoxazole® 2 130# =64 =64

The tested range of the antimicrobial agents is represented in the white area; @ The antimicrobial agents below the blank line represent antimicrobials with known intrinsic resistance
of M. bovis; ® Data represent the concentration of trimethoprim, Ratio 1:19; * MICs equal to or lower than the concentrations of the test range; # MICs equal to or higher than the
concentrations of the test range.
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Table 4: Distribution of MIC values (ug/ml) of M. bovis type strain DSM 227817 obtained after 20 independent replications of broth

microdilution susceptibility testing in SP4 broth

MIC values (in pg/ml)

Percentage of

Determined MICs within the
Antimicrobial agent? MIC range  CLSI
0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 (Hg/ml) recommended
range®
Ciprofloxacin 4 16 05-1 100
Doxycycline 19* 1 <0.06 -0.12 100
Enrofloxacin 1 5 14 0.12-0.5 100
Florfenicol 2 14 2 2 05-4 100
Gentamicin 2 14 2 2 2-16 100
Marbofloxacin 4 16 05-1 100
Neomycin 1 15 4# 16 - 2128 100
Streptomycin 2 14 4* 256 -21024 100
Tetracycline 15 4 1 <0.12-0.5 100
Tiamulin 6 10 4 0.06 - 0.25 100
Tilmicosin 3 1 3 2 1 0.12-1 95.00
Tulathromycin 5§ 9 3 3 1-8 100
Colistin 20* 2128 100
Imipenem 20* =64 100
Nalidixic acid 2 11 7* 64 - 2256 100
Trimethoprim/sulfamethoxazole® 4 16* 32 - 264 100

The tested range of the antimicrobial agents is represented in the white area;  The antimicrobial agents below the blank line represent antibiotics with known intrinsic resistance
of M. bovis; ® A limit of 295% is set according to CLSI guideline M23; ¢ Data represent the concentration of trimethoprim, Ratio 1:19; * MICs equal to or lower than the
concentrations of the test range; # MICs equal to or higher than the concentrations of the test range.
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Supplemental Material

Figure S1
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Visible growth of four epidemiologically unrelated M. bovis field isolates (in duplicate) in five different broth
media after 72 h incubation at 37 °C.
The following scheme was used to grade visible growth: + visible growth detectable; - no visible growth

detectable; N non-inoculated medium control.
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Figure S2

M. bovis type strain DSM 22781
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Figure S4

M. bovis isolate 33

1,0E+09
1,0E+08 -
Te="C ———
1,0E+07 —= e F
P
. 1,0E+06 T I St
S L p Praps )
6 B - -~ .’
S 10E+05 = o L
e L - R
1,0E+04 s >
é I -’
© 1,0E+03 R -
1,0E+02 = el
1,0E+01
1,0E+00
0 24 48 72
time (h)
— — Modified PPLO Medium . Friis broth
————— Modified Standard Mycoplasma broth SP4 broth

- . - Eaton broth

Colony counts (cfu/ml) of M. bovis field isolate no. 33 in five different test media.

Figure S5
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Figure S6
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Inoculated microtiter plate with M. bovis type strain DSM 227817 after 72 +2 h of incubation in SP4 broth.

Red-circled wells represent MIC values; Blue-circled wells represent positive growth controls.
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Figure S8

Inoculated microtiter plate of M. bovis field isolate no. 144 forming buttons at the bottom of wells after 72
12 h incubation in SP4 broth.

Red-circled wells represent MIC values; Blue-circled wells represent positive growth controls.

Table S1: Determination of visible growth of 15 M. bovis isolates after 24 (+2 h), 48 h (£2 h), and

72 h (22 h) incubation in different broth media.

Number of isolates for which visible growth was indicated by a

Medium color change of the indicator after
24h*2h 48h*2h 72h*2h

Eaton broth 0 0 4
Friis broth 0 2 9
Modified Standard Mycoplasma 0 1 9
broth

Modified PPLO Medium 0 0 8
SP4 broth 0 7 15
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Table S2: Homogeneity of M. bovis MIC values determined with SP4 broth after 72 £2 h incubation at 37 °C using media components

(fetal bovine serum, Bacto TC Yeastolate, tryptone) from different producers.

Deviation from the MIC mode Exact MIC Essential MIC

Antimicrobial agent® agreement of a?feelmtent

-3 -2 -1 0 1 2 3 isolates (%)° z,/o ;f,ﬁ’ ates
Ciprofloxacin 6 32 2 80.00 100
Doxycycline 5 24 11 1 60.00 97.50
Enrofloxacin 5 30 5 75.00 100
Florfenicol 7 29 4 72.50 100
Gentamicin 7 24 7 2 60.00 95.00
Marbofloxacin 9 26 5 65.00 100
Neomycin 3 9 26* 2 65.00 92.50
Streptomycin 2 12 21* 3 2 52.50 90.00
Tetracycline 1 8* 23 8 57.50 97.50
Tiamulin 2 9 20 8 1 50.00 92.50
Tilmicosin 1 7 30* 2 75.00 92.50
Tulathromycin 8 22¢ 7 3 55.00 92.50
Colistin 40* 100 100
Imipenem 40* 100 100
Nalidixic acid 3 30 7 75.00 100
;I'rlmethoprlm/sulfamethoxazole 40* 100 100

@ The antimicrobial agents below the blank line represent antibiotics with known intrinsic resistance of M. bovis; ® Exact MIC
agreement indicates the percentage of MICs that match the MIC mode (a precondition of five identical MICs); © Data fulfilling the
criteria of the essential MIC agreement are in the gray area; ¢ Essential MIC agreement defines MICs within +1 dilution of MIC
modes; ¢ Ratio 1:19; * Isolates with MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the tested range.
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Table S3: MIC values (ug/ml) of Escherichia coli ATCC 25922 obtained in SP4 broth using three different incubation times and comparison to established QC

ranges.

Incubation Number of repetitions resulting in a MIC (ug/ml) of
time (h) 0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
Ciprofloxacin 20 - 2 - - - - - - - - R
48 £2 - -
72 +2 - -
Doxycycline 20 - - - ‘ - -

Antimicrobial agent®

» oWl
1
1
1
1
1
1
1
1

48 +2 - - -

72 +2 - - -
Enrofloxacin 20

48 +2

72 +2
Florfenicol 20 - - - - -

48 +2 - - - - - -

72 +2 - - - -
Gentamicin 20 - - - -

48 +2 -

72 +2 -
Marbofloxacin 20 - -

48 +2

1
]

(6 ¢, )|
o
o
o
o
o
1
1
1
]

72 2 -
Neomycin 20 - - - - - - - 2
48 +2 - - - - - - - 1
72 2 - - - - - - - 1
Streptomycin 20 - - - - - -
48 +2 - - - - - -
72 2 - - -
Tetracycline 20 - - - -
48 +2 - -
72 2 - - -
Tiamulin 20 - - - - - - 5
48 +2 - - - - - - - - - - - 3 2
72 2 - - - - - - - - - - - 3 2
Tilmicosin 20 - - - - - - - - - - - 3 2%
48 +2 - - - - - - - - - - - 2 &
72 2 - - - - - - - - - - - 2 &
Tulathromycin 20 - - - - - - - - - - - 2
48 +2 - - - - - - - - - - - 1 4*
72 2 - - - - - - - - - - - 1

Colistin 20 - - 1
48 +2 - - -
7242 - - -
Imipenem 20 - - - - 5
48 +2 - - - - 4

= ADD
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722 - - - - 4 | 1 - -

Nalidixic acid 20 - - - - - - 5 - - - - -
48 +2 - - - - - - 4 1 - - - -
72 2 - - - - - - 3 2 - - - -

Trimethoprim/ 20 - - = - 5 - - - -

sulfamethoxazole 48 +2 - - = - 2 3 - - -

1:19 72 2 - - 1 3 1 -

Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of E. coli ATCC 25922 after incubation for 16 - 20 h in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) (CLSI 2020);
The white areas visualize the tested range of concentrations; * MICs equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.

Table S4: MIC values (ug/ml) of Enterococcus faecalis ATCC 29212 obtained in SP4 broth using three different incubation times and comparison to established

QC ranges.

Incubation Number of repetitions resulting in a MIC (ug/ml) of

time (h) 0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Ciprofloxacin 20 - - - - - - - 5
1

Antimicrobial agent®

48 +2 - - - - - - -
72 +2 - - - - - - -
Doxycycline 20 - - - - -
48 +2 - - - -
72 +2 - - - -
Enrofloxacin 20 - ‘ - - 4

1WA
1
1

[
1
1 NO
1 OTW

48 +2 -
72 £2 -
Florfenicol 20 - - -
48 +2 - - - -
72 £2 - - - - -
Gentamicin 20 - - - - - 4
48 +2 - - - - - - - 4 1 - - -
4

1

1

1
TN =
W =

1
1O O1 O
1
]

]

]

]

1

72 2 - - - -
Marbofloxacin 20 - - - - - - - -
48 +2 - - - - - -
72 2 - - - - - -
Neomycin 20 - - - - -
48 +2 - - - - - - - - - - 2 3*
72 2 - - - - - - - - - - -
Streptomycin 20 - - - - - - - - -
48 +2 - - - - - - - - -
72 2 - - - - - - - -
Tetracycline 20 - - - - - - ‘ - - 4 ‘

1
1
12N O
1 AW
1
1

oo 9
1
1

48 +2 - - - - - -
72 £2 - - - - - -
Tiamulin 20 - - - - - - - - - - -
48 +2 - - - - - - - - - - - - 5*
72 £2 - - - - - - - - - - - - 5*

[ &) BE ]
]
1



48 +2 - - - - - - -
72 £2 - - - - - - -
Tulathromycin 20 - - - - - - - - ‘ - 1

Tilmicosin 20 - - - - - - - ‘ -

48 +2 - - - - - - - -
72 2 - - - - - - - -

WW=_2WWwWwhN
N
'

1
1
NN W

Colistin 20 - - - - - - - - - - - 5*
48 +2 - - - - - - - - - - - 5*
72 2 - - - -
Imipenem 20 - - - - - 3
48 +2 - - - - -
72 2 - - - - -
Nalidixic acid 20 - - - - - - - - - - - 5*
48 +2 - - - - - - - - - - - - 5*
72 2 - - - - - - - - - - -
Trimethoprim/ 20 - - - - - - - - - 5*
sulfamethoxazole 48 2 - - - - - - - - - 5*
1:19 72 42 . = S - - - - - - *
Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of Ec. faecalis ATCC 29212 after testing in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) and incubation for 16 —
20 h (CLSI 2020); The white areas visualize the tested range of concentrations; * MICs equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.

Table S5: MIC values (ug/ml) of Staphylococcus aureus ATCC 29213 obtained in SP4 broth using three different incubation times and comparison to established

QC ranges.

Incubation Number of repetitions resulting in a MIC (ug/ml) of

time (h) 0.008 0.015 0.03 0.06 012 025 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
20 - - - - - -
Ciprofloxacin 48 +2 - - - - - -
72 +2 - - - - - -
20 - ‘ - 4

Antimicrobial agent®

Doxycycline 48 +2 -
72 2 -
20 ‘ - - ‘

[ QRN Y'Y ) |
P OT= 0 N
1
1
1
1
1
1

Enrofloxacin 48 +2
72 +2
20 -
Florfenicol 48 +2 - -
72 +2 - -
20 = =
Gentamicin 48 +2 = o
72 +2 = =
20 - - - - = =
Marbofloxacin 48 +2 - - - - = o
72 +2 - - - - = =

(R SN Ny}
1
1
1
1
[

1
1
'
'
1 Oo1oOr
]
1
]
]
1

[ S S}
1
1
1
]
1
]
]
1

AN = N
w
1
1
1
1



20 - - - - 2
Neomycin 48 +2 - - - -

72 2 - - - - -

20 - - -
Streptomycin 48 +2 - - -

72 2 - -
20 ‘ = = 5

LI &) ¢, N OV
]
]
1
1

]
TNW b

Tetracycline 48 +2
72 2
20 - - - - ‘ -

Tiamulin 48 £2 - - - -
72 £2 - - - -
20 - - - -

Tilmicosin 48 £2 - - - -
72 £2 - - - -

1
T AN NOT= 01
T AW AW B~

20 - - - - - - 4 | - 1
Tulathromycin 48 +2 - - - - - - - = = 2 1
72 +2 - - - - - - - 1 1

20 - - - - - - - - - - - 5*
Colistin 48 +2 - - - - - - - - - - - 5*
72 £2 - - - - - - - - - - - 5*
20 - 5 - - - - - - - - - -
Imipenem 48 +2 - - 3 2 - - - - - - - -
72 £2 = = = - 5 - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - 5 -
Nalidixic acid 48 £2 - - - - - - - - - - 5
72 £2 - - - - - - - - - 1 3 1*
Trimethoprim/ 20 - - - - - - - - - 5*
sulfamethoxazole 48 +2 - - - - - - - - - 5*
1:19 72 £2 - - - - - - - - &

Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of S. aureus ATCC 29213 after testing in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) and incubation for 16 - 20
h (CLSI 2020); The white areas visualize the tested range of concentrations; * MICs equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.
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Table S6: MIC values (ug/ml) of Actinobacillus pleuropneumoniae ATCC 27090 obtained in SP4 broth using three different incubation times and comparison to

established QC ranges.

Antimicrobial Incubation Number of repetitions resulting in a MIC (ug/ml) of

agent? time (h) 0.008 0.015 0.03 0.06 012 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
24 - 5 - - - - - - - - - -

Ciprofloxacin 48 +2 - 5 - - - - - - - - - -
72 +2 - 5 - - - -
24 - - -

Doxycycline 48 +2 - - -
72 +2

24 ‘ 2

TWwWww

Enrofloxacin 48 +2
72 +2
24 - ‘

N
A bW
[
[

1
1
]

1
1
]

Florfenicol 48 +2 -
72 +2 -

T WWWw
1

24 - S
Gentamicin 48 +2 - - - - - 5

72 +2 - - - - - 5

24 - - -
Marbofloxacin 48 +2 -

72 2 -

24 - - - - - - - -
Neomycin 48 +2 - - - - - - - -

72 +2 - - - - - - - -

24 - - - - - -
Streptomycin 48 +2 - - - - - -

72 +2 -

24 - ‘ -

1
(S ¢, )|
[
o
o
o
o
o
]
]
]

FPNNDNOTOI O

Tetracycline 48 +2 -
72 +2 -

rTwWwwWww
[
[
[
]
]
]
]
1

24 - - - - - -
Tiamulin 48 £2 - - - - - - - -

72 £2 - - - - - - - -

24 - - - - - - -
Tilmicosin 48 £2 - - - - - -

72 £2 - - - - - -

24 - - - - - - - - -
Tulathromycin 48 +2 - - - - - - - - -

72 £2 - - - - - - - - -

WWW=_a2 2 WWWw
1
[
[

24 - - - -
Colistin 48 +2 - - - -
72 +2 - - - -
Imipenem 24 - - - - 4 1

L A
[ GG
1
1
]
]
]



48 £2 - - - - 3 2 - - - - - -

72 2 - - - - 2 3 - - - - - -

24 - - - - - - 5 - - - - -
Nalidixic acid 48 +2 - - - - - - 5 - - - - -

72 2 - - - - - - 5 - - - - -
Trimethoprim/ 24 - 1 4 - - - - - -
sulfamethoxazole 48 +2 - - 5 - - - - - -
1:19 72 +2 - - 5 - - - -

Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of A. pleuropneumoniae ATCC 27090 after testing in Veterinary Fastidious Medium and incubation for 20 - 24 h
(CLSI 2018); The white areas visualize the tested range of concentrations; * MICs equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.
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Abstract

This study aimed to develop a method for standardized broth microdilution
antimicrobial susceptibility testing (AST) of Avibacterium (Av.) paragallinarum, the
causative agent of infectious coryza in chickens. For this, a total of 83 Av.
paragallinarum isolates and strains were collected from 15 countries. To select
unrelated isolates for method validation steps, macrorestriction analyses were
performed with 15 Av. paragallinarum. The visible growth of these Av. paragallinarum
was examined in six broth media and growth curves were compiled. In Veterinary
Fastidious Medium and cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) + 1% chicken
serum + 0.0025% NADH (CAMHB+CS+NADH), visible growth of all isolates was
detected and both media allowed adequate bacterial growth. Due to better readability
of Av. paragallinarum growth in microtiter plates, CAMHB+CS+NADH was chosen for
AST. Repetitions of MIC testing with five epidemiologically unrelated isolates using a
panel of 24 antimicrobial agents resulted in high essential MIC agreements of 96 —
100% after 48 h incubation at 35 + 2 °C. Hence, the remaining 78

Av. paragallinarum were tested and demonstrated easily readable MICs with the
proposed method. Differences in MICs were detected between isolates from different
continents, with isolates from Africa showing lower MICs compared to isolates from
America and Europe, which more often showed elevated MICs of aminoglycosides,
quinolones, tetracyclines and/or trimethoprim/sulfamethoxazole. PCR analyses of
isolates used for method development revealed that isolates with elevated MICs of
tetracyclines harbored the tetracycline resistance gene fef(B), but none of the other
tested resistance genes were detected. Therefore, whole-genome sequencing data
from 62 Av. paragallinarum were analyzed and revealed the presence of sequences
showing nucleotide sequence identity to the genes aph(6)-Id, aph(3")-1b, blatem-18,
catA2, sul2, tet(B), tet(H), and mcr-like. Overall, the proposed method using
CAMHB+CS+NADH for susceptibility testing with 48 h incubation time at 35 + 2 °C in
ambient air was shown to be suitable for Av. paragallinarum. Due to a variety of
resistance genes detected, the development of clinical breakpoints is highly
recommended.

Introduction

Avibacterium (Av.) paragallinarum (formerly Haemophilus paragallinarum) is the
causative agent of infectious coryza (IC) in chickens (1 — 3). The fastidious pathogen
causes an acute respiratory disease associated with airsacculitis, conjunctivitis,
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swollen head, mucopurulent or serous nasal discharge, and rhinitis (3). Disease
caused by Av. paragallinarum results in a mortality of up to 10% as well as a significant
reduction in fattening performance due to lower feed conversion and a decrease in
laying performance of 10% to 80% (3, 4). This phenomenon is further enhanced by
secondary infections with other pathogens (e.g., Mycoplasma spp.) or poor housing
conditions (3, 5, 6). As a result, IC consistently leads to marked economic losses in the
chicken and egg industries worldwide (3).

Antimicrobials such as macrolides, sulfonamides and tetracyclines have been
used to treat IC in poultry for years (3, 7). However, as there is no agreed method for
standardized antimicrobial susceptibility testing (AST) for Av. paragallinarum, which is
included in standards so far, different methods were used to determine minimal
inhibitory concentration (MIC) values for Av. paragallinarum. Nevertheless, it is known
that test parameters (e.g., inoculum size, medium, incubation conditions) can influence
the results of MIC testing (8 — 10), which may affect the evaluation of the results and
thus the selection of the most appropriate antibiotic in case of treatment of disease.
Additionally, as Av. paragallinarum is highly fastidious and requires complex media
containing sodium chloride (1.0 — 1.5%) and for most isolates NAD (V-factor) (3, 11),
common methods for AST of fast-growing bacteria of animal origin (such as
Escherichia coli) according to CLSI supplement VETO01S are not suitable for Av.
paragallinarum.

In two recent studies a broth medium, cation-adjusted Mueller-Hinton broth
(CAMHB) plus 0.0025% NADH (B-NAD, reduced form, disodium salt) plus 1% heat-
inactivated chicken serum (CAMHB+CS+NADH), was used to determine the
susceptibility status of Av. paragallinarum (12, 13). This medium was accepted by the
CLSI for AST of Glaesserella parasuis and for inclusion in the next CLSI guidance
document VETO6 (personal communication). Furthermore, this medium has recently
been recommended for harmonized AST of the closely related pathogen Av.
gallinarum (23). However, since the suitability of this and other broth media for
standardized MIC testing of Av. paragallinarum has not been previously demonstrated,
this study aimed to investigate the suitability of this and other broth media and test
parameters for standardized broth microdilution susceptibility testing of Av.
paragallinarum. The method was subsequently used to examine its suitability for field
isolates from different geographic areas (America, Europe, southern Africa) and to
determine MIC values of the isolates. In addition, whole genome sequencing (WGS)
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analysis was performed to investigate the presence of antimicrobial resistance genes
(ARGs) in Av. paragallinarum.

Material and methods
Collection of Av. paragallinarum field isolates and reference strains, culturing
and species confirmation
A total of 83 Av. paragallinarum were collected for this study, including 76 field isolates
isolated between 1994 and 2022 (Table 1). The collection included 15 Av.
paragallinarum, which were used for method development as their epidemiological
relatedness was investigated by macrorestriction analysis as described below (Figure
1). Of these, 14 field isolates (no. 1 — 14) originated from chickens and were isolated
in 2009 (n=6), 2016 (n=2), 2018 (n=1), 2019 (n=2), 2020 (n=2), and 2022 (n=1) from
poultry flocks in Germany (n=8) and the Netherlands (n=6). In addition, the Av.
paragallinarum type strain CCUG 12835" (synonym IPDH 2403), which was isolated
in Germany in 1973 (14) and obtained from the Culture Collection University of
Gothenburg (CCUG, Gothenburg, Sweden), was used for comparative purposes. The
additional 68 Av. paragallinarum from Royal GD (Deventer, the Netherlands) were
used to test the suitability of the developed method. These included 62 field isolates
collected between 1994 and 2021 from poultry flocks in various countries in Europe
(Belgium, England, Germany, the Netherlands, Spain; n=31), southern Africa (South
Africa, Zimbabwe; n=16), and North and South America (Guadeloupe, Ecuador,
Mexico, Peru; n=15). The collection also included six Av. paragallinarum reference
strains (HP14, E-3C, 2671, 221, SA-3, 0222) originating from five different continents.
For culturing the Av. paragallinarum isolates, Tryptic Soy agar plates (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) supplemented with 10% (v/v) chicken serum (heat-
inactivated at 56 °C for 30 min) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)
and 0.025% (v/v) NADH (B-NAD, reduced form, disodium salt) (Roche Diagnostic,
Mannheim, Germany) (TSA+) was used. However, chocolate agar plates containing
10% (v/v) defibrinated horse blood (Oxoid Limited, Basingstoke, UK) were used for
colony count determinations in the growth experiments, as most Av. paragallinarum
showed more easily countable colonies on this agar. After 24 — 48 h at 37 °C in an
atmosphere containing 5% CO., transparent colonies were visible on the agar plates.
In addition, Haemophilus medium (HM), according to the specifications of the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany), was
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used for culturing isolates in broth for macrorestriction analyses. Species confirmation
of the Av. paragallinarum for method development was performed by a previously
described species-specific PCR assay (15), modified by Muhammad and Sreedevi
(2015) (16). For this, DNA was isolated from colonies selected from a 24 — 48 h old
culture on TSA+ agar plates by boiling (99 °C; 15 min). In addition, the species
assignment of all isolates from Royal GD Av. paragallinarum collection was done by

using a real-time PCR assay as described previously by Feberwee et al. (2019) (17).

Macrorestriction and pulsed-field gel electrophoresis analyses

For selecting unrelated isolates for method validation steps, macrorestriction digests
followed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) were used to determine the clonal
relationship of the 15 Av. paragallinarum isolates collected first (although more modern
methods e.g. whole genome sequencing with SNP analysis or cgMLST are available
today). The method was based on a previously described PulseNet protocol for E. coli
0O157:H7, Salmonella and Shigella with minor modifications regarding the run time and
restriction enzyme used (18). In short, DNA was digested by using the restriction
enzyme Kpnl (Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania). For Salmonella
Typhimurium LT2, which served as a size marker in the analyses, the restriction
enzyme Xbal (Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania) was used. DNA
fragments were separated in gels at 6 V using the CHEF DR Il system (BioRad,
Munich, Germany), with a pulse time increasing over 20 h from an initial time of 2 sec
to a final extension time of 18 sec. For fragment pattern analysis (UPGMA), the
BioNumerics software (version 7.6; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) was
used. The Dice coefficient was set with a position tolerance of 1% and an optimization
of 0.5%.

Visible growth of Av. paragallinarum in six broth media

To select a suitable medium for susceptibility testing, preliminary growth experiments
were performed with 15 Av. paragallinarum in different media to investigate whether
the isolates show visible growth in microtiter plates. For this, the following six broth
media were included: CAMHB (Becton Dickinson and Company, Sparks, USA),
CAMHB plus 2.5% lysed horse blood (v/v) (Oxoid Limited) (CAMHB+LHB), CAMHB
plus 0.0025% NADH (v/v) (Roche Diagnostics GmbH) plus 1% heat-inactivated
chicken serum (v/v) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) (CAMHB+CS+NADH), as well as
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the Haemophilus Test Medium (HTM), Mueller-Hinton fastidious broth medium with
yeast extract (MHF-Y), and Veterinary Fastidious Medium (VFM) produced according
to CLSI guidelines (19 — 21). In the case of the VFM medium, however, the availability
of one of the ingredients is discontinuous, so it is not always possible to produce it.
While CAMHB without supplements is the medium included in the CLSI standard for
testing rapidly growing bacteria like Enterobacterales (21), CAMHB+LHB, HTM, MHF-
Y and VFM are approved media for testing fastidious organisms (e.g., Actinobacillus
pleuropneumoniae, Histophilus somni, or Haemophilus influenzae) (19 — 21). The
CAMHB+CS+NADH was previously used for MIC testing of Av. paragallinarum (12,
13) and was recently recommended for standardized testing of the fastidious pathogen
Glaesserella parasuis (22). This medium, soon included in CLSI guidance document
VETOG6 for broth microdilution testing of G. parasuis, was also recently recommended
for standardized AST of the closely related pathogen Av. gallinarum (23).

For the tests, Av. paragallinarum colonies from a 24 h-old culture on TSA+
plates were suspended into a sterile 0.9% saline solution (Merck KGaA) to achieve a
suspension with a density corresponding to that of a McFarland standard of 0.5
(approximately 108 cfu/ml) using the McFarland densitometer DEN-1B (Biosan SIA,
Riga, Latvia). The dilution steps to obtain an initial inoculum of approximately 5 x 10°
cfu/ml, the microtiter plates and their inoculation as well as the controls were performed
as described in a previous publication (23). After incubation in ambient air at 35 + 2 °C,
the wells were checked for visible growth at five time points (18, 20, 22, 24, and 48 h,

respectively).

Compiling multi-day growth curves

Based on the data obtained from the preliminary growth test, two media
(CAMHB+CS+NADH and VFM) were selected for compiling growth curves. For this
purpose, two independent repetitions of growth experiments were performed on
different days, determining the number of cfu/ml of four epidemiologically unrelated Av.
paragallinarum (Av. paragallinarum CCUG 12835" and field isolates nos. 3, 7, and 13)
in the media. Preparation of the inoculum for the growth curves was performed as in a
study on Av. gallinarum (23). During a 48-hour period, a volume of 100 ul was taken
from the broth medium at each of the time points mentioned (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24,
32, and 48 h) and 10-fold serial dilutions were prepared with sterile 0.9% saline.
Subsequently, the dilutions (50 pl from each dilution step) were spread in duplicate on
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pre-dried chocolate agar plates. After incubation of the agar plates at 37 °C for 24 — 48
h in a microaerobic atmosphere (5% CO-), colonies were counted and statistical

average values and standard deviations calculated as previously described (23).

Antimicrobial susceptibility testing of Av. paragallinarum
For broth microdilution susceptibility testing, three different customized microtiter plate
layouts (Sensititre, Trek Diagnostic Systems, East Grinstead, UK; virgin polystyrene
plates) were used per isolate. This resulted in the testing of 24 antimicrobial agents or
antimicrobial combinations, which are listed in detail in the Results section. Microtiter
plates coated with vacuum-dried antibiotics were inoculated with 50 pl of bacteria-
supplemented CAMHB+CS+NADH, the broth medium selected based on the previous
experiments. To assess the suitability of the broth medium and incubation conditions
for susceptibility testing, five epidemiologically unrelated isolates (Av. paragallinarum
CCUG 12835", field isolates nos. 3, 4, 7, and 11) were tested in five independent
experiments. The selection of isolates was based on differences in their growth
behavior, with isolates 4 and 11 being characterized by difficult culturing and
particularly small colonies. The performance of broth microdilution (inoculum
preparation, incubation temperature and conditions) was done according to CLSI
guidelines for testing bacteria isolated from animals (21), and the procedure was also
briefly described for Av. gallinarum in a previous study by Gutgemann et al. (2022a)
(23). The inoculum density of approximately 5 x 10° cfu/ml was verified by performing
two inoculum controls as described in CLSI standard MO7 and supplement VET01S
(21, 24). The quality control (QC) strain E. coli ATCC 25922 was used for quality control
purposes. Reading of MICs was done visually after 18, 20, 22, 24, and 48 h (10 min)
of incubation, respectively. Subsequently, the exact MIC agreements (percentage of
MICs with a precondition of five identical MICs) and the essential MIC agreements
(percentage of MICs that allow a deviation of the MIC mode of £1 log> dilution steps)
were calculated to determine the homogeneity of MICs.

After evaluating the results, the remaining Av. paragallinarum field isolates and
reference strains were tested on site at Royal GD and MICso and MICgo values
(indicating the MICs required to inhibit 50% and 90% of the isolates, respectively) were

calculated.
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Control of medium and supplements from different producers

To investigate whether susceptibility testing with medium and supplements from
different producers resulted in comparable MICs of Av. paragallinarum isolates,
additional testing of the five isolates used for method validation was performed using
CAMHB (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) and the supplements chicken serum (BioWest
SAS, Nuaillé, France) and NADH (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) instead of CAMHB
(Becton Dickinson and Company), chicken serum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), and
NADH (Roche Diagnostics GmbH). The resulting MICs were then compared with the
previously determined MICs collected in the 5-fold tests and the exact and essential
MIC agreements were calculated.

Analyses of antimicrobial resistance genes
Isolates with elevated MIC values compared to the other isolates of the Av.
paragallinarum collection were tested for the presence of ARGs to assess the
concordance of resistance phenotypes and genotypes. For this purpose, formed on 14
of the 15 Av. paragallinarum collected first, which showed higher MICs for at least one
antimicrobial agent compared to the other isolates tested. The PCR assays were
carried out as described previously (23, 25). Details on the tested resistance genes
and references for the PCR assays are given in Table S1 in the Supplementary data.
For 62 out of 68 Av. paragallinarum from the Royal GD collection, whole genome
sequencing (WGS) data were available from another ongoing study focussing on
typing of a large collection of Av. paragallinarum isolates. The available WGS data
were used in the current study to support the phenotypical AST findings. DNA library
preparation and de novo assembly were performed as previously described by Buter
et al. (2023) (26). De novo contigs were used for screening for the presence of ARGs
by using the Find Resistance with Nucleotide DB script version 1.2 and the ResFinder
Database (version 2021-02-28; minimum identity % = 60, minimum length % = 60, filter
overlaps = Yes) within the CLC Genomic Workbench v. 22.0.2 (Qiagen Aarhus A/S,
Aarhus, Denmark). Then, consensus sequences having a ResFinder database hit
were extracted from the contigs and a BLAST search in the NCBI non-redundant
database was used for confirmation of the presence of sequences with a high
sequence identity with AMR-associated genes. For WGS analysis, all isolates were
included that showed elevated MIC values compared to other isolates against at least
one antimicrobial agent, as well as 23 isolates with low MIC values for comparison
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purposes. Raw sequence data were submitted to the sequence read archive (SRA;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) under BioProject number PRJNA1044294 and
accession numbers SAMN38380366 to SAMN38380422. In additon, WGS data of the
field isolates used for compilation of growth curves and/or method validation can be
found under the following accession numbers: GCF_002921155.1 (CCUG 12835"),
SAMN38658941 (isolate 4), SAMN38658940 (isolate 7), SAMN38380376 (isolate 11),
and SAMN38380375 (isolate 13).

Results

Clonality of 15 Av. paragallinarum used for method validation

Macrorestriction analysis and subsequent cluster analysis revealed that some of the
15 Av. paragallinarum isolates used for method validation were very diverse, but some
had identical band patterns (Figure 1). Two major clusters were detected (A and B),
with nine isolates belonging to group A and six isolates belonging to group B. However,
within clusters A and B, the banding patterns of some isolates showed >80% similarity,
allowing the isolates to be classified as epidemiologically related according to the
interpretative criteria of Tenover et al. (1995) (27). The fragment patterns of the Av.
paragallinarum type strain CCUG 12835" and four field isolates (no. 3, 4, 7 and 11)
differed by at least seven bands. Since these isolates are classified as
epidemiologically unrelated, they were selected for method validation. These five
unrelated test isolates were isolated in Germany (n=4) or the Netherlands (n=1) in
2020 (n=2), 2018 (n=1), 2009 (n=1), or 1982 (n=1).

Visible growth of Av. paragallinarum in different broths

Results of the preliminary growth experiments in which the visible growth of 14 Av.
paragallinarum field isolates and the Av. paragallinarum type strain CCUG 12835" was
determined in six different broth media are summarized in Table 2. In general, the
number of Av. paragallinarum showing visible growth increased with longer incubation
times. After 48 h of incubation, all tested Av. paragallinarum showed button formations
in CAMHB+CS+NADH and VFM medium. At this time point, fewer isolates showed
visually readable growth in MHF-Y (n=11), HTM (n=8), and CAMHB+LHB (n=6) broth.
None of the isolates grew in un-supplemented CAMHB up to hour 48. The data also
demonstrated significantly better readability of button formations in clear media than in
the brownish-colored media (CAMHB+LHB, MHF-Y, and VFM; see Figure S1 in the
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Supplemental material). With the exception of isolate no. 3 (which showed a diffuse
rather turbid growth), isolates grown in CAMHB+CS+NADH and HTM formed distinct
buttons in the wells. In contrast, the buttons formed in CAMHB+LHB, MHF-Y, and VFM

were less prominent and more difficult to read.

Growth curves of Av. paragallinarum with two broth media

Based on the preliminary growth tests, CAMHB+CS+NADH and VFM were used to
compile growth curves with the Av. paragallinarum type strain CCUG 12835" and three
epidemiologically unrelated Av. paragallinarum field isolates (no. 3, 7 and 13). The field
isolates no. 3 and 13 were selected because they were extremely difficult to culture
and formed tiny dewdrop-shaped colonies (approximately 0.3 mm in size).

The growth curves of the three field isolates and the type strain, including the
calculated standard deviations, are visualized in Figures S2 to S5 in the Supplemental
material. Both media allowed sufficient growth of the isolates (about 5 x 10% — 10°
cfu/ml) after 24 — 48 h incubation at 35 + 2 °C. Surprisingly, a short-term decrease in
numbers of cfu/ml was observed for three isolates at the measurement time points
after 24 or 32 h. However, numbers of cfu/ml then increased again, and, except for
isolate no. 3, the other three Av. paragallinarum reached their highest colony counts
(cfu/ml) after 40 h.

Homogeneity of Av. paragallinarum MIC values
Based on the growth data and the lack of availability of VFM (20), CAMHB+CS+NADH
was selected as the test medium for AST of Av. paragallinarum. The homogeneity of
MIC values obtained with CAMHB+CS+NADH was assessed by performing five
independent experiments of MIC determinations with the five unrelated test isolates
against a panel of 24 antimicrobials or antimicrobial combinations.

Since no Av. paragallinarum showed visible growth in either growth control after
18, 20, and 22 h, the MIC endpoints of the isolates were determined after 24 and 48 h
of incubation. Although readable MICs were obtained for all test isolates at these two
time points, the readability (button size) of visible growth in the wells improved after 48
h. However, to evaluate the most appropriate time point for reading MICs of Av.
paragallinarum, the homogeneity of MICs obtained after 24 and 48 h was compared
(Tables 3 and 4). In summary, the MICs obtained after 24 h were less homogeneous
than those after 48 h. After 24 hours, the MIC values were within the essential MIC

160



agreement range for 12 antimicrobials, whereas for the other antimicrobials, deviations
in MICs of up to =7 dilution levels from the MIC modes were observed (Table 3).
Considerably better homogeneity of MICs was observed after 48 h of incubation, with
deviations of +1 or £2 dilution steps from the MIC mode for 17 and 6 antimicrobials,
respectively (Table 4). Only a single MIC of streptomycin showed a deviation of +3
dilution steps from the MIC mode, while the MICs of ceftiofur, cefotaxime, and
cefquinome were 100% homogeneous. As a result, clearly better essential MIC
agreements (accepting £1 dilution step deviation) were seen after an incubation time
of 48 h (96% — 100%, mean value 98.83%) than after 24 h (84% — 100%, mean value
96.33%). In addition, exact MIC agreements ranging between 64% to 100% were
observed for both time points, with a slightly higher mean value after 48 h than after
24 h (86% vs. 84%, respectively).

Since it was previously shown that the medium CAMHB+CS+NADH had no
effect on MICs of quality control (QC) strains (22), it was tested here whether the
extended incubation time of 48 h might influence the MICs of the QC strain E. coli
ATCC 25922. However, the MICs were within the specified ranges given by CLSI
guideline M23 (28) with the only exception of cephalothin, for which they were one
dilution step above the QC range in three out of five independent replications.

Comparison of MIC values with medium and supplements from different
manufacturers

When comparing the MIC values of the five Av. paragallinarum test isolates using
CAMHB and supplements from different manufacturers, it was found that most MICs
either did not deviate or deviated by a maximum of £1 or £2 dilution steps from the MIC
modes (Table S2 and Table 4). Only the MICs of enrofloxacin and tetracycline of isolate
no. 7 deviated by a maximum of +3 dilution steps, after additional testing with media
components of other producers. Overall, the exact MIC ranged from 56.67% to 100%
and the essential MIC agreement ranged from 93.33% to 100%, which is within the
accepted range according to CLSI guideline M23 (28).
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Testing of a Av. paragallinarum collection from different continents

The suitability of the method was tested with the remaining Av. paragallinarum that
were available for the study. Testing the remaining Av. paragallinarum was carried out
using the broth medium and incubation conditions as previously worked out. Although
eight Av. paragallinarum formed speckled buttons in the wells of the microtiter plates,
easy-to-read MICs were achieved for all isolates with CAMHB+CS+NADH. Two
randomly chosen controls for testing the inoculum density revealed inoculum sizes
between 3.8 x 10° to 7.3 x 10° cfu/ml, which is within the specifications according to
standard MO7 (24).

The MIC distributions and calculated MICso and MICg values of the entire Av.
paragallinarum collection (n=83) tested in this study are summarized in Table 5. As no
approved breakpoints for Av. paragallinarum are available, the isolates could not be
classified as resistant, intermediate, or susceptible to the tested antimicrobials.
Nevertheless, for many antimicrobials (e.g., ampicillin, cefoperazone, cefotaxime,
ceftiofur, cefquinome, cephalothin, florfenicol, gentamicin, tilmicosin, tulathromycin)
unimodal MIC distributions or distributions comprising a maximum of six dilution steps
were seen. In contrast, bimodal or multimodal MIC distributions were obtained for
tetracyclines (doxycycline, tetracycline), fluoroquinolones (ciprofloxacin, enrofloxacin,
marbofloxacin), nalidixic acid, penicillin, streptomycin, and for the antimicrobial
combination trimethoprim/sulfamethoxazole (Table 5).

A total of 36 isolates were particularly noticeable, demonstrating higher MICs
(compared to the other isolates) to three to five classes of antimicrobials:
aminoglycosides (21024 pg/ml streptomycin), B-lactams (1 — 2 pg/ml penicillin),
tetracyclines (16 — 32 pg/ml doxycycline, 32 — 128 ug/ml tetracycline),
(fluoro)quinolones (32 — 128 pug/ml nalidixic acid, 1 — 2 ug/ml ciprofloxacin, 2 — 8 ug/ml
enrofloxacin, 1 — 4 yg/ml marbofloxacin), and/or folate synthesis inhibitors (0.25/4.75
— 8/152 pg/ml trimethoprim/sulfamethoxazole). A large proportion of these Av.
paragallinarum came from Europe or America (Table S3).

Detection of antimicrobial resistance genes

During method development, PCR analyses for the presence of resistance genes were
performed with 14 of the 15 isolates that were included in macrorestriction analysis, as
these isolates showed higher MICs compared to the others. This was done to
determine whether the resistance phenotypes corresponded to the genotypes. The
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PCR analyses demonstrated that all seven isolates with higher MICs of doxycycline
(16 — 32 pg/ml) and tetracycline (64 — 128 pg/ml) harbored the tetracycline resistance
gene tef(B) (Table 6). With the PCR primers used in this study, no other ARGs (A list
of the tested resistance genes can be found in Table S1 in the Supplementary data)
were detected in the isolates used for method development.

For another 62 Av. paragallinarum, WGS data were available, which were
analyzed for the presence of ARGs in the course of the present study. About one third
of these Av. paragallinarum (33.87%, n=21) harbored at least one of the following
ARGs: aph(6)-Id, aph(3")-1b, blatem-18, catA2, sul2, tet(B), tet(H), and/or mcr-like (Table
6). All Av. paragallinarum that had MICs of 4 — 32 pg/ml doxycycline and 32 — 128
pg/ml tetracycline harbored tet(B) or tet(H). In addition, a partial sequence of an mcr-
like gene of 1547 base pairs, showing 97% sequence identity the
phosphoethanolamine transferase gene of Moraxella osloensis strain NP7 (GenBank
CP024443.2), was detected in an English field isolate, which showed a colistin MIC of
4 ug/ml, which was within the range of other Av. paragallinarum tested. Four American
field isolates carried not only tet(B), but also the chloramphenicol resistance gene
catA2. However, as the microtiter plate layouts used in this study did not contain
chloramphenicol, the MIC values for these catA2-carrying Av. paragallinarum are
unknown. Two European isolates with a MIC of 1 pg/ml penicillin and 21024 pg/ml
streptomycin carried the B-lactamase resistance genes blatem-1i8 as well as the
aminoglycoside resistance genes aph(6)-Id and aph(3")-Ib. Another European field
isolate carried only one aminoglycoside resistance gene (aph(6)-Id) and showed a
comparatively lower MIC of 32 pg/ml streptomycin. Furthermore, there were two
European field isolates that harbored the sulfonamide resistance gene sul2 and had
MICs of 0.5/9.5 pg/ml and 2/38 pg/ml trimethoprim/sulfamethoxazole, respectively.

It was found that the majority of the ARG-carrying Av. paragallinarum from this
study originated from Europe, and fewer from America (Figure S6). Thus, 24 out of 43
European Av. paragallinarum tested for the presence of resistance genes had either
one (n=21), three (n=1), four (n=1), or six (n=1) ARGs. In addition, four out of 17
American Av. paragallinarum tested carried two ARGs, catA2 and tet(B). African
isolates tested showed no ARGs. Due to the low number of available Av.
paragallinarum from Asia (n=1) or Oceania (n=1), their MIC values were not included

in the comparison.
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Discussion

Antimicrobial resistance (AMR) in bacterial pathogens is currently an important public
health problem (29, 30). Therefore, AST of bacterial pathogens is of prime importance,
especially to be able to perform targeted antimicrobial treatment (30, 31). This requires
accepted methods for AST, preferably with precise testing specifications published in
accepted standards. This is still lacking for some fastidious pathogens, such as Av.
paragallinarum. Therefore, this study aimed to develop a method for standardized
broth microdilution testing of this fastidious and economically important pathogen. In
addition, the current susceptibility status of field isolates was assessed using the
proposed AST method.

For method development, the growth of 15 Av. paragallinarum was compared
in six different broth media. As many Av. paragallinarum depend on the V-factor (3), it
was not surprising that none of the isolates demonstrated growth in CAMHB without
the supplementation of this growth factor. Nevertheless, this medium was included
because it is the standard medium for testing fast-growing bacteria and is routinely
being used in many diagnostic laboratories (21). The two media CAMHB+CS+NADH
and VFM allowed the reading of the growth of all tested Av. paragallinarum in microtiter
plates. But of course it cannot be excluded that other media not tested here (e.g. MH-
F broth) would also be suitable. As expected, both media also led to sufficient colony
counts (approx. 5 x 10% — 10° cfu/ml) after 24 — 48 h as demonstrated in the growth
curves. However, since the availability of VFM is not guaranteed due to the
discontinued production of supplement C™ (20), CAMHB+CS+NADH was chosen as
the broth medium for further validation steps. This decision was also supported by the
fact that this medium was already used for AST of Av. paragallinarum in two previous
studies (12, 13) and has recently been proposed for standardized AST of the closely
related species Av. gallinarum (23), as well as for another fastidious pathogen, G.
parasuis (22). The medium CAMHB+CS+NADH will also be included in the
forthcoming CLSI guidance document VETO06 as a test medium for G. parasuis
(personal communication). Using the same medium for different bacterial species is
an advantage for veterinary diagnostic laboratories and it is even possible that
CAMHB+CS+NADH is also a suitable medium for standardized AST of further
fastidious pathogens for which there are no approved AST methods yet. However, in
a previous study on Av. paragallinarum (12), the reproducibility of the obtained MICs
did not yet comply with the requirements of the CLSI. Since Av. paragallinarum is
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relatively slow growing, different incubation times needed to be evaluated. Although
some previous studies examining MICs of Av. paragallinarum used incubation times of
20, 22,0r24 h (7,12, 13, 32 — 36), the MICs could be read at the earliest after 24 h in
the course of this study. In addition, low essential MIC agreements were observed by
Heuvelink et al. (2018) (12) using a 22-hour incubation period and, in this study, after
24 h (77.8% — 95.6% and 84% — 100%, respectively), which for many antimicrobials
did not meet the necessary requirement of 290% for a new method according to CLSI
guideline M23 (28). For this reason, an extension of the incubation period seemed
necessary and indeed resulted in higher essential MIC agreements ranging between
96% — 100%, thus exceeding the criterion required by the CLSI (28). This extended
incubation time is still within the times suggested in CLSI standards (24 — 48 h) for
fastidious bacteria, such as Campylobacter jejuni (21). Since the MICs of the QC strain
E. coli ATCC 25922 were within the required MIC ranges after 24 h (12, 22) and after
48 h for all tested strain-antimicrobial agent combinations except for cephalothin (this
study), a complex validation of new QC strains seems not necessary. In addition,
testing can be performed with media and supplements from different producers and
still leads to comparable MICs, as shown by high essential MIC agreements. Hence,
for suitability testing, the remaining Av. paragallinarum available for method
development were subsequently tested. Although eight isolates formed scattered
instead of distinct buttons in the wells of microtiter plates, which were similar to those
formed by Av. gallinarum (23), easily readable MICs were obtained for all isolates.
However, as mentioned above, it was not possible to classify Av. paragallinarum as
resistant, intermediate, or sensitive because there are currently no accepted
breakpoints for this pathogen, despite the interpretive criteria recommended by
Blackall (1988) (32). Nevertheless, the bimodal and/or broad MIC distributions
observed for some agents (e.g., quinolones, streptomycin, tetracyclines,
trimethoprim/sulfamethoxazole) indicated the existence of non-wild type
subpopulations with acquired resistance (37). Of particular note was the detection of
36 isolates with higher MICs (MIC values that were at the right edge of the distribution)
against =23 classes of antimicrobials (aminoglycosides, B-lactams, folate synthesis
inhibitors, quinolones, tetracyclines), indicating phenotypical multidrug resistance (38).
Av. paragallinarum with elevated MICs against these antimicrobials have been
reported previously (7, 12, 34, 35, 39). Of these, sulfonamides and tetracyclines are
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among the antimicrobials commonly used to control Av. paragallinarum infections in
poultry (3, 7), so isolates with elevated MICs are problematic for therapy.

Although only a limited number of isolates was available for this study without
random selection, so that no clear conclusions can be drawn, the observed data seem
to indicate that AMR depends on the geographical origin of Av. paragallinarum isolates.
For example, African Av. paragallinarum showed lower MICs of fluoroquinolones and
tetracycline, while a large proportion of American and European Av. paragallinarum
showed comparatively higher MICs. Although this comparison must be considered with
caution due to the different numbers of isolates included, these differences might be
due to variations in the use of antimicrobials in the individual countries. However, it
must also be taken into account that the use of antibiotics varies between different
types of poultry production (40, 41).

To assess the correlation between resistance phenotypes and genotypes during
method development, Av. paragallinarum with elevated MICs used for method
development were subjected to PCR analysis for the presence of ARGs. In all seven
isolates exhibiting elevated MICs of doxycycline (16 — 32 pg/ml) and tetracycline (64 —
128 ug/ml), the tetracycline resistance gene tet(B) was detected, demonstrating a good
correlation between genotype and phenotype. In contrast, no ARGs were detected in
Av. paragallinarum with elevated MICs of penicillin, quinolones, streptomycin, and/or
trimethoprim/sulfamethoxazole with the PCR primers used. This might be due to the
large number of ARGs conferring resistance to penicillin (42), streptomycin (43) or
trimethoprim (44), of which only a smaller spectrum was tested here. In addition,
chromosomal mutations may also be responsible for reduced susceptibility to
quinolones, streptomycin, sulfonamides, and trimethoprim (45 — 49).

In order to investigate the presence of non-PCR identified ARGs, WGS data
were analyzed for 62 Av. paragallinarum. Combining the PCR and WGS data, it was
demonstrated that many American (4 out of 17) and European (24 out of 43) Av.
paragallinarum tested in this study harbored one to four ARGs. Some of these ARGs
have already been detected in Av. paragallinarum or related bacterial species (e.g.,
Av. gallinarum, G. parasuis) and confer resistance to aminoglycosides (aph(6)-Id), 3-
lactams (blatem), sulfonamides (sul2), or tetracyclines (tet(B)) (23, 36, 50, 51).
Nevertheless, to our knowledge, this study is the first that describes the presence of
nucleotide sequences showing high sequence identity to aph(3")-1b, catA2, tet(H), and

an mcr-like gene in Av. paragallinarum, genes that are known to mediate
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aminoglycoside, B-lactam, chloramphenicol, tetracycline or colistin resistance. Of note,
the isolate carrying a mcr-like gene had a colistin MIC that corresponded to the MICsg
value of the isolate collection (4 pg/ml) and, thus, was not higher than the values of
many isolates without a mcr-like gene. Similar observations were made with mcr-2.1-
bearing E. coli and Salmonella spp. exhibiting comparable MICs ranging between 4
and 8 pg/ml (52 — 55). Yet, a previous study showed that the naturally occurring mcr-
like genes from Moraxella spp., to which the gene detected in our isolate showed a
very high similarity, conferred colistin resistance after being experimentally introduced
into an E. coli host (56). However, whether our isolate should be considered as colistin
resistant (as would be the case for Enterobacterales) cannot be determined without
clinical breakpoints. Further studies are required to clarify the functionality of the gene
in Av. paragallinarum. Furthermore, since high-level resistance to colistin is often not
only due to the presence of mcr genes, but rather to mutations (57), similar
mechanisms can be assumed for Av. paragallinarum, representing an interesting area

of future research.

Conclusion

Reproducible MICs were obtained using CAMHB+CS+NADH as medium for
susceptibility testing of Av. paragallinarum by broth microdilution with an incubation
time of 48 h at 35 £ 2 °C in ambient air. For quality control purposes, E. coli ATCC
25922 and the QC ranges included in the CLSI standards can be used (with the
exception of cephalothin). Based on the results of this study, it can be concluded that
the method is suitable to be used as a standardized method for susceptibility testing of
Av. paragallinarum and can be included in standards of susceptibility testing. Many of
the Av. paragallinarum tested had elevated MICs for aminoglycosides, quinolones,
tetracyclines and trimethoprim/sulfamethoxazole, most of them originating from
America or Europe. Using PCR and WGS, 28 out of 76 Av. paragallinarum tested were
found to carry at least one nucleotide sequence showing high sequence identity to a
resistance gene, aph(6)-/d, aph(3")-1b, blatem-18, catA2, sul2, tet(B), tet(H), and/or mcr-
2.1. Therefore, future development of clinical breakpoints for this pathogen is strongly

recommended.
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Figure legend

Figure 1: Genetic similarity and origin of 15 Avibacterium paragallinarum used for method development.
aThis isolate was used to compile growth curves; PThis isolate was selected for method validation steps.

Origin
Similarity (%) Isolate ID Group Cluster
Country Year of isolation Tissue
N T N N A A
No. 6 A 1a Germany 2016 Respiratory tract
L No. 14 A 1b Germany 2022 Unknown
No. 2 A 2a Germany 2019 Sinus nasalis
No. 15 A 2a Germany 2019 Lung
No. 7*" A 2a Germany 2020 Nasal swab, lung, heart
1 No. 13° A 3 Netherlands 2009 Respiratory tract
No. 4° A 4a Germany 2020 Unknown
’7 No. 5 A 4b Germany 2016 Eye swab
No. 1 (Type strain CCUG 12835T)" °A 5 Germany 1982 Sinus infraorbitalis
No. 8 B 1a Netherlands 2009 Respiratory tract
4{ No. 11° B 1a Netherlands 2009 Respiratory tract
—— No. 12 B 1b Netherlands 2009 Respiratory tract
No. 9 B 1c Netherlands 2009 Respiratory tract
N ‘ No. 10 B 1c Netherlands 2009 Respiratory tract
No. 3"" B 2 Germany 2018 Trachea
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Tables
Table 1: Origin and number of Av. paragallinarum field isolates (n=76) and reference
or type strains (n=7) used in this study.

Origin Quantity of Av. paragallinarum

Continent  Country Year of isolation _ Field isolates  Strains” (strain designation)
Africa South Africa 1994
1998
2002
2008
2011
2012
2014
2015
Unknown 1 (SA-3'?)
Zimbabwe 2006 1

WNPAR 22N~

America Brazil Unknown 1 (E-3C™P)
Ecuador 2002
2005
Guadeloupe  Unknown
Mexico 2007
2008
2011
2015
2017
2019
Unknown
Peru 2012
USA Unknown 1(0222"°)

S A A AN, WA A

Asia Japan Unknown 1(221™9)

Europe Belgium 2020
England 2008
2010

2011

2012

Germany 1973 1 (CCUG 12835")
2015

2016

2018

2019

2020

2022

Unknown 1(2671"°)

Netherlands 2009
2010

2017

2018

2020

2021

Spain 2017

AW O

2 A NN, O

Oceania Australia Unknown 1 (HP14"1

" Reference strain; T Type strain; @ Strain SA-3, South Africa, 1982 provided by Rick Rimler (58); °
Strain E-3C, Sao Paulo, Brazil, 1979 (59); ¢ Strain 0222, California, USA, 1960 (60); ¢ Strain 221,
Japan, 1961 (61); © Strain 2671, Germany, 1979 (62); " Strain HP14, Australia, 1988 (63).

# Strain is defined here as a very well characterized and studied organism that is publicly available
(typically from a strain collection)
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Table 2: Visible growth of 15 Avibacterium paragallinarum used for method

development in six broth media.

Reading of Number of isolates showing visible growth in the broth medium
plates after an

incubation

time of (h) campgs  CAMHB  CAMHB Lo HTM!  MHE-Y®  VEM'
18 0 0 11 6 6 8
20 0 1 11 6 7 10
22 0 1 11 7 7 10
24 0 1 11 7 7 11
48 0 6 15 8 11 15

a Cation-adjusted Mueller-Hinton broth; ® CAMHB + 2.5% lysed horse blood; ¢ CAMHB + 1% chicken serum
+ 0.0025% NADH; ¢ Haemophilus Test Medium; © Mueller-Hinton fastidious broth medium with yeast
extract; 'VFM, Veterinary Fastidious Medium.
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Table 3: Homogeneity of Avibacterium paragallinarum MIC values obtained from broth microdilution susceptibility testing in
CAMHB+CS+NADH after 24 h of incubation at 35 + 2 °C.

Antimicrobial agent Deviation from MIC mode?®® Exact MIC Essential MIC
>7 -7 6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 agreement (%)° agreement (%)?
Amoxicillin/clavulanic acid 2:1 4* 21* 84 100
Ampicillin 1 22 2 88 100
Cefoperazone 25* 100 100
Cefotaxime 25* 100 100
Ceftiofur 25* 100 100
Cefquinome 25* 100 100
Cephalothin 1 22 2 88 100
Ciprofloxacin 24* 1 96 100
Colistin 2* 2 16 5 64 92
Doxycycline 1* 1 20 3 80 96
Enrofloxacin 21* 4 84 100
Florfenicol 3* 22 88 100
Gentamicin 3* 19 1 2 76 92
Imipenem 3 22¢ 88 100
Marbofloxacin 22 3 88 100
Nalidixic acid 1 1* 3 19 1 76 92
Neomycin 1* 5 17 2 68 96
Penicillin 2 22¢ 1 88 96
Streptomycin 2 1 21* 1 84 88
Tetracycline 3 21* 1 84 96
Tiamulin 2% 1 3 17 1 1 68 84
Tilmicosin 1 1* 4 18 1 72 92
Trimethoprim/sulfamethoxazole 1:19 2 20 3 80 100
Tulathromycin 1* 1" 2 18 2 1 72 88

Data that fulfill the criteria of the essential MIC agreement are highlighted in gray.

2 The MIC mode indicates the most frequently measured MIC related to an isolate and agent; ® Data are from testing five isolates in five
independent replications; ¢ Percentage of MIC values corresponding to the MIC mode of the isolates; ¢ The essential MIC agreement allows a
deviation of £1 dilution step from the MIC mode; * The MIC value of at least one isolate was equal to, lower or higher than the concentrations of
the test range.
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Table 4: Homogeneity of Avibacterium paragallinarum MIC values obtained from broth microdilution susceptibility testing
CAMHB+CS+NADH after 48 h incubation at 35 + 2 °C.

Antimicrobial agent

Deviations from MIC mode®?

Exact MIC
agreement (%)°

Essential MIC
agreement (%)?

-1 0 1 2
Amoxicillin/clavulanic acid 2:1 3* 21* 1 84 100
Ampicillin 1* 22* 2 88 100
Cefoperazone 24* 1 96 100
Cefotaxime 25* 100 100
Ceftiofur 25* 100 100
Cefquinome 25* 100 100
Cephalothin 3* 22* 88 100
Ciprofloxacin 23* 22 92 100
Colistin 3 18 3 1 72 96
Doxycycline 3 17 5 68 100
Enrofloxacin 22* 3 88 100
Florfenicol 23 2 92 100
Gentamicin 1 20 4 80 100
Imipenem 1 23* 1 92 100
Marbofloxacin 21* 4 84 100
Nalidixic acid 2 20 2 80 96
Neomycin 3 22 88 100
Penicillin 4* 16 4 64 96
Streptomycin 24> 1 96 96
Tetracycline 3 22 88 100
Tiamulin 2 20 2 80 96
Tilmicosin 2 21 1 84 96
Trimethoprim/sulfamethoxazole 1:19 2 21* 2 84 100
Tulathromycin 2 19 3 1 76 96

Data that fulfill the criteria of the essential MIC agreement are highlighted in gray.

2 The MIC mode indicates the most frequently measured MIC related to an isolate and agent; ® Data are from testing five isolates in five
independent replications; ¢ Percentage of MIC values corresponding to the MIC mode of the isolates; 4 The essential MIC agreement
allows a deviation of £1 dilution step from the MIC mode; * The MIC value of at least one isolate was equal to, lower or higher than the

concentrations of the test range.
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Table 5: MIC values of 83 Av. paragallinarum isolates (74 field isolates and ten reference or type strains) obtained after 48 h incubation at 35

+ 2 °C in CAMHB+CS+NADH.

Antimicrobial Number of Av. paragallinarum and their MIC® (ug/ml) MICs¢  MICoo
agent® 0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 (pg/ml) (ug/ml)
AMC® 9* 4 51 18 1 0.12 0.25
AMP 10* 21 26 20 6 0.12 0.25
CFP 72* 8 2 1 <0.06 0.12
CTX 81* 1 1 <0.015 <0.015
CQN 54* 20 5 2 2 <0.015 0.06
XNL 72* 7 2 1 1 <0.03 0.06
CEF 46* 18 17 1 1 <0.06 0.25
CIP 31* 9 9 2 1 3 6 21 1 0.03 1

CST 1 4 5 31 28 6 2 4 1 k4 4 8
DOX 1 2 20 17 13 3 5 15 7 2 16
ENRO 11* 11 12 11 7 2 2 8 16 3 0.06 4

FFN 6* 35 33 7 2 0.5 1

GEN 5* 4 18 34 17 5 1 2

IPM 23* 13 40 7 0.06 0.06
MAR 10* 15 16 8 2 1 3 14 13 1 0.06 2

NAL 1* 6 4 13 14 3 5 4 18 14 1 8 64
NEO 2* 4 13 26 25 12 1 2 8

PEN 6* 14 4 8 19 10 13 9 0.25 2

STR 1 3 12 23 2 1 3 1 2 1 2 32 16 21024
TET 1* 1 9 22 21 5 16 8 2 64
TIA 3 2 3 13 22 25 15 4 16

TIL 3 10 17 31 22 4 8
SXTf 29* 12 13 3 3 11 5 5 1 1 0.06 1

TUL 4 8 39 25 5 2 1 2

2 AMC, amoxicillin-clavulanic acid 1:2 ratio; AMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CTX, cefotaxime; CQN, cefquinome; XNL, ceftiofur; CEF, cephalothin; CIP, ciprofloxacin;
CST, colistin; DOX, doxycycline; ENRO, enrofloxacin; FFN, florfenicol; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; MAR, marbofloxacin; NAL, nalidixic acid; NEO, neomycin; PEN,
penicillin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TIA, tiamulin; TIL, tilmicosin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole 1:19 ratio; TUL, tulathromycin; ® MIC, minimal inhibitory
concentration; ¢ MICso indicates the MIC that is required to inhibit 50% of the isolates; ¢ MICg indicates the MIC that is required to inhibit 90% of the isolates; © Data
represent the concentration of amoxicillin; f Data represent the concentration of trimethoprim; 9 The tested range of the antimicrobials is visualized in the white area; * MIC
values equal to or lower than the lowest concentrations tested; # MIC values equal to or higher than the highest concentrations tested.
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Table 6: Antimicrobial resistance genes of 76 Av. paragallinarum detected by whole genome sequencing or PCR analysis.

Number of isolates with resistance gene

Antimicrobial resistance genes detected by percentage (%) among MIC v:lrl‘ues o_f isolates carrying
WGS PCR total tostod isolates e resistance gene
(n=62) (n=14)
Aminoglycosides
aph(6)-Id 3 ND 3 4.84 STR: 21024 pg/ml
aph(3")-Ib 2 ND 2 3.23 STR: 21024 pg/ml
B-lactams
blatem-18 2 ND 2 3.23 PEN: 1 pg/ml
Chloramphenicol
catA2 4 ND 4 6.45 ND?
Polymyxins
mcr-2.1 1 ND 1 1.61 COL: 4 pg/ml
Sulfonamides
sul2 2 0 2 2.63 SXT: 0.5/9.5 — 2/38 pg/ml
Tetracyclines
tet(B) 19 7 26 34.21 ?gfz ;2‘_31226‘;9“/ g"/'ml
tet(H) 1 0 1 1.31 DOX: 4 — 32 Lg/m|

TET: 32 — 128 pg/mi

WGS, whole genome sequencing; ND, not determined; COL, colistin; DOX, doxycycline; PEN, penicillin; STR, streptomycin; SXT,
trimethoprim/sulfamethoxazole; TET, tetracycline.

@ Chloramphenicol was not tested as it was not part of the microtiter plate layouts.
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Causing chronic respiratory disease (CRD) in chickens and infectious sinusitis in
turkeys, Mycoplasmoides (M.) gallisepticum (formerly Mycoplasma gallisepticum) is a
big concern in the poultry industry. However, as there are no approved standard
methods for antimicrobial susceptibility testing (AST) of this fastidious pathogen, the
aim of this study was to develop a method for harmonized broth microdilution
susceptibility testing for M. gallisepticum. For this, sixteen M. gallisepticum of different
origins were included in the study. A suitable broth medium for AST of M. gallisepticum
was selected by performing growth experiments with four media containing a pH
indicator. SP4 was the only broth that provided sufficient growth of M. gallisepticum
isolates. Thus, this medium was selected for AST and all five M. gallisepticum isolates
selected for validation showed easy-to-read MICs after 72 - 168 + 2 h at 37 °C,
indicated by a color change from red to yellow. To assess the homogeneity of minimal
inhibitory concentrations (MIC values), five replicates of broth microdilution
susceptibility testing were performed with five M. gallisepticum and a panel of 24
antimicrobials according to CLSI guideline M43-A. Homogeneous MICs were detected
after incubation for 72, 96 and 168 + 2 h, with the best values at 72 + 2 h (mean
essential MIC agreement of 99.76 %; mean exact MIC agreement of 91.06 %). The
remaining M. gallisepticum were tested using the same test parameters and the
suitability of common QC strains and Mycoplasma bovis DSM 227817 was evaluated.
As a result, easy-to-read MICs were detected for all isolates tested. Some M.
gallisepticum showed elevated MICs of fluoroquinolones, macrolides, and/or
streptomycin. After 20 tests with the M. gallisepticum DSM 198177, new MIC ranges
for five agents could be defined that meet the requirements for a new QC strain
according to CLSI guideline M23. The data indicate that the method recently
recommended for My. bovis is suitable for harmonized AST of M. gallisepticum. As
previously reported, My. bovis DSM 227817 appears to be suitable as a new QC strain

for which MIC ranges were proposed in this study.
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Introduction

The worldwide occurring avian pathogen Mycoplasmoides (M.) gallisepticum (formely
Mycoplasma gallisepticum) causes airsacculitis alone or in combination with other
avian pathogens in poultry (Gupta et al. 2018; OIE 2021). The great importance of this
avian pathogen is reflected in the fact that M. gallisepticum is on the list of notifiable
terrestrial and aquatic animal diseases of the World Organisation for Animal Health
(WOAH, founded as OIE). Being a causative agent of chronic respiratory disease
(CRD) in chickens and infectious sinusitis in turkeys, affected poultry show nasal
discharge, sneezing and coughing (Armour 2020; Zhang et al. 2020). Since M.
gallisepticum can generally infect any age group through horizontal or vertical
transmission, it can lead to massive deterioration in egg and poultry production
(Armour 2020). Moreover, the avian pathogen is also one of the main reasons for
significant costs due to expensive prevention and control measures in poultry farms
(Armour 2020). Besides poultry, M. gallisepticum infections have also been detected
in a variety of other gallinaceous or wild bird species, including coturnix quail, duck,
geese, grey partridge, peafowl! or pheasant (do Nascimento and do Nascimento 1986;
Cookson and Shivaprasad 1994; Bencina et al. 2003; Vitula et al. 2011; Armour 2020).
Antimicrobial therapies are routinely used in poultry to reduce the morbidity and
mortality of M. gallisepticum infections and their economic consequences. However,
since M. gallisepticum belongs to the cell wall-less mollicutes and is intrinsically
resistant to cell wall-attacking (e.g. B-lactams) and other agents (e.g. trimethoprim),
antimicrobial treatment of M. gallisepticum infections is limited from the outset (Gautier-
Bouchardon 2018; Armour 2020). In addition, over the last two decades, several
studies have reported an increased incidence of M. gallisepticum isolates with AMR
and cross-resistance to fluoroquinolones, macrolides, pleuromutilins and tetracyclines
(Gerchman et al. 2011; Khatoon 2018; Armour 2020; Taiyari et al. 2021), although
antimicrobial therapy with these agents was shown to be effective before 2000
(Cummings et al. 1986; Glisson et al. 1989; Tanner et al. 1993; Bradbury et al. 1994,
Jordan et al. 1999). For this reason and to adjust use of antimicrobials, it is important
to monitor the antimicrobial susceptibility of clinical isolates using appropriate methods.
However, the AST of M. gallisepticum represents a major challenge for many
laboratories, since this fastidious pathogen has high growth requirements and common
methods (e.g. for Enterobacterales) are therefore not suitable.
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Although Hannan (2000) has published guidelines for testing the minimum inhibitory
concentrations (MIC values) of veterinary mycoplasmas, a variety of methods and
different test parameters (e.g. medium, pH indicator, incubation conditions) have been
used for AST of M. gallisepticum over the past decades (Taiyari et al. 2021). However,
the performance of non-standard methods can significantly influence MIC values and
thus the choice of the most appropriate antimicrobial agent (Whithear et al. 1983;
Schuurmans et al. 2009), may giving rise to resistance selection. Therefore, to prevent
potential misuse of antimicrobials and associated antimicrobial resistance selection in
M. gallisepticum, the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) has called for
the development of a suitable method for veterinarian mycoplasmas like M.
gallisepticum (CLSI 2017).

The aim of this study was therefore to develop a suitable method for broth microdilution
susceptibility testing of M. gallisepticum by evaluating the reproducibility of MIC values
at different time points according to CLSI guidelines. In addition, the suitability of the
Mycoplasma bovis DSM 227817 as a future QC strain was investigated after it had
been recommended as a new QC strain for testing the bovine pathogen Mycoplasma
bovis (Gutgemann et al. 2023).

Material and methods

M. gallisepticum collection, selection of test isolates, and culturing

A total of 16 M. gallisepticum were collected for this study, including 13 field isolates
and three type or reference strains (Table 1). The field isolates were isolated from
turkeys (n=5), Humboldt penguins (n=2), unspecified poultry (n=2), chicken (n=1), or
unknown species (n=3) between 2010 and 2021 (unknown year of isolation, n=8). For
method development and quality purposes, the M. gallisepticum DSM 198177
(synonym strain PG 31) was acquired from the German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany). The M. gallisepticum live vaccine
F-strain and M. gallisepticum reference strain 75969 were acquired from the Mollicutes
Collection, supervised by the International Organization for Mycoplasmology (IOM).
For method validation steps, five M. gallisepticum (type strain DSM 19817" and field
isolates no. 1 — 4) were selected (referred to as test isolates), originating from different
years and bird species (Table 1).

For culturing of M. gallisepticum, the SP4 broth and SP4 agar were used. Media were
prepared according to CLSI| document M43-A (CLSI 2011), using a 1 % solution of the
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pH indicator phenol red (v/v) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany).
Incubation of liquid cultures (48 h) and agar plates (72 — 144 h) took place at 37 °C +
5 % COa2. Changing color from red to yellow indicated the growth of M. gallisepticum
and colonies grown on SP4 agar were examined under a light microscope (40x) (Carl
Zeiss AG; Oberkochen, Germany). Species confirmation of M. gallisepticum was
confirmed using a previously described PCR assay (Lierz et al. 2008). For this, the
DNA of fresh M. gallisepticum colonies has been isolated by boiling (15 min; 99 °C)
and centrifugation (30 min; 15000 g).

Determination of colony counts and inoculum setting of M. gallisepticum

Determination of colony counts (cfu/ml) was performed according to the inoculum
preperation specified by CLSI guideline M43-A for testing human mycoplasmas (CLSI
2011). For this, approximately 20 pl (two loops) of a M. gallisepticum glycerol stock
were inoculated in 4 ml of the respective broth (SP4 broth for susceptibility testing).
The bacterial suspension was then incubated for 48 h at 37 °C + 5 % CO without
shaking. Then, 100 pl of the bacterial suspension were transferred into 900 pl of the
respective dilution medium (0.9 % saline solution (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
for growth experiments or SP4 broth for broth microdilution) to prepare 10-fold serial
dilutions and the remainder of the suspension was frozen at -80 °C until the testing
day. Afterwards, 20yl of each dilution were spread on pre-dried (1 h at 37 °C) SP4 agar
plates, the undersides of which had previously been divided into six segments with a
permanent marker. To ensure that the entire volume remains on the agar surface, care
was taken not to break the surface with the pipette tip. Then, the agar plates were
incubated at 37 °C + 5 % CO- for 72 — 144 h until easily readable colonies were
countable in a meandering pattern under the light microscope. To calculate back the
number of cfu/ml of the frozen bacterial suspensions, the following formula was used:

Number of colonies counted x 50 x dilution level (CLSI 2011).

Preliminary growth test and growth curve generation with four broth media

To find a suitable broth for harmonized AST of M. gallisepticum, three independent
preliminary growth experiments were performed to investigate the visible growth (color
change) of the entire M. gallisepticum collection using four broth media containing a
pH indicator. The Mycoplasma broth and SP4 broth are CLSI approved media for
harmonized MIC determination of human mycoplasmas (CLSI 2011). The modified

186



Frey broth (Li et al. 2010) and Friis broth (Friis 1975; de Jong et al. 2021) have been
used in past studies for AST of avian mycoplasmas like M. gallisepticum.

In brief, frozen bacterial suspensions with known cfu/ml were pre incubated in ambient
air for 2 h at 37 °C. To generate a starting inoculum of approximately 102, a volume of
100 pl of a 10* cfu/ml suspension was suspended into 900 pl of the test medium. For
this dilution series, saline solution was used instead of SP4 broth to avoid foreign
media components getting into the samples. Then, 50 pl of this bacterial suspension
were pipetted into three wells of sterile microtiter plates (Sarstedt AG & Co. KG,
Numbrecht, Germany). For negative controls (quality controls), six additional wells
were filled with 50 pyl medium without inoculated with bacteria. Subsequently, the plates
were sealed with a self-adhesive film and incubated at 37 °C in ambient air. The wells
were visually checked for a color change after incubating for 24, 48, 72, 96, and 168
h, always done by the same person.

For growth curve generation, three independent growth experiments were performed
with five M. gallisepticum test isolates (M. gallisepticum DSM 198177 and field isolates
no. 1 —4) using the four media previously used in the growth preliminary tests. Briefly,
a starting inoculum of 10° cfu/ml was set in 20 ml test medium as previously described.
The samples were then incubated at 37 °C in ambient air without shaking and the
cfu/ml were determined after 24, 48, 72, 96, and 168 h as described above. After
calculating the mean cfu/ml and standard deviations from the three repetitions, growth
curves were generated using Microsoft Excel software (Microsoft Corporation,
Redmond, USA).

Antimicrobial susceptibility testing and homogeneity of MIC values

Continuing the growth experiments, the SP4 broth, which is already approved by the
CLSI for testing M. pneumoniae (CLSI 2011), was chosen as the test medium for
susceptibility testing of M. gallisepticum. The same medium is also recommended by
the DSMZ for culturing M. gallisepticum and only recently for broth microdilution
susceptibility testing of the bovine pathogen My. bovis (Gutgemann et al. 2023). To
assess the homogeneity of MICs using the SP4 broth, the five M. gallisepticum test
isolates were independently tested five times in our laboratory. For this, the
specifications of CLSI document M43-A were followed for inoculum preparation,
incubation conditions, and evaluation of MIC values (CLSI 2011). Testing included
three different microtitre plate layouts (Sensititre, Trek Diagnostic Systems, East
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Grinstead, UK) containing a total of 24 antimicrobials or antimicrobial combinations
(Tables 3 — 5). Of these, 17 agents have proven efficacy against mycoplasmas, but
the plate layouts also included seven agents with known intrinsic resistance of
mycoplasmas.

For broth microdilution susceptibility testing, the SP4 broth was freshly prepared and
adjusted to a pH value of 7.4 — 7.6 specified by the CLSI using 8 N NaOH (Firma)
(CLSI 2011). Frozen M. gallisepticum suspensions of known cfu/ml were pre-incubated
in ambient air at 37 °C for 2 h, and the inoculum was then diluted in 900 ul of SP4 broth
to yield approximately 107 cfu/ml (CLSI 2011). To achieve a starting concentration of
10* — 105 cfu/ml, 100 pl of this solution were pipetted into 19.9 ml SP4 broth (CLSI
2011). The inoculum of two isolates was confirmed in two tests by colony count
enumeration. A volume of 50 pl was pipetted into the wells the microtiter plates using
a multichannel pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Then, the inoculated
plates were sealed with a self-adhesive film (Sensititre) and incubated at 37 °C in
ambient air, as these incubation conditions are accepted by the CLSI for testing M.
pneumoniae (CLSI 2011). After 24, 48, 72, 96 and 168 h (x 2 h) of incubation, the
control wells were visually inspected for color change by the same person who had
already performed the growth experiments and examination of visible growth. To
determine the homogeneity of MIC values, the exact MIC agreements (MIC values
corresponding to the most frequently measured MIC value of the respective test isolate
and agent) and essential MIC agreements (MIC values allowing a dilution step
deviation of £ 1, measured with respect to the MIC mode of a test isolate and an agent)
were calculated. After these validation steps, the remaining eleven M. gallisepticum
were tested.

Influence of media components from different manufacturers

In the quintuplicate testing of the five M. gallisepticum test isolates, fetal bovine serum
(FBS; USA origin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany), Bacto TC
yeastolate (Becton Dickinson and Company, Sparks, USA) and tryptone (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) were used to prepare the SP4 broth
according to CLSI guideline M43-A (CLSI 2011). To subsequently test the influence of
media components from other manufacturers on the MICs of M. gallisepticum, five test
isolates previously used for method development were each tested a sixth time with
FBS (EU origin, Biowest SAS, Nuaillé, France), Bacto TC yeastolate (Life
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Technologies Limited, Paisley, UK), or tryptone (Oxoid Limited, Basingstoke, UK).
Subsequently, the MIC values were compared with the previously determined MIC

values.

Quality control (QC) strains for broth microdilution testing

Only recently, Gitgemann et al. (2023) tested the suitability of four common QC strains
(Actinobacillus pleuropneumoniae ATCC 27090, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213) for QC of AST
of My. bovis using the same test conditions as recommended for M. gallisepticum (this
study). In addition, the latter authors initiated the validation of the My. bovis type strain
DSM 22781T as a new QC strain according to CLSI guideline M23. For this reason,
these strains were also used in this study for quality control purposes.

However, as eight agents (clindamycin, erythromycin, pirlimycin,
quinupristin/dalfopristin, tylosin, linezolid, oxacillin + 2 % NaCl, vancomycin) were
tested in this study and not by Guatgemann et al. (2023), the four common QC-strains
were included in a further five independent replications using the direct colony
suspension method according to CLSI document VET01S. To further investigate the
suitability of My. bovis DSM 227817 as a future QC strain for AST of My. bovis and M.
gallisepticum, 20-fold testing was performed using the eight agents not tested by
Gutgemann et al. (2023).

Results

Growth behavior of M. gallisepticum in four broth media

Table 2 gives an overview of the results of the growth experiments for determining
visible growth of the entire M. gallisepticum with four broth media using a pH indicator.
Growth was scored if an isolate showed a visible color change in all inoculated wells
in all three independent preliminary growth test.

In general, the occurrence of visible growth varied depending on the incubation time,
isolate, and broth medium. Thus, the SP4 broth (after 72 £ 2 h) and Friis broth (after
168 + 2 h) were the only tested media showing a visible color change of all M.
gallisepticum tested in this study. In contrast, no or less M. gallisepticum showed a
visible color change in the Frey broth (none until 168 + 2 h) and Mycoplasma broth
(maximum of five after 168 + 2 h).
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Three independent growth experiments contributed to the generation of growth curves
of five test isolates with the four prementioned test media (Figure S1 — S5 in the
supplementary material). The data obtained indicate that the test medium and the
incubation time have a significant influence on the growth of M. gallisepticum. Only in
the SP4 broth (about 9 x 108 and 3 x 10'° cfu/ml after 24 — 72 h) and Friis broth (about
107 — 9 x 108 cfu/ml after 48 — 168 h), all five M. gallisepticum test isolates showed high
numbers of cfu/ml. In contrast, only four (about 107 — 100 cfu/ml after 48 — 168 h) test
isolates grew in the Mycoplasma broth and only three (about 9 x 10* — 8 x 108 cfu/ml
after 72 — 168 h) in the Frey broth.

Determination of homogeneity of MIC values

To determine the homogeneity of the MIC values, the five M. gallisepticum test isolates
were tested independently five times by broth microdilution according to the CLSI
guidelines for human mycoplasmas (CLSI 2011) using a panel of 24 antimicrobials.
Since the SP4 broth revealed the best growth of this M. gallisepticum at the earliest
stage after 24 — 74 + 2 h of incubation, this medium already approved by the CLSI for
AST of M. pneumoniae (CLSI 2011) and recommended by the DSMZ for culturing M.
gallisepticum was chosen as broth medium.

Since the growth controls of some test isolates did not reveal any visible color change
after 24 or 48 + 2 h of incubation, the MICs were determined after 72, 94, and 168 + 2
h. At these time points, easily readable MIC values could be read for all isolates,
visualized by a visible color change of the medium from red to yellow (Figure 1). In
addition, with the exception of field isolate no. 4, the test isolates also showed the
formation of buttons (1 — 3 mm in size) at the bottom of the yellowish wells, which
simplified the readability of MIC endpoints (Figure S6). These buttons were confirmed
as M. gallisepticum after culturing on SP4 agar and Columbia blood agar (Oxoid
Limited, Basingstoke, UK) for 168 h at 37 °C plus 5 % CO..

Good homogeneity of MIC values was observed after all three time points, as
evidenced by high essential MIC agreements ranging between 96 and 100 % (after 72
and 96 + 2 h) and 92 and 100 % (after 168 + 2 h) (Table 3 and S1 in the supplementary
material), meeting the CLSI specifications of 290 % for a new method (CLSI 2018a).
This resulted in mean essential MIC agreements of 99.76 % after 72 and 96 £ 2 h
(Table 3), and 98.82 % after 168 £ 2 h. The mean exact MIC agreement showed slightly
larger differences of 91.06 % after 72 + 2 h, 86.59 % after 96 + 2 h, and 84.24 % after

190



168 + 2 h. Since M. gallisepticum is intrinsically resistant to seven agents or agent
combinations tested (colistin, imipenem, linezolid, nalidixic acid, oxacillin + 2 % NaCl,
trimethoprim/sulfamethoxazole, vancomycin) and the MIC values were therefore often
above the tested drug concentrations, their data were not included in these analyses.

Impact of media components from different manufacturers

After the five test isolates were tested a sixth time each with FBS, tryptone or
yeastolate purchased from other manufacturers, it was found that most of the MICs did
not differ from the previously determined MIC values by more than one dilution step.
An exception were the MIC values for the lincosamide antibiotics clindamycin and
pirlimycin, which were up to three dilution levels lower than the previously measured
MICs when using tryptone and yeastolate from other manufacturers.

Nevertheless, good homogeneity of MICs was achieved when performing AST with
media components of different origin, resulting in high essential MIC agreements of
96.67 — 100 % FBS (mean of 99.61 %), 93.33 — 100 % tryptone (mean of 98.04 %),
and 90 — 100 % yeastolate (mean of 98.63 %) (Table S2 — S4). In addition, exact MIC
agreements ranged between 70 and 100 % FBS (mean of 89.80 %), 70 and 100 %
yeastolate (mean of 88.63 %), and 66.67 and 100 % tryptone (mean of 83.92 %). As
before, the MIC values for the seven agents to which M. gallisepticum is intrinsically

resistant were not considered here.

Broth microdilution susceptibility testing of the M. gallisepticum collection

The remaining eleven M. gallisepticum were tested and showed easily readable MIC
values under the test conditions, indicated by a color change and for eight isolates
additionally by a button formation. The MIC distribution of the 16 M. gallisepticum
tested is visualized in Table 4. Due to the low number of M. gallisepticum availiable for
this study, no MICso90 (minimum concentrations at which 50/90 % of the isolates were
inhibited) values were determined. Moreover, as there are no approved breakpoints
for M. gallisepticum yet, a classification of the reference strains and field isolates tested
in resistant, intermediate, or susceptible was not possible.

Unimodal MIC distributions were found for florfenicol, gentamicin, tetracyclines
(doxycycline, tetracycline) and quinupristin/dalfopristin. In contrast, clear-cut bimodal
MIC distributions were observed for fluoroquinolones (ciprofloxacin, enrofloxacin,

marbofloxacin), macrolides (erythromycin, tilmicosin, tulathromycin) and streptomycin.
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Particularly striking were field isolates no. 7 and 12, which showed elevated MIC values
against three or four different antimicrobial drug classes including aminoglycosides
(streptomycin), fluoroquinolones (ciprofloxacin, enrofloxacin, marbofloxacin),
lincosamides (clindamycin, pirlimycin), and macrolides (erythromycin, tilmicosin,
tulathromycin). Of note were neomycin, as all M. gallisepticum tested showed MIC
values exceeding the tested concentration range of 2128 ug/ml.

As expected, high MICs were seen for most antimicrobials (carbapenems,
glycopeptides, linezolid, nalidixic acid, polypeptides, trimethoprim/sulfamethoxazole)
that are unable to damage mycoplasmas due to their mechanism of action. With only
one exception (oxacillin + 2 % NacCl), high MIC values were found for all agents or

agent combinations to which mycoplasmas are intrinsically resistant.

Quality control (QC) strains for MIC determination of M. gallisepticum

Even after 72 £ 2 h of incubation in SP4 broth, the MIC values of the CLSI-approved
QC strains were within their ranges as reported by Gutgemann et al. (2023) (CLSI
2018b, 2020, 2023), as follows: A. pleuropneumoniae ATCC 27090 (for enrofloxacin,
florfenicol, marbofloxacin, tetracycline, tiamulin, and tilmicosin), E. coli ATCC 25922
(for florfenicol, marbofloxacin), E. faecalis ATCC 29212 (for tulathromycin), S. aureus
ATCC 29213 (for gentamicin). In addition, the MIC values of the My. bovis DSM 227817
were within the MIC ranges given for 16 agents as reported by Giutgemann et al.
(2023). However, since eight more agents were included in the broth microdilution tests
in the present study than in Gutgemann et al. (2023), the CLSI-approved QC strains
were tested 5-fold using these eight agents to assess their suitability for QC for this
new method. As no CLSI-accepted MIC ranges for these agents are available for A.
pleuropneumoniae ATCC 27090 and E. coli ATCC 25922 yet (CLSI 2020, 2023), a
comparison for these QC strains was not possible. However, the MIC values of E.
faecalis ATCC 29212 (for erythromycin, tylosin, oxacillin + 2 % NaCl) and S. aureus
ATCC 29213 (for erythromycin, tylosin, vancomycin) were within their approved MIC
ranges for three agents each (Table S5 — S6).

After 20 independent replications, the MIC ranges of the My. bovis type strain differed
between two or three dilution levels (Table 5), meeting the requirements for a new QC
strain according to CLSI guideline M23 (CLSI 2018a). Nevertheless, it should be noted
that some MICs (for erythromycin, oxacillin +2 % NaCl, vancomycin) were outside the
tested drug concentrations, so that no MIC ranges are to be defined for these agents.
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Discussion

Antimicrobial treatment is an important means of controlling M. gallisepticum infections
in birds (Huang et al. 2021; Bottinelli et al. 2022). However, standardized susceptibility
testing of M. gallisepticum, which is necessary for targeted antibiotic therapy, is a major
challenge due to its demanding growth and lack of official breakpoints and QC strains
(Gautier-Bouchardon 2018; Taiyari et al. 2021). On the one hand, the pathogen is
intrinsically resistant to many agents (e.g. beta-lactams, sulfonamides) commonly used
in veterinary medicine (Bottinelli et al. 2022). As a result, only a few agents have in-
vitro efficacy against M. gallisepticum, such as florfenicol, fluoroquinolones (e.g.,
enrofloxacin), macrolides (e.g., erythromycin, tylosin), pleuromutilins (e.g., tiamulin)
and tetracyclines (Huang et al. 2021; Bottinelli et al. 2022). On the other hand, AST
methods approved for testing frequently isolated pathogens (e.g. Enterobacterales)
are not suitable for M. gallisepticum, as most mycoplasmas do not show visible turbidity
in liquid cultures as known for other bacteria and their high growth requirements (e.g.,
need of longer processing times and expensive media with various additives)
(Nikfarjam and Farzaneh 2012; Kabisch et al. 2023).

For this reason, Hannan (2000) presented suitable methods for testing veterinary
mycoplasmas, visualizing growth by a color change in the medium after a pH indicator
has been added. But since a suitable standard method for AST of M. gallisepticum has
not yet been provided, the methods published by more than 25 studies vary widely
(Taiyari et al. 2021). For example, different test media (e.g. Frey broth, Friis broth,
modified Chanock medium, modified PPLO broth, Mycoplasma Experience®) were
used, with or without indication of the pH indicator and initial pH values (Tanner and
Wu 1992; Bradbury et al. 1994; Hannan et al. 1997; Wu et al. 2005; Li et al. 2010;
Gerchman et al. 2011; Lysnyansky et al. 2012; Chen et al. 2015; Ammar et al. 2016;
Zhang et al. 2016; Zhang et al. 2017; Beylefeld et al. 2018; Khatoon 2018; Huang et
al. 2019; de Jong et al. 2021; Bottinelli et al. 2022). However, in addition to different
incubation conditions (time and temperature), various methods (e.g. ccu/ml, colony
changing units; cfu/ml, colony forming units) were used to determine the initial
inoculum for AST of M. gallisepticum. Given that these test parameters can influence
the MIC values (Whithear et al. 1983; Butaye et al. 1998; Loose et al. 2020), it can be
assumed that the MICs of M. gallisepticum are not comparable between laboratories.
As a result, the choice of the most appropriate antimicrobial agent in the event of an
outbreak of M. gallisepticum mycoplasmosis is compromised, which in turn can lead to
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rise of AMR. Therefore, both the researchers and the CLSI call for the provision of a
suitable method for standardized in vitro AST of veterinary mycoplasmas and in
particular M. gallisepticum (CLSI 2017; Taiyari et al. 2021; Bottinelli et al. 2022).

To find a suitable test medium for harmonized AST of M. gallisepticum, the growth of
this fastidious pathogen was investigated with four different broth media. Although the
Eaton broth, Frey broth and Friis broth (or modified forms of these media) had already
been used for AST of M. gallisepticum (Li et al. 2010; Gerchman et al. 2011;
Lysnyansky et al. 2012; Beylefeld et al. 2018; Khatoon 2018; Morrow et al. 2020; de
Jong et al. 2021), the M. gallisepticum examined in this study did not show sufficient
growth in these media. In contrast, the SP4 broth already approved by the CLSI for
testing M. pneumoniae and by the DSMZ for culturing M. gallisepticum achieved
sufficient growth for all tested M. gallisepticum after 72 h of incubation (CLSI 2011).
This might be due to the fact that the SP4 broth contains additives (e.g. CMRL-1066
10X) that are not part of the other three media tested. Nevertheless, it is also
advantageous that the SP4 broth has only recently been proposed for harmonized AST
of the bovine pathogen My. bovis (Gutgemann et al. 2023), so this medium was chosen
for AST of M. gallisepticum.

To assess the homogeneity of MICs using SP4 broth, five independent replicates were
performed with five test isolates according to CLSI document M43-A using 24
antimicrobials or antimicrobial combinations. For this, an incubation temperature of 37
°C in ambient air was chosen, as this parameter is already accepted by the CLSI for
testing human mycoplasmas and recommended for AST of My. bovis (CLSI 2011;
Gutgemann et al. 2023). Although some authors have set incubation times ranging
between 18 and 48 h for MIC tests of M. gallisepticum (Tanner and Wu 1992; Migaki
et al. 1993; Bradbury et al. 1994; Bottinelli et al. 2022), the unrelated test isolates
examined in this study showed easy-to-read MICs only after at least 72 £ 2 h of
incubation. Thus, homogeneity and readability of MICs were assessed after 72, 96,
and 168 h (x 2 h), as some studies performing MIC tests with M. gallisepticum applied
longer incubation times ranging between 72 and 168 h (Li et al. 2010; Ammar et al.
2016; de Jong et al. 2021). The CLSI requirement of 290 % essential MIC agreement
for a new method was met at all three time points (CLSI 2018a). However, lower mean
essential MIC agreement were obtained after 168 + 2 h (mean of 98.82 %) than after
72 and 96 + 2 h (mean of 99.76 %). Therefore, and because MICs tend to shift after a
longer incubation period (Waites et al. 2012), an incubation period of 168 h seems less

194



appropriate. Although very similar reproducibility was found after 72 and 96 h (x 2 h),
we recommend an incubation period of 72 + 2 h for reasons of urgency in case of a
severe disease outbreak. In addition, an incubation period of 72 + 2 h seems to be the
most appropriate, as it is already recommended under the same test conditions for
AST of My. bovis (Gutgemann et al. 2023). This would allow diagnostic laboratories to
use the same method for both veterinary pathogens, simplifying the complex process.
Gutgemann et al. (2023) demonstrated that conventional QC strains (A.
pleuropneumoniae ATCC 27090, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213)
are not suitable for quality control purposes for the new method, as their MIC values
were outside their approved MIC ranges for many agents. Similar results were obtained
by Kabisch et al. (2021) and this study, which is why the validation of a mycoplasma
strain as a new QC strain seems necessary for future quality control purposes. After
reviewing the suitability of My. bovis DSM 227817 as a future QC strain for the new
method, Gutgemann et al. (2023) concluded that it met the requirements for a new QC
strain according to CLSI guideline M23 (CLSI 2018a). However, since the latter authors
did not include eight agents that were tested here, 20 additional tests were conducted
in the present study with these eight agents and the same type strain. With the
exception of erythromycin, oxacillin + 2 % NaCl, and vancomycin, it was possible to
define MIC ranges for all other five agents that fulfilled the CLSI requirements (295 %
of MIC values meet 2-4 dilution ranges) for a new QC strain (CLSI| 2018a). These
include tylosin, a macrolide antibiotic often used to treat respiratory infections in birds
(e.g. M. gallisepticum) (Cornejo et al. 2018; Garmyn et al. 2019; Huang et al. 2021).

After testing the remaining M. gallisepticum, all of them showed easy-to-read MICs. As
expected, agents that do not intrinsically have antimicrobial activity against
mycoplasmas showed high MIC values. Oxacillin + 2 % NaCl was, however, an
exception, but this could be due to growth inhibition caused by the high sodium chloride
content, as previously reported for E. coli (Li et al. 2021). Although a valid classification
of the susceptibility (resistant, intermediate, and susceptible) of M. gallisepticum is not
possible due to the lack of approved breakpoints for this important pathogen, a
provisional comparison can be made with the breakpoints used for classification of
avian mycoplasmas by Hannan et al. (1997). The latter authors applied breakpoints to
classify M. gallisepticum MICs based on guidelines to test bacteria affecting humans
or domestic animals (Welsh 1987; NCCLS 1994). Besides flumequine and
oxytetracycline, which were not tested here, these were: enrofloxacin (0.5 pg/mi
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sensitive, 1 pg/ml intermediate, 22 pg/ml resistant), tylosin (1 pg/ml sensitive, 2 ug/mli
intermediate, 24 yg/ml resistant), and tiamulin (<8 ug/ml sensitive, 216 pg/ml resistant)
(Hannan et al. 1997). According to this classification, some M. gallisepticum tested in
this study are considered resistant to enrofloxacin (n=2) and/or tylosin (n=3), which is
consistent with the bimodal distributions observed for these agents. However, since a
large proportion of the MIC values were equal to or below the tested tiamulin drug
concentration, an evaluation of the MIC distribution and thus no delimitation as wild-
type and non-wild-type subpopulation was possible here. Nevertheless, since the
breakpoints used are not adapted to mycoplasmas and their specific characteristics,
this classification should be used with caution and pathogen-specific breakpoints
should be developed in the future. For this purpose, the studies conducted by Zhang
et al. (2022) on pharmacokinetic and pharmacodynamic interactions of tilmicosin in
lung tissue against M. gallisepticum are particularly valuable. The authors indicate that
a dose of 9.12 mg/kg may be effective in pulmonary infections caused by M.
gallisepticum, which could help to establish specific breakpoints for M. gallisepticum.
However, as bimodal MIC distributions were found for agents commonly used against
M. gallisepticum infections in poultry (e.g. fluoroquinolones, macrolides), suggesting
resistant non-wildtype subpopulations, these isolates are of concern. Particularly
alarming were field isolates nos. 7 and 12, which showed elevated MICs for 23 different
antimicrobial classes (fluoroquinolones, lincosamides, macrolides, pleuromutilins),
signalling phenotypical multidrug resistance (Muller et al. 2018).

M. gallisepticum with elevated MICs or acquired AMR to fluoroquinolones and
macrolides has already been reported in other studies (Gerchman et al. 2011; de Jong
et al. 2021; Morrow et al. 2020), a possible consequence of extensive use of antibiotics
in the poultry industry (Gerchman et al. 2008; Huang et al. 2021; Abreu et al. 2023).
Point mutations in the quinolone resistance determining regions (QRDRs) of target
genes (DNA gyrase, topoisomerase |V) have been linked to fluoroquinolone resistance
in M. gallisepticum (Reinhardt et al. 2002; De la Cruz et al. 2022), while macrolide
resistance has been associated with mutations in the central loop domain of the 23S
rRNA gene (Ammar et al. 2016; Chernov et al. 2018). According to a review, resistance
of M. gallisepticum seems to depend mainly on the geographical origin of the isolates
(Taiyari et al. 2021). For example, according to the authors, most Brazilian isolates
(66.67 %) were classified as resistant to tylosin, while many European M. gallisepticum
were classified as resistant to enrofloxacin (Germany 53 %; Italy 75 %; Netherlands
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38 %). Bottinelli et al. (2022) also found that 79.1 % of Italian M. gallisepticum tested
had an elevated MIC of 28 pg/ml enrofloxacin. Nevertheless, the same authors
reported a general improvement in the antimicrobial susceptibility of M. gallisepticum
to macrolides (erythromycin, spiramycin, tilmicosin, tylosin), lincomycin and tiamulin.
Interlaboratory differences in MIC values may be the result of regional differences in
antibiotic use. However, MIC differences can also be attributed to the use of different
methods and test parameters for AST (Whithear et al. 1983). The latter is illustrated by
the fact that MIC values of the M. gallisepticum type strain DSM 198177 differed
between laboratories, although reference strains should have stable antimicrobial
susceptibility (King and Brown 2001). This type strain showed MIC values ranging
between 0.0063 and 0.01 ug/ml tylosin (Hannan et al. 1997; Li et al. 2010; Gerchman
et al. 2011), while lower MICs ranging from 0.12 to 0.16 pg/ml tylosin were found by
Beylefeld et al. (2018) and this study. Comparing the MIC values for other M.
gallisepticum, further differences between the laboratories are noticeable. For
example, the MICso90 values reported by Bottinelli et al. (2022) for doxycycline,
enrofloxacin and oxytetracycline were 2 to 24 dilution levels higher than those reported
by de Jong et al. (2021). It should be noted, however, that both studies examined M.
gallisepticum field isolates from the same geographical area (Europe), from the same
bird species (chicken and turkey) and from similar isolation years (between 2010 and
2020) using broth microdilution. Since both studies used different test parameters for
the AST of M. gallisepticum, methodological influences can be assumed for the
deviations. For example, Bottinelli et al. (2022) used a starting inoculum of 10* ccu/ml
and Avian Mycoplasma Liquid Medium (Mycoplasma Experience®, Reigate, UK) with
incubation at 37 £ 1 °C for 24 - 48 h. In contrast, de Jong et al. (2021) applied a starting
inoculum of 5 x 10° cfu/ml and Friis broth with incubation at 35 + 1 °C for up to 120 h.
Based on these findings, future application of a suitable method for standardized broth

microdilution tests of M. gallisepticum is urgently needed.

Conclusion

For harmonized broth microdilution susceptibility testing of M. gallisepticum, SP4 broth
with an incubation period of 72 + 2 h proved to be suitable, as only recently
recommended for My. bovis. Some M. gallisepticum showed elevated MICs for
fluoroquinolones, macrolides, and/or streptomycin. In agreement with the data of
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Gutgemann et al. (2023), My. bovis type strain DSM 227817 seems to be suitable as
a new QC strain and further validation is recommended.
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Figure legends

Figure 1: Sensititre plate of Mycoplasmoides gallisepticum field isolate no. 7
after 72 £ 2 h of incubation at 37 °C.
The yellow bordered wells represent two positive growth controls. The red bordered

wells represent MIC endpoints.
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Table legends

Table 1: Origin of 13 Mycoplasmoides gallisepticum field isolates and three reference strains tested in this study (n=16).

Isolate ID Year of Country Bird species Tissue
isolation

M. gallisepticum DSM 19817" Before 10/2007  Great Britain Chicken Respiratory tract

M. gallisepticum live vaccine F-strain - - Chicken -

M. gallisepticum reference strain 75969 - - Chicken -

Field isolate no. 1° 2010 Germany Poultry -

Field isolate no. 2° 2012 Germany Poultry -

Field isolate no. 3 2019 Germany Chicken Trachea

Field isolate no. 4° 2021 Germany Humboldt penguin -

Field isolate no. 5 2021 Germany Humboldt penguin -

Field isolate no. 6 - - - -

Field isolate no. 7 - - Turkey -

Field isolate no. 8 - - Turkey -

Field isolate no. 9 - Great Britain - -

Field isolate no. 10 - - - -

Field isolate no. 11 - - Turkey -

Field isolate no. 12 - - Turkey -

Field isolate no. 13 - - Turkey -

"This M. gallisepticum was used as a test isolate for method development and growth curve generation; - Data not availiable.
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Table 2: Visible growth of 16 Mycoplasmoides gallisepticum after five time points of incubation in four broth media.

Time Quantity of isolates that showed a visible color change after culturing in

(*2 h) SP4 broth Friis broth Frey broth Mycoplasma broth
24 0 0 0 0

48 6 5 0 0

72 16 13 0 1

96 16 13 0 1

168 16 16 0 5
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Table 3: Homogeneity of MIC values (ug/ml) of five Mycoplasmoides gallisepticum tested five times with SP4 broth and an incubation time of 72 h
and 96 h (x 2 h).

Deviation from MIC mode® Exact MIC Essential MIC Deviation from MIC mode Exact MIC Essential
Antimaicrobial after72+*2 h agfeement agreement of after96+2 h agfeement MIC
agent 3 2 4 0 1 2 3 2’,,2;?°'ates isolates (%)*° -3 -2 -1 0 1 2 3 2’,,2;3°'ates ?sgorl‘::;e(r.',/t)"f
Ciprofloxacin 24 1 96 100 1 21 2 1 84 96
Clindamycin 5 20 80 100 2 23 92 100
Doxycycline’ 2 23 92 100 1 22 2 88 100
Enrofloxacin 25 100 100 21 4 84 100
Erythromycin 1 1 20 3 80 96 7 17 1 68 100
Florfenicol 1 22 2 88 100 2 22 1 88 100
Gentamicin 1 24 96 100 1 23 1 92 100
Marbofloxacin 25 100 100 21 4 84 100
Neomycin' 25 100 100 25 100 100
Pirlimycin 1 23 1 92 100 3 22 88 100
SYNS¢ 2 23 92 100 1 22 2 88 100
Streptomycin’ 1 23 1 92 100 2 23 92 100
Tetracycline’ 2 22 1 88 100 21 1 84 100
Tiamulin’ 25 100 100 24 1 96 100
Tilmicosin' 21 4 84 100 19 6 76 100
Tulathromycin 1 20 4 80 100 4 20 1 80 100
Tylosin' 2 22 1 88 100 22 3 88 100
Colistin' 25 100 100 25 100 100
Imipenem’ 25 100 100 25 100 100
Linezolid' 2 23 92 100 2 23 92 100
Nalidixic acid 23 2 92 100 1 22 2 88 100
Oxacillin + 2 % 25 100 100 25 100 100
NaCl'
SXT"h 25 100 100 25 100 100
Vancomycin' 25 100 100 25 100 100

2 The lower half of the table contains antimicrobials with known intrinsic resistance of mycoplasmas; ®* The MIC mode indicates the most frequently
measured MIC value related to a test isolate in the context of the five replicates; © Data fulfilling the criteria of the exact MIC agreement have a precondition
of five identical MICs; ¢ Data fulfilling the criteria of the essential MIC agreement are in the gray area; © Essential MIC agreement defines MICs within + 1
dilution of MIC mode; f The MIC of at least one M. gallisepticum was equal to, lower or higher than the concentrations of the test range; ¢ SYN,
quinupristin/dalfopristin; " SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole ratio 1:19
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Table 4: Distribution of MIC values (pg/ml) of the entire Mycoplasmoides gallisepticum collection (n=16).

MICP values (ug/ml) after 72 * 2 h of incubation

Antimicrobial agent 0.008__0.015_0.03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Ciprofloxacin 1 6 6 1 1 1#

Clindamycin
Doxycycline
Enrofloxacin
Erythromycin
Florfenicol
Gentamicin
Marbofloxacin
Neomycin
Pirlimycin
Quinupristin/dalfopristin®
Streptomycin
Tetracycline
Tiamulin
Tilmicosin
Tulathromycin
Tylosin

Colistin
Imipenem
Linezolid
Nalidixic acid

13*

10

13*

10*

11
10
4

11

2

—

—

=N

5

4

2

12

1

1

1

1

=N

1

1

1
1

16"

2#

16"

7#

Oxacillin + 2 % NaCl 14* 1 1*
Trimethoprim/sulfamethoxazole® 1 1 14*
Vancomycin 16"

The white area illustrates the test area of the antimicrobial agents; # The lower half of the table contains antimicrobials with known intrinsic resistance of
mycoplasmas; ® MIC, minimum inhibitory concentration; ° Data represent the concentration of quinupristin; ¢ Data represent the concentration of trimethoprim,
ratio 1:19; * The MIC values of at least one isolate was equal to or lower than the concentration of the test range; * The MIC values of at least one isolate was
equal to or higher than the concentration of the test range.
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Table 5: MIC values and MIC ranges of Mycoplasmopsis bovis DSM 227817 for eight antimicrobials after 20-fold testing in SP4 broth for 72 + 2 h.

Quantity of replicates and their MIC® values (ug/ml) _ MICs within
Determined the CLSI

0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 MICrange recommended

Antimicrobial agent?

range® (%)
Clindamycin 2 8 10 0.12-0.5 100
Erythromycin 2 1 17* 16 - 264 100
Pirlimycin 4 13 3 0.25-1 100
Quinupristin/dalfopristin 6 95 02. Aug 100
Tylosin 2 117 05-2 100
Linezolid 3 13 4 05-2 100
Oxacillin + 2 % NaCl 20* <0.015 100
Vancomycin 2 18* 32 -264 100

The light gray areas visualize the concentration ranges that were outside the tested agent concentrations; @ The lower half of the table contains
antimicrobials with known intrinsic resistance of mycoplasmas; ® MIC, minimum inhibitory concentration; ¢ A limit of 295 % was set according to
CLSI guideline M23; * The MIC values of at least one isolate was equal to or lower than the concentration of the test range; # The MIC values of
at least one isolate was equal to or higher than the concentration of the test range.
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Supplemental Material

Figure S1:

M. gallisepticum DSM 198177
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Growth curves of M. gallisepticum DSM 198177 in four different test media.

| = standard deviations.

Figure S2:

M. gallisepticum field isolate no. 1
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Growth curves of M. gallisepticum field isolate no. 1 in four different test media.

| = standard devations.
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Figure S3:

M. gallisepticum field isolate no. 2
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Growth curves of M. gallisepticum field isolate no. 2 in four different test media.

| = standard deviations.

Figure S4:

M. gallisepticum field isolate no. 3
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Growth curves of M. gallisepticum field isolate no. 3 in four different test media.

| = standard deviations.
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Figure S5:

M. gallisepticum field isolate no. 4
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Growth curves of M. gallisepticum field isolate no. 4 in four different test media.
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Figure S6:
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Sensititre plate of Mycoplasma gallisepticum field isolate no. 2 after 72 h of incubation.

The yellow bordered wells represent two positive growth controls. The red bordered

wells represent MIC endpoints.
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Table S1: Homogeneity of MIC values (ug/ml) of five Mycoplasma gallisepticum test isolates tested five times independently after 168 +
2 h of incubation at 37 °C.

Antimicrobial agent® Deviation from MIC mode® after 168 72 £ 2 h of incubation Exact MIC Essential MIC
-3 -2 -1 0 1 2 3 agreement (%)° agreement (%)°

Ciprofloxacin 2 19 4 76 100
Clindamycin 3 18 4 72 100
Doxycycline® 25 100 100
Enrofloxacin® 1 1 3 17 3 68 92
Erythromycin® 1 19 4 1 76 96
Florfenicol 25 100 100
Gentamicin® 1 24 96 100
Marbofloxacin® 1 3 19 2 76 96
Neomycin 25* 100 100
Pirlimycin 2 22 1 88 100
SYNf 4 18 3 72 100
Streptomycin 1 22¢ 2 88 100
Tetracycline® 1 24 96 100
Tiamulin® 1* 21* 2 1 84 96
Tilmicosin® 2 18* 5 72 100
Tulathromycin® 4 21 84 100
Tylosin® 2 21* 2 84 100
Colistin® 25* 100 100
Imipenem 25* 100 100
Linezolid 2 23* 92 100
Nalidixic Acid 3 22 88 100
Oxacillin + 2 % NacCl 25* 100 100
SXT*¢ 25* 100 100
Vancomycin 25* 100 100

2 The lower half of the table contains antimicrobials to which mycoplasmas are intrinsically resistant; ® The MIC mode indicates the most frequently
measured MIC value related to a test isolate in the context of the five replicates; ¢ Data fulfilling the criteria of the exact MIC agreement are in the
gray area; ¢ Essential MIC agreement defines MICs within + 1 dilution of MIC mode; © Currently approved for food-producing animals in the EU;
SYN, quinupristin/dalfopristin; ¢ SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole ratio 1:19; * Quantity of isolates with MIC values equal to, lower or higher than
the concentrations of the test range.
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Table S2: Homogeneity of MIC values (ug/ml) obtained after 72 £+ 2 h of five M. gallisepticum test isolates tested six times
independently with fetal bovine serum (FBS) from two different manufacturers.

Deviation from MIC mode® after 72 + 2 h of incubation Exact MIC I\Ell?cstentlaI
Antimicrobial agreement
agent of isolates agl_'eement
-3 -2 -1 0 1 2 3 (%)° of isolates
(%)
Ciprofloxacin 29 1 96.67 100
Clindamycin 1 2 24 3 80.00 96.67
Doxycycline® 3* 21 70.00 100
Enrofloxacin® 30 100 100
Erythromycin® 1 3 23 3 76.67 96.67
Florfenicol 1 27 2 90.00 100
Gentamicin® 1 30 100 100
Marbofloxacin® 30 100 100
Neomycin 30* 100 100
Pirlimycin 1 28 1 93.33 100
SYNf 27 3 90.00 100
Streptomycin 1 28* 1 93.33 100
Tetracycline® 1 25* 4 83.33 100
Tiamulin® 30* 100 100
Tilmicosin® 26* 4 86.67 100
Tulathromycin® 1 24 5 80.00 100
Tylosin® 26* 4 86.67 100
Colistin® 30* 100 100
Imipenem 30* 100 100
Linezolid 2 28* 93.33 100
Nalidixic Acid 28 2 93.33 100
Oxacillin + 2 % NaCl 1 29* 96.67 100
SXTe:9 30* 100 100
Vancomycin 30* 100 100

2 The lower half of the table contains antimicrobials to which mycoplasmas are intrinsically resistant; ® The MIC mode indicates the most frequently measured MIC value
related to a test isolate in the context of six replicates; ¢ Data fulfilling the criteria of the exact MIC agreement are in the gray area; ¢ Essential MIC agreement defines
MICs within £ 1 dilution of MIC mode; ¢ Currently approved for food-producing animals in the EU; f SYN, quinupristin/dalfopristin; 9 SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole
ratio 1:19; * Quantity of isolates with MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the test range. Five replications were performed using FBS from
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Germany) and one replication was performed using FBS from Biowest SAS (Nuaillé, France)
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Table S3: Homogeneity of MIC values (pg/ml) obtained after 72 £+ 2 h of five M. gallisepticum test isolates tested six times independently

with yeastolate from two different manufacturers.

Antimicrobial Deviation from MIC mode® after 72 * 2 h of incubation Exact MIC E;f::;:z:]lt\mc
agent® agl_'eement of isolates
-3 -2 -1 0 1 2 3 of isolates (%)° (%)?
Ciprofloxacin 29 1 96.67 100
Clindamycin 1 1 7 21 70.00 93.33
Doxycycline® 2* 28 93.33 100
Enrofloxacin® 29 1 96.67 96.67
Erythromycin® 1 4 22 3 73.33 96.67
Florfenicol 2 26 2 86.67 100
Gentamicin® 2 28 93.33 100
Marbofloxacin® 30 100 100
Neomycin 30* 100 100
Pirlimycin 1 1 4 23 1 76.67 93.33
SYNf 2 28 93.33 100
Streptomycin 1 28* 1 93.33 100
Tetracycline® 2 27 1 90.00 100
Tiamulin® 30* 100 100
Tilmicosin® 26* 4 86.67 100
Tulathromycin® 1 4 21 4 70.00 96.67
Tylosin® 26* 4 86.67 100
Colistin® 30* 100 100
Imipenem 30* 100 100
Linezolid 2 28* 93.33 100
Nalidixic Acid 27 3 90.00 100
Oxacillin + 2 % NaCl 30* 100 100
SXTe ¢ 30* 100 100
Vancomycin 30* 100 100

2 The lower half of the table contains antimicrobials to which mycoplasmas are intrinsically resistant; ® The MIC mode indicates the most frequently measured MIC value
related to a test isolate in the context of six replicates; ¢ Data fulfilling the criteria of the exact MIC agreement are in the gray area; ¢ Essential MIC agreement defines
MICs within + 1 dilution of MIC modes; ¢ Currently approved for food-producing animals in the EU; f SYN, quinupristin/dalfopristin; ¢ SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole
ratio 1:19; * Quantity of isolates with MIC values equal to, lower or higher than the concentrations of the test range. Five replications were performed using yeastolate
from Becton Dickinson and Company (Sparks, USA) and one replication was performed using yeastolate from Life Technologies Limited (Paisley, UK)
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Table S4: Homogeneity of MIC values (pg/ml) obtained after 72 £+ 2 h of five M. gallisepticum test isolates tested six times independently
with tryptone from two different manufacturers.

Deviation from MIC mode® after 72 + 2 h of incubation Exact MIC I\Ell?cstentlaI
Antimicrobial agreement
agent of isolates agl_'eement
-3 -2 -1 0 1 2 3 (%)° of isolates
(%)
Ciprofloxacin® 3 26 1 86.67 100
Clindamycin 1 2 7 20 66.67 90.00
Doxycycline? 4 26 86.67 100
Enrofloxacin 2 28 93.33 100
Erythromycin 1 5 21 3 70.00 96.67
Florfenicol 1 4 23 2 76.67 96.67
Gentamicin 4 26 86.67 100
Marbofloxacin 2 28 93.33 100
Neomycin? 2 28 93.33 100
Pirlimycin 2 1 3 23 1 76.67 90.00
SYN¢ 1 26 3 86.67 100
Streptomycin® 4 25 1 83.33 100
Tetracycline?® 3 26 1 86.67 100
Tiamulin® 30 100 100
Tilmicosin® 26 4 86.67 100
Tulathromycin 2 4 20 4 66.67 93.33
Tylosin® 26 4 86.67 100
Colistin® 30 100 100
Imipenem?® 30 100 100
Linezolid® 5 25 83.33 100
Nalidixic acid 2 26 2 86.67 100
Oxacillin + 2 % NaCl¢ 30 100 100
SXTh9 1 29 96.67 100
Vancomycin® 30 100 100

2 The lower half of the table contains antimicrobials to which mycoplasmas are intrinsically resistant; ® The MIC mode indicates the most frequently measured MIC value
related to a test isolate in the context of six replicates; ¢ Data fulfilling the criteria of the exact MIC agreement are in the gray area; ¢ Essential MIC agreement defines
MICs within % 1 dilution of MIC mode; © SYN, quinupristin/dalfopristin; * SXT, trimethoprim/sulfamethoxazole ratio 1:19; ¢ The MIC of at least one M. gallisepticum was
equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.

Five replications were performed using tryptone from Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Germany) and one replication was performed using tryptone from Oxoid
Limited (Basingstoke, UK).
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Table S5: Official MIC ranges of Enterococcus faecalis ATCC 29212 and its MICs after testing in SP4 broth for 72 £ 2 h at 37 °C.

Quantity of replicates (n = 5) and their MIC? values (ug/ml)

Antimicrobial Time 0.00
agent (h) .8 0.015 0.03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
: : 20 - - - - - - -1l= = 5| - -
Clindamycin 79 £ 2 ) ) ) ) o ‘ . } ) 5
: 20 - - - - - -!1- 5 -]- - -
Erythromycin 79 £ 2 i ) ) ) ) ) ‘ S o4 ‘ o )
Pirlimycin 20 i i i i - ‘ -4 ‘ A
72+2 - - - - - -|l= = =15 - -
Quinupristin/dalfopr 20 - - - - - - - -1 - 4 -
istin 72+2 - - - - - - - - - - - - 5
Tylosin 20 i i i ‘ R A I i i i
72+2 - - - - - - 5 - - - -
: : 20 - - - - - - - - - - - -
Linezolid 79 +92 ) ) ) ) S ) i
Oxacillin + 2 % 20 - - - - - - - - -15
NaCl 72+2 - - - - - - - - -14 71
Vancomycin 20 i i i i i i ‘ 2 - 2 - -
72+2 - - - - - - 114 - -

Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of E. faecalis ATCC 29212 after testing in cation-adjusted
Mueller-Hinton broth (CAMHB) and incubation for 16 — 20 h (CLSI 2020, 2023); The white areas visualize the tested range of
concentrations; * MICs equal to or higher than the concentrations of the test range.
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Table S6: Official MIC ranges of Staphylococcus aureus ATCC 29213 and its MICs after testing in SP4 broth for 72 + 2 h at 37 °C.

Quantity of replicates (n = 5) and their MIC? values (ug/ml)

Antimicrobial Time 0.00
agent (h) .8 0.015 0.03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
, . 20 - - 1 4 S - -
Clindamycin 79 £ 2 ) ) ) 3 ‘ o L. L ) i
, 20 - - - - - 5 -/- - - - -
Erythromycin 79 £ 2 i ) ) ) ) I )
Pirlimycin 20 R -
722 - - - - - 213 - - - - -
Quinupristin/dalfopr 20
istin 722 4 1
Tylosin 20 i i i ‘ A ‘ - i i i
722 - - - - - - 5]|- - - - -
: : 20 S
Linezolid 79 +92 5
Oxacillin + 2 % 20 - - - ‘ - 5 - ‘ - - - -
NaCl 72%2 - - - - 2 2 |- 1 - -
Vancomycin 20 i i i i i L
72+2 - - - - - - - 5/- - - -

Blue shading outlined with vertical bars visualize the CLSI-defined QC ranges of S. aureus ATCC 29213 after testing in cation-adjusted
Mueller-Hinton broth (CAMHB) and incubation for 16 - 20 h (CLSI 2020, 2023); The white areas visualize the tested range of
concentrations; * MICs equal to, lower or higher than the concentrations of the test range.
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4. Ubergreifende Diskussion

1. Erregerauswahl

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden AST-Verfahren als Bouillon-
Mikrodilutionsmethode fur die folgenden funf geflugel- oder rinderpathogenen Erreger
entwickelt: Av. gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis und M.
gallisepticum. Fur alle funf Erreger liegen derzeit keine anerkannten AST-Methoden in
internationalen Standards zur Empfindlichkeitspriafung vor. Um valide Ergebnisse
einer bakteriellen Empfindlichkeitsprifung zu erhalten, sollte eine Testung der Erreger
aber moglichst nach standardisierten Methoden erfolgen. Obwohl sich die funf
untersuchten bakteriellen Spezies in vielen Merkmalen (z.B. Koloniemorphologie,
Wirtsspektrum, Wachstumsanforderungen) unterscheiden, haben sie gemeinsam,
dass sie als anspruchsvoll gelten oder zu anspruchsvollen Familien gezahlt werden
(HANSEN et al. 2013; CLOTHIER et al. 2019; BLACKALL und SORIANO-VARGAS
2020; GELGIE et al. 2022; MAROUF et al. 2022). Anspruchsvolle Bakterienspezies
stellen im Vergleich zu schnell wachsenden, anspruchslosen Spezies wie E. coli,
hohere Anforderungen an die Anzucht in Laboren. Fur das Wachstum anspruchsvoller
Organismen ist in der Regel ein komplexes Nahrmedium mit speziellen Zusatzen (z.B.
Blut oder Blutkomponenten, DNS, Hefeextrakt, Kalzium, Pyridoxal) erforderlich (CLSI
2010; CLSI 2011). Daruber hinaus bendtigen einige als anspruchsvoll geltende
Bakterienspezies vergleichsweise langere Inkubationszeiten oder eine Bebritung in
einer besonderen Atmosphare, wie zum Beispiel einer Atmosphare mit CO»-
Anreicherung (CLSI 2010). Aufgrund der besonderen Wachstumsanforderungen der
in diese Arbeit einbezogenen Erreger wurde davon ausgegangen, dass die
Standardmethoden fur die AST schnell wachsender Organismen nicht verwendet
werden koénnen und komplexere Medien und modifizierte Anzuchtbedingungen
anzuwenden sind. Um aber dennoch AST-Methoden fur diese funf Bakterienspezies
zu entwickeln, die sich fir eine spatere Ubernahme in Standards fir
Empfindlichkeitstests eignen, waren mehrere Schritte erforderlich, die in den folgenden

Kapiteln diskutiert werden.

1.1.Akquise von Isolaten
Um eine neue AST-Methode zu validieren und zuverlassige Ergebnisse zu erhalten,

ist es wichtig, moglichst viele Isolate der zu untersuchenden Spezies zu testen. Diese
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sollten nach Moglichkeit zu unterschiedlichen Zeitpunkten und von verschiedenen
Tierarten isoliert worden sein, damit die Eignung der Methode fur eine moglichst grol3e
Breite an Isolaten gezeigt werden kann. Wahrend es fur die Spezies Av. gallinarum,
Av. paragallinarum und B. avium problemlos moglich war, zeitnah eine ausreichende
Anzahl von Isolaten fur die Methodenvalidierung zu gewinnen, erwies sich die
Isolatakquise von M. bovis und M. gallisepticum als sehr schwierig. Grund hierfur
konnte sein, dass isolierte M. bovis- und M. gallisepticum-lsolate in Laboren nicht
regular dauerkonserviert werden. Zudem wenden Diagnostiklabore zur
Erregeridentifikation von Mykoplasmen haufig molekularbiologische Methoden (z.B.
PCR, Real-time-PCR) an (SELBITZ 2023b). Im Rahmen der Herdendiagnostik
verwenden wiederum viele Labore zum Nachweis von M. bovis und M. gallisepticum
serologische Methoden wie kommerzielle ELISA-Tests (engl: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (REGISTER 2013; ALl et al. 2015; SELBITZ 2023b).

1.1.1. Auswahl von Testisolaten

Far wichtige Validierungsschritte im Rahmen der Methodenentwicklung (z.B.
Wachstumsversuche zur Auswahl eines geeigneten AST-Mediums oder multiple
Empfindlichkeitstests zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Testergebnisse) ist
die Auswahl einiger ,Testisolate“ notwendig, die besondere Anforderungen erfullen
mussen. Sie sollten nicht nur unterschiedlichen Ursprungs (Isolationsjahr, Region,
Tierart) sein, sondern auch maglichst epidemiologisch unverwandt sein, was haufig
durch eine Feintypisierung bestatigt wird. Eine Feintypisierung von Bakterienisolaten
lasst sich dabei durch verschiedene Methoden durchfuhren (SIMAR et al. 2022). Die
Makrorestriktion mit anschlielender Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist eine
traditionelle Methode, die auf einem enzymatischen Verdau der genomischen DNS
und der Trennung der DNS-Fragmente durch ein elektrisches Feld basiert
(HERSCHLEB et al. 2007). Die traditionelle Methode galt lange Zeit als die am
haufigsten verwendete Feintypisierungsmethode (LI et al. 2021), wurde fur die meisten
Bakterien umfassend validiert und liefert meist zuverlassige Ergebnisse (TENOVER et
al. 1995). Der Nachteil ist, dass Makrorestriktionsanalysen zeitaufwandig sind,
fragmentbasierte Ergebnisse liefern, die schwer zwischen Laboren vergleichbar sind
und nur einen geringen Probendurchsatz erlauben (SIMAR et al. 2022). Um den
Probendurchsatz zu erhdhen und basengenaue Ergebnisse zu erhalten, wurden

zunehmend sequenzbasierte Methoden zur Feintypisierung (z.B. MLST, cgMLST)
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entwickelt und ersetzen mehr und mehr die fragmentbasierten Methoden (SABAT et
al. 2013). Das ,Multilocus Sequencing Typing“ (MLST) beispielsweise beruht auf
Sequenzierungen von konservierten bakteriellen ,Housekeeping-Genen®, in denen
allelische Punktmutationen detektiert und zur Typisierung verwendet werden (MAIDEN
et al. 2013). Aktuell werden haufig die Daten aus WGS-Analysen zur Typisierung von
Bakterien (z.B. core genome MLST) verwendet. Mit den Ergebnissen lassen sich auch
Unterschiede zwischen hochverwandten Isolaten nachweisen. Allerdings sind WGS-
Analysen und das dafur bendtigte Equipment immer noch kostenintensiv, obgleich die
Methode auch zunehmend fur kleinere Labore rentabel wird (SIMAR et al. 2022).
WGS-Analysen gewinnen daher mehr und mehr an Bedeutung fur die
epidemiologische Uberwachung von infektionsbedingten Krankheitsausbriichen
(COLL et al. 2020; SIMAR et al. 2022).

Da fur die Auswahl der erforderlichen Testisolate fur die Methodenentwicklung keine
sequenzbasierten Daten erforderlich waren und nur der Ausschluss von
epidemiologisch verwandten Isolaten erfolgen sollte, sowie nur wenige Isolate in die
Feintypisierungsanalysen einbezogen werden sollten, wurde in dieser Arbeit die als
zuverlassig geltende Methode der Makrorestriktionsanalyse durchgefuhrt. Einen
ahnlichen Ansatz verfolgten PRULLER et al. (2015a) und PRULLER et al. (2017), die
Methoden zur standardisierten AST von B. bronchiseptica und Glaesserella parasuis

entwickelten.

1.1.1.1. Makrorestriktionsanalysen von Av. gallinarum-, Av. paragallinarum-, B.
avium- und M. bovis-Isolaten
Fur die vier Spezies Av. gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium und M. bovis lagen
bereits zu Beginn der Arbeiten ausreichend Isolate vor, sodass zwischen 15 und 59
Isolate mit moglichst unterschiedlicher Herkunft in die Makrorestriktionsanalysen
einbezogen wurden. Fur keine dieser vier Spezies stand eine PFGE-Standardmethode
zur Verfugung, weshalb auf der Grundlage des von RIBOT et al. (2006)
standardisierten Protokolls (fur E. coli O157:H7, Salmonella und Shigella) fur alle vier
Spezies Methoden zur Makrorestriktionsanalyse entwickelt wurden. Fur die
einbezogenen Isolate aller vier Spezies wurden gut auswertbare Bandenmuster erzielt,
so dass die Methode als fur die Feintypisierung geeignet erschien. Nach der Erstellung
von Dendrogrammen wurde zur ldentifizierung von PFGE-Clustern mit der Software

BioNumerics (Applied Maths N.V.) in Anlehnung an zuvor veroffentlichte Studien ein
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Cut-off-Wert von 80 % gewahlt (MCDOUGAL et al. 2003; BOSCH et al. 2010). Zur
Beurteilung der Klonalitat der untersuchten Isolate wurden die Kriterien fur die
Typisierung von Bakterien nach TENOVER et al. (1995) herangezogen. Wiesen
Isolate kein identisches Bandenmuster auf, wurden diese nach den
Interpretationskriterien von TENOVER et al. (1995) als nicht verwandt eingestuft. Die
typische Anzahl der Bandenunterschiede bei eng verwandten Isolaten liegt zwischen
zwei und drei, bei wahrscheinlich verwandten Isolaten zwischen vier und sechs
Banden (TENOVER et al. 1995). Als epidemiologisch nicht verwandte Isolate stuften
die zuletzt genannten Autoren solche ein, die sich in 27 Fragmenten voneinander
unterscheiden. Bei einem Vergleich der Ergebnisse der Makrorestriktionsanalysen von
Av. gallinarum und Av. paragallinarum mit anschlieRender Clusteranalyse zeigte sich
fur beide Spezies, dass sowohl eng verwandte als auch nicht verwandte Isolate
vorkamen. Wahrend einige Isolate sich unterscheidende Fragmentmuster mit einer
Ubereinstimmung von <80 % aufwiesen, zeigten andere nahezu oder vollstéandig
identische Fragmentmuster. Da es jedoch noch keine weiteren veroffentlichten
Ergebnisse zu PFGE-Clusteranalysen von Avibacterium spp. gibt, konnte kein
Vergleich mit anderen Isolatsammlungen durchgefuhrt werden. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen fur Av. gallinarum und Av. paragallinarum deuten die Ergebnisse der
PFGE-Clusteranalysen von B. avium auf eine allgemein hohe Klonalitat innerhalb der
Spezies hin. So wiesen die meisten B. avium-Fragmentmuster eine Ubereinstimmung
von uber 80 % auf. Die fur B. avium erhobenen Daten korrelieren mit Ergebnissen
einer im Jahr 2012 veroffentlichten Studie, die die epidemiologische Verwandtschaft
von elf brasilianischen B. avium analysierte und ebenfalls eine hohe genetische
Verwandtschaft der untersuchten Isolate feststellte (GRESPAN et al. 2012). Auch far
B. bronchiseptica oder B. pertussis wurde zuvor eine hohe genetische Klonalitat
festgestellt (MUSSER et al. 1987; BEALL et al. 1995; BINNS et al. 1998; PRULLER et
al. 2015a), sodass davon auszugehen ist, dass dies ein gemeinsames Merkmal der
Gattung Bordetella ist. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit fur M. bovis eine
geringe Klonalitat der analysierten Isolate festgestellt. Die Mehrheit der untersuchten
M. bovis zeigte anhand der generierten Bandenmuster eine Ahnlichkeit zwischen etwa
25 bis 80 %, was unter dem angewendeten Cut-Off-Wert von 80 % liegt. BIDDLE et
al. (2005) und BECKER et al. (2020) stellten ebenfalls eine geringe Klonalitat
untersuchter amerikanischer oder europaischer M. bovis unter Verwendung der

Restriktionsenzyme Smal, Mlul oder Kpnl fest.

223



Zu Beginn der praktischen Arbeit mit M. gallisepticum waren nur funf Isolate verfugbar.
Diese wurden von verschiedenen Vogelarten (Huhn, Humboldt-Pinguin, unbekannte
Geflugelart) isoliert und stammen aus unterschiedlichen Jahren (vor 2007 bis 2021)
und geografischen Regionen (Deutschland, Vereinigtes Konigreich). Daher wurden
diese funf M. gallisepticum direkt als Testisolate ausgewahlt und es wurden keine
Makrorestriktionsanalysen durchgefuhrt.

2. Medienauswabhl fiir die zu testenden Bakterienspezies

Ein Medium fur die standardisierte AST sollte verschiedene Kriterien erflllen. Es sollte
in der Lage sein, sichtbares Wachstum aller zu testenden Bakterienisolate in den
Vertiefungen von inkubierten Mikrotiterplatten zu erzielen, damit die MHK-Werte
zuverlassig abgelesen werden konnen (CLSI 2018a). Neben dem sichtbaren
Wachstum sollte das Medium auch eine ausreichende Keimkonzentration der zu
untersuchenden Bakterienisolate ermoglichen. Dies st wichtig, da ein
Mindestwachstum der zu testenden Bakterien auf eine Konzentration von 107 KbE/ml
erforderlich ist, um das fur die standardisierte AST erforderliche Inokulum einzustellen
(CLSI 2011; CLSI 2020). Weiterhin sollte das Medium fur Routinelabore verfugbar sein
und keine oder nur wenige Inhaltsstoffe enthalten, die die Aktivitat der zu testenden
Wirkstoffe beeintrachtigen (CLSI 2018a). Auch sollte es keine oder nur wenige
Inhaltsstoffe enthalten, die das Wachstum des zu testenden Isolats negativ
beeinflussen. So ist beispielsweise zu beachten, dass die im nativen Serum
enthaltenen Komplementfaktoren zu einer Wachstumshemmung eines zu testenden
Bakterienisolats fuhren konnen (LI et. al 2017). Dadurch ware mit einer Beeinflussung
der MHK-Werte (zu niedrig) zu rechnen. DarUber hinaus sollte ein Medium fur die
standardisierte AST eine gute Chargenreproduzierbarkeit aufweisen, da die Charge
der verwendeten Medienkomponenten einen Einfluss auf die MHK-Werte haben kann
(BAARS und OPFERKUCH 1979; BARNES und HODGES 1984).

Um far jeden der funf einbezogenen Spezies ein geeignetes Medium fur die
standardisierte AST zu finden, erfolgte zunachst eine umfangreiche
Literaturrecherche. In einem ersten Schritt wurde gepruft, ob internationale Standards
bereits Medien enthalten, die fir die AST von eng verwandten Erregern anerkannt
sind. Diese in Standards enthaltenen Medien haben den allgemeinen Vorteil, dass sie
bereits alle kostspieligen und zeitaufwandigen Validierungsschritte (z.B. Prifung von
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Wechselwirkungen zwischen Medienkomponenten und Wirkstoffen, Eignungsprufung
anerkannter QC-Stamme) durchlaufen haben, die zur Anerkennung erforderlich sind.
Der nachste Schritt bestand darin, herauszufinden, ob und welche Medien in zuvor
veroffentlichten Studien fur die AST des zu testenden Erregers verwendet wurden.
Weiterhin wurden auch Medien in die Auswahl einbezogen, die zuvor fur die AST von
eng verwandten Erregern verwendet worden waren, die demselben Genus (z.B. B.
bronchiseptica fur B. avium, M. pneumoniae fur Mycoplasma spp.) oder der gleichen
Familie (z.B. Pasteurellaceae fur Avibacterium spp.) angehoren.

2.1.Medienvorauswahl fur Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium

Im Gegensatz zu den anderen in die Arbeit einbezogenen Spezies sind fur Av.
gallinarum bisher keine Studien zur Empfindlichkeitstestung im Bouillon-
Mikrodilutionsverfahren veroffentlicht worden. Auch wenn Av. gallinarum nicht
hamophil ist, kultivieren Labore diesen Erreger auf Blut- oder NAD-haltigen Medien
(z.B. Columbia-Blutmedium, Haemophilus-Medium) (BLACKALL und SORIANO-
VARGAS 2020; DSMZ). In die Versuche zur Medienauswahl fur diesen Erreger wurde
daher nicht nur die nicht supplementierte CAMHB, sondern ahnlich wie fur B. avium
auch das VFM und die CAMHB+LHB gewahlt. Um die Abhangigkeit des Erregers
gegenuber dem V-Faktor zu testen, wurden zusatzlich zwei weitere CAMHB-basierte
Medien einbezogen, die entweder 1 % Huhnerserum (v/v) (CAMHB+CS) oder 0,0025
% NADH (v/v) (CAMHB+NADH) enthielten. Daruber hinaus wurde die CAMHB plus
0,0025 % NADH (v/v) plus 1 % hitzeinaktiviertes Huhnerserum (v/v)
(CAMHB+CS+NADH) hinzugezogen. Dieses neue Medium wurde von HEUVELINK et
al. (2018) und LUNA-CASTREJON et al. (2021) fiir die AST des nah verwandten
Erregers Av. paragallinarum eingesetzt, nachdem es von PRULLER et al. (2017) flr
die standardisierte AST des V-Faktor-abhangigen Erregers G. parasuis empfohlen
wurde. Infolgedessen wird die CAMHB+CS+NADH im kommenden CLSI-Dokument
VETO6 als neues Medium fur die AST von G. parasuis empfohlen werden (personliche
Kommunikation).

Literaturrecherchen zu Av. paragallinarum ergaben, dass dieser Erreger hohere
Anforderungen an ein Nahrmedium stellt als Av. gallinarum und B. avium. So enthalten
die Ublicherweise fur Av. paragallinarum verwendeten Nahrmedien den Zusatz von
NAD, NaCl und/oder Huhnerserum (BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020;
DSMZ), auch wenn nicht jedes Av. paragallinarum-Isolat fur das Wachstum in
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Nahrmedien auf NAD und/oder Huhnerserum angewiesen ist (HINZ 1973; MOUAHID
et al. 1994; GARCIA et al. 2004; FALCONI-AGAPITO et al. 2015). Fur diesen Erreger
wurde deshalb neben dem Standardmedium CAMHB auch die CAMHB+CS+NADH,
CAMHB+LHB und das VFM fur die experimentelle Testung gewahlt. Im Laufe der
Arbeiten mit Av. paragallinarum verschlechterte sich jedoch die Produktverfugbarkeit
des im VFM enthaltenen Supplement C™, so dass in CLSI-Dokumenten als Alternative
die Mueller-Hinton fastidious broth medium with yeast extract (MHF-Y) empfohlen
wurde (CLSI 2019). Daher wurde die MHF-Y in die vergleichenden Versuche zur
Eignung der Nahrmedien aufgenommen (CLSI 2019). Da Av. paragallinarum zu den
hamophilen Spezies zahlt, wurde zudem noch das fur die AST der hamophilen
Bakterienspezies Haemophilus influenzae und Haemophilus parainfluenzae
anerkannte Haemophilus-Testmedium (HTM) einbezogen (CLSI 2016).
Literaturrecherchen zu B. avium ergaben, dass nur in wenigen Studien Ergebnisse zur
Bouillon-Mikrodilutionstestung dieses Erregers veroffentlicht wurden. MORTENSEN et
al. (1989) verwendeten zur AST von B. avium die Kationen-adjustierte Mueller-Hinton-
Bouillon (CAMHB). Dieses Medium gilt gemaf’ dem CLSI als Standardmedium fur die
Testung schnellwachsender Organismen (CLSI 2020). Auch PRULLER et al. (2015a)
empfehlen die CAMHB fur die standardisierte AST des nah verwandten Erregers B.
bronchiseptica (CLSI 2020). Da Labore zur Kultivierung von B. avium erfolgreich das
Columbia-Blutmedium verwenden (BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020;
DSMZ), wurden zusatzlich zwei bluthaltige Medien hinzugezogen, die vom CLSI fur
die AST anspruchsvoller Bakterien akzeptiert sind. Dazu zahlte das Veterinary
Fastidious Medium (VFM) (z.B. empfohlen fur Actinobacillus pleuropneumoniae, H.
somni) und die CAMHB mit 2,5 % lysiertem Pferdeblut (CAMHB+LHB) (z.B. empfohlen
fur Streptococcus pneumoniae und Neisseria meningitidis) (CLSI 2016; CLSI 2020).

2.2. Medienvorauswahl fur M. bovis und M. gallisepticum

Mykoplasmen benodtigen zum Wachstum komplexe Spezialmedien mit zahlreichen
Zusatzen (z.B. DNS, Hefeextrakt, Tierseren, Peptone) (SELBITZ 2015b). Aufgrund der
hohen Anforderungen an ein Nahrmedium war daher davon auszugehen, dass
herkdmmliche Medien wie die CAMHB nicht fur die AST von M. bovis und M.
gallisepticum geeignet sind. Eine weitere Herausforderung bestand darin, dass viele
Mykoplasmen im Vergleich zu anderen Bakterien in bebruteten Flussigkulturen keine
sichtbare Tribung aufweisen (GAUTIER-BOUCHARDON et al. 2014; KABISCH et al.
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2023). Die Zugabe eines pH-Farbindikators in Kombination mit einem Substrat ist
daher eine gangige Alternative fur die Wachstumsdetektion von Mykoplasmen.
Verstoffwechselt der Erreger saure (z.B. Glukose) oder basische (z.B. Arginin)
Metaboliten, bewirkt der zugesetzte pH-Indikator aufgrund der auftretenden pH-
Anderung einen Farbwechsel im bebriiteten Medium (HANNAN 2000). Im Vergleich
zu Resazurin (Synonym: Alamarblau) ist Phenolrot der einzige pH-Indikator, der fur
Nahrmedien (Mycoplasma-Bouillon, SP4-Bouillon) vom CLSI fur die AST von
humanpathogenen Mykoplasmen akzeptiert ist (CLSI 2011). Daruber hinaus ergab die
Literaturrecherche, dass Phenolrot der bisher am haufigsten verwendete pH-Indikator
fur die AST von M. bovis und M. gallisepticum ist (HANNAN et al. 1997; AYLING et al.
2000; GAUTIER-BOUCHARDON et al. 2002; THOMAS et al. 2003; GERCHMAN et
al. 2009; AMMAR et al. 2016; JOSI et al. 2018; LIU et al. 2020; DE JONG et al. 2021).
Aus diesem Grund wurden fur die Untersuchungen zu M. bovis und M. gallisepticum
ausschlieRlich Medien gewahlt, die Phenolrot als pH-Indikator enthalten. Bei der
Auswahl eines geeigneten Substratzusatzes im Medium war zu beachten, dass es
selbst innerhalb der Gattung Mycoplasma grofde Unterschiede in der Substratnutzung
gibt (BLANCHARD und BROWNING 2005). Demgemal wurden die folgenden funf
glukosehaltigen Medien fur die Wachstumsexperimente ausgewahlt, die bereits in
anderen Studien fur die AST von M. bovis eine gute Eignung zeigten: die Friis-Bouillon
(FRIIS 1975), die modifizierte Standard Mycoplasma Bouillon (ROSENGARTEN et al.
1994; GERCHMAN et al. 2009), die modifizierte PPLO-Bouillon (BOKMA et al. 2020)
und die SP4-Bouillon (CLSI 2011). Obwohl M. gallisepticum Glukose anstelle von
Arginin fermentiert (EDWARD und KANAREK 1960), empfiehlt die DSMZ Arginin als
Substrat fur diesen Erreger (DSMZ). Daher wurden fur diese Spezies arginin- oder
glukosehaltige Medien ausgewahlt: die Mycoplasma-Bouillon und die SP4-Bouillon
(CLSI 2011) sowie die bereits zur AST dieses Erregers verwendete modifizierte Frey-
Bouillon (LI et al. 2010) und Friis-Bouillon (Friis 1975; de Jong et al. 2021).

2.3. Wachstumsexperimente

Zu Beginn einer Empfindlichkeitstestung ist eine definierte Keimkonzentration im
Nahrmedium einzustellen. Ist die Keimkonzentration des Inokulums zu hoch, sind bei
vielen Wirkstoffen (z.B. Aminoglykoside, 3-Laktame, Makrolide) hohere MHK-Werte zu
erwarten, auch bekannt als Inokulum-Effekt (KELLY und MATSEN 1976; BROOK
1989; CARBON 1998; SMITH und KIRBY 2018). Umgekehrt sind bei zu niedrig
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eingestellten Keimkonzentrationen des Inokulums niedrigere MHK-Werte zu erwarten.
FuUr haufig isolierte (z.B. Enterobacterales) und anspruchsvolle Bakterienspezies (z.B.
A. pleuropneumoniae, H. somni, Streptococcus spp.) sieht das CLSI in den
Prifvorschriften ein Inokulum einer Konzentration von etwa 5 x 10° KbE/ml vor
(zulassige Konzentrationsspanne: 2 — 8 x 10° KbE/ml) (CLSI 2017; CLSI 2020). Far
die AST von humanpathogenen Mykoplasmen ist eine Inokulumkonzentration von 10*
bis 10° KbE/ml in den entsprechenden Prifvorschriften gefordert (CLSI 2011). Diese
in den Standards angegebenen Werte sollten daher in der vorliegenden Arbeit als
Inokulumkonzentrationen verwendet werden.

Zur Bestimmung der Zellzahl herkdmmlicher Bakterien in einer flussigen
Bakteriensuspension konnen verschiedene Methoden verwendet werden. Zu den
gangigsten Methoden zahlt die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von 600 nm (ODsoo) und das Plattenzahlverfahren zur Bestimmung der
koloniebildenden Einheiten (KbE) (HAZAN et al. 2012; MYERS et al. 2013; BEAL et
al. 2020). Eine einfache Methode zur Schatzung der Zellzahl ist die Messung der
ODeoo-Werte (ODeoo) (MYERS et al. 2013; BEAL et al. 2020). ODsoo-Messgerate
messen den Grad der Lichtstreuung, der durch das Vorhandensein von Partikeln in
einer Bakterienkultur verursacht wird. Dadurch ist der ODeoo-Wert umso hoher, je mehr
Mikroorganismen sich in der Suspension befinden. Diese Messungen sind extrem
schnell, kostengunstig und einfach zu handhaben (BEAL et al. 2020). Ein Nachteil ist,
dass die ODsoo nicht zwischen lebenden und toten Zellen unterscheiden kann (BHAT
et al. 2021). Zur Bestimmung der Anzahl von koloniebildenden Einheiten (KbE) kann
die Plattenzahlmethode verwendet werden (MILLER 1972; HAZAN et al. 2012;
CAYER et al. 2020; MICHELUTTI et al. 2020). Aus einer bebriteten
Bakteriensuspension werden dabei serielle Verdunnungsreihen hergestellt, von denen
definierte Volumina auf Agarplatten ausplattiert werden. Nach einer definierten
Inkubationszeit werden die Kolonien visuell oder digital ausgezahlt und die KbE/ml
anhand bekannter Formeln zuruckberechnet. Ein Nachteil ist, dass die Methode
vergleichsweise zeitaufwandig ist, da das Ergebnis in der Regel erst nach ein bis drei
Tagen vorliegt (HAZAN et al. 2012). Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist, dass
nahe beieinander liegende Kolonien falschlicherweise haufig als eine einzige Kolonie
gezahlt werden, so dass von einer Unterschatzung der KbE/ml ausgegangen werden
muss (HAZAN et al. 2012). Die Handhabung von Mykoplasmen und ihre

Quantifizierung stellt fur diagnostische Labore eine groRere Herausforderung dar als
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bei schnellwachsenden, anspruchslosen Bakterien. In bebruteten Flussigkulturen
fuhren die meisten Mykoplasmen im Gegensatz zu anderen Bakterien (wie Av.
gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium) wie bereits erwahnt nicht zu einer sichtbaren
Triibung (GAUTIER-BOUCHARDON et al. 2014; KABISCH et al. 2023), so dass keine
ODsoo-Messung zur Inokulumeinstellung angewendet werden kann. Aufgrund der
geringen KoloniegroRe und des Fehlens einer Zellwand kdnnen auf Agar gewachsene
Mykoplasmenkolonien zudem ublicherweise nur mit speziellen Mikroskopen (z.B.
Stereomikroskop) zuverlassig quantifiziert werden (WAITES et al. 2012; SELBITZ
2023b). Gangige Methoden zur Bestimmung der Keimzahl und Inokulumeinstellung
(z.B. direkte Koloniesuspensionsmethode gemal® CLSI-Supplement VET01S) sind
daher nicht fur Mycoplasma spp. geeignet. Als Goldstandard fur die Quantifizierung
von Mycoplasma spp. gelten die Determination von Farbverandernden Einheiten
(engl.: colour changing units, angegeben als ccu/ml) oder die quantitative
Keimzahlbestimmung (KbE/ml) (STEMKE und ROBERTSON 1982; ASSUNCAO et al.
2006). Wenngleich HANNAN (2000) beide zuletzt genannten Methoden fur die AST
veterinarmedizinischer Mykoplasmen empfiehlt, wurde in dieser Arbeit aus Grinden
der Praktikabilitat und der besseren Sensitivitat die Methode der quantitativen
Keimzahlbestimmung gewahlt. Das Verfahren ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2

t(h)
Anzucht 0 h

MB: 48 h
MG:72 h

KbE/ml
MB: 48 -96 h
MG:72-144 h

= Anzahl Kolonien x 50 x

Verdiinnungsfaktor

1:200

108 KbE/ml 107 KbE/ml 5x10* KbE/ml

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Verfahrens zur Inokulumeinstellung fur
Empfindlichkeitstestungen von M. bovis und M. gallisepticum.

MB, M. bovis; MG, M. gallisepticum; A: 10-fache serielle Verdinnung einer 48 h (MB)
oder 72 h (MG) bebruteten Bakteriensuspension (100 pl in je 900 ul SP4-Bouillon) und
Ausplattieren von 20 pl jeder Verdinnung auf vorgetrocknete SP4-Agarplatten, die
zuvor mit einem Permanentmarker unterteilt wurden; B: Zahlung der gewachsenen
Kolonien und Ruckrechnung der Keimzahl der bis zum Test eingefrorenen
Bakteriensuspension anhand der in CLSI-Dokument M43-A definierten Formel
(KbE/ml = Anzahl gezahlter Kolonien x 50 x Verdunnungsfaktor); C: Beginn des
Empfindlichkeitstests durch Auftauen der zuvor eingefrorenen Ausgangskultur mit
bekannter Keimzahl und Einstellen der vom CLSI geforderten Inokulumdichte (10* —
10° KbE/ml) (CLSI 2011).
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Die Keimzahlmethode ist bereits vom CLSI fur die AST von humanpathogenen
Mykoplasmen anerkannt (CLSI 2011) und kirzlich von KABISCH et al. (2013) fiir die
standardisierte AST von M. hyorhinis empfohlen worden. Ein weiteres Argument fur
die Bestimmung der KbE/ml und gegen die Bestimmung der farbverandernden
Einheiten war, dass eine farbverandernde Einheit gelegentlich mehr als eine Zelle
umfasst und daher nicht sensitiv genug ist (JANETZKO et al. 2014; ACKERMAN et al.
2019). Eine weitere haufig zur Quantifizierung veterinarmedizinischer Mycoplasma
spp. eingesetzte Methode ist die Durchflusszytometrie (ASSUNCAO et al. 2005;
ASSUNCAO et al. 2006), die aufgrund der kostenintensiven Anschaffung fiir die
Routinediagnostik jedoch ungeeignet erschien. Eine kostenintensive aber
zeitsparende Moglichkeit ist die Quantifizierung mittels quantitativer Real-Time-PCR
(qPCR) mit dem Vorteil einer schnellen Bearbeitungszeit von meist nur wenigen
Stunden. Eine mogliche Fehlerquelle und damit ein Nachteil dieser Methode besteht
jedoch darin, nicht zwischen toten und lebenden Zellen differenzieren zu kdnnen
(ZENG et al. 2016). Dies ist insofern problematisch, da eine fehlerhafte Einstellung des
fur eine standardisierte AST erforderlichen Inokulums dadurch mdglich ist. Aus diesen
Grunden wurde in dieser Arbeit zur Inokulumeinstellung von Mykoplasmen die

Bestimmung der KbE/ml gewahlt.

2.3.1. Wachstumsversuche mit Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium
2.3.1.1. Medienvorauswahl durch Bestimmung des sichtbaren Wachstums von
Av. gallinarum und Av. paragallinarum

Das visuelle Erkennen von bakteriellem Wachstum in Mikrotiterplatten ist eine
Grundvoraussetzung fur die Ablesung von MHK-Werten (CLSI 2018a). Bereits zu
Beginn der Laborarbeit mit B. avium zeigte sich, dass dieser Erreger auch in einfachen
Nahrmedien (z.B. BHI, CAMHB) zu einer starken Tribung fuhrt, so dass eine direkte
Auswahl von Medien fur die Wachstumsexperimente fur diesen Erreger moglich war.
Andere Beobachtungen wurden fur Av. gallinarum und Av. paragallinarum gemacht,
von denen nicht alle Isolate zu einer starken Tribung der bebriteten
Bakteriensuspensionen fuhrten. Um fur diese beiden Bakterienspezies eine
Vorauswahl an potenziell geeigneten Nahrmedien zu treffen, wurde daher das
sichtbare Wachstum einer Anzahl an Isolaten (n = 13 fur Av. gallinarum, n = 15 fur Av.
paragallinarum) in Mikrotiterplatten-Vertiefungen untersucht, die nicht mit Antibiotika
beschichtet waren. Konnte mit einem Medium kein sichtbares Wachstum fur alle
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getesteten Isolate erzielt werden, so wurde es von den nachfolgenden Experimenten
zur Erstellung von Wachstumskurven ausgeschlossen.

Auch wenn nach einer Inkubation Uber 20 h bei 35 + 2 °C alle untersuchten Av.
gallinarum in den sechs getesteten Medien sichtbares Wachstum zeigten, wurden zwei
der Medien (CAMHB+LHB und VFM) von den nachfolgenden Keimzahlbestimmungen
mit diesem Erreger ausgeschlossen. Der Grund dafur war die braunliche Farbe der
bebruteten Medien, die es erschwerte, das Wachstum einiger Av. gallinarum visuell zu
erkennen. Nach 48 h Inkubation bei 35 + 2 °C fuhrten nur zwei der sechs getesteten
Medien (CAMHB+CS+NADH und VFM) zu sichtbarem Wachstum aller getesteten Av.
paragallinarum, obwohl jedes dieser Medien, mit Ausnahme der CAMHB, fur
anspruchsvolle Erreger konzipiert ist. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf das
im Vergleich zu Av. gallinarum anspruchsvollere Wachstumsverhalten von Av.
paragallinarum und die Abhangigkeit einiger Av. paragallinarum vom V-Faktor
zurtuckzufuhren (BLACKALL und SORIANO 2020). Da Av. paragallinarum fur ein
optimales Wachstum einen NaCl-Gehalt von 0,5 bis 1,5 % bendtigt (RIMLER et al.
1977), konnte auch ein abweichender NaCl-Gehalt im Medium zu schlechteren
Resultaten einiger Medien gefiihrt haben. Ahnliche Erkenntnisse hat PRULLER (2016)
fur den nah verwandten Erreger G. parasuis gewonnen, der wie Avibacterium spp. zu
der Familie der Pasteurellaceae zahlt, nachdem die Autorin das Wachstumsverhalten
von G. parasuis in CAMHB+LHB und der HTM untersucht hatte. Wie Av.
paragallinarum zeigten auch die von PRULLER (2016) untersuchten G. parasuis-
Isolate gutes Wachstum in der VFM, jedoch nicht CAMHB+LHB und HTM. Fir die
weiteren Untersuchungen zur Keimzahlbestimmung von Av. paragallinarum wurden in
der vorliegenden Studie daher nur die CAMHB+CS+NADH und das VFM einbezogen.

2.3.1.2. Erstellung von Wachstumskurven fur Av. gallinarum, Av. paragallinarum
und B. avium
Da Av. gallinarum und B. avium in einer bebrlUteten Bakteriensuspension zu einer
starken Tribung des Mediums fuhren, konnte bei beiden Erreger die ODsoo-Methode
(zusatzlich zur kulturbasierten Keimzahlbestimmung) bei der Erstellung von
Wachstumskurven angewendet werden. Beim Vergleich der ODeoo-Werte und KbE/ml
fiel allerdings auf, dass diese nicht korrelieren. Wahrend in allen Medien ausreichende
Keimkonzentrationen von 2107 KbE/ml gemessen wurden, waren die ODggo-Werte von
Medien mit farbigen Bestandteilen (z.B. CAMHB+CS+NADH, CAMHB+CS,
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CAMHB+LHB, VFM) hoher als die von Medien ohne farbige Bestandteile (z.B. nicht
supplementierte CAMHB). Als Grund dafur wird angenommen, dass Blutbestandteile
wahrend der Inkubation nachdunkeln und falschlicherweise hdhere ODeoo-Werte
anzeigen. PRULLER (2016) berichtete bei ODsoo-Messungen mit B. bronchiseptica
uber ahnliche Abweichungen und fuhrte dies auf farbige Medienkomponenten (z.B.
Erythrozyten, Hefeextrakt) zurtck. Zusatzlich zu den ODgoo-Messungen wurden mit
allen Erregern kulturbasierte Keimzahlbestimmungen durchgefuhrt. Auf diese Weise
konnte ermittelt werden, welche der getesteten Medien ausreichendes Wachstum von
2107 KbE/ml aller getesteten Bakterienisolate ermoglichen, was fir die Einstellung
eines standardisierten Inokulums gemal® CLSI-Anforderungen erforderlich ist (CLSI
2020). Uberraschenderweise zeigten in der eigenen Arbeit Av. gallinarum (nach 18 —
24 h Inkubation) und B. avium (nach 20 h Inkubation), die haufig in bluthaltigen Medien
kultiviert werden (BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020; DSMZ), auch in der nicht
supplementierten CAMHB ohne Zusatze ausreichendes Wachstum von 2107 KbE/ml.
Aufgrund der vielen bekannten Vorteile (geringer Gehalt an Inhibitoren, gute
Chargenreproduzierbarkeit, Standardmedium fur haufig isolierte und schnell
wachsende Organismen, kommerziell verfugbar, kostengunstige und einfache
Herstellung) (BILINSKAYA et al. 2020; BRODGEN et al. 2018; CLSI 2020; CLSI
2018c, CLSI 2013) dieses Mediums wurde daher die nicht supplementierte CAMHB
fur die AST von Av. gallinarum und B. avium ausgewahlt. Im Gegensatz zu Av.
gallinarum und B. avium wies Av. paragallinarum in den bebruteten
Bakteriensuspensionen nur eine schwache Tribung auf, so dass auf ODeoo-
Messungen bei diesem Erreger verzichtet wurde. Infolge von Keimzahlbestimmungen
und der Erstellung von Wachstumskurven zeigte sich jedoch, dass beide fur Av.
paragallinarum getesteten Medien (CAMHB+CS+NADH und VFM) nach 24 — 48 h
Inkubation ausreichendes Wachstum ermadglichten. Wachstumskurven fur diesen
Erreger mit denselben Medien wurden im Rahmen anderer Studien bislang nicht
veroffentlicht, so dass ein Vergleich der Ergebnisse nicht méglich war. PRULLER et
al. (2017) zeigten jedoch, dass der eng verwandte Erreger G. parasuis ebenfalls gutes
Wachstum in VFM zeigte. Um eine Auswahl zwischen der CAMHB+CS+NADH und
dem VFM fur die AST von Av. paragallinarum treffen zu kdnnen, wurden daher weitere
Faktoren berucksichtigt. Da die CAMHB+CS+NADH im Gegensatz zum VFM eine
bessere Ablesbarkeit des sichtbaren Wachstums in den Mikrotiterplatten zeigte und
eine bessere Produktverfugbarkeit verspricht, fiel die endgultige Wahl auf dieses neue
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Medium. Es sei auch darauf hingewiesen, dass Av. paragallinarum bereits zuvor mit
CAMHB+CS+NADH in Bouillon-Mikrodilutionstests gepruft wurde und in diesem
Medium gutes sichtbares Wachstum zeigte (LUNA-CASTREJON et al. 2021;
HEUVELINK et al. 2018).

2.3.2. Wachstumsversuche mit M. bovis und M. gallisepticum

In den Wachstumstests zur Bestimmung des sichtbaren Wachstums in
Mikrotiterplatten wurde festgestellt, dass nur die SP4-Bouillon bei allen getesteten
Isolaten beider Bakterienspezies sichtbares Wachstum erzielte. Diese Beobachtungen
decken sich mit den Empfehlungen der DSMZ, die fur die Kultivierung beider Erreger
die SP4-Bouillon bei einer Inkubation tber 48 bis 72 h bei 37 °C empfiehlt (DSMZ). Die
anderen in den Vergleich einbezogenen Medien erzeugten hingegen kein oder nur bei
einigen Isolaten sichtbares Wachstum von M. bovis und M. gallisepticum. Dieses
Ergebnis war nicht zu erwarten, da diese Medien in publizierten Studien fur die AST
der getesteten Bakterienspezies verwendet worden waren. In verschiedenen Studien
wurde beispielsweise sichtbares Wachstum von M. bovis in der Eaton-Bouillon
beschrieben (AYLING et al. 2000; AYLING et al. 2014; LIU et al. 2020), wenn der
Erreger in der Bouillon-Mikrodilutionsmethode getestet wurde. Ein Grund fur diese
Unterschiede konnte darin liegen, dass Isolate anderer Herkunft oder Isolationsjahre
getestet wurden. Allerdings belegen die anschlieRend generierten Wachstumskurven,
dass die SP4-Bouillon das einzige getestete Medium ist, das bei allen getesteten M.
bovis und M. gallisepticum zu gutem Wachstum von 2107 KbE/ml fiihrte. Diese
Keimkonzentration ist aber die vom CLSI vorgegebene Mindestvoraussetzung fur die
AST humanpathogener Mykoplasmen, bei der das Inokulum auf 10* bis 10° KbE/ml
eingestellt wird (CLSI 2011). BURGI et al. (2018) berichteten von &hnlichen
Ergebnissen fur M. bovis und ermittelten nach 72 h Inkubation in der SP4-Bouillon
Keimkonzentrationen von 107 — 10° KbE/ml. Ein Grund fiir das im Vergleich zu den
anderen Medien bessere Wachstum von M. bovis und M. gallisepticum in der SP4-
Bouillon konnte die nahrstoffreiche Zusammensetzung dieses Mediums sein. Ein
Vergleich der Medienbestandteile zeigt, dass die SP4-Bouillon tendenziell mehr
Medienbestandteile (z.B. CMRL-1066 (10X), Hefehydrolysat Yeastolate) enthalt (CLSI
2011). Ein weiterer Grund fur die differierenden  Ergebnisse der
Wachstumsexperimente konnten Unterschiede bei der Einstellung des initialen pH-
Werts des Mediums sein. Wahrend die SP4-Bouillon tUblicherweise auf einen pH-Wert

234



von 7,4 bis 7,6 eingestellt wird (CLSI 2011), lagen diese Werte fur einige der anderen
getesteten Medien hoher. Initiale pH-Werte zwischen 7,6 und 7,8 wurden
beispielsweise fur die Eaton-Bouillon, das Frey-Medium oder die Standard M. bovis-
Bouillon eingesetzt (GERCHMAN et al. 2009; KHATOON et al. 2018; AYLING et al.
2000; LIU et al. 2020). Dabei ist zu bedenken, dass der eingestellte pH-Wert des
Mediums die Farbe und damit auch die Ablesbarkeit des sichtbaren Wachstums
beeinflusst. Zudem hat der pH-Wert einen direkten Einfluss auf die Struktur und
Funktion bakterieller Proteine sowie auf Stoffwechselprozesse innerhalb der
Bakterienzelle (SANCHEZ-CLEMENTE et al. 2018; RAZMI et al. 2023), so dass das
Bakterienwachstum durch den pH-Wert im Medium stark beeinflusst wird (SHEPARD
und LUNCEFORD 1965; RATZE et al. 2018; RAZMI et al. 2023).

Auf der Grundlage der Ergebnisse der durchgefuhrten Wachstumsexperimente wurde
die SP4-Bouillon als Testmedium fur die AST beider Erreger ausgewahlt. Von allen
getesteten Medien war dies das einzige Medium, das bei allen getesteten Isolaten
sichtbares Wachstum hervorrief. Die SP4-Bouillon hat zudem den Vorteil, dass sie
bereits vom CLSI fur die AST von humanpathogenen Mykoplasmen akzeptiert ist
(CLSI 2011), und auch kurzlich von JOSI et al. (2018) erfolgreich fur die AST von M.

bovis verwendet wurde.

3. Auswahl von antimikrobiellen Wirkstoffen fur die Bouillon-
Mikrodilutionstestung
Die Eignung des ausgewahlten Mediums fur die AST wurde durch funf unabhangige
MHK-Bestimmungen mit jeweils funf epidemiologisch nicht verwandten Testisolaten
untersucht. Abhangig von dem zu testenden Erreger wurde dazu ein Panel von 16
oder 24 antimikrobiellen Wirkstoffen und/oder -Kombinationen verwendet. Die in dieser
Arbeit eingesetzten wirkstoffbestlickten Mikrotiterplatten (Sensititre, Trek Diagnostic
Systems, East Grinstead, UK) werden vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) fur das nationale Resistenzmonitoring eingesetzt und
umfassen daher verschiedene Wirkstoffe unterschiedlicher Antibiotikaklassen. Sie
enthalten eine Vielzahl von Wirkstoffen, die derzeit in der EU fur den Einsatz bei
lebensmittelliefernden Tieren zugelassen sind. Fur die AST der Gram-negativen und
gefligelassoziierten Erreger Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium wurden
drei Layouts mit insgesamt 24 antimikrobiellen Wirkstoffen oder -Kombinationen
verwendet. Aufgrund der fur Mykoplasmen grundsatzlich limitierten Wirkstoffauswahl
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wurden fur den rinderpathogenen Erreger M. bovis zwei Mikrotiterplatten-Layouts mit
insgesamt 16 Wirkstoffen eingesetzt. Um die in der Gefligelproduktion haufig
eingesetzten Makrolid-Antibiotika Erythromycin und Tylosin in die Tests mit M.
gallisepticum einzubeziehen (XIA et al. 2015; BOTTINELLI et al. 2022), wurde
zusatzlich ein drittes Layout verwendet. Fur diesen Erreger stand somit ein Panel von
insgesamt 24 Wirkstoffen oder Wirkstoffkombinationen zur Verfigung. Gegen einige
der einbezogenen Wirkstoffe (z.B. Nalidixinsaure) weisen M. bovis und M.
gallisepticum allerdings eine intrinsische Resistenz auf (LYSNYANSKY und AYLING
2016; LA CRUZ et al. 2020). Dies war fur die Beurteilung der erarbeiteten Methoden
von Vorteil, da im Falle einer intrinsischen Resistenz hohe MHK-Werte zu erwarten

sind und mit der Methode erzielt werden sollten.

4. Austestung von Inkubationszeiten und —-bedingungen und Bestimmung der
Homogenitat der MHK-Werte
Die Inkubationsbedingungen (Atmosphare, Temperatur) haben einen Einfluss auf die
MHK-Werte (WHITE et al. 2001). Beispielsweise wurde beschrieben, dass
Kohlendioxid (CO) die MHK-Werte fur Aminoglykoside, Makrolide oder Tetrazykline
beeinflussen kann (JOHNSON et al. 1999; BATARD et al. 2005; LONSWAY et al.
2009). Daneben hat auch die Inkubationszeit einen grof3en Einfluss auf die Ergebnisse
einer Empfindlichkeitspriifung (WHITE et al. 2001; EGERVARN et al. 2007; LAURE et
al. 2021). Einige antimikrobielle Wirkstoffe verlieren mit der Zeit ihre Wirksamkeit
(GAUTIER-BOUCHARDON 2018; LAURE et al. 2021), sodass die MHK-Werte nach
langerer Inkubationszeit tendenziell hoher sind (WHITE et al. 1991; WAITES et al.
2012). Um valide Empfindlichkeitsdaten zu erhalten, ist es daher notwendig, die MHK-
Werte rechtzeitig abzulesen, bevor ein Wirkstoffverlust eintritt. Wenn jedoch das zu
testende Bakterienisolat zu diesem Zeitpunkt noch keine ausreichende
Keimkonzentration erreicht hat, kann ein zu fruhes Ablesen der MHK-Werte zu
niedrigeren MHK-Werten oder zur fehlenden Ablesbarkeit der Mikrotiterplatten fuhren.
Um die Eignung der erarbeiteten Methoden zu beurteilen, wurde die Homogenitat der
MHK-Werte durch funf unabhangig voneinander durchgefuhrte Empfindlichkeitstests
zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und die ermittelten Werte verglichen. Dazu
wurden die exakten und wesentlichen MHK-Ubereinstimmungen berechnet. Die
exakte MHK-Ubereinstimmung definiert den Prozentsatz identischer MHK-Werte, die
dem MHK-Modus (dem am haufigsten gemessenen MHK-Wert in Bezug auf ein Isolat
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und einen Wirkstoff) entsprachen. Die wesentliche MHK-Ubereinstimmung gibt den
Prozentsatz an, der eine Abweichung von = 1 Verdunnungsstufe vom MHK-Modus
erlaubt (CLSI 2018a). Ebenso wurden die Methoden hinsichtlich ihrer Praktikabilitat fur
die Routinediagnostik gepruft, indem die Ablesbarkeit der MHK-Endpunkte in den
Mikrotiterplatten-Vertiefungen beurteilt wurde. Die MHK-Werte wurden grundsatzlich
manuell und visuell abgelesen, da dies im CLSI-Dokument M23 fur die Validierung
einer neuen AST-Methode gefordert wird (CLSI 2018a). Fur die AST schnell
wachsender Organismen tierischen Ursprungs ist in den Prufvorschriften des CLSI
eine Inkubationstemperatur von 35 + 2 °C in einer aeroben Atmosphare angegeben
(CLSI 2020). Fir die AST humanpathogener Mykoplasmen sieht das CLSI hingegen
eine Inkubationstemperatur von 37 °C in einer aeroben Atmosphare vor (CLSI 2011).
In Ubereinstimmung mit den entsprechenden Prifvorschriften wurde zur Inkubation
der inokulierten Mikrotiterplatten mit Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium
eine Inkubationstemperatur von 35 + 2 °C und fur M. bovis und M. gallisepticum eine

Inkubationstemperatur von 37 °C in einer Atmosphare ohne CO»>-Zusatz gewahilt.

4.1. Bestimmung der Homogenitat der MHK-Werte von Av. gallinarum, Av.
paragallinarum und B. avium

Die MHK-Werte schnell wachsender Bakterien werden gemald den Prufvorschriften
des CLSI nach einer Inkubationszeit von 16 bis 20 h abgelesen (CLSI 2020).
Literaturrecherchen ergaben, dass die Bakterienspezies Av. gallinarum (24 — 48 h),
Av. paragallinarum (24 — 168 h) und B. avium (48 — 72 h) moglicherweise langere
Inkubationszeiten bendétigen (CCUG; DSMZ; JEONG et al. 2017; SORIANO-VARGAS
2020; SELBITZ 2023c; SELBITZ 2023d). Obwohl keine der drei untersuchten
Bakterienspezies die stationare Phase vor 20 h Inkubation bei 35 + 2 °C erreichte
(ersichtlich aus den Wachstumskurven), wurde diese Phase fruher als zu den in der
Literatur empfohlenen Inkubationszeiten erreicht (CCUG; DSMZ; JEONG et al. 2017,
SORIANO-VARGAS 2020; SELBITZ 2023c; SELBITZ 2023d). Auf der Grundlage der
erstellten Wachstumskurven wurden die MHK-Werte fur diese Erreger daher nicht nur
zwischen 16 — 20 h Inkubation, sondern auch zu den folgenden Zeiten abgelesen: Av.
gallinarum nach 20 und 24 h Inkubation, Av. paragallinarum nach 20, 22, 24 und 48 h
Inkubation und B. avium nach 20 h Inkubation.

Auch wenn Av. gallinarum zuvor gutes Wachstum in der nicht supplementierten

CAMHB zeigte, wurde nach nur drei unabhangigen MHK-Bestimmungen mit diesem
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Standardmedium MHK-Werte fur diesen Erreger detektiert, die um bis zu sieben
Verdinnungsstufen voneinander abwichen. Da dies auf eine schlechte
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hindeutet und eine Verlangerung der
Inkubationszeit auf Basis der Wachstumskurven (Beginn der Sterbephase ab 24 h)
nicht zielfuhrend erschien, wurde die Methodenentwicklung mit der nicht
supplementierten CAMHB fur Av. gallinarum vorzeitig abgebrochen und die Eignung
eines anderen Mediums getestet. Zu diesem Zweck wurde die CAMHB+CS+NADH
gewahlt. Im Gegensatz zur nicht supplementierten CAMHB wird dieses Medium mit
Huhnerserum und NADH versetzt. Obwohl eine Supplementierung fur die Kultivierung
von Av. gallinarum in CAMHB nicht notwendig ist, da der Erreger zu den nicht
hamophilen Avibacterium spp. gezahlt wird (SORIANO-VARGAS 2020), wurden bei
der AST mit CAMHB+CS+NADH nach 20 und 24 h Inkubation homogene MHK-Werte
ermittelt, die um maximal + 2 Verdinnungsstufen von den ermittelten MHK-Modi
abwichen. Dass die Zugabe von Medienzusatzen zu homogeneren MHK-Werten
fuhren kann, zeigten bereits die Ergebnisse von RIESENBERG et al. (2017). Die
letztgenannten Autoren ermittelten einen hoheren Anteil homogener MHK-Werte von
Arcobacter butzleriin CAMHB mit 5 % fetalem Rinderserum (engl.: fetal bovine serum,
FBS) als in reiner CAMHB. In dieser Arbeit konnten anhand der fur Av. gallinarum
ermittelten MHK-Werte hohe wesentliche MHK-Ubereinstimmungen von 96 — 100 %
kalkuliert werden, die die CLSI-Mindestanforderung fur eine neue AST-Methode
Ubertrafen (CLSI 2018a). Daraus lasst sich ableiten, dass als Testmedium die
CAMHB+CS+NADH fur eine standardisierte AST von Av. gallinarum bei einer
Inkubationszeit von 20 — 24 h bei 35 £+ 2 °C geeignet zu sein scheint. Andere
Ergebnisse wurden fur den nah verwandten Erreger Av. paragallinarum erzielt.
Obgleich HEUVELINK et al. (2018) und LUNA-CASTREJON et al. (2021) MHK-Werte
fur Av. paragallinarum in der CAMHB+CS+NADH nach 22 h Inkubation ermittelten,
war dies in dieser Arbeit nicht moglich. Der Grund dafur war, dass zu diesem Zeitpunkt
nicht alle Av. paragallinarum in den Mikrotiterplattenvertiefungen sichtbares Wachstum
zeigten, so dass fur sie keine MHK-Werte bestimmt werden konnten. Da die CCUG
und die DSMZ zur Kultivierung von Av. paragallinarum langere Inkubationszeiten von
48 — 168 h empfehlen und wie aus Publikation 4 ersichtlich einige Av. paragallinarum-
Isolate erst nach 48 h Inkubation die stationare Wachstumsphase erreichten, schien
eine Verlangerung der Inkubationszeit notwendig zu sein. Diese Annahme bestatigte
sich, da nach 24 h Inkubation der fruheste Zeitpunkt war, an dem bei allen Testisolaten

238



visuell MHK-Werte ablesbar waren. Langere Inkubationszeiten sind auch erforderlich,
um die MHK-Werte fur verwandte Bakterienarten zuverlassig zu bestimmen.
PRULLER et al. (2018) zeigten, dass G. parasuis in der CAMHB+CS+NADH nach 24
h Inkubation homogene MHK-Werte aufweist, die maximal drei Verdunnungsstufen
von den ermittelten MHK-Modi abweichen. Im Gegensatz dazu wichen die MHK-Werte
von Av. paragallinarum zu diesem Zeitpunkt um bis zu 27 Verdinnungsstufen von den
ermittelten MHK-Modi ab. Um fur diesen Erreger eine bessere Reproduzierbarkeit der
Testergebnisse zu erzielen, wurde die Inkubationszeit auf 48 h verlangert. Mit nur einer
Ausnahme (+3 Verdunnungsstufenabweichungen fur Streptomycin) waren die MHK-
Werte zu diesem Zeitpunkt zu 100 % homogen oder wichen maximal = 2
Verdunnungsstufen von den MHK-Modi ab. Daraus resultierten hohe wesentliche
MHK-Ubereinstimmungen von 96 — 100 %, die die CLSI-Voraussetzung fir die
Akzeptanz einer neuen AST-Methode ubertrafen (CLSI 2018a). Auch wenn eine 48
stundige Inkubationszeit die Bebrutungszeiten fur einige anspruchsvolle Keime (18 -
24 h fur P. multocida und M. haemolytica; 20 — 24 h fur A. pleuropneumoniae, H. somni
und Streptococcus spp.) bei der AST uberschreitet, so gibt es aber dennoch
Ausnahmen in den AST-Standards, bei denen die Bebrutungszeit auf bis zu 48 h
verlangert wurde (z.B. fur Campylobacter jejuni) (CLSI 2020). Die CAMHB+CS+NADH
scheint somit fur die standarisierte AST von Av. paragallinarum bei einer Inkubation
fur 48 h bei 35 + 2 °C geeignet zu sein. Anders als fur Av. gallinarum und Av.
paragallinarum wurden fur B. avium homogene MHK-Werte nach 20 h Inkubation in
der nicht supplementierten CAMHB bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt wichen die
ermittelten MHK-Werte nur einmal um maximal zwei Verdinnungsstufen von den
MHK-Modi ab, woraus sich hohe wesentliche MHK-Ubereinstimmungen von
durchschnittlich 99,67 % ergaben. Dies ubertrifft die vom CLSI geforderte
Voraussetzung von 290 % essentieller MHK-Ubereinstimmung fiir die Anerkennung
einer neuen AST-Methode (CLSI 2018a), sodass die nicht supplementierte CAMHB
fur die standardisierte AST von B. avium empfohlen wurde. Ein Vergleich dieser
Ergebnisse mit zuvor veroffentlichten Ergebnissen der nah verwandten
Bakterienspezies B. bronchiseptica ergab Unterschiede hinsichtlich der optimalen
Inkubationszeit zur Erzielung homogener MHK-Werte. So stellten PRULLER et al.
(2015a) bei der Eignungsprufung der nicht supplementierten CAMHB fur die
harmonisierte AST von B. bronchiseptica fest, dass eine Inkubation Uber 20 h in
einigen Fallen zu inhomogenen MHK-Werten fuhrte. Daraufhin verlangerten die zuletzt
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genannten Autoren die Inkubationszeit auf 24 h, was die Reproduzierbarkeit der
Testergebnisse verbesserte. Studien zur Eignungsprafung der Bouillon-
Mikrodilutionstestung anderer Bakterienspezies (z.B. B. pertussis, B. parapertussis, B.
hinzii) derselben Gattung wurden derzeit noch nicht publiziert. Die von LAUNAY et al.
(2021) veroffentlichten Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass auch fur B. hinzii,
ahnlich wie fur B. bronchiseptica, eine langere Inkubationszeit von 24 h erforderlich

sein konnte, um unter Verwendung der CAMHB homogene MHK-Werte zu ermitteln.

4.2. Bestimmung der Homogenitat der MHK-Werte von M. bovis und M. gallisepticum
Da viele kurzlich veroffentlichte Studien eine Inkubationszeit von bis zu 72 h zur AST
von M. bovis anwendeten (Bokma et al. 2020; Kinnear et al. 2020; Ammar et al. 2022),
wurden die MHK-Werte fur diesen Erreger zu drei Zeitpunkten (nach 24 £ 2 h, 48 + 2
h und 72 £ 2 h) abgelesen. Die MHK-Werte fur M. gallisepticum wurden zu funf
Zeitpunkten (nach 24 £+ 2 h,48 +2 h, 72+ 2 h, 96 £ 2 h und 168 + 2 h) gepruft, da
diese Zeitpunkte bereits in einigen Studien fur diesen Erreger verwendet wurden
(Gautier-Bouchardon et al. 2002; Wu et al. 2005; Li et al. 2010; Ammar et al. 2016; DE
JONG et al. 2021). Nach 24 + 2 h Inkubation war fur keinen der beiden Erreger
sichtbares Wachstum festzustellen. Auch wenn diese Beobachtungen mit den
Ergebnissen der Wachstumsexperimente Ubereinstimmen, weichen diese Ergebnisse
von denen von KLEIN et al. (2017) ab. KLEIN et al. (2017) wendeten zur Bouillon-
Mikrodilutionstestung von M. bovis unter Einsatz der modifizierten Eaton-Bouillon eine
Inkubationszeit von 24 £ 6 h bei einer Temperatur von 35 £ 1 °C an. Wenn M. bovis-
Isolate nach dieser Zeit zu keiner sichtbaren Farbveranderung des Mediums fuhrten,
verlangerten die Autoren die Inkubationszeit um weitere 24 h. Dies zeigt, dass einige
M. bovis-Isolate langere Inkubationszeiten fur ein zuverlassiges Wachstum bendtigen,
das fur das visuelle Ablesen von MHK-Werten erforderlich ist. Diese Annahme wurde
auch durch die weiteren Ergebnisse dieser Arbeit untermauert. Obwohl einige M.
bovis- und M. gallisepticum-Testisolate bereits nach 48 £ 2 h Inkubation gut ablesbare
MHK-Werte aufwiesen, waren die MHK-Werte fur alle Testisolate erstmals nach 72 +
2 h Inkubation ablesbar. Die kurzeste Inkubationszeit, bei der die MHK-Werte aller
getesteten Isolate abgelesen werden konnen, wird empfohlen, da mit zunehmender
Inkubationszeit ein Effektivitatsverlust der antimikrobiellen Wirkstoffe und somit h6here
MHK-Werte zu erwarten sind (EGERVARN et al. 2006; MOUTON et al. 2018). Dariiber
hinaus ermdglichen schnellere AST-Ergebnisse eine schnellere gezielte
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Antibiotikabehandlung, was mit einem besseren Therapieerfolg und geringeren
Behandlungskosten einhergehen kann (VAN DEN BIJLLAARDT et al. 2017; SMITH
und KIRBY 2019; CHEN et al. 2021). Fur M. gallisepticum wurden auch nach 96 £ 2 h
und 168 = 2 h Inkubation homogene MHK-Werte detektiert, die die CLSI-
Voraussetzungen fur eine neue AST-Methode erflllen. Auch andere Studien konnten
von M. gallisepticum nach einer Inkubationszeit von 168 h erfolgreich MHK-Werte
ablesen (WU et al. 2005; LI et al. 2010; AMMAR et al. 2016). Eine kurzere
Inkubationszeit Uber 72 + 2 h Inkubation scheint fur diesen Erreger dennoch
empfehlenswert zu sein. So ist es aus praktischen Grunden fur diagnostische Labore
von Vorteil, fur M. bovis und M. gallisepticum dieselbe Methode anwenden zu kdnnen.
Zudem verschieben sich MHK-Werte nach einer langeren Inkubationszeit, da die
Potenz der antimikrobiellen Wirkstoffe mit der Zeit nachlassen kann (WAITES et al.
2012). Aus Klinischer Sicht ist eine kurzere Inkubationszeit zudem vorzuziehen, da das
Ergebnis der Empfindlichkeitstestung eher vorliegt und die Therapie ggf. darauf
angepasst werden kann (KUMAR et al. 2006; KARVELLAS et al. 2015). Im Hinblick
auf die Ablesbarkeit der MHK-Werte von M. bovis und M. gallisepticum war
bemerkenswert, dass in einigen Mikrotiterplatten-Vertiefungen nicht nur ein deutlicher
Farbwechsel des zugesetzten Indikators von Rot nach Gelb angezeigt wurde, sondern
auch eine Knopfchenbildung in den Vertiefungen zu beobachten war. Durch
Ausplattieren der Bakteriensuspensionen wurde jedoch das Wachstum von M. bovis
bzw. M. gallisepticum bestatigt und eine Kontamination des Mediums ausgeschlossen.
Ein moglicher Grund fur diese Knopfchenbildung konnte eine Biofilmbildung sein, zu
der einige M. bovis- und M. gallisepticum-Isolate innerhalb einer Inkubationszeit von
24 bis 72 h fahig sind (MCAULIFFE et al. 2006; CHEN et al. 2012). Zusammenfassend
wurde neben der guten Ablesbarkeit der MHK-Werte nach 72 £ 2 h Inkubation fur beide
Erreger in der SP4-Bouillon eine gute Reproduzierbarkeit der Testergebnisse erreicht.
Es ergaben sich hohe wesentliche MHK-Ubereinstimmungen (M. bovis 92 — 100 %,
M. gallisepticum 96 — 100 %), die die Voraussetzung zur Akzeptanz einer AST-
Methode von 290 % wesentlicher MHK-Ubereinstimmung Ubertreffen (CLSI 2018a).
Da davon auszugehen ist, dass bei Wirkstoffen gegenuber denen Mykoplasmen
intrinsisch resistent sind hohe MHK-Werte auftreten, wurden Daten fur solche
Wirkstoffe aus den Kalkulationen ausgeschlossen, ebenso wie MHK-Werte, die

aulderhalb der getesteten Wirkstoffkonzentrationen lagen.
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5. Eignung von Qualitatskontrollstammen zur Qualitatskontrolle

Standardisierte AST-Methoden beinhalten nicht nur Informationen zu den
Testbedingungen, sondern auch Angaben dazu, welche QC-Stamme (z.B. E. coli
ATCC® 25922) zur Qualitatskontrolle geeignet sind (CLSI 2020; CLSI 2018a; CLSI
2011). Dafur verwendete Stamme sollen von einer anerkannten Stammsammlung
(z.B. American Type Culture Collection, ATCC®) stammen und eine stabile
antimikrobielle Empfindlichkeit aufweisen (CLSI 2018a). Um einen Einfluss der
verwendeten Medien, Inkubationsbedingungen und -zeiten auf die MHK-Werte dieser
CLSl-anerkannten QC-Stamme auszuschlieBen, wurden die QC-Stamme in
wiederholten Experimenten unter den AST-Testbedingungen flr die jeweiligen Erreger
getestet. Bei Abweichungen der ermittelten MHK-Werte von den CLSI-definierten
MHK-Bereichen (sogenannte QC ranges) wurde die Eignung von Typstammen fur eine
Qualitatskontrolle gemaf der CLSI-Richtlinie M23 Uberpruft (CLSI 2018a).

Die fur B. avium empfohlene AST-Methode weicht unter Einsatz der nicht
supplementierten CAMHB nicht von der Prufvorschrift fir Bakterien von Tieren (z.B.
fur Enterobacterales, B. bronchiseptica) gemal® CLSI-Supplement VET01S ab, so
dass der gangige QC-Stamm E. coli ATCC® 25922 fiir die Qualitatskontrolle verwendet
werden kann und eine aufwandige Validierung eines neuen QC-Stammes nicht
notwendig ist. Dies war von Vorteil, da die Etablierung neuer QC-Stamme durch die
notwendigen wiederholten Testungen und den Vergleich der MHK-Werte in
verschiedenen Laboren dul3erst kosten- und zeitintensiv ist. Fur die AST der anderen
vier Erreger (Av. gallinarum, Av. paragallinarum, M. bovis, M. gallisepticum) zeigte sich
jedoch, dass fur deren AST noch nicht in AST-Standards aufgefuhrte Medien oder eine
Anpassung der Inkubationszeit erforderlich sind, so dass eine Eignungspriufung von
QC-Stammen fur diese Erreger notwendig war.

Fur die AST von Av. gallinarum und Av. paragallinarum wird das neue Medium
CAMHB+CS+NADH empfohlen. PRULLER et al. (2017) berichteten, dass die MHK-
Werte gangiger QC-Stamme (E. coli ATCC® 25922, En. faecalis ATCC® 29212, S.
aureus ATCC® 29213, A. pleuropneumoniae ATCC® 27090) in diesem Medium fir
viele antimikrobielle Wirkstoffe nach 24 h Inkubation bei 35 + 2 °C innerhalb der
akzeptierten QC-Bereiche lagen. Da der E. coli ATCC® 25922 ein gut etablierter QC-
Stamm in Veterinarlaboren ist, wurde seine Eignung als QC-Stamm fur die AST von
Av. gallinarum und Av. paragallinarum getestet. Nach der in dieser Arbeit fur Av.
gallinarum empfohlenen Inkubationszeit von 20 und 24 h lagen die MHK-Werte des
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QC-Stammes E. coli ATCC® 25922 in den vom CLSI vorgegebenen QC-Bereichen.
HEUVELINK et al. (2018) ermittelten nach einer ahnlich langen Inkubation von 22 h
sowohl fiir E. coli ATCC® 25922 als auch zusatzlich fur S. aureus ATCC® 29213 MHK-
Werte, die innerhalb der vom CLSI definierten QC-Bereiche lagen. Fur die
standardisierte AST von Av. paragallinarum wird in dieser Arbeit dasselbe Medium bei
einer vergleichbar langeren Inkubationszeit von 48 h empfohlen. Nichtsdestotrotz
wurden auch zu diesem Zeitpunkt nach funf unabhangigen MHK-Bestimmungen mit
dem E. coli ATCC® 25922 Stamm mit nur einer Ausnahme (+1 Verdiinnungsstufe tber
dem akzeptierten Bereich fur Cephalothin) MHK-Werte ermittelt, die innerhalb der vom
CLSI fur diesen QC-Stamm akzeptierten Bereiche lagen. Aus den Ergebnissen der
vorliegenden Studie und den Ergebnissen von HEUVELINK et al. (2018) kann daher
geschlossen werden, dass der CLSI-anerkannte QC-Stamm E. coli ATCC® 25922 fur
die Qualitatskontrolle der fur Av. gallinarum und Av. paragallinarum erarbeitete AST-
Methode geeignet ist. Eine aufwandige Etablierung neuer QC-Stamme scheint somit
ahnlich wie fur B. avium nicht erforderlich zu sein. Verglichen dazu war die
Eignungsprufung eines geeigneten QC-Stammes fur die AST von M. bovis und M.
gallisepticum eine groRere Herausforderung, da die SP4-Bouillon als Medium
verwendet wird. Fur die Qualitatskontrolle der AST von humanpathogenen
Mykoplasmen mit demselben Medium empfiehlt das CLSI den QC-Stamm M.
pneumoniae ATCC® 29342 (CLSI 2011). Zu beachten ist allerdings, dass dieser QC-
Stamm im Vergleich zu M. bovis und M. gallisepticum (72 + 2 h) eine langere
Inkubation von 96 — 144 h erfordert (CLSI 2011). Von Nachteil ist auch, dass M.
pneumoniae sehr kleine Kolonien (etwa <100 ym im Durchschnitt) bildet, sodass
Laboratorien zur Quantifizierung der Kolonien ein Stereomikroskop bendtigen
(WAITES und TALKINGTON 2014). Um die Handhabung durch veterinarmedizinische
Labore zu erleichtern, wurde in dieser Arbeit die Eignung von vier haufig verwendeten
und weniger anspruchsvollen QC-Stammen unter Anwendung der direkten
Koloniesuspensionsmethode (gemaly CLSI-Supplement VET01S) gepruft. Nach funf
unabhangigen Testungen lagen die MHK-Werte der Stamme A. pleuropneumoniae
ATCC® 27090, E. coli ATCC® 25922, En. faecalis ATCC® 29212 und S. aureus ATCC®
29213 in der SP4-Bouillon fur einige Wirkstoffe aullerhalb der fur sie akzeptierten
MHK-Bereiche. Derartige Abweichungen sind wahrscheinlich darauf zurtckzufuhren,
dass diese ublichen QC-Stamme routinemalig mit anderen Medien (z.B. nicht
supplementierte CAMHB) und zu anderen Inkubationsbedingungen (z.B. 16 — 20 h bei
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35 = 2 °C) getestet werden (CLSI 2020). Diese QC-Stamme schienen demnach nicht
fur die Qualitatskontrolle der fur M. bovis und M. gallisepticum erarbeiteten AST-
Methoden geeignet zu sein, sodass die Etablierung eines neuen QC-Stammes
notwendig erschien. Zu diesem Zweck schien die Validierung einer tierpathogenen
Mycoplasma spp. (z.B. M. bovis DSM 22781T) am besten geeignet zu sein, da die
Kontrolle die gesamte Methode einschliel3lich der komplexen Inokulumeinstellung
umfassen wurde. Nach zwanzig unabhangigen Replikationen mit dem M. bovis DSM
227817 waren nicht fir alle Wirkstoffe MHK-Bereiche definierbar, da einige MHK-Werte
unter oder uber der getesteten Wirkstoffkonzentration lagen. Dagegen lagen die MHK-
Werte von zwolf antimikrobiellen Wirkstoffen zu 295 % innerhalb von 2 — 4
Verdunnungsstufen und erfullen damit die CLSI-Anforderungen an einen neuen QC-
Stamm (CLSI 2018a). Ahnliche MHK-Werte fiir denselben Stamm wurden bereits in
vorherigen Studien ermittelt (HANNAN et al. 1989; GERCHMAN et al. 2009; SULYOK
et al. 2014; HEUVELINK et al. 2016; GARCIA-GALAN et al. 2020). Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten daher auf eine sehr gute Eignung dieses bisher noch nicht vom
CLSI akzeptierten Stammes als zukunftiger QC-Stamm fur die mit M. bovis und M.
gallisepticum entwickelte AST-Methode hin. Eine weitere Validierung dieses Stammes
als neuer QC-Stamm gemal CLSI-Dokument M23 wird somit empfohlen.

6. Einfluss der Bezugsquelle von Medienbestandteilen auf die MHK-Werte

Die Bezugsquelle und Charge einzelner Medienbestandteile konnen einen Einfluss auf
die MHK-Werte bakterieller Erreger haben (BAARS und OPFERKUCH 1979; BARNES
und HODGES 1984). Um mogliche Einflisse der Bezugsquellen der verwendeten
Mediumkomponenten auf die MHK-Werte ausschliellen zu konnen, wurden die funf
zuvor getesteten Testisolate erneut mit Mediumkomponenten anderer Hersteller
getestet und die Ergebnisse mit den zuvor ermittelten MHK-Werten verglichen.

Nach einer weiteren Empfindlichkeitstestung der funf zuvor getesteten B. avium-
Testisolate mit der nicht supplementierten CAMHB eines anderen Herstellers wurden
hohe wesentliche MHK-Ubereinstimmungen von 90 — 100 % festgestellt. Diese
Ergebnisse konnen auf die allgemein bekannte gute Chargenreproduzierbarkeit
dieses Mediums zuruckgefuhrt werden. Da Av. gallinarum zunachst mit der nicht
supplementierten CAMHB getestet wurde und dieses handelsubliche Medium nahezu
keine chargenabhangigen Schwankungen der MHK-Werte verursachen soll (CLSI
2018c), wurden mit diesem Erreger keine vergleichbaren Untersuchungen
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durchgefuhrt. Bei den Untersuchungen mit Av. paragallinarum wurden unter
Verwendung verschiedener Quellen von Huhnerserum und NADH hohe wesentliche
MHK-Ubereinstimmungen von 93,33 — 100 % ermittelt, die die CLSI-Anforderung von
290 % Ubereinstimmung firr eine neue AST-Methode erfiillen (CLSI 2018a). Unter
Verwendung desselben Mediums stellten PRULLER et al. (2017) bei Untersuchungen
mit G. parasuis ebenfalls fest, dass die Quelle und Charge von Huhnerserum und
NADH keine signifikante Auswirkung auf die MHK-Werte hatten. Im Vergleich zur nicht
supplementierten CAMHB und CAMHB+CS+NADH ist die fur M. bovis und M.
gallisepticum empfohlene  SP4-Bouillon reichhaltiger an Medienzusatzen.
Medienbestanteile mit einem besonders grof3en Anteil stellen fotales Kalberserum
(FBS), Trypton und Yeastolate dar (CLSI 2011), wobei deren Qualitat von Hersteller
zu Hersteller schwanken kann. Beispielsweise ist bekannt, dass die Qualitat von
handelsublichem FBS von der Entnahme- und Verarbeitungsmethode abhangt, was
sich in unterschiedlichen Gehalten an freien Fettsauren aufRert (BOONE et al. 1971).
Dennoch ergab ein Vergleich der MHK-Werte der jeweils funf zuvor getesteten
Testisolate mit denen eines weiteren Empfindlichkeitstests mit FBS, Trypton und
Yeastolate anderer Hersteller hohe wesentliche MHK-Ubereinstimmungen von 90 —
100 %. Uber ein ebenfalls hohes MaRR an Ubereinstimmung berichtete eine
Multilaborstudie, die die MHK-Werte von M. pneumoniae QC-Referenzstdmmen in
kommerzieller und nicht kommerzieller SP4-Bouillon verglich (CLSI 2011). Insgesamt
deuten die Ergebnisse also darauf hin, dass sich Medienzusatze unterschiedlicher
Produzenten fur die Herstellung der nicht supplementierten CAMHB (zur Testung von
B. avium), CAMHB+CS+NADH (zur Testung von Av. gallinarum und Av.
paragallinarum) und SP4-Bouillon (zur Testung von M. bovis und M. gallisepticum)
eignen und nur geringe Variationen der MHK-Werte unter den erarbeiteten

Testbedingungen zu erwarten sind.

7. Bewertung und Literaturvergleich der antimikrobiellen Empfindlichkeit

Ergaben sich bei den MHK-Bestimmungen eine gute Ablesbarkeit und Homogenitat
der MHK-Werte, wurden die Ubrigen fur die Studien gesammelten Isolate mit der
entwickelten Methode getestet. Dadurch konnten MHK-Verteilungen der funf
Bakterienspezies aufgezeigt und, wenn eine ausreichende Anzahl an Isolaten zur

Verfugung stand, MHKse- und MHKgo-Werte ermittelt werden. Vollstandige
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Ubersichten zu den MHK-Werten sind den entsprechenden Verdoffentlichungen und

Manuskripten zu entnehmen.

7.1.Bewertung der MHK-Werte einer grof3eren Isolatsammlung

Unter Anwendung der fur alle finf einbezogenen Erreger erarbeiteten Methoden waren
fur alle verfugbaren Feldisolate und Referenzstamme gut ablesbare MHK-Werte
detektierbar. Da fur diese Erreger keine anerkannten Grenzwerte zur Verfigung
stehen, war eine Einteilung der untersuchten Isolate in sensibel, intermediar oder
resistent nicht moglich. Fruhere Studien interpretierten die antimikrobielle
Empfindlichkeit dieser funf Bakterienspezies unter Berucksichtigung von
Empfehlungen, wie sie beispielhaft von FALES et al. 1986 und BLACKALL 1988 fur
Av. paragallinarum oder von BLACKALL et al. 1995 und BEACH et al. 2012 fur B.
avium verwendet wurden. Bei einem Vergleich dieser in Publikationen empfohlenen
Grenzwerte lassen sich jedoch Unterschiede bei einigen Wirkstoffen feststellen.
Beispielsweise klassifizierten BLACKALL et al. (1995) B. avium-Isolate mit einer MHK
von 22 ug/ml Tetrazyklin als resistent. Demgegenuber lag der von BEACH et al. (2012)
empfohlene Grenzwert fur Tetrazyklin zwei Verdunnungsstufen hoher, bei >8 ug/ml.
Weil eine valide Interpretation von MHK-Werten aber nur auf der Basis gultiger
klinischer Grenzwerte fur definierte Erreger-Wirkstoff-Kombinationen bestehen kann
(BYWATER et al. 2006), wurde die antimikrobielle Empfindlichkeit der untersuchten
Bakterienkollektive nur auf der Grundlage der ermittelten MHK-Verteilungen bewertet.
Bei den Gram-negativen Erregern Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium
wurden fur einige Wirkstoffe (z.B. Ciprofloxacin bei B. avium, Florfenicol bei Av.
gallinarum und Av. paragallinarum) unimodale MHK-Verteilungen bei gleichzeitig
niedrigen MHKso00-Werten beobachtet, was auf eine gute Sensitivitat der Isolate
gegenuber diesen Wirkstoffen hinweist. Fur andere Wirkstoffe (z.B. Nalidixinsaure bei
Av. paragallinarum) waren bi-, multimodale oder Uber mehrere Verdinnungsstufen
reichende MHK-Verteilungen ersichtlich, was im Allgemeinen auf das Vorhandensein
resistenter Nicht-Wildtyp-Subpopulationen mit erhohten MHK-Werten fur diese
Wirkstoffe hindeutet (MORRISEY et al. 2014). Besonders auffallig waren die fur diese
drei geflugelpathogenen Erreger beobachteten bi-, multimodalen oder Uber mehrere
Verdunnungsstufen hinausgehenden MHK-Verteilungen fur Tetrazykline (Doxyzyklin,
Tetrazyklin) und/oder Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Bi- oder multimodale MHK-

Verteilungen wurden bereits in friheren Studien bei anderen geflugelpathogenen
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Bakterienspezies (z.B. Acinetobacter baumannii, Av. endocarditidis, Gallibacterium
anatis, Ornithobacterium rhinotracheale) far Tetrazykline und/oder
Trimethoprim/Sulfamethoxazol detektiert (YEN et al. 2020; SCHMITZ et al. 2023). Da
diese Wirkstoffe in der Geflugelproduktion haufig gegen klinisch manifeste Infektionen
eingesetzt werden, die u.a. durch Avibacterium spp. oder B. avium verursacht werden
(FICKEN 1983; KELLY et al. 1986; BLACKALL und SORIANO-VARGAS 2020; GUO
et al. 2022), sind geflugelpathogene Bakterienisolate mit erhohten MHK-Werten gegen
diese Wirkstoffklassen als bedenklich einzustufen, da sie nicht mit den haufig
eingesetzten Antibiotika therapierbar sind. Hier zeigt sich der Nutzen einer verfugbaren
AST-Methode. Da Daten aus kleinen Populationen (etwa zehn bis 30 Isolate) die
MHKs0- und MHKgo-Werte beeinflussen kdnnen (SCHWARZ et al. 2010b), wurde fur
die 16 getesteten M. gallisepticum-Isolate im Gegensatz zu den 132 getesteten M.
bovis-Isolaten keine Kalkulation dieser Werte vorgenommen. Fur einige Wirkstoffe
(z.B. B-Laktame, Colistin, Trimethoprim) wiesen jedoch beide Erreger insgesamt hohe
MHK-Werte auf, was auf die intrinsische Resistenz der Mykoplasmen zurtckgefuhrt
werden kann (BEBEAR und PEREYRE 2005; GAUTIER-BOUCHARDON 2018). Da
bei Vorliegen einer intrinsischen Resistenz hohe MHK-Werte zu erwarten sind (CHIS
et al. 2022), ist dies ein weiterer Hinweis auf die Eignung der entwickelten Methoden.
Bimodale oder breite MHK-Verteilungen sowie hohe MHKgo-Werte von M. bovis (hier
beobachtet fur Aminoglykoside, Fluorchinolone und Makrolide) deuten auf Isolate mit
erworbener Resistenz hin (MICHAEL et al. 2020; FERREIRA et al. 2022). Da diese
Wirkstoffe haufig zur Pravention oder Behandlung von M. bovis-Infektionen bei
Rindern oder M. gallisepticum-Infektionen bei Gefligel eingesetzt werden
(LYSNYANSKY und AYLING 2016; BOTTINELLI et al. 2022, ZHANG et al. 2022), sind
auch diese Isolate kritisch zu betrachten. Unimodale und niedrige MHKso/90-Werte fur
Florfenicol, Streptogramine oder Tetrazykline weisen hingegen auf eine gute
Empfindlichkeit der getesteten Mykoplasmen-Isolate hin. Besonders zu beachten ist
die hohe Empfindlichkeit gegenlber Tetrazyklinen, da Chlortetrazyklin, Doxyzyklin und
Oxytetrazyklin in der Veterinarmedizin haufig zur Therapie von Mykoplasmen-
Infektionen eingesetzt werden (LYSNYANSKY und AYLING 2016; BOTTINELLI et al.
2022).

Bei Betrachtung der Empfindlichkeitsdaten einzelner Isolate fiel bei allen funf
Bakterienspezies auf, dass manche Isolate im Vergleich zu den restlichen getesteten
Isolaten erhdhte MHK-Werte fur 23 Wirkstoffklassen zeigten und nach den Kriterien
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wie von MULLER et al. (2018) beschrieben als phanotypisch multiresistent einzustufen
sind. Ein Beispiel ist ein Av. gallinarum-Isolat, das im Vergleich zu den restlichen Av.
gallinarum-lsolaten hohere MHK-Werte fur die folgenden funf Wirkstoffklassen
aufwies: B-Laktame (64 pg/ml Ampicillin; 232 pg/ml Penicillin), Tetrazykline (32 pg/mli
Doxyzyklin; 128 pug/ml Tetrazyklin), Chinolone (128 pg/ml Nalidixinsaure), Makrolide
(128 pg/ml Tilmicosin; =232 pg/ml Tulathromycin) und Folatsynthesehemmer (32/608
pug/ml Trimethoprim/Sulfamethoxazol). Eine phanotypische Multiresistenz kann auf
verschiedene Resistenzmechanismen zuruckzufuhren sein, unter anderem auf das
Vorhandensein spezifischer Resistenzgene oder eine verstarkte Expression von
Genen, die z.B. Efflux-Pumpen kodieren (DU et al. 2018; CATALANO et al. 2022).
Dabei stellen multiresistente Erreger in mehrfacher Hinsicht ein gro3es Problem dar.
Einerseits sind Infektionen, die durch multiresistente Erreger verursacht werden,
aufgrund der begrenzten Wirkstoffauswahl schwieriger oder gar nicht zu behandeln
(BASSETTI et al. 2019; DI LODOVICO et al. 2022; TENG 2023). Andererseits besteht
bei multiresistenten Erregern das Risiko des Transfers von Resistenzdeterminanten,
etwa uUber den Austausch von mobilen genetischen Elementen wie konjugativen
Plasmiden, die resistenzvermittelnde Gene tragen (BOTTERY et al. 2016; SHEN et al.
2022; WALAS et al. 2023). Der Nachweis von Bakterienisolaten mit erhdhten MHK-
Werten gegen mehrere Wirkstoffklassen ist daher aus klinischer und
epidemiologischer Sicht ein wichtiges Alarmsignal, das eingehende Untersuchungen
der zugrundeliegenden Resistenzmechanismen erfordert (KOWALSKA-KROCHMAL
und DUDEK-WICHER 2021).

7.2 Literaturvergleich der Empfindlichkeitsdaten

Es ist sicherlich zu empfehlen, ermittelte Empfindlichkeitsdaten mit zuvor
veroffentlichten Daten derselben Bakterienspezies zu vergleichen. Eine wichtige
Voraussetzung dafur sind die Anwendung derselben Testmethode und
Interpretationskriterien (SCHWARZ et al. 2010). Zunachst erlaubt ein Vergleich der
MHK-Werte RuUckschlisse darauf, ob eine Resistenzentwicklung zeitlich oder
geographisch bedingt sein kann. Andererseits lasst sich durch die epidemiologische
Resistenzuberwachung  (Antibiotika-Resistenz-Surveillance) die  Ausbreitung
resistenter Stamme feststellen, was wiederum einen Beitrag zur Festlegung von
KontrollmaRnahmen (z.B. Antibiotic Stewardship) leistet (JOHNSON 2015; SALAM et
al. 2023). Weiterhin kann ein Vergleich von MHK-Werten helfen, die Validitat der
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verwendeten Methode zu beurteilen. Im Gegensatz zu Av. paragallinarum, B. avium,
M. bovis und M. gallisepticum wurden fur Av. gallinarum zuvor keine quantitativen
Empfindlichkeitsdaten veroffentlicht, so dass ein Vergleich von MHK-Werten fur diesen
Erreger nicht moglich war. Qualitative Empfindlichkeitsdaten von Av. gallinarum
wurden im Anschluss an Agardiffusionstests (MUSHIN et al. 1977) oder nicht-
definierte Durchfuhrungsmethoden (AL FADEL SALEH et al. 1995; ARASHIMA et al.
1999; AHMED et al. 2002) publiziert. Die vor Uber 20 Jahren publizierten Studien
berichteten im Gegensatz zu dieser Arbeit Uber eine allgemein gute phanotypische
antimikrobielle Empfindlichkeit von Av. gallinarum, darunter gegenuber Tetrazyklin. Da
anerkannte Interpretationskriterien zur Beurteilung der Empfindlichkeit von Av.
gallinarum fehlen, kann allerdings davon ausgegangen werden, dass aufgrund der
Detektion groRer Hemmhofdurchmesser (HHD) auf eine gute Empfindlichkeitslage
geschlossen wurde. Ein einschlagiger Literaturvergleich der MHK-Werte von Av.
paragallinarum, B. avium, M. bovis und M. gallisepticum ist in den Tabellen 2 — 5
dargestellt. Es ist jedoch zu beachten, dass die in die Vergleiche einbezogenen
Studien unterschiedliche Methoden zur Durchfihrung der Bouillon-Mikrodilutionstests
verwendeten, so dass eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht gegeben ist.
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Tabelle 2: Vergleich publizierter Minimaler Hemmkonzentrationswerte (ug/ml) von Avibacterium paragallinarum
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Alle Werte wurden auf drei Dezimalstellen gerundet. AMC, Amoxicillin/Clavulansaure; AMP, Ampicillin; CFP, Cefoperazon; CTX, Cefotaxim; CQN, Cefquinom; XNL, Ceftiofur; CEF, Cephalothin; CIP, Ciprofloxacin;
CST, Colistin; DOX, Doxyzyklin; ENRO, Enrofloxacin; FFN, Florfenicol; GEN, Gentamicin; IPM, Imipenem; MAR, Marbofloxacin; NAL, Nalidixinsaure; NEO, Neomycin; PEN, Penicillin; STR, Streptomycin; TIA,
Tiamulin; TET, Tetrazyklin; TIL, Tilmicosin; SXT, Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TUL, Tulathromycin; 2 die Daten beziehen sich auf die Konzentration von Amoxicillin; ® die Daten beziehen sich auf die Konzentration
von Trimethoprim.
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Tabelle 3: Vergleich publizierter Minimaler Hemmkonzentrationswerte (ug/ml) von Bordetella avium
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AMC, Amoxicillin/Clavulansaure; AMP, Ampicillin; CFP, Cefoperazon; CTX, Cefotaxim; CQN, Cefquinom; XNL, Ceftiofur; CEF, Cephalothin; CIP, Ciprofloxacin; CST, Colistin; DOX, Doxyzyklin; ENRO, Enrofloxacin;
FFN, Florfenicol; GEN, Gentamicin; IPM, Imipenem; MAR, Marbofloxacin; NAL, Nalidixinsaure; NEO, Neomycin; PEN, Penicillin; STR, Streptomycin; TIA, Tiamulin; TET, Tetrazyklin; TIL, Tilmicosin; SXT,
Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TUL, Tulathromycin; 2 die Daten beziehen sich auf die Konzentration von Amoxicillin; ® die Daten beziehen sich auf die Konzentration von Trimethoprim.
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Tabelle 4: Einschlagiger Vergleich publizierter Minimaler Hemmkonzentrationswerte (ug/ml) von Mycoplasma bovis

Referenz cIP DOX ENRO FFN GEN MAR NEO STR TET TIA TIL TUL
AYLING et al. 2000 1-64 4->128

ZZ?%%E;’SCH 0,03-4 0,06-8 0,5->128

GODINHO 2008 <0,063->64
GERCHMAN et al. 2009 0,08-2,5 0,32-5 0,5-128

SOEHNLEN et al. 2011 002532  <1-32 0,05->12,8

KROEMER et al. 2012 0,5-4

HENDRICK et al. 2013 0,03-4 0,06-32 0,5-128 1-32
AYLING et al. 2014 012-32  0,5-32 0,25->32 1->32 0,25->128
KAWAI et al. 2014 0,25-1 32->128

SULYOK et al. 2014 0078210  4-8 216 0,312-210 20,25-16 20,5-2128

BARBERIO et al. 2016 0,25-32 <0,125-16  0,5-4 062505  2-232

HEUVELINK et al. 2016 0,0313-16 0,5->1024  0,5->1024
KONG et al. 2016 0,125-1 0,03-05  <0,03-05  2-8 1-128

ANHOLT et al. 2017 <0,12-2 0,25-8 1-16 4-32 0,5-32 4-64 1-64
KLEIN et al. 2017 0,12-64  0,5->64 0,25->64 0,032-32
KLEIN et al. 2019 012532  0,5-32 0,25->64 0,25-64  0,032-64
JELINSKI et al. 2020 012-16  <0,25-8 22256 <0,25-2256
BOKMA et al. 2020 <0,06-4 0,06-64  0,25-32 <0,03-4 8->128

LIU et al. 2020 0,25-16 0,125-2 1-64 0,25-0,5

St[g%%g’g\”“ 0,06-16 <0,06-4 0,12-16 0,5-8 0,5-128 012232 82128 2-512 <0,12-8 <0,03-2 <0,06-2256  0,5-264

CIP, Ciprofloxacin; DOX, Doxyzyklin; ENRO, Enrofloxacin; FFN, Florfenicol; GEN, Gentamicin; MAR, Marbofloxacin; NEO, Neomycin; STR, Streptomycin; TET, Tetrazyklin; TIA, Tiamulin; TIL, Tilmicosin;
TUL, Tulathromycin
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Tabelle 5: Einschlagiger Vergleich publizierter Minimaler Hemmkonzentrationswerte (ug/ml) von Mycoplasma gallisepticum

Referenz CcIP cLI DOX ENRO ERY FFN GEN MAR NEO PIR QD* STR TET TIA TIL TUL  TYL

TANNER

und WU 1992 <0,25>32 <0,25-8

BRADBURY

etal. 1994 0,008-12

HANNAN

JONDAA 0,025-1 0,0005-0,25 0,0025-10

GAUTIER-

BOUCHARDON <003-05  <0,03-16 <0,03 <0,03-0,5

et al. 2002

GERCHMAN 0,025-210 <0,0032-210 <0,0032-5

etal. 2011

GHARAIBEH und <0,031-

R A hund 5 <0,031-0,125 <0,031 <0,031-264 0,125-4 1-32 <0,031 <0,031-32 <0,031-2

AMMAR

6 0,25-32 0,031-2 0,062-2

GROZNER 007810  1,25->10 2-32 0,156-5 <0,25-564 <0,25-564

etal. 2016

BEYLEFELD

etal. 2018 0,04-1 0,01-2 0,01-16

KHATOON 07825 07825 0,78-6,25 0,78-25

etal. 2018

MORROW <0,039-0,156 <0,039-5 0,5-4 0,039 <0,25->64 <0,25-8

et al. 2020

DE JONG 0,16-1 0,031-16 0,002-0,5 <0,001-64 0,004-8

et al. 2021

BOTTINELLI <0,007825

et al. 2022 0.25-2 0,5->16 <0,5->8 <0,5-4 0.25 £0,0312->32 £0,007825->32

KACHABI

et al. 2023 28
0,015- 0,03- 0.12-

MANUSKRIPT 1 o 0532 <0,06-0,5 0,03-16 003-64  2-8 16128 00316 2128 1-32 000 464 <0122 <0,03-025  <0062256  -° 50,0616

CIP, Ciprofloxacin; CLI, Clindamycin; DOX, Doxyzyklin; ENRO, Enrofloxacin; ERY, Erythromycin; FFN, Florfenicol; GEN, Gentamicin; MAR, Marbofloxacin; NEO, Neomycin; PIR, Pirlimycin; QD,
Quinupristin/Dalfopristin; STR, Streptomycin; TET, Tetrazyklin; TIA, Tiamulin; TIL, Tilmicosin; TUL, Tulathromycin; TYL, Tylosin; *Konzentration von Quinupristin
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Ahnlich wie in dieser Arbeit wurde in zuvor veréffentlichten Studien (iber Isolate mit
erhohten MHK-Werten fur verschiedene Wirkstoffe berichtet. Wie aus Tabellen 1 und
2 zu entnehmen ist, wurde zum Beispiel bereits zuvor Uber Av. paragallinarum- und B.
avium-Isolate mit erhohten MHK-Werten far Tetrazykline und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol berichtet (HSU et al. 2007; NOONKHOKHETKONG et
al. 2013; HEUVELINK et al. 2018; GUO et al. 2022; ZHU et al. 2022). Wie in dieser
Arbeit wurde zudem zuvor Uber eine vergleichsweise geringere Empfindlichkeit von M.
bovis- oder M. gallisepticum-Isolaten gegenuber Aminoglykosiden, Fluorchinolonen
und/oder Makroliden berichtet, nachdem diese mittels Agardilution (SIUGZDAITE et
al. 2012; SATO et al. 2013; SATO et al. 2017; JAY et al. 2021) oder Bouillon-
Mikrodilution (GERCHMAN et al. 2011; LYSNYANSKY und AYLING 2016; MORROW
et al. 2020; DE JONG et al. 2021) getestet wurden. Nichtsdestotrotz zeigen die
speziesbezogenen Literaturvergleiche der MHK-Werte von Av. paragallinarum, B.
avium, M. bovis und M. gallisepticum auch klare Unterschiede. Beispielsweise
ermittelten BOKMA et al. (2020) nach der MHK-Bestimmung von M. bovis bis zu
sieben Verdunnungsstufen niedrigere MHKso90-Werte fur Neomycin (MHKso = 0,5
pMg/ml; MHKgo = 2 ug/ml) und Streptomycin (MHKso = 0,5 pg/ml; MHKgo = 1 pug/ml) als
diese Arbeit. Eine mogliche Ursache dafur konnte eine Veranderung der
Empfindlichkeit im Laufe der Zeit sein. Bereits im Jahr 2014 berichteten GAUTIER-
BOUCHARDON et al. (2014) Uber einen Anstieg der MHKso-Werte fur Tilmicosin (von
2 auf >128 pg/ml) und Tulathromycin (von 16 auf 128 pg/ml) und damit Uber eine
Verschlechterung der Empfindlichkeit von franzosischen M. bovis im Laufe von 30
Jahren. Ein weiterer Grund fur die studientbergreifenden Unterschiede zwischen den
MHK-Werten konnte aber auch die Untersuchung von Isolaten unterschiedlicher
regionaler Herkunft sein. Da die in den Vergleich einbezogenen M. bovis-Isolate
jedoch aus derselben geografischen Region (Europa) und einem ahnlichen Zeitraum
(2014 bis 2021) stammen, sind zeitliche und regionale Einflisse auf die
Empfindlichkeit gegenuber antimikrobielle Wirkstoffe in diesem Fall unwahrscheinlich.
Angesichts der Tatsache, dass die MHK-Werte von einigen Referenzstammen in der
Literatur mehr als drei Verdunnungsstufen voneinander abweichen (z.B. bei einem
Vergleich der von SULYOK et al. 2014 und BOKMA et al. 2020 veroffentlichten MHK-
Werte des M. bovis-Typstammes PG45) und die Empfindlichkeit von
Referenzstammen im Laufe der Zeit und von Labor zu Labor stabil und reproduzierbar
sein sollten (KING und BROWN 2001), konnte die Verwendung unterschiedlicher
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Testparameter fur die AST eine wahrscheinliche Ursache fur diese Unterschiede sein.
Wie aus den Tabellen 6 — 9 hervorgeht, nutzten zuvor publizierte Studien zur Bouillon-
Mikrodilutionstestung von Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis oder M. gallisepticum
verschiedene Inkubationsbedingungen (Inkubationszeit- und temperatur) und Medien.
Bemerkenswert ist, dass auch die Zugabe von Medienzusatzen und deren prozentuale
Anteile (z.B. 0,0025 — 0,01 % NADH) variieren. Da die Testbedingungen die in-vitro-
Aktivitat antimikrobieller Wirkstoffe beeinflussen koénnen, beispielsweise durch
Veranderungen der lonenkonzentration oder des pH-Werts, und sich somit auf die
MHK-Werte auswirken (LI et al. 2017; LOOSE et al. 2020; FERLER et al. 2023), fuhrt
diese Variabilitat zu Unsicherheiten bei der Evaluation der Empfindlichkeitsdaten und
erschwert die Interpretation der Befunde. Um konsistente und vergleichbare
Empfindlichkeitsdaten zu gewahrleisten, werden daher dringend standardisierte
Methoden fur die AST der in dieser Arbeit einbezogenen Erreger bendtigt. Der Einsatz
standardisierter Testbedingungen konnte die Vergleichbarkeit der MHK-Werte und
deren Validitat erhdhen und damit eine zuverlassigere Informationsgrundlage fur

therapeutische Entscheidungen und die epidemiologische Uberwachung liefern.
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Tabelle 6: Einschlagiger Vergleich publizierter Methoden zur Bouillon-Mikrodilutionstestung von Avibacterium paragallinarum

Isolate Medium Inkubation
Referenz —
Anzahl  Herkunft Basis Zusiatze t (h) T (°C)
0,0025 % NADH, 1 % Hihnerserum,
BLACKALL 1988 75 AUS TMB 5 9% Oleic Albumin Complex 24 37
[s) [s) (1
BLACKALL et al. 1989 92 AUS, DEU, JPN, ZAF, USA  TMB 0,0025 % NADH, 1 % Hihnerserum, 37
5 % Oleic Albumin Complex
HSU et al. 2007 18 TWN BHI 5 % Schweineserum, 0,01 % NADH 24 37
0,0025 % NADH, 1 % Hihnerserum,
NOONKHOKHETKONG et al. 2013 18 THA TMB 5 % Oleic Albumin Complex 24 37
HEUVELINK et al. 2018 44 NLD CAMHB 1 % Hihnerserum, 0,0025 % NADH 22 37
LUNA-CASTREJON et al. 2021 8 MEX CAMHB 1 % Hiihnerserum, 0,0025 % NADH 22 35
XU et al. 2022a 6 CHN, USA a a a a
[s) A 0,
GUO et al. 2022 40 CHN ™B "I\IOASHFetaIes Kalberserum, 0,0025 % 20 37
ZHU et al. 2022 38 CHN CAMHB 10 % Huhnerserum, 0,0025 % NAD 2 a
) BEL, BRA, DEU, ECU, ESP,
GUTGEMANN et al. 2024 83 GB, GP, JPN, MEX, NLD, CAMHB 1 % Hiihnerserum, 0,0025 % NADH 48 35+2

PER, USA, ZAF, ZWE

AUS, Australien; BHI, Hirn-Herz-Infusions-Bouillon; CAMHB, Kationen-adjustierte Mueller-Hinton-Bouillon; BEL, Berlgien; BRA, Brasilien; CHN, China; DEU, Deutschland; ECU,
Ecuador; ESP, Spanien; GB, Vereinigtes Konigreich; GP, Guadeloupe; JPN, Japan; MEX, Mexiko; NADH, Nicotinamidadenindinukleotid reduziert; NLD, Niederlande; PER, Peru; t,
Inkubationszeit; T, Inkubationstemperatur; THA, Thailand; TWN, Taiwan; TMB, Test Medium Broth; USA, Vereinigte Staaten von Amerika; ZAF, Sudafrika; ZWE, Simbabwe 2Die
Testbedingungen wurden nicht genau spezifiziert.

Tabelle 7: Einschlagiger Vergleich publizierter Methoden zur Bouillon-Mikrodilutionstestung von Bordetella avium

Isolate Medium Inkubation
Referenz —

Anzahl Herkunft Basis Zusatze t (h) T (°C)
MORTENSEN et al. 1989 10 USA CAMHB Keine 22-24 35
BLACKALL et al. 1995 16 AUS ISB® Keine 24 37
BEACH et al. 2012 12 USA MHB Keine 18-24 37
SZABO et al. 2015 19 HUN MHB Keine 24 37
GUTGEMANN et al. 2022a 49 DEU, NLD, POL CAMHB Keine 20 35+2°C

AUS, Australien; DEU, Deutschland; HUN, Ungarn; ISB, Isosensitest-Bouillon; NLD, Niederlande; POL, Polen; USA, Vereinigte Staaten von Amerika; t, Inkubationszeit; T,
Inkubationstemperatur.
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Tabelle 8: Einschlagiger Vergleich publizierter Methoden zur Bouillon-Mikrodilutionstestung von Mycoplasma bovis

. Medium Inkubation
Referenz Inokulumdichte Bouillon pH-Wert t (h) T(C)
AYLING et al. 2000 ODas0; 5x108 KbE/ml Eaton-Bouillon? 7,6-7,8 48 37
THOMAS et al. 2003 103-10° ccu/ml Hayflick-Bouillon® k. A. 24-96 37
ROSENBUSCH et al. 2005 2x10%-2x10° ccu ml Erganzte PPLO-Bouillon® k. A. 48 37 +5% CO,
GODINHO 2008 103-10% KbE/ml Mycoplasma-Bouillon¢ 7,5 * 36 +1
GERCHMAN et al. 2009 104-10% ccu ml Standard M. bovis-Bouillon® 7,8 96 37
SOEHNLEN et al. 2011 3x103-3x10°% KbE/ml Erganzte PPLO-Bouillon' k. A. 24 37 +5% CO,
KROEMER et al. 2012 10°%-10® KbE/ml Erganzte Mycoplasma-Bouillon? k. A. <168 36+2+6%CO;
HENDRICK et al. 2013 2x10%-2x10° ccu/ml Erganzte Hayflick-Bouillon® k. A. 48 37+5%CO;
AYLING et al. 2014 ODas0; 5x105 KbE/ml Eaton-Bouillon k. A. 48 37
KAWAI et al. 2014 10% KbE/ml Erganzte Mycoplasma-Bouillon" k. A. 72 37
SULYOK et al. 2014 10%-10% ccu/ml Erganzte Mycoplasma-Bouillon? 7,8 168 37
BARBERIO et al. 2016 10* UCC/ml Erganzte PPLO-Bouillon k. A. >18 371
HEUVELINK et al. 2016 0,5x103-105 ccu/ml Ergénzte PPLO-Bouillon! k. A. 48 37
KONG et al. 2016 103-10° ccu/ml Erganzte PPLO-Bouillon k. A. > 37 +5% CO,
ANHOLT et al. 2017 McFarland 0,5 Erganzte Mueller-Hinton-Bouillon k. A. 24-96 34-37 + 5 % CO;
KLEIN et al. 2017 5x10% KbE/m Modifizierte Hayflick-Bouillon® k. A. 24-48 35+1
JOSI et al. 2018 10%-10% KbE/ml SP4-Bouillon k. A. 48 37
CAl et al. 2019 103-10% KbE/ml Modifizierte Hayflick-Bouillon® k. A. 24-96 37 +5% CO,
KLEIN et al. 2019 5x10% KbE/m Modifizierte Eaton-Bouillon? k. A. 24-48 35+1
JELINSKI et al. 2020 103-10% KbE/ml Erganzte PPLO-Bouillon k. A 48-72 37 +5 % CO2
BOKMA et al. 2020 103-10% KbE/ml Erganzte PPLO-Bouillon 7,8 48-72 37
GARCIA-GALAN et al. 2020 103-10° ccu/ml pH-Medium* k. A. 48 37
KINNEAR et al. 2020 103-10% KbE/ml Erganzte PPLO-Bouillon k. 48-72 37 +5 % CO2
LIU et al. 2020 103-10° ccu/ml Eaton-Bouillon 7,6-7,8 48 37 +5% CO,
AMMAR et al. 2022 103-10° ccu/ml Erganzte PPLO-Bouillon® 7,8 24-72 37 +5-7 % CO,
GUTGEMANN et al. 2023 10%-10% KbE/ml SP4-Bouillon 7,4-7,6 72+ 2 37

ccu/ml, farbverandernde Einheiten pro Mililiter; k. A., keine definierten Angaben; PPLO, Pleuropneumonia-like organism; t, Inkubationszeit; T, Inkubationstemperatur; 2Gemaf
NICHOLAS und BAKER 1998; °GemaR HAYFLICK 1965; °Hergestellt durch Remel Inc. (Kansas City, USA); “Hergestellt durch Mycoplasma Experience® (Reigate, UK); *Geman
ROSENGARTEN et al. 1994; Hergstellt durch University of California Davis Biological Media Services (Davis, USA); 9Hergestellt durch Oxoid; "Hergestellt nach Kanto Chemical Co.
Inc. (Tokyo, Japan); Hergestellt nach Becton Dickinson and Company (Franklin Lakes, USA); iHergestellt nach BD Difco, Fisher Scientific (Waltham, USA); kGemaR GOMEZ-
MARTIN et al. 2012; *Inkubation bis eine Farbverénderung auftrat, die den voreingestellten pH-Kontrollen entsprach; **GemaR LYSNYANSKY et al. 2015.
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Tabelle 9: Einschlagiger Vergleich publizierter Methoden zur Bouillon-Mikrodilutionstestung von Mycoplasma gallisepticum

. Medium Inkubation
Referenz Inokulumdichte Bouillon oH-Wert t (h) T(°C)
TANNER und WU 1992 103-10° ccu/ml Modifiziertes Chanock-Medium? 7,5 18-30 36+1
MIGAKI et al. 1993 6x107-2x108 KbE/ml Modifiziertes Chanock-Medium? 7,5 18-30 36+1
BRADBURY et al. 1994 103-10* ccu/well Mycoplasma-Bouillon® 7.8 24-48, 336 k. A.
HANNAN et al. 1997 103-10° ccu/ml Avian Mycoplasma Liquid Medium® 7,6 * 36
GAUTIER-BOUCHARDON et al. 2002 10%-10° ccu/ml Frey-Medium¢ k. A 48-120 37
WU et al. 2005 10% ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium® k. A. 120-168 37
GERCHMAN et al. 2008 10%-10% ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium' k. A. ** 37
LYSNYANSKY et al. 2008 10%-10% ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium' k. A. ** 37
Ll et al. 2010 10%-10% ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium' k. A. 120-168 37
GERCHMAN et al. 2011 10%-10% ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium' k. A. ** 37
GHARAIBEH und AL-RASHDAN 2011 103-10° ccu/ml Frey-Mediume k. A ** 37
LYSNYANSKY et al. 2012 10%-10° ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium' k. A. ** 37
CHEN et al. 2015 1x10® KbE/ml k. A k. A 36 37 + 5% CO,
XIAO et al. 2015 Etwa 1x10° ccu/ml M. gallisepticum-Mediums® k. A. > 37
AMMAR et al. 2016 10%-10% KbE/ml Erganzte PPLO-Bouillon" k. A 120-168 37
ELBEHIRY et al. 2016 103-10° ccu/ml Fray-Medium k. A. > 37
GROZNER et al. 2016 10%-10% ccuml Erganzte Mycoplasma-Bouillon’ 7,8 ** #
XIAO et al. 2016 2x10°% ccu/ml M. gallisepticum-Mediums® k. A. > 37
ZHANG et al. 2016 107 KbE/ml Modifiziertes M. gallisepticum-Mediums? 7,8 * 37 + 5% CO-
BEYLEFELD et al. 2018 103-10° ccu/ml Modifiziertes Frey-Medium 7,6 ** #
KHATOON et al. 2018 103-10% KbE/ml Frey-Medium 7,8 * 36
HUANG et al. 2019 10%-107 KbE/ml Modifiziertes M. gallisepticum-Medium? 7,8 * 37 + 5% CO-
MORROW et al. 2020 10%-10° ccu/ml Frey-Medium k. A. 48-72 37
DE JONG et al. 2021 5x10% KbE/m Friis-Bouillonk k. A <120 35+1
BOTTINELLI et al. 2022 10* ccu/ml Avian Mycoplasma Liquid Medium® k. A. 24-48 371
ZHANG et al. 2022 10% KbE/ml M. gallisepticum-Medium?® 7,8 ** 37 + 5% CO-

ccu/ml, farbverandernde Einheiten pro Mililiter; KbE/ml, Koloniebildende Einheiten pro Mililiter; k. A., keine Angaben; PPLO, Pleuropneumonia-like organism; t, Inkubationszeit; T,
Inkubationstemperatur; 2Gemall CHANOCK et al. (1962), °Gemal BRADBURY (1977) ,°Hergestellt durch Mycoplasma Experience® (Reigate, UK), ‘Gemal FREUNDT 1983;
eGemal Frey et al. (1968), 'GemaR KLEVEN und LEVISOHN 1996; 9Hergestellt durch Qingdao Hope Bio-Technology Co., Ltd (Qingdao, Shandong, China); "Gemak KLEVEN
2003, Basismedium hergestellt durch Oxoid; 'Hergestellt durch Oxoid; iGemaR FREY et al. 1968 modifiziert nach HANNAN (2000) und KREIZINGER et al. (2017); kGemaR FRIIS
1975; *Inkubation bis eine Farbverdnderung auftrat, die den voreingestellten pH-Kontrollen entsprach; **Durchfihrung gema® HANNAN (2000): Inkubation bis eine
Farbveranderung auftrat, die den voreingesteliten pH-Kontrollen entsprach; # Durchfiihrung gemaR HANNAN (2000): Inkubation bei 36 + 1 °C.

258



8. Untersuchungen zum Resistenzgenotyp mittels PCR- und
Ganzgenomsequenzanalysen
Bei allen funf getesteten Bakterienspezies wurden Isolate ermittelt, die im Vergleich zu
den anderen getesteten Isolaten erhohte MHK-Werte fur verschiedene Wirkstoffe
aufweisen. Resistenzmechanismen von Mykoplasmen basieren zu Uberwiegenden
Teilen auf chromosomalen Mutationen (WU et al. 2005; LYSNYANSKY und AYLING
2016; HUANG et al. 2019). Im Gegensatz dazu beruhen Resistenzen bei Gram-
negativen Bakterien haufig auf dem Vorliegen von Resistenzgenen (z.B. bla-Gene, tet-
Gene) (PARTRIDGE 2011; GAUBA und RAHMAN 2023). Um die Aussagekraft der
entwickelten Methoden der phanotypischen Resistenztestung zu prufen und die
Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten MHK-Wert und dem Resistenzgenotyp zu
prufen, wurden bei den Gram-negativen Bakterien Av. gallinarum, Av. paragallinarum
und B. avium Resistenzgenanalysen durchgefuhrt. Da in diesem Schritt der
Methodenentwicklung Uberprift werden sollte, ob die mit der entwickelten AST-
Methode ermittelten erhohten MHK-Werte auf dem Vorliegen von Resistenzgenen
beruhten, wurden hierfur gezielte PCR-Assays zur Detektion von Resistenzgenen
angewendet. Die Resultate trugen auch dazu bei, die Resistenzsituation der Erreger
zu bewerten. Einen besonderen Schwerpunkt der Arbeit mit Av. paragallinarum
bildeten zudem die Ergebnisse von WGS-Analysen von 62 Isolaten, die vom Royal GD
(Deventer, Niederlande) zur Verfugung gestellt wurden. Diese Daten halfen, zusatzlich
zu den PCR-Analysen, die Genome der getesteten Av. paragallinarum-lsolate
umfassender auf das Vorhandensein von Resistenzgenen zu untersuchen und die

genotypische Resistenzsituation dieses Erregers einzuschatzen.

8.1.Korrelation zwischen den Ergebnissen der MHK-Bestimmungen und
Resistenzgenanalysen
Bei allen drei Gram-negativen Spezies zeigte sich eine gute Ubereinstimmung
zwischen den beobachteten erhohten MHK-Werten und den Ergebnissen der PCR-
Analysen zum Nachweis von Resistenzgenen, was auf eine gute Eignung der
entwickelten AST-Methoden hinweist, resistente Isolate durch die phanotypische
Testung zu erkennen. Dies zeigte sich insbesondere bei Isolaten mit hoheren MHK-
Werten fur Tetrazykline (=2 pg/ml Doxyzyklin, 28 ug/ml Tetrazyklin), bei denen in allen
Fallen mindestens eines der Tetrazyklin-Resistenzgene tet(A), tet(B) oder tet(H)

nachgewiesen wurde. tet-Gene zahlen zu den haufig nachgewiesenen
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Resistenzgenen bei kommensalen und pathogenen Bakterien und wurden bereits
zuvor in Av. paragallinarum [tet(A), tet(B), tet(M)] und B. avium (tet(A)] sowie nah
verwandten  Erregern  [z.B. tet(A) in B. bronchiseptical] detektiert
(NOONKHOKHETKONG et al. 2015; PRULLER et al. 2015; ERFAN et al. 2018; DI
FRANCESCO et al. 2021; CAO et al. 2024). Allerdings veroffentlichten nicht alle der
letztgenannten Studien (z.B. ERFAN et al. 2018) MHK-Werte fur solche Isolate, in
denen Resistenzgene nachgewiesen wurden. Die zusatzliche Angabe von MHK-
Werten ware jedoch von Bedeutung fur eine Bestimmung der Resistenzsituation und
damit auch der klinischen Relevanz solcher Resistenzgen-tragenden Isolate. Wahrend
bei Tetrazyklinen und anderen Wirkstoffen (z.B. Florfenicol) in der eigenen Studie eine
gute Korrelation zwischen den MHK-Werten und den PCR-Ergebnissen festgestellt
wurde, war dies bei anderen Wirkstoffen nicht immer der Fall. Obwohl ein B. avium-
Isolat eine hohe MHK von 128 ug/ml fur Streptomycin und das Vorhandensein des
Streptomycin-Resistenzgens aadA1 aufwies, konnte bei einem anderen B. avium-
Isolat mit einer hoheren MHK von 1024 ug/ml Streptomycin keines der getesteten
Streptomycin-Resistenzgene durch PCR-Analysen nachgewiesen werden. Ahnliche
Beobachtungen machten PRULLER et al. (2015), die mittels PCR-Analysen kein
Streptomycin-Resistenzgen in B. bronchiseptica-Isolaten mit einer ahnlich hohen MHK
von 21024 ug/ml Streptomycin detektierten. Zu bedenken ist jedoch, dass die PCR-
Methode nur spezifische DNS-Zielsequenzen amplifiziert (GALHANO et al. 2021).
Eine Ursache fur den fehlenden Nachweis von Streptomycin-vermittelten
Resistenzgenen in B. avium-lsolaten mit erhohter MHK flr Streptomycin konnte somit
sein, dass aufgrund der gro3en Vielfalt bekannter Streptomycinresistenz-vermittelnder
Gene (z.B. ant(3")-1a, aph(3")-1d, strA, strB) (SHAW et al. 1993) nur eine begrenzte
Anzahl dieser Gene in die PCR-Analysen einbezogen wurden und die dabei
verwendeten Primer das durch Gesamtgenomsequenzierungen des Isolates
detektierte Gen aadA 117 nicht detektierten. Ein weiterer Grund fur die negativen PCR-
Resultate konnte auch das Vorliegen einer Streptomycin-Resistenz sein, die durch
chromosomale Punktmutationen im ribosomalen rps/-Gen vermittelt werden (NAIR et
al. 1993; SPRINGER et al. 2001; LYU et al. 2019). Diese Punktmutationen konnten
die Bindungsstelle fur Streptomycin im Ribosom modifizieren und eine phanotypische
Resistenz verursachen, die durch PCR-basierte Methoden schwer zu identifizieren ist.
Aus diesem Grund wurde eine Gesamtgenomanalyse des durch hohe MHK-Werte
auffalligen B. avium-Isolates durchgefluhrt. Dabei zeigte sich, dass der hohe MHK-Wert
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von 21024 pg/ml Streptomycin durch ein auf einem Integron der Klasse lI-lokalisierten
aadA11-Gen vermittelt wurde. Gesamtgenom-Sequenzanalysen liefern somit im
Vergleich zu PCR-Tests weiterreichende genetische Informationen zur

Charakterisierung von Resistenzdeterminanten in Bakterienisolaten.

8.2.Untersuchungen zur genotypischen Resistenzlage von Av. gallinarum-, Av.
paragallinarum- und B. avium-Isolaten
Neben der Bewertung der Validitat der entwickelten Bouillon-Mikrodilutionsmethoden
konnten die PCR-Ergebnisse auch Informationen zur genotypischen
Resistenzsituation von Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium liefen. Bei
allen drei Erregern wurden lIsolate detektiert, die Resistenzdeterminanten trugen.
Besonders auffallig war der Nachweis von Av. gallinarum- und B. avium-Isolaten, die
Trager mehrerer Gene waren, die Resistenzen gegenuber =3 verschiedenen
Wirkstoffklassen vermitteln konnen. Diese Isolate zeigten erhohte MHK-Werte flr
diese Wirkstoffe und sind entsprechend der von MAGIORAKOS et al. (2012)
genannten Klassifikation als multiresistent einzustufen. Auch bei anderen
gefligelassoziierten Erregern (z.B. E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, P. mirabilis
oder Salmonella spp.) wurden im Laufe der letzten Jahre multiresistente Isolate
nachgewiesen (AL-ANSARI et al. 2021; MOHAMED et al. 2022; TIGABIE et al. 2023;
JAISWAL et al. 2024). Multiresistente Isolate sind aufgrund der begrenzten
Behandlungsmaoglichkeiten ein ernstes Problem und werden unter anderem auf den
haufigen oder unsachgemafien Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen, auch in der
Geflugelproduktion, zurtckgefuhrt (VAN DUIJKEREN et al. 2019; SREEJITH et al.
2020; KALANTARI et al. 2021; CASTELLO et al. 2023). Eine Weitergabe von
Antibiotikaresistenzgenen bei geflugelpathogenen Erregern erfolgt haufig durch
horizontalen Gentransfer, zum Beispiel Uber Resistenzgen-tragende Plasmide
(MANCABELLI et al. 2016; OLADEINDE et al. 2021). Studien zum Nachweis von
Plasmiden (die fur eine Resistenz gegen Sulfonamide, Streptomycin und/oder
Tetrazykline vermitteln) in B. avium wurden bereits Mitte bis Ende der 1980er Jahre
publiziert (LUGINBUHL et al. 1984; LUGINBUHL et al. 1986; JACKWOOD et al. 1987).
Etwas spater wiesen MORRIS und LUGINBUHL (1992) auch konjugative Plasmide bei
B. avium nach, die Streptomycin- oder Tetrazyklin-Resistenzgene trugen. Wie
ANTOINE und LOCHT (1992) feststellten, konnen bei dem nah verwandten Erreger B.
bronchiseptica vorkommende Plasmide durch Transformation oder Konjugation auf
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Isolate derselben Spezies oder auf andere Bakterienspezies (z.B. in E. coli, B.
pertussis, Vibrio cholerae, Rhizobium meliloti, Pseudomonas putida) Ubertragen
werden. Eine Ubertragung auf B. avium konnte daher ebenfalls, zumindest in vitro,
moglich sein. Wahrend HSU et al. (2007) bereits resistenzvermittelnde Plasmide in Av.
paragallinarum entdeckt haben, wurden bisher noch keine Ergebnisse zum Nachweis
von Resistenzgen-tragenden Plasmiden in Av. gallinarum veroffentlicht. Aufgrund der
engen Verwandtschaft zwischen Av. paragallinarum und Av. gallinarum kdnnte aber
ein Transfer von genetischem Material zwischen den Spezies mdglich sein. Da beide
Bakterienspezies im Respirationstrakt von Geflugel vorkommen, erscheint auch ein
regelmaliges Resistenz-Monitoring von Av. gallinarum als sinnvoll. Im Gegensatz zu
Av. gallinarum wurden Resistenzgene in Av. paragallinarum und B. avium bereits in
friheren Studien durch PCR-Analyse identifiziert (Tabelle 10). Einige der
nachgewiesenen Resistenzgene (z.B. sul-Gene, tet-Gene) wurden bei beiden
Erregern nachgewiesen, was dem haufigen Vorkommen dieser Resistenzgene
entpricht. Andere Resistenzgene wurden hingegen nur in einer der beiden
Bakterienspezies detektiert, darunter Aminoglykosid- (Nachweis von strA in Av.
paragallinarum oder aadA1 in B. avium) oder Phenicol-Resistenzgene (Nachweis von
floR in B. avium). Ob hier speziesspezifische Unterschiede im Vorkommen der
Resistenzgene vorliegen, kann aufgrund der limitierten Anzahl an getesteten Isolaten
nicht bestimmt werden. Unterschiede im Resistenzgen-Spektrum konnen generell
darauf zurlckzufuhren sein, dass der Antibiotikaeinsatz (Wirkstoffart und —Dosis,
Zulassungsstatus) von der Wirtstierart abhangt (RICHTER et al. 2009; SANDER et al.
2022) und Bakterien daher einem individuellen Selektionsdruck unterliegen. So ist zu
vermerken, dass B. avium vor allem in Putenherden vorkommt (REGISTER und
JACKWOOD 2020), wahrend Av. paragallinarum vorwiegend in Huhnerbestanden
verbreitet ist (CLOTHIER et al. 2019; ARMOUR 2020). Zu berUcksichtigen ist auch die
Tatsache, dass bei herkommlichen PCR-Tests nur die Prasenz von Targetgenen
untersucht wird (ZANKARI et al. 2012).
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Tabelle 10: Vergleich der in dieser und anderen Studien durch PCR-Analysen
nachgewiesenen antimikrobiellen Resistenzgene bei Avibacterium paragallinarum und

Bordetella avium

Antimikrobielle Detektierte Referenz

Wirkstoffklasse Resistenzgene

Aminoglykoside

Avibacterium paragallinarum  strA BYARUGABA et al. (2011)

Bordetella avium aadA1 ERFAN et al. (2018); GUTGEMANN et

al. (2022a)

B-Laktame

Avibacterium paragallinarum  blaros-1 NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
blarem BYARUGABA et al. (2011)

Bordetella avium -
Folsaure-Antagonisten
Avibacterium paragallinarum  sul1

sul2 BYARUGABA et al. (2011);
NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
Bordetella avium dfrB1/2/3 GUTGEMANN et al. (2022a)
sult ERFAN et al. (2018); GUTGEMANN et
al. (2022a)
sul2 GUTGEMANN et al. (2022a)
Phenicole
Avibacterium paragallinarum -
Bordetella avium floR GUTGEMANN et al. (2022a)
Tetrazykline
Avibacterium paragallinarum  tet(A) BYARUGABA et al. (2011);
NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
tet(B) GUTGEMANN et al. (2024);
NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
tet(C) BYARUGABA et al. (2011);
tet(M) NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
Bordetella avium tet(A) ERFAN et al. (2018); GUTGEMANN et
al. (2022a)
Makrolide
Avibacterium paragallinarum  erm(A) NOONKHOKHETKONG et al. (2013)
erm(B) NOONKHOKHETKONG et al. (2013)

Bordetella avium -
-, es wurde kein antimikrobielles Resistenzgen mittels PCR-Analysen nachgewiesen.

Da die Bestimmung von Resistenzdeterminanten zur Uberwachung und Kontrolle (z.B.
Entwicklung neuer Antibiotika) von Resistenzen beitragt (ZANKARI et al. 2012;
MCADAMS et al. 2019; BANERJEE und PATEL 2023), waren weitere Studien zur
Untersuchung der Resistenzmechanismen wichtig. Dies scheint insbesondere fur Av.
gallinarum relevant zu sein, da fur die Bakterienspezies im Vergleich zu Av.
paragallinarum und B. avium noch keine weiteren Informationen Uber die zugrunde
liegenden Resistenzmechanismen verflugbar sind. Hierfur bieten sich insbesondere
WGS-Analysen an, die im Gegensatz zu PCR-Analysen nicht nur bekannte, sondern
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auch bisher unbekannte Resistenzgene identifizieren konnen (ZANKARI et al. 2012;
BERENDONK et al. 2015).

8.2.1. Ganzgenomsequenzanalysen zur weiterfUhrenden Untersuchung der
Resistenzsituation von Av. paragallinarum

Fir 62 der getesteten Av. paragallinarum wurden vom Royal GD WGS-Analysen
durchgefuhrt und die Ergebnisse fur die Studie zur Verfugung gestellt. Es zeigte sich,
dass bei fast einem Drittel der untersuchten Isolate Sequenzen identifiziert wurden, die
eine hohe Nukleotidsequenzidentitdt zu mindestens einem der folgenden
Resistenzgene zeigten: Aminoglykoside (aph(6)-Id, aph(3")-Ib), B-Laktame (blatem-18),
Colistin (mcr), Phenciole (catA2), Sulfonamide (sul2) und Tetrazykline [tet(B), tet(H)].
Autoren einer kurzlich veroffentlichten Studie untersuchten Av. paragallinarum-1solate
mittels WGS-Analysen und identifizierten (ahnlich wie diese Arbeit) eine hohe Anzahl
an Isolaten, die vermutlich Resistenz-vermittelnde Gene gegenuber Aminoglykosiden,
B-Laktamen, Sulfonamiden und Tetrazyklinen aufwiesen (CAO et al. 2024). Weitere
Studien zur Funktionalitat dieser Resistenzgene waren daher notwendig, um ihre
tatsachliche Resistenzvermittlung in Av. paragallinarum zu belegen. Ferner konnte
untersucht werden, ob diese Resistenzgene in andere Bakterienspezies transferiert
(z.B. uber mobile genetische Elemente) und dort exprimiert werden konnen und so bei
diesen Spezies zu hoheren MHK-Werten fuhren.

Betrachtete man die geografische Herkunft der untersuchten Av. paragallinarum-
Isolate, so stellte man fest, dass die Mehrheit der Resistenzgen-tragenden Isolate aus
Amerika oder Europa und nicht aus Afrika stammte. Dies konnte darauf
zuruckzufuhren sein, dass viele Staaten in Amerika und Lander in Europa eine
intensivere Nutztierhaltung betreiben, anders als die extensive Nutztierhaltung in
vielen Regionen Afrikas (ILEA 2009; THORNTON 2010). Eine intensive Tierhaltung
geht in der Regel mit einer hoheren Besatzdichte und dem haufigeren
Antibiotikaeinsatz einher, was die Selektion oder Entwicklung von Resistenzen
begunstigt (MARSHALL und LEVY 2011; LANDERS et al. 2012).

9. Laborvergleichsstudie der entwickelten Methode fiir B. avium
Um die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse, die Durchfuhrbarkeit in
unterschiedlichen Laboren und damit die Zuverlassigkeit einer neuen Methode

nachzuweisen, ist es meist sinnvoll, Laborvergleichsstudien durchzufuhren. Wenn
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diese Studien nachweisen, dass die neu entwickelte Methode einheitliche Ergebnisse
liefert, auch wenn sie von anderen Personen und Laboratorien ausgefuhrt wird,
konnen die Laborvergleichsstudien dazu beitragen, dass die Methode in einen
Standard oder ein Dokument fur neue AST-Methoden aufgenommen wird. In
Zusammenarbeit mit dem BVL wurde daher eine Laborvergleichsstudie mit der
erarbeiteten Methode fur B. avium durchgefuhrt, um die Routinetauglichkeit der
Methode und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu untersuchen. Insgesamt elf
Labore nahmen an der Laborvergleichsstudie teil, sodass die empfohlene Mindestzahl
von 28 teilnehmenden Laboren erreicht wurde (HORWITZ 1994). Die teilnehmenden
Labore fuhrten drei Replikationen mit dem B. avium-Typstamm, einem B. avium-
Feldisolat und dem QC-Stamm E. coli ATCC® 25922 durch. Abweichungen von + 1
Verdinnungsstufe bezogen auf die MHK-Werte je Bakterienisolat, Labor und Wirkstoff
galten als akzeptabel, sodass diese Ergebnisse als korrekt gewertet wurden (mit dem
Modalwert gleichgesetzt). Da eines der teilnehmenden Labore ein anderes
Testmedium zur Bouillon-Mikrodilutionstestung von B. avium einsetzte, wurden die
Ergebnisse dieses Labors bei der Auswertung ausgeschlossen. Voraussetzung fur
eine erfolgreiche Teilnahme der Labore war, dass 80 % der MHK-Werte korrekt
bestimmt wurden. Die Analyse der Ergebnisse der anderen zehn Laboratorien ergab,
dass 98,23 % der ermittelten MHK-Werte innerhalb des akzeptablen Bereichs lagen.
Der B. avium-Typstamm (83,89 %) zeigte im Vergleich zum Feldstamm (92,36 %) und
E. coli-Referenzstamm (98,75 %) eine vergleichbar niedrigere Ubereinstimmung.
Dennoch wurde die Voraussetzung von 280 % der MHK-Werte, die innerhalb + 1
Verdunnungsstufe liegen mussen, bei beiden Testisolaten erfullt (STOCK et al. 2001).
Die Auswertung der Ergebnisse von zehn teilnehmenden Laboren ergab, dass neun
Labore eine Ubereinstimmung von 87,6 — 96,76 % der MHK-Werte innerhalb des
akzeptierten Bereiches erzielten, und die Labore so die Mindestvoraussetzung einer
erfolgreichen Teilnahme erfiillten. Mit einer Ubereinstimmung von 70,83 % verfehlte
eines der Labore die Anforderung, wobei niedrige Testleistungen auf einen
moglicherweise geringen Erfahrungsstand im Umgang mit anspruchsvollen Erregern
wie B. avium zurickgefuhrt werden konnte (STUBBERFIELD et al. 2020). Die
Auswertung in Bezug auf die antimikrobiellen Wirkstoffe zeigte, dass bei 21 von 24
getesteten Wirkstoffen eine Ubereinstimmung der MHK-Werte von 83,33 — 100 %
erreicht wurde. Nur die MHK-Werte fur Cefoperazon, Ceftiofur und Tiamulin zeigten
lediglich 74,44 — 78,89 % Ubereinstimmung bei Anwendung der Testmethode in der
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Laborvergleichsstudie. Ahnliche Beobachtungen wurden im Rahmen von
Laborvergleichsstudien mit anderen Erregern gemacht. PRULLER (2016) stellte nach
einem Ringversuch mit B. bronchiseptica hohe Abweichungen in den MHK-Werten fur
Ceftiofur fest und brachte dies mit moglichen wirkstoffbedingten Ursachen in
Verbindung. WALLMANN et al. (2006) stellten fur Cefoperazon hohe Fehlerquellen bei
der MHK-Bestimmung fest, so dass auch in der vorliegenden Studie eine
wirkstoffspezifische Interaktion als Ursache in Betracht gezogen werden muss. Die mit
B. avium durchgefuhrte Laborvergleichsstudie wies aber im Allgemeinen auf eine gute
Routinetauglichkeit und Reproduzierbarkeit der in CLSI-Supplement VETO01S
definierten Standardmethode fiir B. avium hin. Die Ubereinstimmungsquoten
ubertrafen in den meisten Fallen die Mindestanforderungen des CLSI, was die
Moglichkeit der kunftigen Integration in bestehende CLSI-Dokumente unterstreicht.
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5. Schlussfolgerung

Far alle funf in diese Arbeit einbezogenen tierpathogenen Erreger wurden geeignete

Methoden zur standardisierten antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung unter

Verwendung der Bouillon-Mikrodilutionsmethode entwickelt, die far

veterinarmedizinische Diagnoselaboratorien geeignet zu sein scheinen. Unter

Verwendung der folgenden Testbedingungen wurden homogene MHK-Werte ermittelt,

die die Anforderungen des Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) fur eine

neue Methode erfullen:

e Av. gallinarum: CAMHB+CS+NADH als Testmedium bei einer Inkubation fur 20 —
24 h bei 35 £ 2 °C in aerober Atmosphare

e Av. paragallinarum: CAMHB+CS+NADH als Testmedium bei einer Inkubation fur
48 h bei 35 + 2 °C in aerober Atmosphare

e B. avium: nicht supplementierte CAMHB als Testmedium bei einer Inkubation fur
20 h bei 35 £ 2 °C in aerober Atmosphare

e M. bovis: SP4-Bouillon als Testmedium bei einer Inkubation fur 72 + 2 h bei 37 °C
in aerober Atmosphare

e M. gallisepticum: SP4-Bouillon als Testmedium bei einer Inkubation fir 72 £ 2 h

bei 37 °C in aerober Atmosphare

Bei allen funf Bakterienspezies wurden Isolate identifiziert, die erhdhte MHK-Werte fur
verschiedene Wirkstoffklassen mit klinischer Relevanz (z.B. Aminoglykoside,
Fluorchinolone, Makrolide, Tetrazykline) aufwiesen. Durch PCR- und WGS-Analysen
wurden bei mehreren Av. gallinarum-, Av. paragallinarum- und B. avium-lsolaten mit
erhohten MHK-Werten spezifische Resistenzdeterminanten nachgewiesen. Es zeigte
sich dabei eine gute Ubereinstimmung des (mit den entwickelten AST-Methoden
ermittelten) Resistenzphanotyps mit dem Genotyp. Einige der
Resistenzdeterminanten (z.B. floR in B. avium) wurden erstmals durch diese Arbeit bei
einem oder mehreren der Erreger nachgewiesen. Auch multiresistente Av. gallinarum-
, Av. paragallinarum- und B. avium-lsolate konnten im Rahmen der Studie identifiziert
werden. Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit von Resistenztestungen
und standardisierten AST-Methoden, wie sie in dieser Arbeit entwickelt wurden.
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6. Zusammenfassung

Franziska Gutgemann

Entwicklung von Methoden zur Empfindlichkeitstestung von Avibacterium
gallinarum und Avibacterium paragallinarum, Bordetella avium, Mycoplasma
(,,Mycoplasmopsis*) bovis und Mycoplasma (,,Mycoplasmoides*) gallisepticum
im Mikrodilutionsverfahren

Die Ausbreitung antibiotikaresistenter Krankheitserreger in der Human- und
Veterinarmedizin gibt weltweit Anlass zur Sorge. Die Anwendung standardisierter
antimikrobieller Empfindlichkeitstests (AST) ist ein wichtiges Hilfsmittel, um eine
gezielte Therapie von Infektionen durchfuhren zu konnen. Auch wenn flur viele
bakterielle Erreger bereits anerkannte AST-Standardmethoden zur Verfugung stehen,
fehlen diese fur einige bakterielle Erreger. Dies galt auch fur die tierpathogenen
Bakterienspezies Av. gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis und M.
gallisepticum. Ziel dieser Arbeit war es daher, fur diese funf Spezies geeignete
Methoden zur standardisierten AST im Bouillon-Mikrodilutionsverfahren zu entwickeln,
die einen routinemaligen Einsatz in veterinardiagnostischen Laboratorien
ermoglichen und quantitative Empfindlichkeitsdaten in Form von minimalen

Hemmkonzentrations (MHK)-Werten) bestimmen.

Zu Beginn der Arbeiten wurden fur alle funf Bakterienspezies-Isolate fur die
Durchfihrung der Untersuchungen akquiriert. Mit Ausnahme von M. gallisepticum
wurden anhand von Makrorestriktionsanalysen jeweils funf epidemiologisch nicht
verwandte Testisolate fur nachfolgende Arbeitsschritte identifiziert. Um ein geeignetes
Medium fur die Bouillon-Mikrodilutionstests zu finden, wurden anschliefend
umfangreiche Wachstumsexperimente mit verschiedenen Medien durchgefuhrt. Alle
getesteten Av. gallinarum- und B. avium-lsolate zeigten ein gutes Wachstum in der
Kationen-adjustierten Mueller-Hinton-Bouillon (CAMHB), die vom Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) fur die AST schnell wachsender
Mikroorganismen empfohlen wird. Av. paragallinarum zeigte nur in CAMHB plus 1 %
Huhnerserum + 0,0025 % NADH (CAMHB+CS+NADH) ausreichendes Wachstum, ein
Medium, welches fur die standardisierte AST des eng verwandten Erregers G.
parasuis vorgeschlagen wurde. Da Mykoplasmen in der Regel keine sichtbare
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Tribung in der bebruteten Bakterienkultur zeigen, wurden fur die
Wachstumsexperimente mit M. bovis und M. gallisepticum komplexe Spezialmedien
mit einem pH-Indikator verwendet. Beide Mykoplasmen-Spezies zeigten
ausreichendes Wachstum ausschlieBlich in der SP4-Bouillon, die vom CLSI fur die
AST humanpathogener Mykoplasmen akzeptiert ist. AnschlieRend wurden wiederholte
Empfindlichkeitstests zur Ermittlung der exakten (Anforderung von funf identischen
MHK-Werten) und essentiellen (MHK-Modus, der eine Abweichung von * 1
Verdiinnungsstufe akzeptiert) MHK-Ubereinstimmungen durchgefihrt, um die
Reproduzierbarkeit der MHK-Werte zu bewerten. Je nach getesteter Spezies wurde
dazu ein Panel von 16 oder 24 antimikrobiellen Wirkstoffen einbezogen. Bei
Verwendung der nicht supplementierten CAMHB und einer Inkubation von 20 h bei 35
+ 2 °C in aerober Atmosphare wurde eine gute Homogenitat der MHK-Werte von B.
avium nachgewiesen. Obwohl das gleiche Medium gutes Wachstum von Av.
gallinarum zeigte, wurde eine geringe Homogenitat der MHK-Werte von Av. gallinarum
in dem Medium festgestellt. Aus diesem Grund wurde die Eignung der
CAMHB+CS+NADH analysiert, die ebenfalls gutes Wachstum von Av. gallinarum
ermoglichte. In diesem Medium wurden nach einer Inkubation fur 20 bis 24 h bei 35 *
2 °C in aerober Atmosphare homogene MHK-Werte bestimmt. Unter Verwendung des
gleichen Mediums wurden auch fur die eng verwandte Spezies Av. paragallinarum
homogene MHK-Werte ermittelt, wobei dafur eine langere Inkubationszeit von 48 h
erforderlich ist. Fur die besonders anspruchsvollen Erreger M. bovis und M.
gallisepticum wurden nach einer Inkubation von 72 £ 2 h bei 37 °C in aerober
Atmosphare homogene MHK-Werte in der SP4-Bouillon erzielt. Insgesamt fuhrten
diese Testbedingungen bei allen funf Erregern zu hohen exakten und wesentlichen
MHK-Ubereinstimmungen, die die Anforderungen des CLSI erfiillen. Es zeigte sich,
dass sich herkdbmmliche Qualitatskontrollstamme (QC-Stamme) fur die
Qualitatskontrolle der AST von Av. gallinarum, Av. paragallinarum und B. avium
eignen. Ein Eignungstest dieser QC-Stamme fur die Qualitatskontrolle der fur M. bovis
und M. gallisepticum entwickelten AST-Methode ergab, dass viele MHK-Werte
aullerhalb der vom CLSI akzeptierten MHK-Bereiche lagen. Aus diesem Grund wurde
im nachsten Schritt die Eignung eines Typstammes fur die Qualitatskontrolle gemaf
der CLSI-Richtlinie M23 gepruft. Zwanzig Empfindlichkeitstests mit dem M. bovis-
Typstamm DSM 227817 ergaben homogene MHK-Werte, die die CLSI-Anforderungen

an einen neuen QC-Stamm erflllen.
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Ein Vergleich von MHK-Werten unter Verwendung von Medienkomponenten
verschiedener Hersteller zeigte eine allgemein gute Reproduzierbarkeit der MHK-
Werte fur alle in die Studie einbezogenen Erreger. Eine gute Eignung der fur B. avium
entwickelten Methode zeigte sich zudem durch die Ergebnisse einer
Laborvergleichsstudie, die in Zusammenarbeit mit dem BVL durchgefuhrt wurde. Bei
allen Erregern wurden Isolate identifiziert, die im Vergleich zu den anderen Isolaten
erhohte MHK-Werte fur verschiedene Wirkstoffklassen (z.B. Aminoglykoside,
Fluorchinolone, Makrolide, Tetrazykline) aufwiesen. Um die Ubereinstimmung
zwischen dem MHK-Wert und dem Resistenzgenotyp zu Uberprufen, wurden mit Av.
gallinarum-, Av. paragallinarum- und B. avium-Isolaten mit erhohten MHK-Werten
PCR-Analysen durchgefuhrt, um antimikrobielle Resistenzgene nachzuweisen, und es
wurde eine gute Ubereinstimmung festgestellt. Die Ergebnisse dieser PCR-Analysen
sowie die der WGS-Analysen von Av. paragallinarum zeigten zudem, dass einige
dieser Isolate mehrere Gene trugen, die eine Resistenz gegen verschiedene
Wirkstoffklassen vermitteln. In dieser Arbeit gelang auch erstmals der Nachweis der
folgenden Resistenzgene bei Av. gallinarum, Av. paragallinarum und/oder B. avium:
aadA11, aph(3")-Ib, blatem-1, catA2, dfrA14, dfrB1/2/3, floR, mcr-like, sul2, tet(B) und
tet(H). Da Resistenzen bei Mykoplasmen in der Regel auf chromosomale Mutationen
zurackzufuhren sind, wurden mit M. bovis und M. gallisepticum keine
Resistenzgenanalysen durchgefuhrt. Die bei M. bovis und M. gallisepticum
festgestellten bimodalen oder breiten MHK-Verteilungen fur Aminoglykoside,
Fluorchinolone oder Makrolide sind jedoch ein Hinweis auf das Vorliegen resistenter

Isolate.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in dieser Promotionsarbeit entwickelten
Bouillon-Mikrodiutionsmethoden fur eine standardisierte AST der funf tierpathogenen
Erreger Av. gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis und M. gallisepticum
geeignet sind. In future, these methods may help to select the most suitable antibiotic
in case treatment is necessary and to counteract antimicrobial resistance selection in

these pathogens.
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7. Summary

Franziska Gutgemann

Entwicklung von Methoden zur Empfindlichkeitstestung von Avibacterium
gallinarum und Avibacterium paragallinarum, Bordetella avium, Mycoplasma
(,,Mycoplasmposis*) bovis und Mycoplasma (,,Mycoplasmoides*) gallisepticum
im Mikrodilutionsverfahren

The spread of antibiotic-resistant pathogens in human and veterinary medicine is a
cause of worldwide concern. However, the use of standardized antimicrobial
susceptibility testing (AST) is an important tool for the targeted treatment of infections.
Although approved AST standard methods are already available for many bacterial
pathogens, they are lacking for some bacterial species, such as the animal pathogenic
bacterial species Av. gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis and M.
gallisepticum. The aim of this work was therefore to develop suitable methods for
standardized AST of these five species using the broth microdilution method. The
mehods should be suitable for routine use in veterinary diagnostic laboratories and
determine quantitative susceptibility data as minimal inhibitory concentration (MIC)

values.

At the beginning of the work, isolates of all five bacterial species were collected for the
investigations. With the exception of M. gallisepticum, macrorestriction analyses were
performed to identify five epidemiologically unrelated test isolates for the subsequent
working steps. In order to find a suitable medium for broth microdilution testing,
extensive growth experiments were performed with different media. All Av. gallinarum
and B. avium isolates tested showed good growth in cation-adjusted Mueller-Hinton
broth (CAMHB), which is the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
recommended medium for AST of fast-growing organisms. Av. paragallinarum showed
sufficient growth only in CAMHB plus 1% chicken serum + 0.0025% NADH
(CAMHB+CS+NADH), a medium proposed for standardized AST of the closely related
pathogen G. parasuis. Since mycoplasmas usually do not show visible growth in
inoculated and incubated culture media, complex media with a pH indicator were used
for M. bovis and M. gallisepticum growth experiments. Both mycoplasma species
showed sufficient growth exclusively in the SP4 broth, a medium accepted by the CLSI
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for AST of human pathogenic mycoplasmas. Repeated susceptibility testing was then
performed to determine the exact (requirement of five identical MIC values) and
essential (MIC mode accepting + 1 dilution level deviation) MIC agreements in order
to assess the reproducibility of MIC values. Depending on the species tested, a panel
of 16 or 24 antimicrobial agents was included. Using the unsupplemented CAMHB and
an incubation time of 20 h at 35 + 2 °C in aerobic atmosphere, good homogeneity of
B. avium MIC values was demonstrated. Although the same medium allowed good
growth of Av. gallinarum, insufficient homogeneity of MIC values was observed in this
medium. For this reason, the suitability of CAMHB+CS+NADH was analyzed, which
also allowed good growth of Av. gallinarum. Homogeneous MIC values were
determined in this medium after an incubation time of 20 to 24 h at 35 + 2 °C in an
aerobic atmosphere. Using the same medium, homogeneous MIC values were also
determined for the closely related species Av. paragallinarum, whereby a longer
incubation time of 48 h is required. For the highly fastidious species M. bovis and M.
gallisepticum, homogeneous MIC values were obtained in SP4 broth after incubation
for 72 £+ 2 h at 37 °C in an aerobic atmosphere. Overall, these test conditions led to
high exact and essential MIC agreements for all five species, which fulfilled the
requirements of the CLSI for a new AST method. It was shown that the usual quality
control strains (QC strains) are suitable for quality control purposes during AST of Av.
gallinarum, Av. paragallinarum and B. avium. However, testing these QC strains for
quality control purposes for the AST methods developed for M. bovis and M.
gallisepticum showed that many MIC values were outside the CLSI accepted MIC
ranges. Therefore, the next step was to test the suitability of a type strain for quality
control purposes, according to CLSI guideline M23. Twenty-fold repeated susceptibility
tests with the M. bovis type strain DSM 22781T resulted in homogeneous MIC values
that fulfill the CLSI requirements for a new QC strain.

A comparison of MIC values using media components from different manufacturers
showed a good reproducibility of MIC values for all pathogens included in the study.
The suitability of the method developed for B. avium was also demonstrated by the
results of a comparative interlaboratory trial carried out in collaboration with the Federal
Office of Consumer Protection and Food Safety (BVL).

For all pathogens, isolates were identified that showed increased MIC values for
different classes of antimicrobials (e.g. aminoglycosides, fluoroquinolones, macrolides,
tetracyclines) compared to other isolates of the collection. To evaluate the correlation
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between resistance phenotype and genotype, PCR analyses were carried out with Av.
gallinarum, Av. paragallinarum and B. avium isolates showing elevated MIC values to
antimicrobials. However, the results indicated a good agreement. The results of these
PCR analyses and of whole genome sequence analyses of Av. paragallinarum also
showed that some isolates carry multiple genes that confer resistance to different
classes of antibiotics. In this work, the following resistance genes were detected the
first time in Av. gallinarum, Av. paragallinarum and/or B. avium: aadA11, aph(3")-1b,
blatem1, catA2, dfrA14, dfrB1/2/3, floR, mcr-like, sul2, tet(B) and tet(H). Since
resistance in mycoplasmas is usually due to chromosomal mutations, no resistance
gene analyses were carried out with M. bovis and M. gallisepticum. However, the
bimodal or broad MIC distributions ovserved for aminoglycosides, fluoroquinolones or
macrolides in M. bovis and M. gallisepticum indicate the presence of resistant isolates.

In summary, the broth microdiction methods developed in this doctoral thesis are
suitable for standardized AST of the five animal pathogenic bacterial species Av.
gallinarum, Av. paragallinarum, B. avium, M. bovis and M. gallisepticum. In future,
these methods may help to select the most suitable antibiotic if treatment is necessary

in order to counteract antimicrobial resistance selection in these pathogens.
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