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Einleitung

1 Einleitung

Acinetobacter (A.) baumannii ist ein gramnegatives, kokkoides Stabchen aus der Familie der
Moraxellaceae. Es handelt sich um ein unbewegliches, nicht fermentierendes und wenig
anspruchsvolles Bakterium, das als bedeutender Erreger nosokomialer und ambulant
erworbener Infektionen gilt, darunter Harnwegs- und Atemwegsinfektionen,
Wundinfektionen, Bakteriamie, und Sepsis (Antunes et al., 2014; Batt und Tortorello, 2014;
Almasaudi, 2018). Acinetobacter baumannii verfiigt Gber verschiedene Mechanismen der
antimikrobiellen Resistenz (AMR), die haufig zu einem multiresistenten (MDR) Phanotyp
fihren. Dazu zahlen unter anderem antibiotikamodifizierende Enzyme, Effluxpumpen,
veranderte Membranpermeabilitat sowie Modifizierungen von Zielstrukturen von Antibiotika

(Wareth et al., 2019b).

Die Behandlung von Infektionen durch A. baumannii stellt aufgrund erworbener und
intrinsischer Resistenzen gegen zahlreiche Antibiotika eine Herausforderung dar. In der
Veterinarmedizin werden Therapieoptionen durch weit verbreitete Resistenzen gegen
Penicilline, Cephalosporine und Tetrazykline als auch durch die zunehmende Pravalenz an
MDR-Isolaten erheblich eingeschrankt (van der Kolk et al., 2019; Nocera et al., 2021). In der
Humanmedizin konnen leichte bis mittelschwere Infektionen mit einer Minocyclin-
Monotherapie behandelt werden (Lee et al., 2017), wahrend schwere Infektionen in der Regel
eine Kombinationstherapie erfordern, beispielsweise mit Carbapenemen (Imipenem/
Meropenem) oder Ampicillin/Sulbactam in Kombination mit Aminoglykosiden (Isler et al.,
2019). Colistin und Tigecyclin werden bei MDR-Infektionen eingesetzt, wenn alternative
Antibiotika nicht wirksam sind (Giguére et al., 2013; Wong et al., 2017a). Aufgrund der
zunehmenden Bedeutung von MDR-A. baumannii und seiner erfolgreichen Ausbreitung in
verschiedenen Umgebungen wird der Erreger der ESKAPE-Gruppe zugeordnet (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas
aeruginosa und Enterobacter species) (Rice, 2008). Mitglieder dieser Gruppe sind haufig mit
Therapieversagen aufgrund intrinsischer und erworbener Resistenzmechanismen assoziiert.
Zudem klassifizierte die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) A. baumannii im Jahr 2017 als
prioritaren Erreger fir die Forschung und Entwicklung neuer therapeutischer Strategien

(World Health Organization, 2017; Tacconelli et al., 2018).
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Ein wesentliches Merkmal von A. baumannii ist seine Fahigkeit zur Biofilmbildung, die
maRgeblich zur Persistenz in klinischen Umgebungen und zur Pathogenitat beitragt (Tomaras
et al., 2003; Pour et al., 2011; Longo et al., 2014). Biofilme ermoglichen die Besiedlung
biotischer und abiotischer Oberflachen, einschlieRlich medizinischer Gerdte wie Blasen-
katheter und Endotrachealtuben (Longo et al., 2014; Eze et al., 2018). Zudem bilden sie
geschitzte mikrobielle Gemeinschaften mit erhéhter Toleranz gegenliber Immunantworten
des Wirts und antimikrobieller Therapie, was insbesondere Harnwegs- und Atemwegs-
infektionen sowohl bei Menschen als auch bei Tieren begtlinstigen (Pour et al., 2011; Eze et

al.,, 2018).

Ein weiterer Einflussfaktor ist die Herkunft der Isolate. Klinische und umweltassoziierte
A. baumannii-lsolate kdnnen Unterschiede in der Biofilmbildung aufweisen. Diese Variabilitat
spiegelt sich haufig in der zugrunde liegenden molekularen Epidemiologie wider, da
bestimmte internationale Klone (IC) mit charakteristischen Virulenz- und Resistenzprofilen
assoziiert sind. Die Analyse dieser klonalen Linien ermdglicht Riickschliisse auf die Verbreitung
sowie potenzielle Unterschiede in der Biofilm-assoziierten Pathogenitat. Bis heute wurden
weltweit zwolf internationale Klone (IC1 bis IC12) identifiziert, die unterschiedlichen
Multilokus-Sequenztypen zugeordnet werden konnen (Karah et al., 2023; Shelenkov et al.,
2023; Xu et al., 2024; Karah et al., 2025). Die wichtigsten Gruppen sind IC1 und IC2, die den
Sequenztypen (ST) ST1 und ST2 entsprechen (Higgins et al., 2010). Diese sind haufig mit
nosokomialen Ausbriichen und MDR-Phanotypen sowohl in der Human- als auch in der
Veterinarmedizin assoziiert (Nocera et al., 2021). Vertreter des IC7 gewinnen zunehmend an

Bedeutung (Lupo et al., 2017).

Ziel dieser Arbeit war es, ein differenziertes Verstandnis der Faktoren zu gewinnen, die die
Biofilmbildung von A. baumannii beeinflussen, sowie deren Bedeutung fiir Pathogenitat und

klinische Persistenz einzuordnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Biofilmbildung von A. baumannii-lsolaten untersucht,
die zwischen 2008 und 2024 im Rahmen mikrobiologischer Routinediagnostik von Katzen,
Hunden und Pferden gewonnen wurden. Mittels Analysen von Ganzgenomsequenzen wurden
AMR-Gene, Virulenz-assoziierte Gene sowie die phylogenetischen Zusammenhange aller
Isolate bestimmt. Darliber hinaus wurde die Biofilmbildung unter Berlicksichtigung

ausgewahlter Einflussparameter untersucht. Im Fokus standen dabei der Zusammenhang



Literaturidbersicht

zwischen Biofilmbildung und AMR, die Bedeutung der Herkunft der Isolate sowie der Einfluss

molekular-epidemiologischer Merkmale.

Ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhange kann zur Entwicklung gezielterer
therapeutischer Strategien sowie zu einem verbesserten Infektionsmanagement in der

Human- und Veterinarmedizin beitragen.

2 Literaturtbersicht

2.1 Taxonomie

Die Gattung Acinetobacter gehort zur Familie der Moraxellaceae innerhalb der Ordnung der
Pseudomonadales und wurde erstmals 1954 von Brisou und Prévot beschrieben (Brisou J. und
Prevot A. R., 1954). Im ,,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” wurde die Gattung 1974
zunachst mit nur einer Art, A. calcoaceticus, gefihrt (Chan et al., 2012). Der Name
Acinetobacter leitet sich vom Griechischen (,,akinetos” = unbeweglich) ab und verweist auf ein
charakteristisches Merkmal dieser Bakterien: das Fehlen von Flagellen und die damit
verbundene fehlende aktive Beweglichkeit. Allerdings wurden bereits Ende der 1970er-Jahre
Hinweise auf eine sogenannte , Twitching”- beziehungsweise ,Gliding“-Motilitdt beschrieben,
die insbesondere auf halbfesten Medien beobachtet werden konnte (Towner et al., 1991).
Anfang der 2000er-Jahre konnte schlieBlich bei A. baumannii eine piliabhangige,
oberflachenassoziierte Form der Motilitdt nachgewiesen werden (Tomaras et al., 2003;
Blaschke et al., 2021). Vertreter der Gruppe Acinetobacter waren bereits zuvor beschrieben
worden, jedoch zunadchst anderen Gattungen zugeordnet, da ihre Eigenschaften keine
eindeutige taxonomische Einordnung erlaubten. Bereits 1911 isolierte der niederlandische
Mikrobiologe Martinus Beijerinck einen entsprechenden Stamm aus Bodenproben und
bezeichnete ihn als Micrococcus calcoaceticus (Beijerinck, 1911). Derzeit umfasst die Gattung
Acinetobacter 90 valide beschriebene Arten (https://Ipsn.dsmz.de/genus/acinetobacter;
Stand April 2026).

Die Spezies A. baumannii wurde erst deutlich spater taxonomisch klar abgegrenzt. In den
1970er- und 1980er-Jahren erkannte man, dass sich hinter zuvor zusammengefassten
Stammen mehrere unterschiedliche Arten verbergen. Der Artname , baumannii“ wurde zu
Ehren des Mikrobiologen Paul Baumann vergeben, der wesentliche Beitrage zur Erforschung

dieser Bakterien leistete (Baumann et al.,, 1968; Bouvet und Grimont, 1986). Einen
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entscheidenden Fortschritt stellte die EinfiUhrung molekularbiologischer Methoden in den
1980er- und 1990er-Jahren dar, insbesondere die Analyse der 16S-rRNA-Gen-Sequenzen
(Rainey et al., 1994; Anwer, 2024). Diese Verfahren ermdglichten erstmals eine zuverlassige
Differenzierung eng verwandter Arten. In diesem Zusammenhang wurde auch der sogenannte
Acinetobacter-calcoaceticus-baumannii-Komplex (ACB-Komplex) definiert, dem A. baumannii
angehort (Baumann et al., 1968; Bouvet und Grimont, 1986; Gerner-Smidt, 1992). Dieser
Komplex umfasst mehrere genetisch eng verwandte Arten, die sich mit klassischen
biochemischen Methoden kaum unterscheiden lassen. Seit den 1990er-Jahren rickte
A. baumannii zunehmend in den Fokus der medizinischen Forschung, nachdem seine
Bedeutung als nosokomialer Erreger erkannt worden war (Bergogne-Bérézin und Towner,
1996). Insbesondere seit den 2000er-Jahren ist bekannt, dass viele Stamme MDR gegenliber
Antibiotika sind, was die klinische Relevanz in der Human- und Veterinarmedizin weiter erhoht
(Vaneechoutte et al., 2000b; Dijkshoorn et al., 2007; Peleg et al., 2008; Higgins et al., 2010;
Endimiani et al., 2011).

2.2 Pathogenitat und Virulenzfaktoren

Acinetobacter baumannii hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem bedeutenden
opportunistischen Krankheitserreger entwickelt, der insbesondere mit nosokomialen, aber
auch mit ambulant erworbenen Infektionen assoziiert ist. Die Pathogenitat von A. baumannii
beruht auf einem komplexen Netzwerk verschiedener von zahlreichen Virulenz-assoziierten
Genen kodierten Faktoren. Diese ermoglichen sowohl die Kolonisation als auch die
Immunabwehr und Persistenz im Wirt (Lucidi et al., 2024; Ayswarya et al., 2026). Anders als
bei hochvirulenten klassischen Pathogenen resultiert die Virulenz von A. baumannii primar
aus den multifaktoriellen und additiven Effekten verschiedener genetischer Determinanten

(Harding et al., 2018).

Hierzu zahlen unter anderem Oberflachenstrukturen wie Kapsel-Polysaccharide und
Lipopolysaccharide (LPS), die zu den wichtigsten Virulenzfaktoren von A. baumannii gehoren.
Die Kapsel schiitzt das Bakterium vor der Immunabwehr des Wirts und kann dartber hinaus
die Wirksamkeit von Antibiotika beeintrachtigen. lhre Biosynthese wird durch den
hochvariablen K-Lokus bestimmt, ein konserviert angeordnetes Gencluster, das die Gene fiir
die Kapselbildung enthdlt (Koeleman et al., 2001; Kenyon und Hall, 2013). Die Expression

dieser Gene wird unter anderem durch das Zwei-Komponenten-Regulationssystem BfmRS

4
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kontrolliert (Russo et al., 2016; Kim et al., 2022). Zu den im K-Lokus lokalisierten Genen zahlen
beispielsweise ptk und epsA, die eine wichtige Rolle bei der Kapselbildung spielen und damit
Uberleben und Virulenz von A. baumannii beeinflussen kénnen (Russo et al., 2010; Lees-Miller
et al., 2013). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass bestimmte Antibiotika eine Uberproduktion
der Kapsel induzieren konnen, was mit einer erhdhten Resistenz gegenlber dem
Komplementsystem sowie einer gesteigerten Pathogenitat assoziiert sein kann (Geisinger und

Isberg, 2015).

Lipopolysaccharide stellen einen wesentlichen Bestandteil der &dulleren Membran
gramnegativer Bakterien dar und tragen maRgeblich zur Serumresistenz sowie zum Uberleben
von A. baumannii im Wirt bei (Luke et al., 2010; McConnell et al., 2013). Studien zeigten, dass
Veranderungen der LPS-Struktur erhebliche Auswirkungen auf die Interaktion von
A. baumannii mit antimikrobiellen Substanzen haben kbénnen. Insbesondere werden
Mutationen in Genen der LPS-Synthese mit Colistin-Resistenz in Verbindung gebracht, wobei
diese haufig mit einer verminderten Fitness, reduzierter Serumresistenz und eingeschrankter
Uberlebensfihigkeit im Wirt einhergehen (Moffatt et al., 2010; Beceiro et al., 2014; Chin et
al., 2015).

Darliber hinaus tragen Adhasine und dufere Membranproteine wesentlich zur initialen
Besiedlung des Wirts durch A. baumannii bei. Eine wichtige Rolle spielen dabei Pili als
Adhéasionsfaktoren. Die Chaperon-Usher (Csu)-Pili werden Uber das csu-Operon kodiert, dass
die Gene csuA/BABCDE umfasst. Sie vermitteln die Anheftung an abiotische Oberflachen und
sind entscheidend fir die friihe Phase der Biofilmbildung (Tomaras et al., 2003). Zu den
bedeutenden duBeren Membranproteinen zahlt OmpA (outer membrane protein A), das die
Permeabilitdt der duBeren Membran beeinflusst (Gaddy et al., 2009). Als ein Protein mit
porindhnlichen Eigenschaften erfiillt OmpA zahlreiche Funktionen im Infektionsgeschehen: Es
vermittelt die Adhasion an Wirtszellen, fordert die Invasion von Epithelzellen und kann
apoptotische Prozesse induzieren. Darliber hinaus tragt es zur Serumresistenz, Biofilmbildung
und Virulenz von A. baumannii bei und kann die Empfindlichkeit gegeniber antimikrobiellen

Wirkstoffen beeinflussen (Eze et al., 2018; Lucidi et al., 2024).

Weitere pathogenetisch relevante Faktoren sind Effluxpumpen. Diese Transportsysteme
Uibernehmen eine doppelte Funktion: Einerseits fordern sie durch den aktiven Transport

toxischer Substanzen aus der bakteriellen Zelle die intrinsische und erworbene



Literaturidbersicht

Antibiotikaresistenz, andererseits beeinflussen sie Virulenz-assoziierte Prozesse wie

Adhasion, Biofilmbildung, und die Persistenz im Wirt (Coyne et al., 2010; Yoon et al., 2015).

Fir das Uberleben von A. baumannii im Wirt spielt zudem die Eisenaufnahme eine
entscheidende Rolle. Da freies Eisen im menschlichen und tierischen Organismus nur in
begrenztem Umfang verfligbar ist, produziert der Erreger den Siderophor Acinetobactin, der
Eisen aus Wirtsproteinen sequestriert und in die bakterielle Zelle transportiert (Dorsey et al.,
2004). Das Acinetobactin-System gilt als wichtiger Virulenzfaktor, da es das Wachstum unter
eisenlimitierten Bedingungen ermoglicht und die Persistenz wahrend einer Infektion

unterstltzt (Song und Kim, 2020; Lucidi et al., 2024).

Dariber hinaus produziert A. baumannii verschiedene Enzyme, die zur Gewebeschadigung
und Ausbreitung der Infektion beitragen. Hierzu zahlen insbesondere Phospholipasen,
Proteasen und Lipasen (Ayswarya et al., 2026). Vor allem Phospholipasen fordern die
Schadigung eukaryotischer Zellmembranen und erleichtern das Eindringen in Wirtsgewebe
(Lucidi et al., 2024). Sekretierte proteolytische Enzyme tragen zusatzlich zum Abbau von

Gewebestrukturen bei und unterstitzen die Umgehung der Immunabwehr (Lee et al., 2017).

Ein weiterer wesentlicher Aspekt der Virulenz von A. baumannii ist seine ausgepragte
Stressresistenz und Uberlebensfihigkeit unter ungiinstigen Umweltbedingungen. Der Erreger
kann Uber lange Zeitrdume auf trockenen Oberflachen persistieren und toleriert sowohl
oxidativen Stress als auch Nahrstoffmangel. Darliber hinaus weisen einzelne Stamme eine
verminderte Empfindlichkeit gegentiber Desinfektionsmitteln auf (Bravo et al., 2019). Diese
Eigenschaften beglinstigen die Verbreitung des Erregers in Gesundheitseinrichtungen der
Human- und Veterindrmedizin und tragen maligeblich zur Entstehung nosokomialer

Infektionen bei (van der Kolk et al., 2019; Lucidi et al., 2024).

2.3 Bakterielle Biofilme

Biofilme stellen eine weit verbreitete Lebensform von Mikroorganismen dar und sind sowohl
in natdrlichen als auch in klinischen Umgebungen von zentraler Bedeutung. Dabei handelt es
sich um dreidimensional organisierte mikrobielle Gemeinschaften, die an biotischen oder
abiotischen Oberflaichen haften und in eine selbstproduzierte extrazelluldre Matrix
eingebettet sind (Roy et al.,, 2022). Im Gegensatz zur freilebenden planktonischen
Lebensweise liegen die Mikroorganismen innerhalb eines Biofilms in einer sessilen,

oberflachenassoziierten Gemeinschaft vor. Diese Organisationsform verleiht dem Biofilm
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strukturelle Stabilitat und schafft ein geschiitztes Mikromilieu fir die Mikroorganismen. Die
Biofilm-Lebensweise bietet entscheidende Uberlebensvorteile, darunter einen erhéhten
Schutz gegeniliber Umweltstressoren, antimikrobiellen Substanzen und der Immunabwehr des
Wirts (Gedefie et al.,, 2021; Mohamed et al., 2023). Insbesondere bei opportunistisch
pathogenen Bakterien gilt die Biofilmbildung als wichtiger Virulenzfaktor, da sie die Persistenz
von Infektionen fordern und zu Therapieversagen beitragen kann (Ayswarya et al., 2026). Vor
diesem Hintergrund kommt der Untersuchung der Biofilmbildung bei A. baumannii eine
besondere Bedeutung zu. Der Erreger ist nicht nur fiir seine ausgepragte Uberlebensfihigkeit
unter widrigen Umweltbedingungen bekannt, sondern besitzt auch die Fahigkeit, stabile

Biofilme auszubilden (Longo et al., 2014; Harding et al., 2018).
2.3.1 Biofilmbildung von Acinetobacter baumannii

Biofilme sind strukturierte, an Oberflachen assoziierte mikrobielle Gemeinschaften, die in eine
selbstproduzierte Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) eingebettet sind.
Diese Matrix besteht liberwiegend aus Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und extrazellularer
DNA (eDNA) und verleiht dem Biofilm mechanische Stabilitat sowie Schutz vor Umwelt-
stressoren, einschlielRlich Antibiotika und Immunabwehrmechanismen (Donlan, 2002; Longo
et al.,, 2014; Harding et al.,, 2018). Biofilme stellen die dominante Lebensform vieler
Mikroorganismen in natirlichen und klinischen Habitaten dar und spielen eine zentrale
Bedeutung bei chronischen und nosokomialen Infektionen (Harding et al.,, 2018).
Acinetobacter baumannii zeichnet sich durch seine ausgepragte Fahigkeit zur Biofilmbildung
auf biotischen und abiotischen Oberflachen aus, was maligeblich zu seiner Persistenz in der

Human- und Veterinarmedizin beitragt.

Die Entwicklung des Biofilms verlauft in mehreren funktionell differenzierten Stadien: initiale

Adhasion, irreversible Anheftung, Reifung und Dispersion (Clutterbuck et al., 2007).

Die initiale Adhasion stellt einen reversiblen Prozess dar, der durch physikochemische
Wechselwirkungen sowie spezifische bakterielle Strukturen vermittelt wird. Dabei spielen
insbesondere das Csu-Pili-System sowie &dullere Membranproteine wie OmpA eine
entscheidende Rolle bei der Anheftung an Oberflachen (Tomaras et al., 2003; Gaddy et al.,
2009). Im Anschluss erfolgt die irreversible Anheftung, die mit der Zellproliferation und
Mikrokoloniebildung einhergeht. In dieser Phase beginnt die Synthese der EPS-Matrix, welche

die stabile Verankerung ermaoglicht und die strukturelle Grundlage des Biofilms bildet (Longo
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et al.,, 2014). Wahrend der Reifung entwickelt sich ein komplex organisierter Biofilm mit
dreidimensionaler Architektur und wasserfiihrenden Kandlen, die den Transport von
Nahrstoffen und Metaboliten ermdglichen. Innerhalb des Biofilms entstehen Gradienten von
Sauerstoff und Nahrstoffen, die zu einer ausgepragten metabolischen Heterogenitat fihren
und die Toleranz gegeniiber antimikrobiellen Substanzen erhéhen (Longo et al., 2014; Harding

et al,, 2018).

Ein zentraler regulatorischer Mechanismus der Biofilmbildung bei A. baumannii ist das
Quorum Sensing (QS). Dieses System basiert auf der Produktion und Wahrnehmung kleiner
Signalmolekiile, sogenannter Autoinducer, deren Struktur zwischen den verschiedenen
Bakterienspezies variiert. Bei A. baumannii handelt es sich hierbei um N-Acyl-
Homoserinlactone (AHL). Das QS-System wird primar durch das Abal/AbaR-System vermittelt:
Die Synthase Abal produziert AHL-Molekiile, wahrend AbaR als Transkriptions-regulator
fungiert (Kim et al., 2022). Mit zunehmender Zelldichte akkumulieren AHLs in der Umgebung,
bis eine kritische Konzentration erreicht wird. Die Bindung der Signalmolekile an AbaR fiihrt
zur Regulation (Aktivierung oder Repression) zahlreicher Gene, die an der Biofilmbildung,
Motilitdt und Virulenz beteiligt sind (Niu et al., 2008; Lee et al., 2017). QS ermoglicht somit die
koordinierte Expression von Genen und ein kollektives Verhalten der bakteriellen Population

(Eze et al., 2018).

Die abschliefende Phase der Biofilmentwicklung ist die Dispersion, bei der Zellen aus dem
Biofilm freigesetzt werden, um neue Nischen zu kolonisieren. Dieser Prozess kann durch
Umweltveranderungen wie Nahrstofflimitierung oder Stress ausgelost werden und umfasst

enzymatische Mechanismen zum Abbau der EPS-Matrix (Longo et al., 2014).

Die Fahigkeit von A. baumannii, stabile Biofilme zu bilden, ist eng mit seiner klinischen
Relevanz verkniipft. Biofilme erhohen die Resistenz gegeniliber Antibiotika erheblich und
tragen zur Persistenz auf medizinischen Gerdten sowie zur Entstehung chronischer
Infektionen bei (Espinal et al., 2012; Harding et al., 2018). Die Kombination aus Biofilmbildung
und QS-gesteuerter Regulation stellt daher ein vielversprechendes Ziel fir die Entwicklung

neuer antimikrobieller Strategien dar.

2.3.2 Biofilm-assoziierte Gene

In A. baumannii wurden verschiedene Gene identifiziert, die zur Virulenz des Erregers

beitragen. Einige dieser Virulenz-assoziierte Gene sowie weitere Gene stehen im Zusammen-
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hang mit der Fahigkeit von A. baumannii, Biofilme zu bilden. Diese Gene werden als Biofilm-
assoziierte Gene (BAG) bezeichnet und tragen in einem komplexen Zusammenspiel aus
Oberflachenstrukturen, regulatorischen Systemen und Signalstoffen zur Stabilitdat und

Auspragung des Biofilms bei (Roy et al., 2022; Lysitsas et al., 2024).

Zu den zentralen Strukturen gehoren die Gene csuA/BABCDE, die das Csu-Pili-System
kodieren, welches fur die Ausbildung von Pili und somit fur die initiale Adhdsion an abiotische
Oberflachen entscheidend ist (Pakharukova et al., 2018; Smitran et al., 2023). Ebenfalls von
Bedeutung ist das duRere Membranprotein OmpA, das multifunktional an der Adhéasion und
Invasion von Wirtszellen sowie an der Stabilisierung der Biofilmstruktur beteiligt ist (Gaddy et
al., 2009; Eze et al., 2018). Ergdanzend dazu spielt das Biofilm-assoziierte Protein Bap eine
wichtige Rolle bei der Adhéasion an Oberflachen, der Reifung und der strukturellen Stabilitat
des Biofilms, indem es insbesondere zur Ausbildung einer schiitzenden Matrix beitragt
(Brossard und Campagnari, 2012; Kakavan et al., 2025). Dartiber hinaus wurden die bap-
dhnlichen Proteine (bap-like protein, blp) blp1 und blp2 beschrieben, die ebenfalls zur
Adhdsion an Oberflachen und Stabilisierung der Biofilmstruktur beitragen (Gregorio et al.,

2015; Roy et al., 2022).

Ein weiterer zentraler Mechanismus ist das QS-System AbalR, bestehend aus der AHL-
Synthase Abal sowie dem Transkriptionsregulator AbaR, welches eine dichteabhingige
Regulation der Biofilmbildung erméglicht (Kim et al., 2022; Roy et al., 2022). Uber dieses
System werden insbesondere spatere Stadien der Biofilmentwicklung koordiniert, wodurch

eine Anpassung an Umweltbedingungen und Wirtsinteraktionen ermdoglicht wird.

Darliber hinaus ist das Exopolysaccharid Poly-B-(1,6)-N-Acetylglucosamin (PNAG) ein
wesentlicher Bestandteil der Biofiimmatrix. Dieses wird durch das Gencluster pgaABCD
kodiert und tragt maligeblich zur Zell-Zell-Adhasion sowie zur strukturellen Integritat des
Biofilms bei (Choi et al., 2009). PNAG ist insbesondere unter stressreichen Bedingungen von

Bedeutung, da es die Stabilitat und Persistenz des Biofilms erhéht.

Schliefllich spielt das Zwei-Komponenten-System BfmRS, bestehend aus dem
Antwortregulator (response regulator) BfmR und der Sensorkinase BfmS, eine zentrale
regulatorische Rolle in der Kontrolle der Biofilmbildung (Kim et al., 2022). BfmRS steuert dabei
die Expression mehrerer BAGs, insbesondere des csu-Operons, und beeinflusst somit sowohl
die Adhasion als auch die Biofilmreifung von A. baumannii (Mea et al., 2021).
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Die wichtigsten BAGs und regulatorischen Systeme von A. baumannii sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht wichtiger Biofilm-assoziierter Gene (BAG) und zugeordneter Systeme

oder Strukturen sowie deren Funktion bei der Biofilmbildung von Acinetobacter baumannii.

BAGs Produkt Zugeordnetes Funktion
System/Struktur
abal  N-Acyl-L-Homoserinlacton-Synthetase Quorum-Sensing- Dichteabhangige Regulation
abaR HTH-DNA-Rezeptorprotein System AbalR der Biofilmbildung
bfmR  Antwort (response) regulator Zwei-Komponenten- Regulation von BAGs und
bfmS  Sensor-Histidinkinase System BfmRS Biofilmreifung
o Seillieese s PiekEin B BiofiIrT\-assoziiertes A.dhféision', Biofilmbildung und
Protein Bap Biofilmreifung

bip1 Bap-ahnliches Protein 1 Bap-ahnliche Adhasion, Biofilmbildung und
blp2 Bap-ahnliches Protein 2 Proteine Biofilmreifung
csuA/B Csu-Hauptpili-Untereinheit A/B Pili-Hauptstamm
csuA  Csu-Pilus-Untereinheit A Adapter
csuB  Csu-Pilus-Untereinheit B Chaperon-Usher- Adapter
csuC  Csu-Pilus-Chaperon-Protein Pili-System Export
csuD  Csu-Pilus-Usher-Protein Pilus-Assemblierung
csuE  Csu-Pilus-Tip-Adhdsin Oberflachenanhaftung

" . AulReres Membran- Adhasion, Wirtszellinvasion,
ompA - AuBeres Membranprotein OmpA protein OmpA Stabilisierung des Biofilms
pgaA  PNAG-Exportporin Export
pgaB  PNAG-N-Deacetylase PNAG- Katalyse der N-Deacetylierung
pgaC  PNAG-Synthase Biosynthesesystem Synthese von PNAG
pgaD PNAG-Biosyntheseprotein Aktivierung PNAG-Synthase

2.4 Antimikrobielle Resistenz von Acinetobacter baumannii

Neben seiner Virulenz und ausgepragten Umweltpersistenz zeichnet sich A. baumannii durch
ein breites Spektrum intrinsischer und erworbener Resistenzmechanismen aus, die die
Behandlung von Infektionen sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin erheblich
erschweren (van der Kolk et al., 2019; Nocera et al., 2021; Attili et al., 2024). Die klinische
Relevanz von A. baumannii beruht dabei insbesondere auf seiner bemerkenswerten Fahigkeit,
antimikrobielle Resistenzen zu akkumulieren. Weltweit werden zunehmend MDR- sowie XDR-
Stamme isoliert, wobei viele Isolate Resistenzen gegeniber Carbapenemen aufweisen
(Wareth et al., 2019b). Zusatzliche Resistenzen gegen Tigecyclin und/oder Colistin kénnen die
therapeutischen Optionen weiter einschranken (Moffatt et al., 2010; Beceiro et al., 2014;
Wong et al.,, 2017a). Vor diesem Hintergrund stufte die WHO Carbapenem-resistente
A. baumannii-lsolate im Jahr 2017 auf der globalen Prioritdtenliste antibiotikaresistenter

Bakterien fir die Forschung und Entwicklung neuer Antibiotika als Erreger mit kritischer
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Prioritat ein (World Health Organization, 2017). Insbesondere in der Humanmedizin fihren
Infektionen mit A. baumannii, vor allem bei intensivmedizinisch behandelten Patienten,
haufig zu verlangerten Krankenhausaufenthalten, Therapieversagen sowie erhohten
Morbiditats- und Mortalitatsraten (Dijkshoorn et al., 2007; Xiao et al., 2017; Weinberg et al.,
2020).

2.4.1 Beurteilung der antimikrobiellen Empfindlichkeit

Die Charakterisierung von Resistenzphanotypen und die Vergleichbarkeit epidemiologischer
Daten setzen eine standardisierte Bewertung der antimikrobiellen Empfindlichkeit voraus.
Diese Beurteilung erfolgt anhand standardisierter Verfahren zur Empfindlichkeitstestung
sowie definierter Grenzwerte zur Interpretation minimaler Hemmkonzentrationen (MHK)
beziehungsweise von Hemmhofdurchmessern. International werden hierfiir insbesondere die
Richtlinien des European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) sowie
des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) herangezogen (EUCAST, 2025; CLSI,
2026). Diese definieren methodische Standards und klinische Grenzwerte zur Bewertung
bakterieller Isolate hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenliber antimikrobiellen Substanzen.
Darliber hinaus veroffentlicht EUCAST epidemiologische Cut-off-Werte (ECOFFs), die eine

Unterscheidung zwischen Wildtyp- und Nicht-Wildtyp-Isolaten ermdglichen.

Zur Beschreibung multiresistenter gramnegativer (MRGN) Erreger wurde in Deutschland die
KRINKO (Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspravention)-Klassifikation der
3MRGN- und 4MRGN-Erreger etabliert (Bundesgesundheitsblatt, 2012). Diese basiert auf der
Resistenz gegentber vier fiir die Therapie besonders relevanten Antibiotikagruppen und dient
insbesondere der Ableitung therapeutischer und hygienischer MaBnahmen im klinischen
Umfeld. Fir wissenschaftliche Untersuchungen und internationale Vergleiche wird haufiger
die von Magiorakos et al. vorgeschlagene MDR/XDR/PDR-Klassifikation herangezogen
(Magiorakos et al., 2012). Demnach beschreibt multidrug resistent (MDR) eine erworbene
Nicht-Empfindlichkeit gegenliber mindestens einer antimikrobiellen Substanz in drei oder
mehr Antibiotikakategorien. Als extensively drug resistant (XDR) werden Isolate bezeichnet,
die gegeniber allen bis auf hochstens zwei Antibiotikakategorien nicht empfindlich sind.
Pandrug resistant (PDR) beschreibt schliellich eine Nicht-Empfindlichkeit gegeniiber allen

getesteten antimikrobiellen Substanzen. Diese Klassifikationen schaffen die Grundlage fir

11



Literaturidbersicht

eine standardisierte Erfassung und Vergleichbarkeit klinisch relevanter Resistenzprofile in

epidemiologischen und mikrobiologischen Untersuchungen.

Neben methodischen Standards und klinischen Grenzwerten veréffentlichen EUCAST und CLSI
Listen mit intrinsischen Resistenzen beziehungsweise erwarteten resistenten Phanotypen
verschiedener bakterieller Erreger. Diese missen bei der Interpretation mikrobiologischer
Ergebnisse bericksichtigt werden. Dabei ersetzte EUCAST im Jahr 2023 die Bezeichnung
JIntrinsic resistance” (intrinsische Resistenz) durch ,Expected resistant phenotypes”
(erwartete resistente Phanotypen). Nach CLSI werden fiir nicht fermentierende gramnegative
Bakterien unter anderem intrinsische Resistenzen gegenliber Penicillinen, Cephalosporinen
der ersten und zweiten Generation, Cephamycinen, Makroliden, Glykopeptiden und weiteren
Antibiotikaklassen angenommen. EUCAST fihrt vergleichbare erwartete resistente
Phanotypen fiir nicht fermentierende gramnegative Bakterien auf. In Tabelle 2 sind die von
EUCAST und CLSI fir A. baumannii definierten erwarteten Resistenz-Phanotypen

beziehungsweise intrinsischen Resistenzen aufgefiihrt (EUCAST, 2023; CLSI, 2026).

Tabelle 2: Ubersicht der von EUCAST definierten erwarteten resistenten Phianotypen und der
von CLSI aufgefiihrten intrinsischen Resistenzen von Acinetobacter baumannii, geordnet nach

Antibiotikaklassen (EUCAST, 2023; CLSI, 2026).

Antibiotikaklasse Wirkstoff EUCAST CLSI | Antibiotikaklasse ~ Wirkstoff EUCAST CLSI
Penicilline Ampicillin R R |Makrolide Erythromycin R R
Amoxicillin R R Azithromycin R R
Benzylpenicillin R R Clarithromycin R R
Penicillin + B-Lak- Amoxicillin- R R Lincosamide Clindamycin R R
tamase Inhibitor Clavulansaure Zyklische S 3 R
Cephalosporine Cephalothin R R |Lipopeptide
Cefazolin R R |Steroid-Antibiotika Fusidinsdure R R
Cefuroxim = R |Glykopeptide Vancomycin R R
Cefotaxim R — |Lipoglykopeptide Telavancin R -
Ceftriaxon R - . Quinupristin-
Cephamycine Cefoxitin - R Streptogramine Dalfopristin R R
Cefotetan - R |Oxazolidinone Linezolid R R
Carbapeneme Ertapenem R R |Sonstige Rifampicin R R
Monobactame  Aztreonam R R Chloramphenicol - R
Tetrazykline Tetrazyklin R - Fosfomycin R R
Doxyzyklin R - Trimethoprim R R

,R“ = Resistent, ,— = keine Angabe

2.4.2 Resistenzmechanismen

Grundsatzlich lassen sich die Resistenzmechanismen von Bakterien in intrinsische und

erworbene Mechanismen unterteilen. Intrinsische Resistenzen beschreiben natiirliche,
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artspezifische Eigenschaften eines Mikroorganismus, die unabhdngig von einem vorherigen
Antibiotikakontakt bestehen. Erworbene Resistenzen entstehen hingegen durch genetische
Veranderungen wie chromosomale Mutationen oder die Aufnahme mobiler genetischer
Elemente im Rahmen des horizontalen Gentransfers (Belay et al., 2024). Bei A. baumannii
tragen insbesondere die Aufnahme von Resistenzgenen (iber Plasmide, Transposons und
Integrons sowie die Uberexpression intrinsischer Resistenzmechanismen wesentlich zur

Ausbildung von MDR-Phdnotypen bei (Kyriakidis et al., 2021).
2.4.2.1 Intrinsische Resistenzen

Acinetobacter baumannii zeichnet sich durch ein ausgepragtes Repertoire intrinsischer
Antibiotikaresistenzen aus, das vor allem auf einer verminderten Permeabilitdt der duReren
Membran, der konstitutiven Expression von Effluxpumpen sowie veranderten spezifischen

Zielstrukturen von Antibiotika beruht (Almasaudi, 2018; Wareth et al., 2019b) (Tabelle 3).

Eine zentrale Rolle spielt dabei die verminderte Permeabilitdt der dufleren Membran,
wodurch antimikrobielle Substanzen nur eingeschrankt in die bakterielle Zelle gelangen
konnen. Ursache hierfir ist unter anderem die geringe Anzahl an Porinen in der dulReren
Membran im Vergleich zu anderen gramnegativen Bakterien (Vila et al., 2007). Darliber hinaus
tragen adullere Membranproteine mit porindhnlichen Eigenschaften, darunter OmpA, zur
geringen Permeabilitdt der duReren Membran bei und beeinflussen somit die Antibiotika-
empfindlichkeit von A. baumannii (Lee et al., 2017; Espinal et al., 2019; Mendes et al., 2023).
Eine Deletion des ompA-Gens geht mit einer erhohten Empfindlichkeit gegenliber ver-
schiedenen Wirkstoffen wie Chloramphenicol, Aztreonam oder Nalidixinsdure einher (Smani
et al., 2014; Lee et al., 2017). Dariber hinaus sind eine verminderte Expression der dueren
Membranproteine CarO und Omp37 mit einer Resistenz gegenliber Carbapenemen assoziiert

(Lee et al., 2017; Kyriakidis et al., 2021; Sariyer, 2022).

Einen weiteren wesentlichen Beitrag zur intrinsischen Resistenz leisten Multidrug-Efflux-
pumpen, welche antimikrobielle Substanzen aktiv aus der Zelle transportieren. Besonders
relevant sind hierbei die Efflux-Systeme der Resistance-Nodulation-Division (RND)-Super-
familie, darunter AdeABC, AdeFGH und AdellK, welche Resistenzen gegeniiber unter-
schiedlichen Antibiotikaklassen wie Aminoglykosiden, Tetrazyklinen und Chloramphenicol
vermitteln (Yoon et al., 2015; Abdi et al., 2020). Auch die Transporter AbeS, eine Effluxpumpe

der Small-Multidrug-Resistance (SMR)-Familie, und AbeM, eine Effluxpumpe der Multidrug-
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And-Toxic-Compound-Extrusion (MATE)-Familie, tragen zur Ausbildung multipler Resistenz-

phanotypen bei (Srinivasan et al., 2009).

Darliber hinaus besitzt A. baumannii intrinsische B-Laktamasen, welche die Wirksamkeit
zahlreicher B-Laktam-Antibiotika einschranken. Hierzu zéhlen insbesondere die chromosomal
kodierte Cephalosporinase AmpC sowie die OXA-51-like-Oxacillinase (Lee et al., 2017). Beide
Enzyme werden in der Regel nur gering exprimiert. Durch die Integration von Insertions-
sequenzen wie ISAbal in die Promotorregion der entsprechenden Gene kann es jedoch zu
einer verstarkten Expression und damit zu klinisch relevanten Resistenzphanotypen kommen.
Wihrend die Uberexpression von AmpC insbesondere die Empfindlichkeit gegeniiber
Cephalosporinen vermindert, wird die Uberexpression von OXA-51-like-Enzymen mit einer
reduzierten Empfindlichkeit gegenliber Carbapenemen assoziiert (Turton et al., 2006; Eze et

al., 2018).

Tabelle 3: Ubersicht intrinsischer Resistenzmechanismen von Acinetobacter baumannii unter
Angabe der beteiligten Gene sowie die zugrunde liegenden Mechanismen und betroffenen

Antibiotika/-klassen.

Resistenz- Gene Mechanismus und Referenzen
mechanismus betroffene Antibiotika/-klassen
Verminderte Aufnahme antimikrobieller Sub-
stanzen; ompA assoziiert mit verminderter
Empfindlichkeit gegenliber Chloramphenicol, Lee et al. 2017,
Aztreonam und Nalidixinsaure, carO und Sariyer et al. 2022
omp37 insbesondere mit verminderter
Carbapenem-Empfindlichkeit
adeABC,  Aktiver Export verschiedener Antibiotika-
adellK, klassen, darunter Aminoglykoside, Tetrazykline,
adeFGH  Fluorochinolone und Chloramphenicol

Aktiver Export verschiedener antimikrobieller

Verminderte OMpA,
Membran- carO,
permeabilitat omp37

Abdi et al. 2020,
Eze et al. 2018

Effluxpumpen
der RND-Familie

Effluxpumpe der abeS Substanzen, darunter Erythromycin, Srinivasan et al.
SMR-Familie Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Tetrazyklin und 2009

Trimethoprim
Effluxpumpe der abeM Aktiver Export von Fluorchinolonen, Kyriakidis et al. 2021

MATE-Familie insbesondere Ciprofloxacin und Norfloxacin
Hydrolyse von B-Laktam-Antibiotika;
Uberexpression von blaamec mit verminderter

Intrinsische blaampc, Cephalosporin-Empfindlichkeit, Lee et al. 2017,

B-Laktamase blaoxasiike Uberexpression von blaoxasi-ike (hdufig durch Eze et al. 2018
ISAbal vermittelt) mit verminderter
Carbapenem-Empfindlichkeit assoziiert
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2.4.2.2 Erworbene Resistenzen

Neben intrinsischen Resistenzmechanismen verfligt A. baumannii Gber zahlreiche erworbene
Resistenzen, die durch chromosomale Mutationen oder die Aufnahme mobiler genetischer
Elemente im Rahmen des horizontalen Gentransfers vermittelt werden (Belay et al., 2024).
Besonders relevant sind Resistenzen gegeniber B-Laktam-Antibiotika, Aminoglykosiden,
Fluorchinolonen, Colistin, Sulfonamiden sowie Tetrazyklinen. Viele dieser Mechanismen
beruhen auf der Bildung antibiotikainaktivierender Enzyme, Verdanderungen bakterieller
Zielstrukturen oder der Uberexpression von Effluxpumpen (Vila et al., 2007; Peleg et al., 2008;
Abdi et al., 2020; Mendes et al., 2023) (Tabelle 4).

Von besonderer klinischer Bedeutung ist die Resistenz gegeniiber Carbapenemen, da diese
lange als wichtigste Therapieoption gegen Infektionen mit MDR-A. baumannii galten
(Dijkshoorn et al., 2007). Die Carbapenem-Resistenz wird Uberwiegend durch Carba-
penemasen vermittelt. Hierzu zdhlen insbesondere Oxacillinasen (OXA) der Ambler-Klasse D
wie OXA-23-like, OXA-24/40-like und OXA-58-like, deren Expression haufig durch Insertions-
sequenzen wie ISAbal verstarkt wird (Ranjbar und Farahani, 2019; Kyriakidis et al., 2021).
Darliber hinaus wurden Metallo-B-Laktamasen der Ambler-Klasse B beschrieben, darunter
IMP, VIM, NDM und SIM (Stoian et al., 2025). Erweiterte Spektrum-B-Laktamasen (ESBL) wie
PER-1, TEM-92 oder bestimmte CTX-M-Varianten tragen zusatzlich zur Resistenz gegenliber
Cephalosporinen bei (Eze et al., 2018; Mendes et al., 2023).

Resistenzen gegeniliber Aminoglykosiden beruhen lberwiegend auf Aminoglykosid-modifi-
zierenden Enzymen, die durch Gene der aac-, aph- oder aad-Familien kodiert werden
(Ramirez und Tolmasky, 2010; Tahbaz et al., 2019). Zusatzlich konnen 16S-rRNA-Methylasen
wie ArmA hochgradige Resistenzen gegenlber nahezu allen klinisch relevanten

Aminoglykosiden vermitteln (Lee et al., 2017).

Fluorchinolon-Resistenzen entstehen vor allem durch Mutationen in den Genen gyrA, gyrB,
parC und parkE, die fiir die Untereinheiten der DNA-Gyrase beziehungsweise Topoisomerase
IV kodieren. Die hierdurch verursachten Strukturveranderungen der Zielenzyme vermindern
die Bindung von Fluorchinolonen und fiihren zu einer reduzierten Empfindlichkeit gegeniiber
dieser Wirkstoffklasse. Fiir die Fluorchinolonresistenz relevante Mutationen werden jedoch

Uberwiegend in gyrA und parC nachgewiesen (Lee et al., 2005; Ardebili et al., 2015).
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Auch Colistin-Resistenzen wurden bei A. baumannii beschrieben. Diese beruhen iberwiegend
auf Mutationen in den Genen IpxA, IpxC, IpxD, pmrA und pmrB, die an der Biosynthese
beziehungsweise Modifikation von Lipid A beteiligt sind. Plasmidkodierte mcr-Gene wurden
dagegen nur vereinzelt nachgewiesen und scheinen bei A. baumannii bislang eine

untergeordnete Rolle zu spielen (Hameed et al., 2019; Novovi¢ und Jovci¢, 2023).

Tetrazyklin-Resistenzen entstehen insbesondere durch Efflux-Pumpen der Major-Facilitator
(MF)-Superfamilie, die durch die Gene tetA und tetB kodiert werden, oder durch ribosomale
Schutzproteine wie TetM (Ribera et al., 2003; Huys et al., 2005; Almasaudi, 2018; Abdi et al.,
2020). Wahrend TetA und TetB die intrazellulare Konzentration von Tetrazyklinen und
Minocyclin durch aktiven Export der Wirkstoffe reduzieren, vermittelt TetM Resistenz durch
Bindung an das Ribosom und schiitzt dieses vor der inhibitorischen Wirkung von Tetrazyklinen.
Dariber hinaus kann die Flavin-abhdangige Monooxygenase TetX Tetrazykline enzymatisch
inaktivieren und wurde insbesondere bei Tigecyclin-resistenten Isolaten nachgewiesen (Yang

et al., 2004).

Resistenzen gegeniiber Sulfonamiden und Trimethoprim beruhen haufig auf den plasmid-
kodierten Genen sull und sul2, die alternative Enzyme der Folsduresynthese kodieren und

dadurch die Wirkung dieser Substanzen umgehen (Byrne-Bailey et al., 2009).

Tabelle 4: Uberblick tiber erworbene Resistenzmechanismen, betroffenen Antibiotikaklasse

und assoziierten Resistenzgenen bei Acinetobacter baumannii.

Antibiotikaklasse Resistenzmechanismus

Wichtige Gene

Referenzen

B-Laktame/
Carbapeneme

B-Laktame

Cephalosporine

Aminoglykoside
Aminoglykoside

Fluorchinolone

Colistin

Sulfonamide/
Trimethoprim
Tetrazykline
Tetrazykline
Tetrazykline/
Tigecyclin

Carbapenemasen
(Oxacillinasen)

Metallo-B-Laktamasen
ESBL

Aminoglykosid-
modifizierende Enzyme
16S-rRNA-Methylierung

Zielstrukturmutation

Lipid-A-Modifikation

Alternative Enzyme der
Folsduresynthese
Effluxpumpen

blaoxa-23-ike, b/GOXA-24/40-|ike,
blaoxa-ss-iike, blaoxa-143-ike,
blaoxa-235-iike

blawme, blaviv, blanowm, blasim

blaper-1, blatem-essi,
blasyv.essl, blacrx-wm,

aacCl1, aphA6, aadB
armA
gyrA, gyrB, parC, parE

IpxA, IpxC, IpxD, pmrA,
pmrB, mcr-1 bis mcr-10

sull, sul2, dfrA
tetA, tetB

Ribosomale Schutzproteine tetM

Enzymatische Inaktivierung tetX

Ranjbar et al. 2019,
Kyriakidis et al. 2021

Stoian et al. 2025

Eze et al. 2018, Mendes
et al. 2023

Ramirez et al. 2010,
Tahbaz et al. 2019

Lee et al. 2017

Lee et al. 2005,

Ardebili et al. 2015
Hameed et al. 2019,
Novovi¢ et al. 2023

Byrne-Bailey et al. 2009

Almasaudi et al. 2018
Ribera et al. 2003

Yang et al. 2004
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2.5 Molekulare Epidemiologie von Acinetobacter baumannii

Die molekulare Epidemiologie von A. baumannii ist durch das weltweite Auftreten hochgradig
resistenter Klone gepragt, die insbesondere nosokomiale Infektionen verursachen. Zur
Analyse genetischer Verwandtschaftsverhiltnisse und méglicher Ubertragungswege werden
verschiedene molekulare Typisierungsverfahren eingesetzt, die sich hinsichtlich ihrer
Auflosung unterscheiden. Im Folgenden werden die Multilokus-Sequenztypisierung, die

core genome MLST sowie der Nachweis von internationalen Klonen erlautert.

2.5.1 Multilokus-Sequenztypisierung

Die 1998 entwickelte Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) verbesserte die Reproduzier-
barkeit molekularer Typisierungsverfahren erheblich und erméglichte erstmals standardi-
sierte Vergleiche zwischen Laboren (Maiden et al., 1998). Das Verfahren beruht auf der
Amplifikation und Sequenzierung von Fragmenten mehrerer, in der Regel sieben, hoch
konservierter Haushaltsgene (housekeeping genes). Sequenzvariationen in diesen Genen
werden als unterschiedliche Allele definiert und zu einem stammspezifischen Allel-Profil
kombiniert. Durch den Abgleich mit internationalen Datenbanken (z.B. PubMLST;
https://pubmlst.org) kann dieses Profil einem bestimmten Sequenztyp (ST) zugeordnet

werden.

Fir A. baumannii werden weltweit zwei etablierte Schemata verwendet. Neben dem von
Bartual et al. im Jahr 2005 entwickelten ,Oxford (Ox)“-Schema, etablierten Diancourt et al. im
Jahr 2010 das ,Pasteur (Past)“-Schema (Bartual et al., 2005; Diancourt et al., 2010). Im
Pasteur-Schema werden die Haushaltsgene cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB und rpoB
analysiert, wahrend im Oxford-Schema die Gene gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi und rpoD
verwendet werden. Anhand des resultierenden Allelprofils wird anschlieBend ein ST (STPast

beziehungsweise ST®) bestimmt.

Das Oxford-Schema weist im Vergleich zum Pasteur-Schema eine héhere Diskriminierungs-
fahigkeit auf, sodass mehrere ST%* einem einzelnen STP*! zugeordnet werden kénnen.
Gleichzeitig ermoglicht das Pasteur-Schema eine zuverldssige Zuordnung zu internationalen
Klonen (Tomaschek et al., 2016). Derzeit sind fiur das Oxford-Schema 3.746 und fiir das
Pasteur-Schema 3.386 STs beschrieben (Stand April 2026). Die MLST stellt eine gut
reproduzierbare Methode zur Untersuchung phylogenetischer Zusammenhange dar und

eignet sich ebenso wie darauf basierende Schemata fiir globale populationsgenetische
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Analysen von A. baumannii. Aufgrund der begrenzten Anzahl analysierter Genloci ist ihre
Aussagekraft fur die hochauflésende Untersuchung von Ausbruchsgeschehen und epidemio-
logischen Zusammenhdngen jedoch eingeschrankt. Eine verbesserte Diskriminierungs-
fahigkeit bietet die core genome MLST, die auf einer deutlich erweiterten Zahl konservierter
Genloci basiert und sich daher besser fiir die detaillierte Analyse von Transmissionen und

lokalen Ausbriichen eignet.

2.5.2 Core genome MLST

Die core genome MLST (cgMLST) stellt eine Weiterentwicklung der klassischen MLST dar und
basiert auf der Analyse zahlreicher definierter Genloci des bakteriellen Kerngenoms.
Grundlage ist in der Regel eine Ganzgenomsequenzierung (WGS) der untersuchten Isolate.
Das Kerngenom kann entweder durch den Vergleich einer groBen Anzahl von Genomen
definiert werden, wobei Gene berlcksichtigt werden, die in mehr als 95 % der untersuchten
Isolate vorhanden sind und eine ausreichende Sequenzhomologie (> 95 %) aufweisen (Kaas et
al., 2012), oder anhand eines strikt definierten Sets an Referenz-Genen, das die genetische

Diversitat der Spezies moglichst vollstandig abbildet (Mellmann et al., 2011).

Higgins et al. entwickelten fir A. baumannii ein cgMLST-Schema auf Basis der Genome von
53 humanen Isolaten aus nosokomialen Ausbriichen. Dabei definierten sie ein Kerngenom aus
2.390 Genen, das in weiteren Analysen in 98,4 % von 1.339 offentlich zugdnglichen

A. baumannii-Genomen nachgewiesen werden konnte (Higgins et al., 2017).

Durch die im Vergleich zur MLST deutlich hohere Anzahl analysierter Genloci ermdoglicht
cgMLST eine wesentlich héhere Auflésung und damit eine prazisere Untersuchung von
Ubertragungsketten und Ausbruchsgeschehen (Venditti et al., 2019). Dariiber hinaus bietet
cgMLST durch standardisierte Datenbanken und benutzerfreundliche Softwarelésungen eine
hohe Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit zwischen Laboren und hat sich daher als

leistungsfahige Methode in der molekularen Epidemiologie etabliert.

2.5.3 Nachweis internationaler Klone

Neben der hochauflésenden Untersuchung lokaler Ubertragungsgeschehen spielt in der
molekularen Epidemiologie von A. baumannii insbesondere die ldentifikation international
verbreiteter klonaler Linien eine zentrale Rolle (Dijkshoorn et al., 1996). Bestimmte Klone

zeichnen sich durch eine aulRergewdhnliche Fahigkeit zur Persistenz im Krankenhausmilieu,
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zur Akkumulation von Resistenzdeterminanten sowie zur erfolgreichen globalen Verbreitung
aus. Diese als internationale Klone (IC) bezeichneten Linien verursachen einen Grof3teil der
weltweit beschriebenen nosokomialen Infektionen und sind eng mit dem Auftreten
multiresistenter und extensiv resistenter A. baumannii-lsolate assoziiert (Zarrilli et al., 2013;

Hamidian und Nigro, 2019).

Die heute als IC bezeichneten klonalen Linien von A. baumannii wurden erstmals 1996
beschrieben (Dijkshoorn et al. 1996). Mithilfe der Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP)-Analyse wurden zwei genetisch verwandte Gruppen nosokomialer Isolate identifiziert
und zundachst als europaische Klone (EU) EU1 und EU2 bezeichnet. Im Jahr 2004 wurde dieses
Schema um den EU3 ergdnzt (van Dessel et al., 2004). Nachdem weitere Studien zeigten, dass
sich diese Klone bereits weltweit verbreitet hatten, wurden EU1, EU2 und EU3 in die
internationalen Klone IC1, IC2 und IC3 umbenannt (Diancourt et al., 2010; Higgins et al., 2010;
Zarrilli et al., 2013). In den folgenden Jahren wurden weitere ICs beschrieben, so dass derzeit
zwolf ICs (IC1-1C12) bekannt sind (Tomaschek et al., 2016; Miller et al., 2023; Xu et al., 2024;
Karah et al., 2025).

Im Laufe der Zeit erfolgte die Identifikation und Einteilung der ICs mithilfe unterschiedlicher
molekularbiologischer Verfahren. Wahrend zunachst AFLP-Analysen und spater auf
repetitiven extragenischen palindromischen Sequenzen basierende PCR-Verfahren (rep-PCR)
zur Charakterisierung klonaler Linien dienten, erfolgt die Zuordnung der ICs heute
Uberwiegend anhand des Pasteur-MLST-Schemas, erganzt durch WGS-basierte Verfahren wie

cgMLST (Versalovic et al., 1991; Higgins et al., 2012; Hansen et al., 2023).

Auf Basis des Pasteur-Schemas lassen sich Isolate anhand ihres STP®t bestimmten klonalen
Komplexen (CC) zuordnen, die mit spezifischen ICs korrespondieren (Tabelle 5). Ein CC
umfasst eine Gruppe eng verwandter STs, die auf einem gemeinsamen Griinder-STPast
(founder ST) zurtickgefuihrt werden kénnen. So stellt beispielsweise ST3 den Griinder-STPast
des CC3 dar, welcher wiederum dem IC3 zugeordnet wird. Weitere ST?t von CC3 sind ST14,

ST124, ST229, ST500 und ST1822 (Diancourt et al., 2010; Shelenkov et al., 2023).

Eine haufig eingesetzte Methode zur schnellen Identifikation von ICs ist die von Turton et al.
entwickelte Multiplex-PCR, bei der die Gene ompA, csuE und blaoxa-s1-ike partiell amplifiziert
werden (Turton et al.,, 2007). Dieses Verfahren, auch als 3-Locus-Sequenztypisierung
bezeichnet, ermoglicht eine schnelle Zuordnung von Isolaten zu den klonalen Linien IC1 bis
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IC3. Die Aussagekraft dieser Methode ist jedoch begrenzt, da ausschlieflich IC1 bis IC3 erfasst
werden und horizontale Genlbertragungen — insbesondere des csuE-Gens — zu Fehlklassi-
fikationen fuhren kénnen (Pournaras et al., 2014). So wurde beispielsweise in einzelnen
Isolaten der klonalen Linie IC1 das fiir IC2 charakteristische csuE-Gen nachgewiesen. Daher

sollten die Ergebnisse zusatzlich durch genombasierte Analysen abgesichert werden.

Tabelle 5: Ubersicht (iber die Zuordnung der Sequenztypen nach Pasteur (STP*t), unter Angabe
der Kern-STP*t zu den entsprechenden klonalen Komplexen (CC) sowie internationalen

Klonen (IC) von Acinetobacter baumannii.

IC cc g;:::tder- Weitere STt Referenzen

Diancourt et al. 2010;

ST7,ST8, ST15, ST19, ST20, ST81, ST94, ST315, Endimiani et al. 2011;
ST460, ST623, ST717, ST986, ST1090, ST1106 Zarrilli et al. 2013;

Shelenkov et al. 2023

ST12, ST45, ST47, ST187, ST195, ST414, ST492, Diancourt et al. 2010;

IC2 CC2 ST2 ST570, ST571, ST577, ST600, ST604, ST664, Endimiani et al. 2011;

ST745, ST823, ST1537, ST1550, ST1555, ST1579 Shelenkov et al. 2023

Diancourt et al. 2010;

IC1 cCC1 Ssm

IC3 CC3 ST3 ST14, ST124, ST229, ST500, ST1822 Endimiani et al. 2011;
Shelenkov et al. 2023
IC4 CC15 ST15 ST238 Shelenkov et al. 2023

IC5 CC79 ST79 ST156, ST175, ST422, ST730, ST1163, ST1196 Shelenkov et al. 2023
Hansen et al. 2023;
Karah et al. 2025
Lupo et al. 2017;
Shelenkov et al. 2023
IC8 CC10 ST10 ST23,ST82, ST575,ST613, ST1512 Shelenkov et al. 2023
Miiller et al. 2023;
Shelenkov et al. 2023

IC6 CC78 ST78 derzeit keine weiteren STP*'beschrieben

IC7 CC25 ST25 ST113, ST619, ST945, ST1487

1C9 CC464 ST85 ST6, ST464

ST132, ST151, ST193, ST213, ST235, ST424,

IC10 ces3 5733 ST448, ST456, ST4A59, ST911, ST2034

Shelenkov et al. 2023

Hansen et al. 2023;
Xu et al. 2024

IC12 CC158 ST158 derzeit keine weiteren STP*'beschrieben Karah et al. 2025

IC11 CC164 ST164 derzeit keine weiteren STP*'beschrieben

2.6 Klinische Bedeutung von Acinetobacter baumannii

Die taxonomische Einordnung von A. baumannii als eigenstiandige Spezies erfolgte erst 1986
durch Bouvet und Grimont (Bouvet und Grimont, 1986). Zuvor war eine zuverldssige
Differenzierung der Spezies innerhalb des ACB-Komplexes haufig nicht moglich, weshalb
altere Publikationen hinsichtlich der Spezieszuordnung kritisch interpretiert werden miissen

(Peleg et al., 2008). Acinetobacter baumannii gilt als der klinisch bedeutendste Vertreter des
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ACB-Komplexes und ist weltweit mit einer Vielzahl nosokomialer Infektionen assoziiert
(Dijkshoorn et al., 2007; Peleg et al., 2008). Zudem werden zunehmend auch ambulant
erworbene Infektionen, insbesondere bei immungeschwachten oder anderweitig pradis-

ponierten Patienten, beschrieben (Antunes et al., 2014; Almasaudi, 2018; Mea et al., 2021).

Im Gegensatz zu anderen Acinetobacter spp., die haufig aus Umweltreservoiren isoliert
werden, wird A. baumannii Gberwiegend mit klinischen Umgebungen, insbesondere Intensiv-
stationen, assoziiert (Antunes et al., 2014; Eze et al., 2018). Obwohl Daten zu A. baumannii
bei Tieren bislang begrenzt sind, wurden in den vergangenen Jahren vermehrt veterinar-
medizinische Félle berichtet (Zordan et al., 2011; van der Kolk et al., 2019; Nocera et al., 2021;
Jacobmeyer et al., 2022). Zudem wurden Isolate aus Insekten, Pflanzenmaterial, Aquakultur
und Lebensmitteln beschrieben. Ob es sich hierbei um tatsachliche Umweltreservoire oder
lediglich um sekundare Kontaminationen handelt, ist bislang ungeklart (Doughari et al., 2011;

Eveillard et al., 2013; Faulde und Spiesberger, 2013; Carvalheira et al., 2017).

Ende der 1980er- bis Anfang der 2000er-Jahre nahm die klinische Bedeutung von
A. baumannii deutlich zu. Dies ging mit der weltweiten Verbreitung der internationalen Klone
IC1 und IC2 einher, die haufig multiresistente Isolate umfassen und maligeblich an
nosokomialen Ausbriichen beteiligt waren (Diancourt et al., 2010; Fursova et al., 2023; Miiller

et al.,, 2023).
2.6.1 Acinetobacter baumannii beim Menschen

Beim Menschen verursacht A. baumannii vor allem Ventilator-assoziierte Pneumonien,
Blutstrominfektionen, Wund- und Weichteilinfektionen, Harnwegsinfektionen sowie
sekundare Infektionen bei kritisch kranken Patienten. Besonders haufig treten Infektionen auf
Intensiv- und Verbrennungsstationen sowie in anderen Bereichen mit hohem Antibiotikadruck

auf (Peleg et al., 2008; Antunes et al., 2014; Harding et al., 2018).

Bereits in den 1960er- und 1970er-Jahren wurden erste nosokomiale Infektionen durch
Acinetobacter spp. bei Patienten beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt galt der Erreger jedoch
Uberwiegend als opportunistischer Keim mit vergleichsweise geringer klinischer Relevanz
(Peleg et al., 2008). Erst in den 1980er-Jahren hauften sich Berichte (iber groéBere
Krankenhausausbriiche. Einer der ersten umfangreich dokumentierten Ausbriiche ereignete

sich 1984-1985 in GroRbritannien, wo insgesamt 36 Patienten betroffen waren (Allen und
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Green, 1987). Dabei zeigte sich erstmals deutlich die Bedeutung von MDR-Stdmmen sowie die

mogliche aerogene und kontaktassoziierte Ubertragung innerhalb klinischer Einrichtungen.

In den 1990er-Jahren etablierte sich A. baumannii zunehmend als bedeutender Erreger auf
Intensivstationen. Mehrere Ausbriiche konnten auf kontaminierte Oberflachen, medizinische
Gerate und die Hande des Krankenhauspersonals zurtickgefiihrt werden. Ein Ausbruch auf
einer Intensivstation in Nottingham zwischen 1992 und 1993 verdeutlichte zusatzlich die hohe
Persistenz des Erregers in der Krankenhausumgebung sowie die damit verbundenen
hygienischen Herausforderungen (Cefai et al., 1990). Mit Beginn der 2000er-Jahre nahm die
weltweite Verbreitung Carbapenem-resistenter (CR) A. baumannii-Stamme deutlich zu.
Besonders problematisch war die Ausbreitung internationaler Hochrisikoklone (Dijkshoorn et
al., 2007). Ein nationaler Ausbruch in Frankreich zwischen 2003 und 2004 umfasste rund 290
Falle in insgesamt 53 Krankenhdusern (Fournier und Richet, 2006). Parallel dazu wurden
vermehrt Ausbriiche im Zusammenhang mit internationalen Patiententransfers beschrieben,
beispielsweise in Belgien nach der Verlegung von Patienten aus Griechenland (Naas et al.,

2005).

Auch in Deutschland kam es wiederholt zu klinisch relevanten Ausbriichen. Ein besonders
schwerwiegender Fall wurde zwischen 2008 und 2009 auf der Verbrennungsintensivstation
der Medizinischen Hochschule Hannover dokumentiert, bei dem 23 Falle registriert wurden.
Durch konsequent verschirfte HygienemaRnahmen konnte die Ubertragung schlieRlich
unterbrochen werden (Arzte Zeitung Online, 2010; Messler et al., 2012). Im Jahr 2015 kam es
am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein in Kiel zu einem Ausbruch mit MDR-A. baumannii,
bei dem mehr als 31 Patienten betroffen waren. Vierzehn Patienten verstarben wahrend des

Ausbruchsgeschehens. (Messler et al., 2012; Arzte Zeitung Online, 2015; Grieve, 2015).

Neben der Ubertragung (iber kontaminierte Oberflichen, medizinische Gerdte und
Krankhauspersonal wurden auch ungewohnliche potenzielle Vektoren fiir die Verbreitung von
A. baumannii diskutiert. La Scola et al. konnten A. baumannii bei Korperlausen (Pediculus
humanus corporis) von obdachlosen Personen in Marseille nachweisen und deren mogliche
Rolle als Reservoir oder mechanischen Vektor diskutieren (La Scola und Raoult, 2004). Die
Autoren vermuteten, dass der Nachweis auf eine zuvor nicht erkannte, voriibergehende
Bakteriamie der betroffenen Personen zuriickzufiihren sein kénnte. Da die Pravalenz von

A. baumannii auf der Haut obdachloser Personen jedoch unbekannt ist, kann auch eine
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externe Kontamination der Lause nicht ausgeschlossen werden. Darliber hinaus beschrieben
Faulde und Spiesberger das Vorkommen von A. baumannii bei der Abort- beziehungsweise
Schmetterlingsmiicke Clogmia albipunctata, die in sanitaren Einrichtungen deutscher
Krankenhduser nachgewiesen wurde (Faulde und Spiesberger, 2013). Aufgrund ihrer
Lebensweise konnten diese Insekten als mechanische Vektoren zur Verbreitung nosokomialer
Erreger beitragen. Da sie ihre Eier bevorzugt in Biofilmen ungenutzter Abwasserrohre ablegen
und die Larven diese als Nahrungsquelle nutzen, erscheint eine Verbreitung von Mikro-
organismen aus der Kanalisation grundsatzlich moglich. Diese Beobachtungen verdeutlichen
die hohe Umweltpersistenz von A. baumannii, die unter anderem auf seine ausgepragte
Fahigkeit zur Biofilmbildung zurlickgefihrt wird, sowie die potenzielle Bedeutung

ungewohnlicher Reservoir- und Ubertragungswege im klinischen Umfeld.
2.6.2 Acinetobacter baumannii beim Tier

Wahrend A. baumannii lange Zeit primdr im Kontext humanmedizinischer Infektionen
untersucht wurde, ist seine Rolle als Krankheitserreger bei Tieren heute ebenfalls eindeutig
belegt. Infektionen und Nachweise wurden bei einer Vielzahl von Tierarten beschrieben,

darunter Kleintiere, Pferde, Nutztiere sowie Wild- und Zootiere.
2.6.2.1 Kleintiere

Erste Nachweise von Acinetobacter spp. bei Kleintieren stammen aus den 1970er Jahren. So
beschrieben Saphir und Carter A. calcoaceticus aus Gingivaabstrichen gesunder Hunde, wobei
der Erreger in etwa 10 % der untersuchten Tiere nachgewiesen wurde (Saphir und Carter,
1976). Kurz darauf berichteten Krogh et al. Gber Acinetobacter spp. aus Hautproben gesunder
sowie an Pyodermie erkrankter Hunde und diskutierten die mogliche opportunistische
Bedeutung des Erregers bei gestorter Hautbarriere (Krogh und Kristensen, 1981). Mathewson
und Simpson untersuchten 3.474 veterindarmedizinischen Proben und identifizierten
insgesamt 50 A. calcoaceticus-Isolate, die damit 14,5 % aller nachgewiesenen Non-Fermenter
ausmachten (Mathewson und Simpson, 1982). Die meisten Isolate stammten von Pferden und

Hunden.

Erst ab den 2000er Jahren riickte A. baumannii als klinisch relevanter Erreger in der
Kleintiermedizin starker in den Fokus. Francey et al. beschrieben erstmals nosokomiale

Infektionen bei Hunden und Katzen im Rahmen zweier Ausbruchsgeschehen auf der

23



Literaturidbersicht

Intensivstation einer Tierklinik. Die Isolate wurden unter anderem aus Harnwegen, Wunden,
Atemwegen und Blutkulturen gewonnen. Besonders bei systemischen Infektionen war die
Prognose unglnstig; in mehreren Fallen wurde der Erreger als wesentliche Ursache fiir die
Euthanasie der Tiere angesehen. Mittels Ribotypisierung konnten identische beziehungsweise
eng verwandte Stamme Uber einen Zeitraum von drei Jahren nachgewiesen werden, was auf
die langerfristige Persistenz einzelner Klone in der Klinik hindeutete — auch wenn die
verwendete Methode riickblickend aufgrund ihrer geringen Auflésung allein nicht
aussagekraftig ist (Seifert und Gerner-Smidt, 1995). Auffillig war zudem eine Haufung von
Fallen wahrend der Sommermonate. Boerlin et al. belegten mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese ebenfalls klinikassoziierte Ausbriiche bei Hunden, Katzen und einem Pferd

(Boerlin et al., 2001).

In den folgenden Jahren wurden zunehmend A. baumannii-Infektionen bei Kleintieren
publiziert. Beschrieben wurden unter anderem nekrotisierende Fasziitis und septischer Schock
bei einer Katze (Brachelente et al., 2007), Perikarditis bei einem Hund (Mohri et al., 2009)
sowie Harnwegsinfektionen bei Hunden und Katzen (Pomba et al., 2014; Ewers et al., 2016).
Parallel dazu zeigte sich eine zunehmende Bedeutung von MDR-Isolaten. Bereits Black et al.
identifizierten A. baumannii als einen der haufigsten MDR Non-Fermenter auf

veterindrmedizinischen Intensivstationen (Black et al., 2009).

Molekulare Untersuchungen belegten zudem, dass tierische Isolate haufig denselben ICs
angehoéren wie humane Isolate (Zordan et al.,, 2011). Gleichzeitig wurde erstmals
Carbapenem-Resistenz bei tierischen Isolaten beschrieben, die auf einer Uberexpression
intrinsischer OXA-51-like-Carbapenemasen infolge vorgeschalteter Insertionselemente

beruhte (Endimiani et al., 2011).

In den folgenden Jahren wurden zunehmend OXA-23- und OXA-72-produzierende
A. baumannii-Stamme bei Hunden und Katzen aus verschiedenen Landern nachgewiesen,
darunter Portugal, Deutschland, Frankreich, Serbien und Thailand (Pomba et al., 2014; Ewers

et al., 2016; Ewers et al., 2017; Chanchaithong et al., 2018; Misic et al., 2018).

Die Bedeutung von CR-A. baumannii-lsolaten bei Tieren liegt weniger in der veterinar-
medizinischen Therapie als vielmehr in ihrer Rolle als potenzielle Reservoire klinisch
relevanter Resistenzgene. Carbapeneme zdhlen zu den wichtigsten Reserveantibiotika der
Human-medizin. lhr Nachweis bei tierassoziierten Isolaten weist auf die Ausbreitung
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entsprechender Resistenzdeterminanten auBerhalb des klinischen Umfelds hin. Im Sinne des
One-Health-Konzepts kdénnen Tiere zur Persistenz und Verbreitung von CR-Stammen und

Resistenzgenen beitragen und damit die Kontrolle antimikrobieller Resistenzen erschweren.

Neuere Studien unterstreichen die One-Health-Relevanz von A. baumannii bei Kleintieren. In
klinischen Isolaten des ACB-Komplexes von Hunden und Katzen aus Griechenland zeigten
Lysitsas et al. hohe Resistenzraten gegeniiber Fluorchinolonen, Aminoglykosiden und
B-Laktam-Antibiotika sowie das Auftreten von XDR-Phanotypen (Lysitsas et al., 2024). Habrun
et al. beschrieben zwischen 2019 und 2022 zahlreiche CR-Isolate bei Hunden und Katzen in
New York und fanden deutliche regionale Unterschiede sowie Hinweise auf eine mogliche

zoonotische Relevanz (Habrun et al., 2025).

Aktuelle Ubersichtsarbeiten betonen die Rolle veterindrmedizinischer Kliniken und ihrer
Umgebung als Reservoir und potenziellen Disseminationsort von MDR-Acinetobacter-
Isolaten. Gleichzeitig wird hervorgehoben, dass der Nachweis von CR-Acinetobacter spp. bei
nicht-hospitalisierten Tieren zwar seltener ist, jedoch ebenfalls beschrieben wurde und somit
eine Ubertragung auRerhalb klinischer Einrichtungen nicht ausgeschlossen werden kann

(Hérivaux et al., 2016; Wareth et al., 2019b; Rincén-Real und Sudrez-Alfonso, 2022).
2.6.2.2 Pferde

Die ersten Berichte liber Acinetobacter spp. bei Pferden stammen aus den 1970er-Jahren.
Bereits 1976 wurde A. Iwoffii im Konjunktivalsack klinisch gesunder Pferde beschrieben
(Cattabiani et al., 1976). In den folgenden Jahrzehnten wurden Acinetobacter spp. wiederholt
als Bestandteil der okuldaren Mikrobiota gesunder und erkrankter Pferde nachgewiesen und
zahlen dort zu den haufigsten gramnegativen Bakterien (Moore et al., 1983; Moore et al.,
1988; Moore et al.,, 1995; Johns et al.,, 2011). Bereits friihe Fallberichte brachten
A. calcoaceticus zudem mit Atemwegsinfektionen, Sepsis, Myositiden und Abortgeschehen in

Verbindung (Dickie und Regnier, 1978; Gibson und Eaves, 1981).

Mit der EinfUhrung verbesserter Identifizierungsmethoden wurde A. baumannii ab den
2000er Jahren eindeutig als klinisch relevanter Erreger bei Pferden erkannt. Im Jahr 2000
wurde erstmals (iber nosokomiale A. baumannii-Infektionen bei hospitalisierten Pferden in
Belgien berichtet (Vaneechoutte et al., 2000a). Die von zentralen Venenkathetern isolierten

Stamme verursachten teilweise lokale Infektionen mit Eiterbildung und Thrombophlebitis.

25



Literaturidbersicht

Einige Isolate zeigten Resistenzen gegenliber Gentamicin und Enrofloxacin, wahrend Angaben
zur Carbapenem-Empfindlichkeit fehlten. Deutlich schwerwiegendere Krankheitsverlaufe
beschrieben Bentz et al., die A. baumannii bei zwei Vollblutfohlen mit Sepsis, neonataler
Enzephalopathie und Thrombozytopenie nachwiesen (Bentz et al., 2002). Frihere Studien
zum Zusammenhang zwischen Acinetobacter spp. und Atemwegserkrankungen bei Pferden
zeigten widersprichliche Ergebnisse, mit erhohter Nachweisrate bei Fohlen bzw. negativer
Korrelation bei Rennpferden (Boguta et al., 2002; Newton et al., 2003). In beiden Studien
erfolgte jedoch keine Identifizierung der Isolate auf Speziesebene. Im Jahr 2010 wurde
erstmals Uber eine durch MDR-A. baumannii verursachte Bronchopneumonie bei einem

Fohlen berichtet (Jokisalo et al., 2010).

Wie bereits bei Kleintieren spielen auch bei Pferden nosokomiale Infektionen eine wichtige
Rolle. Boerlin et al. beschrieben ein speziesiibergreifendes Ausbruchsgeschehen, bei dem sich
ein zuvor in einer Kleintierklinik nachgewiesenes A. baumannii-lsolat auf Patienten der
benachbarten Pferdeklinik ausbreitete (Boerlin et al., 2001). In einem weiteren tierart-
Ubergreifenden Ausbruchsgeschehen konnte gezeigt werden, dass equine A. baumannii-
Isolate denselben internationalen Hochrisikoklonen angehérten wie humane und

kleintiermedizinische Isolate, darunter IC1 und IC2 (Endimiani et al., 2011).

Eine retrospektive Studie der Universitat Zirich aus dem Jahr 2016 untersuchte MRGN-
Erreger bei hospitalisierten Pferden und identifizierte A. baumannii als eine der Spezies mit
der hochsten Anzahl an MDR-Isolaten (van Spijk et al. 2016). Die meisten Isolate waren
gegenitber Aminoglykosiden und Fluorchinolonen resistent; ein Isolat zeigte zusatzlich eine
Imipenem-Resistenz. Haufigste Infektionsquellen waren postoperative Wund- und
Weichteilinfektionen sowie Erkrankungen des Bewegungsapparates. Walther et al.
beschrieben 2018 MDR-A. baumannii bereits bei Aufnahme von Pferden in eine
veterindrmedizinische Klinik und diskutierten die Tiere als potenzielle , Trojanische Pferde” fir
die Einschleppung nosokomialer Erreger in klinische Einrichtungen (Walther et al., 2018). Die
aus Nasentupfern und Kotproben gewonnenen Isolate waren Carbapenem-empfindlich,
zeigten jedoch teilweise erhohte MHK-Werte gegenliber Gentamicin, Tetrazyklin, Tobramycin

und Trimethoprim/Sulfamethoxazol.

Im Jahr 2019 wurde die Genomsequenz eines A. baumannii-lsolats aus einem equinen

Konjunktivalabstrich in Deutschland beschrieben, das dem ST46 zugeordnet wurde und
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mehrere Resistenzdeterminanten aufwies (Wareth et al., 2019a). Die Studie unterstrich den
Nutzen molekularer Typisierungsmethoden fiir die epidemiologische Einordnung
tierassoziierter Isolate. Zeitgleich hoben mehrere Ubersichtsarbeiten die veterinir-
medizinische Relevanz von A. baumannii hervor. Im One-Health-Kontext wurde A. baumannii
als bislang unterschatzter Krankheitserreger und betonten insbesondere die Rolle
multiresistenter Stamme in der Veterindarmedizin und Umweltgesundheit (Wareth et al.,

2019b; Nocera et al., 2021; Ahuatzin-Flores et al., 2024).

Aktuelle Arbeiten unterstreichen zudem die Bedeutung veterindrmedizinischer Intensiv-
stationen als mogliches Reservoir fir ESKAPE-Erreger, zu denen auch A. baumannii gehort. In
einer Studie zur aktiven Surveillance auf einer equinen Intensivstation wurden A. baumannii-
Isolate sowohl bei Patienten als auch in der unmittelbaren Klinikumgebung identifiziert
(Sijtsema et al., 2025). Die Autoren beschrieben eine bis zu 51-tdgige Persistenz der Isolate in
der Klinik und diskutierten die potenzielle Rolle kontaminierter Umgebungen bei der

Entstehung nosokomialer Infektionen.

Trotz der zunehmenden Zahl molekularer Untersuchungen bleibt die Datenlage zu
A. baumannii bei Pferden insgesamt begrenzt. Insbesondere zur Verbreitung spezifischer STs,
zu moglichen Ubertragungen zwischen Human- und Veterindrmedizin sowie zur Pravalenz von

CR-lIsolaten bestehen weiterhin erhebliche Wissenslicken.
2.6.2.3 Nutztiere

Der Nachweis von Acinetobacter spp. bei Nutztieren wurde bereits Anfang der 1980er Jahre
beschrieben. Erste Berichte betrafen vor allem A. calcoaceticus-Isolate aus klinischen Proben
von Rindern, darunter Mastitiden und Metritiden (Mathewson und Simpson, 1982; Rahman
und Baxi, 1985; Diker et al., 1986). Auch beim Geflligel wurden friih Sepsen im Zusammenhang

mit Acinetobacter-Infektionen beschrieben (Kaya et al., 1989).

Ab den 2000er Jahren riickte insbesondere A. baumannii zunehmend in den Fokus
veterindrmedizinischer Untersuchungen. Hamouda et al. konnten Carbapenem-empfindliche
A. baumannii-lsolate aus Kot- und Nasentupfern von Rindern und Schweinen in schottischen
Schlachthofen nachweisen, wahrend Ohr-, Haut- oder Fleischproben Uberwiegend negativ
blieben (Hamouda et al., 2008; Hamouda et al., 2011). Im Gegensatz dazu beschrieben Ercolini

et al. den Nachweis von A. baumannii in tiefgefrorenem Fleisch (Ercolini et al., 2009). Lupo et
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al. wiesen den Erreger mit Pravalenzen von 18 % in Kalbfleisch, 6 % in Rindfleisch sowie 45,7 %
in Hihnerfleisch nach; auch alle untersuchten Putenfleischproben waren positiv (Lupo et al.,
2014). Die meisten Isolate zeigten zwar keine Resistenz gegeniiber Carbapenemen, jedoch
ergab die MLST-Analyse eine hohe genetische Diversitat mit zahlreichen neuen STs. Einige
dieser STs waren zuvor bereits mit humanen klinischen Isolaten oder nosokomialen
Ausbriichen assoziiert worden. Eine weitere Studie von Carvalheira et al. untersuchte
50 Fleischproben von Rindern, Schweinen und Geflligel in Portugal und wies in samtlichen
Proben Acinetobacter spp. nach (Carvalheira et al., 2017). Darunter befanden sich sieben
A. baumannii-lIsolate, Uberwiegend aus Gefliigel, von denen einige MDR-Phdnotypen auf-
wiesen. Ahnliche Ergebnisse wurden bei Untersuchungen von Schweine- und Gefligelfleisch
in Australien beschrieben (McLellan et al., 2018). Dort zeigte A. baumannii unter den isolierten

Acinetobacter spp. am haufigsten Resistenzen gegeniiber Cephalosporinen der 3. Generation.

Parallel hierzu wurden zunehmend CR-Acinetobacter-Isolate bei Nutztieren beschrieben.
Zhang et al. gelang der Nachweis eines NDM-1-positiven A. baumannii aus der Lunge eines
Schweines mit Pneumonie und Sepsis (Zhang et al., 2013). In den folgenden Jahren konnten
mehrere Studien zudem zeigen, dass resistente A. baumannii-lsolate bei Nutztieren nicht auf
einzelne Tierarten oder Regionen beschrankt sind. So beschrieben Al Bayssari et al. OXA-23-
positive A. baumannii-lsolate aus Rindern, Schweinen und Geflligel im Libanon (Al Bayssari et
al., 2015). Die Isolate gehorten teilweise neuen STs an, wahrend zwei A. baumannii-1solate
den humanmedizinisch relevanten Linien IC1 und IC2 zugeordnet werden konnten. Pailhories
et al. identifizierten auf der Insel La Réunion ein OXA-24-positives CR-A. baumannii-lsolat

(Pailhoriés et al., 2016).

Neben direkten Tier- und Lebensmittelproben konnten Acinetobacter spp. auch aus
tierassoziierten Umweltproben isoliert werden. Fernando et al. wiesen A. baumannii und
A. indicus in Oberflachenwasser und Giille von Rinderbetrieben nach (Fernando et al., 2016).
Hrenovic et al. beschrieben OXA-23-positive A. baumannii des IC2 in Schweinegille (Hrenovic
et al., 2019). Auch in Wasserproben aus Geflligelschlachthofen gehorten Vertreter des ACB-
Komplexes zu den haufigsten nachgewiesenen ESKAPE-Erregern. Einzelne lsolate zeigten

dabei Resistenzen gegeniiber Meropenem oder Colistin (Savin et al., 2020).

Insgesamt verdeutlichen die bisherigen Untersuchungen, dass A. baumannii sowie verwandte

Acinetobacter spp. bei Nutztieren weltweit verbreitet sind und sowohl bei klinischen
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Infektionen als auch bei gesunden Tieren, in Lebensmitteln tierischen Ursprungs sowie in
tierassoziierten Umweltproben vorkommen. Wahrend viele Isolate weiterhin Carbapenem-
empfindlich sind, zeigt der zunehmende Nachweis von OXA-produzierenden Stammen die
wachsende Bedeutung von Nutztieren im One-Health-Kontext. Im Vergleich zur Human-
medizin und zur Kleintiermedizin ist die Datenlage zur Epidemiologie, Transmission und

Zoonose-Relevanz veterinarmedizinischer A. baumannii-Isolate jedoch weiterhin begrenzt.
2.6.2.4 Wild- und Zootiere

Acinetobacter spp. wurden bei Wild- und Zootieren nachgewiesen, teilweise auch in
Verbindung mit Carbapenem-Resistenz. Erste Berichte stammen aus den 1980er Jahren und
beschrieben Acinetobacter spp.-Infektionen bei einem Orang-Utan mit chronischer Atem-
wegserkrankung sowie im Zusammenhang mit Abortgeschehen bei Wasserbiffeln (lverson
und Connelly, 1981; Das und Paranjape, 1986). Mit zunehmendem Einsatz molekularer
Identifizierungsmethoden wurde A. baumannii bei einer Vielzahl weiterer Tierarten
nachgewiesen, darunter Vogel, Kaninchen, Schafe, Affen, Maultiere, Fische und Reptilien
(Ahmed et al., 2007; Muller et al., 2010; Rafei et al., 2015; Brahmi et al., 2016; Unger et al.,
2022). Mehrere Studien berichteten dabei U(Uber eine hohe Pravalenz in
Wildvogelpopulationen (Dahiru und Enabulele, 2015). Besonders bemerkenswert ist der
Nachweis internationaler Hochrisikoklone bei Wild- und Zootieren. Wahrend Wilharm et al.
bei 212 A. baumannii-lsolaten aus Storchen zwar eine hohe Pravalenz (ca. 25%) nachwiesen,
konnten die Isolate jedoch keinem der damals bekannten internationalen Klone (IC1-IC8)
zugeordnet werden und wiesen keine erworbenen Resistenzen auf (Wilharm et al., 2017). In
anderen Untersuchungen wurden hingegen bereits klinisch relevante Klone identifiziert. So
wurden IC2-positive CR-A. baumannii-1solate in Fischen des Mittelmeers beschrieben (Brahmi
et al., 2016), wahrend Isolate von Gansen und Schwanen eines brasilia-nischen Zoos dem in
Brasilien weit verbreiteten IC5 zugeordnet werden konnten (Narciso et al., 2020). Dariliber
hinaus wurde bei einem als Haustier gehaltenen Reptil ein Isolat des IC7 nachgewiesen (Unger
et al., 2022). Diese Befunde deuten darauf hin, dass Wild- und Zootiere potenziell an der

Verbreitung klinisch relevanter A. baumannii-Klone beteiligt sein konnten.
2.6.3 Acinetobacter baumannii im One-Health-Kontext

Die zunehmenden Nachweise von MDR-A. baumannii bei Menschen, Tieren und in

Umweltkompartimenten unterstreichen die Bedeutung einer sektoreniibergreifenden
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Betrachtung antimikrobieller Resistenzen. Das One-Health-Konzept beschreibt die enge
Verkniipfung zwischen der Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt und geht davon aus,
dass resistente Mikroorganismen sowie Resistenzgene zwischen diesen Reservoiren
Ubertragen werden konnen (Hernando-Amado et al., 2019; Hayman et al.,, 2023).
Acinetobacter baumannii weist mehrere Eigenschaften auf, die seine Verbreitung liber diese
Reservoirgrenzen hinweg beglinstigen, darunter eine ausgepragte Umweltpersistenz, die
Fahigkeit zur Biofilmbildung sowie die Aufnahme und Weitergabe von Resistenz-

determinanten (Antunes et al., 2014; Wong et al., 2017b).

In den vergangenen Jahren wurden zunehmend identische oder eng verwandte klonale Linien
von A. baumannii in Human- und Veterindrmedizin sowie in Umweltproben beschrieben.
Insbesondere Carbapenemase-produzierende Isolate konnten bei verschiedenen Tierarten
nachgewiesen werden und zeigten teilweise eine hohe genetische Ahnlichkeit zu
humanmedizinisch relevanten Hochrisikoklonen (Linz et al., 2018; Hamidian und Nigro, 2019;
Narciso et al., 2020; Silva et al., 2021). Neben Wildtieren gewinnen auch Heim- und Nutztiere
als potenzielle Reservoirwirte an Bedeutung. So wurden CR-A. baumannii bei Hunden, Katzen,
Pferden, Gefliigel und Wiederkduern nachgewiesen, teilweise mit enger genetischer
Verwandtschaft zu humanen Isolaten (Endimiani et al., 2011; Zordan et al., 2011; Rincén-Real

und Suarez-Alfonso, 2022).

Ein moglicher Beitrag von Insekten als lebende Vektoren sollte ebenfalls berlicksichtigt
werden, da A. baumannii bereits in Korperldusen des Menschen und bei Abortmiicken aus
klinischen Einrichtungen nachgewiesen wurde (La Scola und Raoult, 2004; Faulde und
Spiesberger, 2013). Dariiber hinaus konnen Umweltkompartimente wie Oberflachen-
gewadsser, Abwasser, landwirtschaftliche Flachen und Wildvogelpopulationen als Reservoir
und Disseminationsweg fiir resistente Bakterien und AMR-Gene fungieren (Manaia et al.,

2016; Hernando-Amado et al., 2019).

Diese Beobachtungen sprechen fir einen Austausch resistenter Klone und
Resistenzdeterminanten zwischen den verschiedenen Sektoren. Die Entstehung, Persistenz
und Verbreitung von MDR-Acinetobacter-Stimmen kann daher nur durch eine enge
Zusammenarbeit von Human- und Veterinarmedizin sowie Umweltforschung umfassend

verstanden und langfristig kontrolliert werden.
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3 Ziele der Dissertation

Ziel dieser Dissertation war die Analyse der Biofilmbildung von Acinetobacter baumannii-
Isolaten aus klinischem Probenmaterial von Katzen, Hunden und Pferden. Darliber hinaus
sollte untersucht werden, inwieweit die Biofilmbildung mit der Herkunft der Isolate
(Wirtsspezies, Probenart), dem antimikrobiellen Resistenzprofil sowie molekularen
Eigenschaften, insbesondere  Resistenzgenen und  Biofilm-assoziierten = Genen,

zusammenhangt.
Auf dieser Grundlage wurden folgende Forschungsfragen formuliert:

e Wie ausgepragt ist die Biofilmbildung von A. baumannii-lsolaten aus Katzen,
Hunden und Pferden?

e Unterscheidet sich die Biofilmbildung von A. baumannii-lsolaten verschiedener
Wirtsspezies?

e Bestehen Unterschiede in der Biofilmbildung in Abhangigkeit von der klinischen
Herkunft der Isolate?

e Besteht ein Zusammenhang zwischen dem antimikrobiellen Resistenzprofil,
insbesondere zwischen multiresistenten und nicht-multiresistenten Isolaten,
und der Biofilmbildung?

e Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein bestimmter Biofilm-
assoziierter Gene und der Auspragung der Biofilmbildung?

e Welche Faktoren (Wirtsspezies, Probenart, Resistenzprofil, genetische
Ausstattung sowie klonale Zugehorigkeit) sind die wichtigsten Pradiktoren fir
eine ausgepragte Biofilmbildung?

e Lassen sich Isolate anhand ihrer phanotypischen und genotypischen

Eigenschaften Gruppen mit unterschiedlicher Biofilmbildung zuordnen?
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4 Vorstellung der Publikationen

4.1 Publikation 1

“Genomic Diversity, Antimicrobial Susceptibility, and Biofilm Formation of Clinical
Acinetobacter baumannii 1solates from Horses”

Genomische Vielfalt, antimikrobielle Empfindlichkeit und Biofilmbildung klinischer
Acinetobacter baumannii-lsolate von Pferden

Publiziert in: Microorganisms (Basel)

DOI: 10.3390/microorganisms11030556

Eingegangen: 03.01.2023

Angenommen: 20.02.2023

Da bislang nur begrenzte Kenntnisse zur Phylogenie und Biologie von A. baumannii-lsolaten
aus Pferden vorliegen, wurden in Publikation 1 klinische Isolate dieser Spezies einbezogen,
die zwischen 2008 und 2020 im Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere in
GieBRen im Rahmen der mikrobiologischen Routinediagnostik von dieser Tierart isoliert
werden konnten. Die Isolate wurden hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Empfindlichkeit und
der zugrunde liegenden Resistenzgene sowie ihrer Biofilmbildungsfahigkeit und des
Vorhandenseins Biofilm-assoziierter Gene untersucht. Darliber hinaus wurden Sequenztypen
nach dem Pasteur-Schema, core genome-Multilokus-Sequenztypen und internationale Klone
bestimmt, um die genetische Diversitit der equinen Isolate und mégliche Uberschneidungen
mit humanen lIsolaten zu analysieren. AbschlieBend wurde der Zusammenhang zwischen
Biofilmbildung, klonaler Zuordnung und antimikrobieller Empfindlichkeit untersucht. Die
Studie diente damit auch als Grundlage fiir weiterfihrende Untersuchungen zum
Zusammenhang zwischen Biofilmbildung, Resistenz und klonaler Zugehorigkeit in einem
erweiterten Tierkollektiv (Publikation 2). Die vollstandige Originalpublikation ist im Anhang

enthalten.
Zusammenfassung (Ubersetzt aus der Originalpublikation)

Acinetobacter (A.) baumannii ist ein opportunistischer Erreger, der schwere Infektionen bei
Menschen und Tieren, einschlielRlich Pferden, verursachen kann. Das Auftreten dominanter
internationaler Klone (ICs), haufige Multiresistenzen (MDR) sowie die Fahigkeit zur

Biofilmbildung gelten als zentrale Faktoren fiir die erfolgreiche Etablierung dieses Erregers in
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human- und veterindrmedizinischen klinischen Umgebungen. Aufgrund der begrenzten
Datenlage zu Pferdeisolaten, wurden in dieser Studie 78 A. baumannii-lsolate aus klinischen
Proben von Pferden (2008 bis 2020) hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Resistenz (AMR),
klonalen Verteilung, Biofilm-assoziierten Genen (BAGs) sowie ihrer Biofilmbildungsfahigkeit
untersucht. Basierend auf Gesamtgenomsequenzanalysen wurden internationale Klone,
Multilokus-Sequenztypen (MLST) und core genome-MLST (cgMLST) sowie Resistenzgene
bestimmt. Die antimikrobielle Empfindlichkeit wurde mittels Mikrodilutions-Verfahren
ermittelt, wahrend die Biofilmbildung mittels eines Kristallviolett-Assays quantifiziert wurde.
Insgesamt konnten 37,2 % der Isolate den internationalen Klonen I1C1 (10,3 %), IC2 (20,5 %)
und IC3 (6,4 %) zugeordnet werden. Die untersuchten Isolate zeigten eine hohe genomische
Diversitat mit insgesamt 51 verschiedenen Sequenztypen (ST), darunter 22 neu beschriebene
STs (ST1723-ST1744), sowie 34 Varianten intrinsischer Oxacillinasen (OXA), darunter acht
neue Varianten (OXA-970 bis OXA-977). Alle Isolate waren resistent gegenliber Ampicillin,
Amoxicillin/Clavulansaure, Cephalexin, Cefpodoxim und Nitrofurantoin, wahrend eine
vollstandige Empfindlichkeit gegenliber Imipenem beobachtet wurde. Isolate der
internationalen Klone IC1-IC3 wiesen zusatzlich Resistenzen gegeniiber Gentamicin,
Enrofloxacin, Marbofloxacin, Tetrazyklin und Trimethoprim/Sulfamethoxazol auf. Insgesamt
wurden 31 MDR-Isolate identifiziert, die (iberwiegend den internationalen Klonen IC1-IC3
zugeordnet waren. Diese Isolate zeigten im Vergleich zu nicht-IC1-IC3-Isolaten eine geringere
Biofilmbildung (IC1 = 25,0 %, IC2 = 18,4 %, IC3 = 15,0 % vs. 58,4 %). Isolate desselben klonalen
Hintergrunds (IC/ST) wiesen identische BAG-Muster auf. Wahrend das Gen blp1 in keinem
Isolat nachgewiesen wurde, waren bfmR und pgaA in allen Isolaten vorhanden. Auf Ebene der
IC zeigte sich eine negative Korrelation zwischen AMR und Biofilmbildung. Ein signifikanter
Anteil der Isolate gehdrte zu ICs und STs, die auch weltweit beim Menschen vorkommen.
Sowohl MDR-Phdnotypen als auch die Fahigkeit zur Biofilmbildung koénnten somit zu
Therapieversagen in der Pferdemedizin beitragen, insbesondere vor dem Hintergrund der

begrenzten Verfligbarkeit zugelassener antimikrobieller Wirkstoffe fiir diese Tierart.

33



Vorstellung der Publikationen

4.2 Publikation 2

“Biofilm formation in Acinetobacter baumannii isolates from companion animals and horses:
associations with host, clinical origin, antimicrobial resistance, and clonal lineage”
Biofilmbildung bei Acinetobacter baumannii-lsolaten von Haustieren und Pferden:
Zusammenhadnge mit Wirt, klinischer Herkunft, Antibiotikaresistenz und klonalen Linien
Publiziert in: Frontiers in Bacteriology, zur Publikation angenommen

DOI: noch ausstehend

Eingegangen: 07.05.2026

Angenommen: 11.06.2026

In Publikation 2 wurden neben den A. baumannii-Isolaten von Pferden aus Publikation 1 auch
Isolate von Katzen und Hunden in die Studie einbezogen. Zudem wurde der Zeitraum
erweitert, wodurch sich die Anzahl der equinen Isolate erhdhte. Insgesamt wurden 507
klinische A. baumannii-lsolate von Katzen, Hunden und Pferden untersucht, die zwischen
2008 und 2024 im Rahmen der mikrobiologischen Routinediagnostik von diesen Tierarten
gewonnen wurden. Die Isolate wurden auf ihre antimikrobielle Empfindlichkeit und ihre
Biofilmbildungsfahigkeit untersucht. Darlber hinaus wurden genomische Analysen
durchgeflihrt, um antimikrobielle Resistenzgene, Biofilm-assoziierte Gene und Sequenztypen
nach Pasteur-Schema zu ermitteln. Die Diversitit der Stamme und mogliche
Uberschneidungen mit Human-Isolaten wurden anhand der zuvor bestimmten Sequenztypen
sowie mittels core genome Multilokus-Sequenztypen und internationaler Klone analysiert.
Das Ziel dieser Studie war es, mogliche Zusammenhange zwischen Biofilmbildung und
Wirtsspezies, klinischer Herkunft, antimikrobieller Resistenz, Biofilm-assoziierten Genen
sowie der klonalen Zugehorigkeit zu identifizieren. Die vollstandige Originalpublikation

befindet sich im Anhang.
Zusammenfassung (Ubersetzung aus Originalpublikation)

Acinetobacter baumannii ist sowohl in der Human- als auch Veterinarmedizin ein bedeutender
nosokomialer Erreger, wobei Biofilmbildung, Multiresistenzen (MDR) und bestimmte
internationale Klone (IC) zur Persistenz und Ausbreitung beitragen. In dieser Studie wurden
507 klinische A. baumannii-lsolate von Katzen, Hunden und Pferden, die zwischen 2008 und

2024 gesammelt wurden, auf antimikrobielle Resistenz (AMR), Biofilmbildungsfahigkeit sowie

34



Vorstellung der Publikationen

genomische Merkmale untersucht. Die antimikrobielle Empfindlichkeit wurde mittels
Mikrodilutions-Verfahren bestimmt, die Biofilmbildung wurde nach 24 und 48 Stunden mittels
Kristallviolett-Assay quantifiziert, die genomischen Analysen umfassten Multilokus-
Sequenztypisierung, die Zuordnung zu ICs sowie den Nachweis von AMR- und Biofilm-
assoziierten Genen (BAGs). Insgesamt wurden 79,5 % der Isolate als MDR klassifiziert, wobei
die Raten bei Katzen und Hunden signifikant hoher waren als bei Pferden. Die Biofilmbildung
war weit verbreitet und zeigte wirtsspezifische Dynamiken: Isolate von Hunden wiesen im
Laufe der Zeit eine fortschreitende Biofilmreifung auf, Isolate von Katzen blieben weitgehend
stabil, und Isolate von Pferden zeigten eine verzogerte, aber ausgepragte Biofilmbildung.
Zudem variierte die Biofilmbildung je nach klinischer Herkunft, wobei Isolate aus
Wunden/Abszessen, Harnwegsinfektionen und Medizinprodukten die starkste Biofilmbildung
aufwiesen, verglichen beispielsweise mit Isolaten aus Infektionen der Atemwege oder des
Genitaltrakts. Unter allen klonalen Linien zeichneten sich IC1 und IC2 durch die starkste
Biofilmbildung und den hochsten Anteil an MDR-Isolaten aus. Unter den analysierten BAGs
war blpl positiv mit der Biofilmbildung assoziiert, wahrend bap eine inverse Assoziation
zeigte. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Biofilmbildung ein zentrales Merkmal der
Epidemiologie von A. baumannii bei Heimtieren ist und eng mit klinischer Herkunft, MDR-
Phanotyp und klonaler Linie verbunden ist. Ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhange
konnte die Entwicklung gezielterer therapeutischer Strategien in der Veterindrmedizin

unterstutzen.
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5 Diskussion

Acinetobacter baumannii zahlt weltweit zu den klinisch bedeutsamsten opportunistischen
Infektionserreger und zeichnet sich durch eine hohe Anpassungsfahigkeit, das haufige
Auftreten an MDR-Phanotypen sowie eine ausgepragte Fahigkeit zur Persistenz in klinischen
Umgebungen aus (Antunes et al., 2014; Almasaudi, 2018). Neben antimikrobiellen
Resistenzen gilt insbesondere die Biofilmbildung als wichtiger Virulenzfaktor, da sie die
Besiedlung biotischer und abiotischer Oberflachen erleichtert und zur Persistenz des Erregers
sowie zur Entstehung chronischer und schwer therapierbarer Infektionen beitragen kann (Eze

et al., 2018; Gedefie et al., 2021; Ayswarya et al., 2026).

Trotz der klinischen Relevanz von A. baumannii liegen bislang nur begrenzte Erkenntnisse zur
Biofilmbildung veterinarmedizinischer Isolate vor, insbesondere hinsichtlich mdglicher
Zusammenhange mit Wirtsspezies, klinischer Herkunft, AMR und molekularen Eigenschaften.
Ziel der vorliegenden Dissertation war daher die umfassende Untersuchung der
Biofilmbildung klinischer A. baumannii-Isolate von Katzen, Hunden und Pferden sowie die

Identifikation potenzieller Einflussfaktoren auf dieses Virulenzmerkmal.

Hierzu wurden insgesamt 507 A. baumannii-lsolate untersucht, die zwischen 2008 und 2024
im Rahmen der mikrobiologischen Routinediagnostik von Katzen, Hunden und Pferden
gewonnen wurden. In Publikation 1 erfolgte zunachst die Charakterisierung von 78 equinen
Isolaten hinsichtlich ihrer Biofilmbildung, antimikrobiellen Empfindlichkeit und genomischen
Eigenschaften. Aufbauend darauf wurden in Publikation 2 weitere equine sowie 134 feline
und 289 canine Isolate einbezogen, so dass insgesamt 507 lIsolate hinsichtlich ihrer
Biofilmbildung, ihres Resistenzprofils, ihrer Resistenzgene und BAGs sowie ihrer klonalen
Zugehorigkeit untersucht werden konnten. Die Ergebnisse ermoglichen erstmals eine
umfassende Bewertung potenzieller Zusammenhéange zwischen Biofilmbildung, Wirtsspezies,
klinischer ~ Herkunft, AMR und molekular-epidemiologischen = Merkmalen bei

veterinarmedizinischen A. baumannii-1solaten.
5.1 Biofilmbildung veterindarmedizinischer Acinetobacter baumannii-lsolate

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung gilt als eines der wichtigsten Virulenzmerkmale von
A. baumannii und tragt wesentlich zur Persistenz des Erregers sowie zur Entstehung

chronischer und schwer therapierbarer Infektionen bei (Tomaras et al., 2003; Pour et al., 2011;
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Eze et al.,, 2018). Insbesondere bei chronischen, Gerate-assoziierten (Katheter, Implantate,
Endotrachealtuben) und nosokomialen Infektionen spielt die Biofilmbildung eine
entscheidende Rolle (Hall-Stoodley et al., 2004; Gedefie et al., 2021). Zahlreiche Studien aus
der Humanmedizin konnten zeigen, dass die Fahigkeit zur Biofilmbildung zwischen einzelnen
A. baumannii-lsolaten erheblich variiert und sowohl von genetischen Faktoren als auch von
Umweltbedingungen beeinflusst wird (Longo et al., 2014; Harding et al., 2018). Fir

veterindarmedizinische Isolate liegen bislang jedoch nur begrenzte Erkenntnisse vor.

Die Ergebnisse der Publikationen 1 und 2 zeigen, dass die Fahigkeit zur Biofilmbildung unter
veterinarmedizinischen A. baumannii-lsolaten weit verbreitet ist, jedoch deutliche Unter-
schiede hinsichtlich ihrer Auspragung und Dynamik bestehen. Diese Unterschiede waren
sowohl hinsichtlich der spezifischen Biofilmbildung (specific biofilm formation, SBF) als auch
bei der Einteilung in die vier Biofilmkategorien ,kein Biofilm“, ,schwacher Biofilm*“,

»,moderater Biofilm“ und ,starker Biofilm“ erkennbar (Stepanovic¢ et al., 2007).

In Publikation 2 wurden die Wirtsspezies erstmals direkt miteinander verglichen. Dabei
zeigten lIsolate von Katzen, Hunden und Pferden unterschiedliche zeitliche Dynamiken der
Biofilmbildung. Wahrend canine Isolate bereits nach 24 Stunden haufig moderate bis starke
Biofilme bildeten und nach 48 Stunden eine deutliche Zunahme starker Biofilmproduzenten
beobachtet wurde, blieb die Biofilmbildung bei felinen Isolaten vergleichsweise stabil. Hier
zeigte sich bei etwa der Halfte der Isolate sowohl nach 24 als auch 48 Stunden eine moderate
bis starke Biofilmbildung. Equine Isolate zeigten dagegen zunachst Giberwiegend schwache bis
moderate Biofilmbildung, entwickelten jedoch nach langerer Inkubation teilweise deutlich
stiarkere Biofilme. Vergleichbare Unterschiede wurden bereits in friheren Studien
beschrieben, die eine erhebliche Variabilitat der Biofilmbildung zwischen einzelnen
A. baumannii-lsolaten nachweisen konnten (Qi et al., 2016; Yang et al., 2019; Sherif et al.,

2021).

Besonders bemerkenswert ist, dass sich die Unterschiede zwischen den Wirtsspezies nicht nur
in der Starke, sondern auch in der zeitlichen Dynamik der Biofilmbildung zeigten. Dies deutet
darauf hin, dass sich die zugrunde liegenden Prozesse der Adhéarenz, Biofilmreifung und
Matrixbildung zwischen den untersuchten Populationen unterscheiden kénnten.
Unterschiede in der Biofilmbildung werden bei A. baumannii durch zahlreiche genetische,

regulatorische und Umweltfaktoren beeinflusst (Harding et al., 2018; Gedefie et al., 2021;
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Rajangam und Narasimhan, 2024). So konnte gezeigt werden, dass das &duRere
Membranprotein OmpA zur Adhadrenz an Oberflachen und zur Biofilmbildung beitragt (Gaddy
et al., 2009). Ebenso spielt das Zwei-Komponenten-System BfmRS eine zentrale Rolle bei der
Regulation der Biofilmentwicklung und der Expression Biofilm-assoziierter Faktoren (Tomaras
et al.,, 2008). Unterschiede in deren Expression oder Regulation kénnten daher zu den
beobachteten phanotypischen Unterschieden beitragen. Die vorliegenden Daten erlauben

jedoch keine Aussage liber die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen.

Vergleichbare Variationen der Biofilmbildung wurden auch bei anderen veterindrmedizinisch
relevanten bakteriellen Erregern beschrieben. So zeigten Studien bei Staphylococcus (S.)
pseudintermedius eine ausgepragte Variabilitdit der Biofilmbildung zwischen einzelnen
Isolaten und klonalen Linien, die mit Unterschieden in Virulenz und Persistenz assoziiert war
(Arima et al., 2018; Nocera und Martino, 2024). Darliber hinaus wurde fir ein felines
S. pseudintermedius-lsolat eine verstarkte Biofilmbildung bei der fir Katzen typischen
Koérpertemperatur beobachtet, was als Hinweis auf einen moglichen Einfluss physiologischer
Wirtsfaktoren interpretiert wurde (Sato et al., 2024). Auch bei Escherichia coli variiert die
Fahigkeit zur Biofilmbildung erheblich zwischen phylogenetischen Linien und 6kologischen
Nischen (Flament-Simon et al., 2019). Diese Befunde unterstiitzen die Annahme, dass die in
der vorliegenden Arbeit beobachtete Variabilitdt der Biofilmbildung grundsatzlich mit

populationsspezifischen Eigenschaften der untersuchten Isolate zusammenhangen kénnte.

Neben genetischen Faktoren wird die Biofilmbildung von A. baumannii maRgeblich durch
Umweltfaktoren beeinflusst. Temperatur, Nahrstoffverfligbarkeit, Osmolaritat,
Eisenkonzentration sowie die Beschaffenheit biologischer Oberflaichen koénnen die
Biofilmbildung erheblich modulieren (Eze et al., 2018; Harding et al., 2018). Unterschiede
zwischen den jeweiligen Wirtsmilieus koénnten daher grundsatzlich zur Selektion
unterschiedlicher Biofilm-Phanotypen beitragen und langfristig auch wirtsspezifische
Anpassungsprozesse beglinstigen. So ware denkbar, dass bei Katzen- und Hundeisolaten eine
rasche Biofilmbildung selektive Vorteile bietet, wahrend bei equinen Isolaten Mechanismen
der langerfristigen Persistenz starker beglinstigt werden. Ob die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Unterschiede tatsachlich auf solche adaptiven Prozesse zuriickzufiihren sind,
lasst sich anhand der vorliegenden Daten jedoch nicht beurteilen. Ferner kdnnten
Unterschiede in der Populationsstruktur der Isolate, ihrer klinischen Herkunft, der zugrunde

liegenden Infektion, der Exposition gegeniliber antimikrobiellen Substanzen sowie weitere
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bislang nicht erfasste Einflussfaktoren zur Ausbildung der beobachteten Biofilm-Phanotypen

beitragen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Einfluss der verwendeten Kulturbedingungen auf die
Biofilmbildung. In Publikation 1 wurden die equinen Isolate sowohl in Luria Bertani (LB)-
Medium als auch in M63-Minimalmedium untersucht. Durch den Vergleich eines
nahrstoffreichen mit einem nahrstoffarmen Medium sollte erfasst werden, inwieweit die
Nahrstoffverfligbarkeit die Biofilmbildung beeinflusst. In Publikation 2 wurden dagegen alle
Isolate in Miller-Hinton-Bouillon (MHB) untersucht, um unter standardisierten Bedingungen
einen direkten Vergleich zwischen den verschiedenen Wirtsspezies und Isolatgruppen zu
ermoglichen. Dabei zeigte sich, dass die Biofilmbildung stark vom verwendeten Medium
abhangig war. In Publikation 1 bildeten die equinen Isolate im nahrstoffirmeren M63-
Medium insgesamt héhere mediane SBF-Werte als im LB-Medium. Gleichzeitig wurde die
starkste Biofilmbildung nach 24 Stunden im LB-Medium beobachtet, wahrend die
Biofilmbildung insbesondere unter diesen Bedingungen nach 48 Stunden wieder abnahm.
Diese Beobachtungen sprechen dafir, dass unterschiedliche Nahrstoffbedingungen
verschiedene Phasen der Biofilmentwicklung beeinflussen kénnten. Nahrstoffreiche Medien
fordern moglicherweise zunachst eine rasche Adharenz und frihe Biofilmbildung, wahrend
nahrstoffairmere Bedingungen die Ausbildung stabilerer Biofilmstrukturen beglinstigen. Dies
entspricht der in der Literatur beschriebenen Fahigkeit von A. baumannii, auch unter
unglinstigen Umweltbedingungen zu persistieren (Longo et al., 2014; Mea et al., 2021). Die
vorliegenden Ergebnisse stimmen mit friiheren Studien Gberein, wonach die Auspragung von
Biofilmen bei A. baumannii durch die verwendeten Kulturbedingungen malgeblich
beeinflusst wird (Eze et al., 2018; Harding et al., 2018). Ein direkter quantitativer Vergleich
zwischen den beiden Studien ist aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns und
Kulturbedingungen nur eingeschrankt moglich. Die Ergebnisse unterstreichen jedoch den
erheblichen Einfluss experimenteller Bedingungen auf die gemessene Biofilmbildung und
verdeutlichen, dass entsprechende Befunde stets im Kontext des jeweiligen Versuchsaufbaus

interpretiert werden mussen.

Die beobachteten Unterschiede in Starke und Dynamik der Biofilmbildung kénnten klinisch
relevant sein, da stark biofilmbildende Isolate mit einer erhéhten Persistenz auf Oberflachen
und einer verminderten Empfindlichkeit gegeniiber antimikrobiellen Substanzen assoziiert

sein konnen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Publikationen 1 und 2, dass die
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Biofilmbildung veterindarmedizinischer A. baumannii-lsolate eine ausgesprochene Variabilitat
aufweist und sowohl von isolatspezifischen Eigenschaften als auch von den jeweiligen
Kulturbedingen beeinflusst wird. Die erstmals durchgefiihrte vergleichende umfangreiche
Analyse von Isolaten unterschiedlicher Wirtsspezies liefert dariiber hinaus Hinweise darauf,
dass die Wirtsspezies mit der Auspragung und zeitlichen Dynamik der Biofilmbildung assoziiert
sein konnte. Die zugrunde liegenden biologischen Mechanismen bediirfen jedoch weiterer

Untersuchungen.
5.2 Einfluss der Infektionslokalisation auf die Biofilmbildung

Neben wirtsspezifischen Unterschieden zeigte sich in Publikation 1 und 2 auch ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der Infektionslokalisation der Isolate und ihrer Fahigkeit zur
Biofilmbildung. Isolate aus Wunden und Abszessen, Harnwegsinfektionen sowie von
medizinischen Geraten, einschlieBlich Kathetern und Implantaten, wiesen signifikant haufiger
eine moderate bis starke Biofilmbildung auf als Isolate aus anderen klinischen Herkiinften.
Demgegeniiber zeigten Isolate aus dem Genitaltrakt sowie teilweise aus den Atemwegen
haufiger eine schwache oder fehlende Biofilmbildung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Fahigkeit zur Biofilmbildung eng mit der jeweiligen Infektionsnische und den dort

vorherrschenden Selektionsbedingungen verknipft ist.

Besonders auffallig zeigte sich in Publikation 1 und 2 die starke Biofilmbildung von Isolaten
aus Wunden und Abszessen. Biofilme gelten als zentraler Virulenzfaktor chronischer
Wundinfektionen, da sie die bakterielle Adhdrenz an biotischen Oberflachen férdern und
gleichzeitig einen Schutz gegeniber Immunabwehrmechanismen sowie antimikrobiellen
Substanzen vermitteln (Roy et al., 2022; Mohamed et al., 2023). Dariiber hinaus fordert die
Biofilm-Matrix die Ausbildung komplexer mikrobieller Gemeinschaften mit verminderter
metabolischer Aktivitat, wodurch die Elimination der Erreger zusatzlich beeintrachtigt werden
kann (Eze et al., 2018; Gedefie et al., 2021). Die ausgepragte Biofilmbildung von Wundisolaten
erscheint daher biologisch plausibel, da chronische Wunden einen etablierten Selektionsraum
fir biofilmbildende Mikroorganismen darstellen. James et al. konnten Biofilme in 60 %
chronischer, jedoch nur in 6 % akuter Wunden nachweisen (James et al., 2008). Eine spatere
Metaanalyse berichtete sogar von einer Biofilmpravalenz von Uber 78 % in chronischen
Wunden (Malone et al.,, 2017). Biofilme tragen dabei zu persistierenden Entziindungs-

prozessen, verzogerter Wundheilung und einer verminderten Wirksamkeit antimikrobieller
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Therapien bei (Zhao et al., 2013). Die hohe Pravalenz moderater und starker Biofilm-
produzenten unter den Wundisolaten der vorliegenden Arbeit steht somit im Einklang mit den

bekannten Selektionsbedingungen chronischer Wundinfektionen.

Auch Isolate aus Harnwegsinfektionen zeigten eine ausgepragte Biofilmbildung, insbesondere
nach langerer Inkubationszeit. Die beobachtete Zunahme an starken Biofilmproduzenten nach
48 Stunden deutet darauf hin, dass viele Isolate eine ausgepragte Fahigkeit zur Biofilmreifung
besitzen. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen aus der Humanmedizin, in denen
Biofilmbildung als wichtiger Mechanismus bei chronischen oder rezidivierenden
Harnwegsinfektionen beschrieben wurde (Rajangam und Narasimhan, 2024). Die Fahigkeit zur
Adhdrenz an abiotischen Oberflaichen wie Harnkathetern ermoglicht eine langfristige
Kolonisation von Fremdmaterialien innerhalb der Harnwege und begiinstigt das Uberleben

unter antimikrobiellem Selektionsdruck (Pour et al., 2011; Eze et al., 2018).

Neben der Besiedlung von Harnkathetern scheint jedoch auch das Milieu des Harntraktes
selbst die Ausbildung von Biofilmen zu fordern. Flr A. baumannii konnte gezeigt werden, dass
insbesondere Eisenlimitierung sowie weitere fiir den Harntrakt charakteristische Bedingungen
die Expression von Virulenzfaktoren und die Anpassung an diese Nische unterstitzen
(Eijkelkamp et al.,, 2011). Die Fahigkeit zur Biofilmbildung kdénnte daher nicht nur die
Besiedlung von Fremdmaterialien erleichtern, sondern auch einen wichtigen Beitrag zur

langfristigen Persistenz innerhalb des Harntraktes leisten.

Die hohe Relevanz der Biofilmbildung fiir die Besiedlung medizinischer Materialien spiegelte
sich auch in den Ergebnissen der Fremdkorperisolate wider. Isolate von medizinischen
Fremdkorpern, einschlieBlich Kathetern, Implantaten und Tuben, wiesen ebenfalls hohe
Biofilmbildungsraten auf. Medizinische Materialien stellen ideale Oberflachen fir die initiale
bakterielle Adhdrenz und die anschliefende Biofilmbildung dar. Bereits kurz nach der
Implantation oder Katheterisierung werden die Materialoberflichen durch Wirtsproteine
konditioniert, wodurch die bakterielle Anheftung erleichtert, und die Ausbildung stabiler
Biofilme beglinstigt wird. Diese kdnnen eine langfristige Kolonisation medizinischer Gerate
ermoglichen und gleichzeitig die Wirksamkeit antimikrobieller Therapien reduzieren (Donlan,
2001; Donlan und Costerton, 2002; Greene et al., 2016). Die hohe Biofilmbildung der in dieser
Arbeit untersuchten Fremdkorperisolate entspricht somit den bekannten Mechanismen

Biofilm-assoziierter Fremdkdrperinfektionen.
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Im Gegensatz zu Harnwegs- und Fremdkoérperisolaten zeigten Isolate aus dem Genitaltrakt
Uberwiegend eine geringe Biofilmbildung. Da Biofilme bei verschiedenen Genitaltrakt-
assoziierten Infektionen, beispielsweise im Rahmen der bakteriellen Vaginose des Menschen,
eine wichtige Rolle fiir Persistenz und Rezidive spielen kdnnen, deutet dieses Ergebnis nicht
zwangslaufig auf eine geringere Anpassungsfahigkeit der Isolate an diese Nische hin. Fir die
bakterielle Vaginose wurde wiederholt gezeigt, dass ausgepragte polymikrobielle Biofilme mit
Therapieversagen und rezidivierenden Infektionen assoziiert sind (Muzny und Schwebke,
2015; Hardy et al.,, 2017). Auch wenn vergleichbare Daten fiir veterindrmedizinische
Infektionen des Genitaltrakts bislang fehlen, konnte A. baumannii von bereits etablierten
Biofilmstrukturen anderer Mikroorganismen profitieren, ohne selbst eine zentrale Rolle bei
deren Ausbildung einzunehmen. Die relative Bedeutung einzelner Virulenzfaktoren und
adaptiver Mechanismen dirfte dabei stark von der jeweiligen anatomischen Nische und den

dort vorherrschenden Selektionsbedingungen abhangen.

Die Interpretation der Ergebnisse fir Isolate aus dem Genitaltrakt wird zusatzlich durch die
begrenzte Datenlage erschwert. Bislang existieren kaum systematische Untersuchungen zur
Biofilmbildungsfahigkeit von A. baumannii-lsolaten aus dieser Infektionslokalisation. In einer
aktuellen humanmedizinischen Studie wurde zwar ein genitales Isolat als starker
Biofilmproduzent beschrieben, der Zusammenhang zwischen Isolatherkunft und
Biofilmbildung wurde jedoch nicht weiter untersucht (Abbas et al., 2026). Dariber hinaus wird
A. baumannii im Genitaltrakt nur selten nachgewiesen und bislang nur unzureichend
hinsichtlich seiner Virulenz- und Biofilmeigenschaften charakterisiert. Entsprechende
Nachweise beschranken sich bislang auf einzelne Untersuchungen des vaginalen Mikrobioms
sowie vereinzelte veterindrmedizinischen Studien (Du et al., 2023; Martinez-Torrecilla et al.,
2026). Vor diesem Hintergrund lasst sich derzeit nicht beurteilen, ob die beobachtete geringe
Biofilmbildung ein nischenspezifisches Merkmal darstellt oder vielmehr auf die begrenzte
StichprobengrofRe und die unterschiedliche Verteilung der Probenarten zwischen den

Wirtsspezies zurlickzufiihren ist.

Auch die vergleichsweise geringe Biofilmbildung vieler respiratorischer Isolate erscheint
bemerkenswert. Dies steht teilweise im Gegensatz zu Beobachtungen aus der Humanmedizin,
in denen insbesondere Ventilator-assoziierte Pneumonien haufig als Biofilm-assoziierte
Infektionen beschrieben werden (Yehya et al., 2025). Eine mogliche Erklarung kénnte darin

liegen, dass die untersuchten veterinarmedizinischen Atemwegsisolate Uberwiegend nicht
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von medizinischen Fremdkérpern wie Endotrachealtuben stammten und daher anderen

Selektionsbedingungen unterlagen.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Biofilmbildungsfahigkeit von
A. baumannii wesentlich von der jeweiligen Infektionsnische beeinflusst wird und
insbesondere in Wunden, Harnwegen sowie auf medizinischen Fremdmaterialien zur
Persistenz des Erregers beitragt. Da klinische Begleitinformationen nicht fir alle Isolate
verfligbar waren, lasst sich jedoch nicht abschliefend beurteilen, inwieweit die beobachteten
Unterschiede unmittelbar auf die Infektionslokalisation oder auf die damit verbundenen

nischenspezifischen Bedingungen zurlickzufiihren sind.
5.3 Zusammenhang zwischen antimikrobieller Resistenz und Biofilmbildung

Die ausgepragte Fahigkeit zur Entwicklung antimikrobieller Resistenzen zahlt zu den
wesentlichen Ursachen fiir die klinische Bedeutung von A. baumannii in der Human — und
Veterinarmedizin (Harding et al., 2018; Wareth et al., 2019b). Vor dem Hintergrund der hohen
Pravalenz multiresistenter veterindrmedizinischer Isolate (van der Kolk et al., 2019; Nocera et
al., 2021) sowie der klinischen Bedeutung von MDR- und XDR-A. baumannii in der
Humanmedizin (Tacconelli et al., 2018) war die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen

AMR und Biofilmbildung ein zentraler Aspekt dieser Arbeit.

Die Kombination beider Eigenschaften besitzt besondere klinische Relevanz, da sie sowohl die
Wirksamkeit antimikrobieller Therapien als auch die Elimination der Erreger erschweren und
damit die Persistenz von Infektionen beglinstigen kann (Rajangam und Narasimhan, 2024;

Shenkutie et al., 2020).

Die hohe Relevanz antimikrobieller Resistenzen bei veterindarmedizinischen A. baumannii-
Isolaten wurde in Publikation 2 bestatigt. Der GroBteil (79,5 %) der untersuchten Isolate zeigte
einen MDR-Phdnotyp, insbesondere bei Katzen und Hunden mit MDR-Raten von liber 85 %.
Equine Isolate waren mit 42,9 % hingegen deutlich seltener multiresistent, was mit friheren
Studien ibereinstimmt (van Spijk et al., 2016; Walther et al., 2018). Mogliche Ursachen hierfur
konnen Unterschiede in Antibiotikaexposition und klinischen Behandlungsbedingungen sein,
da Kleintiere haufiger intensivmedizinisch versorgt und mit Antibiotika behandelt werden
(Schnepf et al., 2021). Pferde hingegen werden in vielen Fallen zuriickhaltender antibiotisch

behandelt, insbesondere im Hinblick auf Carbapeneme, die in der Veterindrmedizin nur
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eingeschrankt eingesetzt werden (Merle et al., 2025). Dies konnte erklaren, warum nur 1,2 %
der equinen Isolate eine Resistenz gegeniliber Imipenem aufwiesen, wahrend entsprechende

Resistenzen bei Katzen (49,3 %) und Hunden (31,1 %) deutlich hdufiger nachgewiesen wurden.

Publikation 1 zeigte zudem, dass die detektierten Resistenzgene weitgehend mit den phano-
typischen Resistenzprofilen korrelierten. Nachgewiesen wurden vor allem blaoxa-s1-ike-Gene
sowie Resistenzgene fir Aminoglykoside, Tetrazykline und Sulfonamide. Die Identifizierung
neuer intrinsischer blaoxa-s1-ike Varianten verdeutlicht die hohe genetische Variabilitat equiner
A. baumannii-lsolate und unterstreicht, dass tierische Reservoire bislang unzureichend
charakterisiert sind. Obwohl diese Varianten nicht direkt mit Carbapenem-Resistenz assoziiert
waren, konnten sie langfristig eine Grundlage fiir die Entwicklung neuer Resistenz-

mechanismen darstellen.

Vor dem Hintergrund der hohen MDR-Pravalenz war die Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen AMR und Biofilmbildung ein zentraler Aspekt dieser Arbeit. Klinisch ist insbesondere
die Kombination aus MDR-Phanotyp und ausgepragter Biofilmbildung relevant, da hierdurch
sowohl die Wirksamkeit antimikrobieller Therapien als auch die Elimination der Erreger
erheblich eingeschrankt und chronische Infektionen begiinstigt werden kénnen (Rajangam
und Narasimhan, 2024). AuBerdem konnen Biofilme die MHK effektiv um ein Vielfaches
erhéhen und damit selbst bei in vitro sensiblen lIsolaten zu Therapieversagen beitragen

(Tacconelli et al., 2018; Shenkutie et al., 2020).

Die Ergebnisse der Publikation 1 und 2 zeigen hinsichtlich der equinen A. baumannii-lsolate
ein uneinheitliches Bild. Wahrend in Publikation 1 MDR eher mit geringerer Biofilmbildung
assoziiert war, zeigten MDR-Isolate in Publikation 2 haufiger starke Biofilmbildung. Diese
Divergenz spiegelt die in der Literatur beschriebenen inkonsistenten Ergebnisse wider.
Mehrere Studien berichten (iber eine positive Korrelation zwischen MDR und Biofilmstarke
(Bardbari et al., 2017; Yang et al., 2019; Asaad et al., 2021), wahrend andere Untersuchungen
eine inverse oder keine signifikante Assoziation fanden (Qi et al., 2016; Wang et al., 2018). Als
mogliche Erklarung fiir diese widersprichlichen Befunde wird diskutiert, dass die Ausbildung
ausgepragter Resistenzphdnotypen und die Produktion von Biofilmstrukturen mit
unterschiedlichen metabolischen Kosten (fitness costs) verbunden sein kénnen. Daher
vermuten einzelne Autoren einen evolutiondren Trade-off zwischen Resistenzentwicklung

und Virulenz beziehungsweise Biofilmbildung, wodurch bestimmte Stamme bevorzugt in eine
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dieser beiden Strategien investieren (Longo et al., 2014; Qi et al.,, 2016). Unterschiede
zwischen den Studien koénnten zum einen auf die unterschiedliche klonale
Zusammensetzungen der untersuchten Isolatkollektive zurtickzufiihren sein, da bestimmte
STs oder ICs sowohl mit MDR als auch mit erhéhter Biofilmbildung assoziiert sein kbnnen. Zum
anderen deuten aktuelle Ubersichtsarbeiten darauf hin, dass Biofilmbildung und AMR auch
auf regulatorischer Ebene miteinander verknipft sein kdnnen, sodass eine strikte funktionelle

Trennung beider Phdnotypen nicht immer moglich ist (Mendes et al., 2023).

Uber die direkte klinische Relevanz hinaus besitzen Biofilme auch eine potenzielle evolutions-
biologische Bedeutung. Die hohe Zelldichte innerhalb der Matrix, lokale Konzentrations-
gradienten an eDNA sowie die enge raumliche Nachbarschaft der Zellen kénnen die
Verbreitung von Resistenzdeterminanten durch horizontalen Gentransfer fordern. (Hall und
Mah, 2017). Biofilme stellen somit nicht nur einen Schutzmechanismus gegeniber
antimikrobiellen Substanzen dar, sondern kdnnten auch Bedingungen schaffen, die die

Evolution resistenter Populationen beglinstigen.

Darliber hinaus ist eine differenzierte Betrachtung von genetischer Resistenz und Biofilm-
vermittelter Toleranz erforderlich. Unabhdngig vom Vorliegen klassischer Resistenzgene
konnen Biofilme durch reduzierte Antibiotikapenetration, metabolische Heterogenitat,
Stressantworten und die Ausbildung von Persister-Zellen das Uberleben bakterieller
Populationen fordern (Mechler und Bertram, 2013; Roy et al., 2022; Liu et al., 2024). Persister-
Zellen stellen keine genetisch resistenten Varianten dar, sondern metabolisch inaktive oder
stark reduzierte Zellpopulationen, die antimikrobielle Behandlungen (iberdauern kdnnen.
Nach Absetzen der Therapie sind diese Zellen in der Lage, erneut auszuwachsen und dadurch
chronische oder rezidivierende Infektionen zu verursachen (Lewis, 2010; Fisher et al., 2017).
Beide Mechanismen kdnnen somit unabhangig voneinander die Wirksamkeit antimikrobieller

Therapien beeintrachtigen und zur Persistenz von Infektionen beitragen.

Fir die Veterinarmedizin besitzen diese Zusammenhange besondere Relevanz. Wahrend AMR
und Biofilmbildung haufig getrennt betrachtet werden, zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass beide Eigenschaften gemeinsam zur erfolgreichen Etablierung von
A. baumannii-Linien beitragen kénnen. Insbesondere die Kombination aus MDR und
ausgepragter Biofilmbildung konnte die Ausbreitung nosokomialer Klone in tiermedizinischen

Kliniken beglinstigen und die Kontrolle von Ausbruchsgeschehen erschweren. Dies erscheint
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insbesondere fiir Kleintierkliniken relevant, in denen sowohl hohe MDR-Raten als auch starke
Biofilmbildner beobachtet wurden. Auch Untersuchungen an Isolaten aus Nutztieren konnten
eine hohe Pravalenz biofilmbildender A. baumannii-Stamme bei gleichzeitiger Prasenz
relevanter Resistenzgene nachweisen, was die veterinarmedizinische Bedeutung dieser

Kombination zusatzlich unterstreicht (Lysitsas et al., 2024).

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Biofilmbildung und AMR zwar eng
miteinander verkniipfte, jedoch nicht zwangslaufig parallel verlaufende Anpassungsstrategien
von A. baumannii darstellen. Dieses Zusammenspiel wird vermutlich durch weitere Faktoren
wie phylogenetischen Hintergrund, &kologische Nische und Selektionsbedingungen
beeinflusst. Dies konnte auch die bislang widerspriichlichen Ergebnisse verschiedener Studien
erklaren. Die vorliegenden Daten unterstreichen daher die Notwendigkeit, beide
Eigenschaften gemeinsam zu betrachten, um die erfolgreiche Verbreitung und Persistenz

dieses Erregers besser zu verstehen.
5.4 Bedeutung internationaler Klone fiir die Biofilmbildung

Die Populationsstruktur von A. baumannii wird weltweit durch mehrere internationale Klone
charakterisiert. Insbesondere die Hochrisikoklone IC1 und IC2 sind haufig mit nosokomialen
Infektionen und MDR-Phanotypen assoziiert (Rice, 2008; Diancourt et al., 2010; Harding et al.,
2018). Demgegeniliber weisen tierische und umweltassoziierte Reservoire eine hohe
genetische Diversitat auf, die bislang nur unzureichend charakterisiert ist (Rafei et al., 2015;
Karah et al., 2023). Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, inwieweit die Biofilmbildung

durch den klonalen Hintergrund beeinflusst wird.

Die Literatur liefert hierzu widerspriichliche Befunde, wobei insbesondere fiir IC1- und IC2-
Isolate sowohl erhéhte Biofilmkapazitaten als auch gegenteilige Ergebnisse beschrieben

wurden (Rahimi et al., 2018; Yang et al., 2019; Kishii et al., 2020).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen auch bei veterindrmedizinischen A. baumannii-
Isolaten deutliche Unterschiede in der Populationsstruktur zwischen den untersuchten
Tierarten. Wahrend bei Katzen und Hunden (iberwiegend IC1 und IC2 nachgewiesen wurden,
zeigten Pferdeisolate eine deutlich hohere genetische Diversitdt. In Publikation 1 wurden
unter den Pferdeisolaten 22 neue STs identifiziert, von denen viele keinem bekannten IC

zugeordnet werden konnten und als Singletons auftraten. Dies deutet darauf hin, dass Pferde
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ein bislang unzureichend charakterisiertes Reservoir genetisch diverser A. baumannii-Linien
darstellen kénnten. Der vergleichsweise geringe Anteil internationaler Hochrisikoklone
konnte dabei mit Unterschieden in Haltung, Antibiotikaexposition sowie einer starkeren
Exposition gegenliber Umweltreservoiren zusammenhangen (Rafei et al., 2015). Die geringe
Pravalenz internationaler Hochrisikoklone deutet zudem darauf hin, dass sich diese Linien bei

Pferden bislang weniger erfolgreich etabliert haben.

Im Gegensatz dazu zeigte Publikation 2 eine homogenere Populationsstruktur bei Katzen und
Hunden, die Giberwiegend durch IC1- und IC2-Isolate gepragt war. Eine Dominanz dieser Klone
wurde auch in frilheren Studien beschrieben (Lupo et al., 2017; Nocera et al., 2021) und
konnte auf den engen Mensch-Tier-Kontakt sowie vergleichbare epidemiologische Rahmen-
bedingungen in human- und veterinarmedizinischen Kliniken zurtickzufiihren sein.
Insbesondere in spezialisierten tiermedizinischen Einrichtungen bestehen hinsichtlich des
Einsatzes antimikrobieller Substanzen, invasiver Verfahren und der Nutzung medizinischer
Gerate Bedingungen, die denen humanmedizinischer Kliniken teilweise dhneln. Dies kénnte

die Etablierung und Verbreitung erfolgreicher internationaler Klone beglinstigen.

Die Dominanz von IC1 und insbesondere IC2 wurde auch in zahlreichen humanmedizinischen
Untersuchungen beschrieben. Beide Klone gelten als globale Hochrisikolinien mit
ausgepragter Fahigkeit zur Persistenz im Krankenhausmilieu, zur Akkumulation von
Resistenzdeterminanten sowie zur erfolgreichen Ausbreitung zwischen Patienten und
Gesundheitseinrichtungen auszeichnen (Zarrilli et al., 2013; Hamidian und Nigro, 2019). |hr
epidemiologischer Erfolg beruht vermutlich nicht ausschlieBlich auf AMR, sondern auf der
Kombination verschiedener Fitness- und Persistenzfaktoren, zu denen auch die Biofilmbildung

gehort (Hamidian und Nigro, 2019; Gedefie et al., 2021).

Im One-Health-Kontext ist insbesondere der Nachweis humanassoziierter Hochrisikoklone bei
Tieren von Bedeutung. Die Identifikation von IC1- und IC2-Isolaten bei Katzen und Hunden
spricht fir mégliche Ubertragungswege zwischen Mensch, Tier und Umwelt und deutet darauf
hin, dass Tiere potenziell als Reservoir oder Vektor epidemiologisch relevanter MDR-Linien
fungieren konnten (Wareth et al., 2019b; Nocera et al., 2021). Die wiederholte Identifikation
identischer oder eng verwandter ICs in Human- und Veterindrmedizin unterstreicht die
Fahigkeit bestimmter A. baumannii-Linien, unterschiedliche Wirte und 6kologische Nischen

erfolgreich zu besiedeln. Dies legt nahe, dass die klonale Zugehorigkeit nicht nur
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epidemiologische Relevanz besitzt, sondern auch mit biologischen Eigenschaften verknipft

sein konnte, die die Persistenz und Transmission férdern.

Die Ergebnisse der Publikationen 1 und 2 sprechen fiir einen Einfluss der klonalen
Zugehorigkeit auf die Biofilmbildung, zeigen jedoch zugleich, dass dieser Zusammenhang nicht
universell ist. Zwar unterschieden sich die einzelnen ICs innerhalb beider Datensatze
hinsichtlich ihrer Biofilmkapazitat, die Auspragung dieser Unterschiede variierte jedoch
zwischen den Studienpopulationen. Besonders deutlich wurde dies fir die Hochrisikoklone
IC1 und IC2. Wéahrend diese Klone in Publikation 2 mit einer ausgepragten Biofilmreifung
assoziiert waren, zeigten sie in Publikation 1 (berwiegend geringe oder fehlende

Biofilmbildung.

Diese zunachst scheinbar widersprichlichen Ergebnisse verdeutlichen, dass die klonale
Zugehorigkeit allein die Variabilitat der Biofilmbildung nicht vollstandig erklart. Dabei ist
zunachst zu berlcksichtigen, dass die Biofilmbildung in den beiden Studien unter
unterschiedlichen Kulturbedingungen untersucht wurde. Wahrend die Quantifizierung in
Publikation 1 sowohl in nahrstoffarmem M63 Minimalmedium als auch in nahrstoffreichem
LB-Medium erfolgte, wurde sie in Publikation 2 ausschlieflich in MHB-Medium bestimmt. Da
die Biofilmbildung von A. baumannii stark durch Nahrstoffverfliigbarkeit und Osmolaritat
beeinflusst wird, kdnnten die unterschiedlichen Versuchsbedingungen wesentlich zu den
beobachteten Befunden beigetragen haben. Darliber hinaus deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass die Biofilmkapazitat selbst innerhalb derselben internationalen Klonlinie erheblich
variieren kann. Dies spricht flir zusatzliche Einflisse stammspezifischer genetischer

Determinanten und regulatorischer Netzwerke (Yang et al., 2019; Kishii et al., 2020).

Unabhangig davon sprechen zahlreiche Studien dafiir, dass sich die genetischen
Voraussetzungen fir die Biofilmbildung zwischen den einzelnen ICs unterscheiden. Mehrere
Arbeiten konnten zeigen, dass die Verteilung der BAGs oftmals klonspezifischen Mustern folgt.
Insbesondere das csu-Operon, der pgaABCD-Cluster sowie die Biofilm-assoziierten Proteine
Bap, Blp1 und Blp2 wurden wiederholt mit der initialen Adhasion und der Ausbildung stabiler
Biofilme in Verbindung gebracht (Tomaras et al., 2003; Goh et al., 2013). Heute gelten diese
Systeme als zentrale strukturelle Determinanten der Biofilmbildung (Geisinger et al., 2019;
Mohamed et al., 2023). Unterschiede in ihrer Verteilung zwischen den ICs stellen daher eine

plausible Erklarung fiir die Variabilitat der Biofilmbildung dar.

49



Diskussion

Die Ergebnisse aus Publikation 2 unterstiitzen zudem eine IC-abhadngige Dynamik der
Biofilmbildung. 1C1-Isolate wiesen bereits frih eine ausgepragte Biofilmbildung auf und
erreichten schon nach 24 Stunden hohe Anteile starker Biofilmproduzenten. IC2-Isolate
hingegen zeichneten sich durch eine fortschreitende Biofilmreifung aus und erreichten nach
48 Stunden deutlich haufiger die Kategorie starker Biofilmproduzenten. IC3-Isolate waren
Uberwiegend durch moderate Biofilmbildung charakterisiert und erreichten selten hohe
Biofilmwerte. Nicht den ICs zuordenbare Isolate zeigten eine hohe Variabilitdt, jedoch
insgesamt eine geringere und weniger konsistente Biofilmbildung. Die bereits in Publikation
1 beschriebene Heterogenitat der equinen Isolate bestatigte sich auch in der tierspezifischen

Auswertung in Publikation 2.

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse, dass die Biofilmbildung von A. baumannii
zumindest teilweise durch die klonale Zugehorigkeit gepragt wird und insbesondere die
internationalen Hochrisikoklone IC1 und IC2 haufig mit einer ausgepragten Biofilmbildung
assoziiert sind. Gleichzeitig zeigen die Unterschiede zwischen den untersuchten Tierarten und
den beiden Datenséatzen, dass die klonale Zugehorigkeit allein die beobachtete Variabilitat
nicht erklaren kann und sprechen eher fiir eine kontextabhangige Auspragung der
Biofilmbildung innerhalb einzelner klonaler Linien als fiir eine strikt klonal determinierte
Eigenschaft. Die Biofilmbildung resultiert demnach aus einem komplexen Zusammenspiel von
klonalem Hintergrund, genetischer Ausstattung sowie Umwelt- und Wirtsfaktoren. Die
Identifikation  biofilmstarker Hochrisikoklone bei veterinarmedizinischen Isolaten
unterstreicht zudem deren potenzielle Bedeutung fiir die Persistenz und Verbreitung von

A. baumannii im One-Health-Kontext.
5.5 Biofilmbildung und die Rolle Biofilm-assoziierter Gene

Die Biofilmbildung bei A. baumannii wird auf genetischer Ebene durch komplexe
Regulationsnetzwerke gesteuert, an denen Quorum-Sensing (Abal/AbaR), Zweikomponenten-
systeme (BfmRS) sowie strukturelle Komponenten wie Pili (Csu-System) und Proteine der
AulRenmembran oder der Matrix (z. B. OmpA, Bap) beteiligt sind (Eze et al., 2018; Harding et
al., 2018; Kim et al., 2022; Rajangam und Narasimhan, 2024). Diese Komponenten tragen zu
verschiedenen Stadien der Biofilmbildung bei, die von der initialen Adhéasion bis zur
Maturation und Stabilitdt des Biofilms reichen (Geisinger et al., 2019; Mendes et al., 2023).

Trotz der gut etablierten funktionellen Rollen dieser Genprodukte waren die meisten BAGs —
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darunter abal, abaR, bfmR, bfmS, csuA/B, csuC, csuD, csuE, ompA und pgaABCD — in der
vorliegenden Arbeit (ber alle Isolate hinweg hochkonserviert. Diese hohe Pravalenz
unterstreicht die grundlegende Bedeutung dieser Gene fiir die Fahigkeit von A. baumannii,
Biofilme zu bilden. Jedoch zeigte sich keine konsistente Korrelation zwischen der bloRen
Prasenz der meisten BAGs und der tatsiachlich beobachteten Biofilmstarke. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit friiheren Berichten, die eine weitverbreitete Verteilung
von BAGs wie ompA, bap und csuE sowohl bei empfindlichen als auch bei MDR-Isolaten zeigen,
ohne dass dabei eine konsistente Korrelation zur Biofilmstarke besteht (Thummeepak et al.,

2016; Yang et al., 2019; Sherif et al., 2021).

Vielmehr wird die Auspragung der Biofilmbildung offenbar maf3geblich durch regulatorische
Prozesse, die Dynamik der Genexpression sowie klonale und umweltbedingte Faktoren
beeinflusst (Eze et al., 2018). Diese Befunde sprechen dafiir, dass die Regulation von BAGs fiir
die Auspragung des Biofilm-Phanotyps bedeutsamer ist als deren bloBe genomische Prasenz.
Das Vorhandensein eines BAG erlaubt daher nicht zwangslaufig Riickschliisse auf dessen
funktionelle Aktivitat, da die Expression viele dieser Gene durch komplexe regulatorische
Netzwerke kontrolliert wird. Entsprechend korreliert in mehreren die Expression von bfmRS,
abal/abaR, ompA oder bap stirker mit der Biofilmbildung als deren bloRer Nachweis im
Genom (Rumbo-Feal et al., 2013; Thummeepak et al., 2016). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit stltzen diese Annahme, dass die Regulation der BAGs fiir die Auspragung des Biofilm-
Phanotyps bedeutsamer sein konnte als deren alleinige Prasenz. Auch die Gene des Csu-
Systems (csuA/B, csuCDE), die insbesondere an der initialen Adharenz beteiligt sind, zeigten
keine konsistente Assoziation mit der Biofilmstarke (Tomaras et al., 2003). Dies ist plausibel,
da diese Faktoren vor allem friihe Schritte der Biofilmbildung betreffen, wahrend die im
Rahmen dieser Arbeit gemessene Biofilmmasse eher die reiferen Stadien des Biofilms

widerspiegelt.

In diesem Zusammenhang stellte sich blp1 als bemerkenswerte Ausnahme heraus. Sein
Vorhandensein korrelierte positiv mit der Biofilmbildung und es wurde in allen stark
biofilmbildenden Isolaten nachgewiesen. Zudem zeigte blp1 eine stammspezifische Verteilung
und war insbesondere in IC1-, IC2- und IC3-Isolaten vertreten. Dieses Muster deutet zunéachst
auf einen klonalen Beitrag zur Forderung der Biofilmbildung hin. Friihere Studien stiitzen diese
Beobachtung, da die Inaktivierung von blp1 oder blp2 im A. baumannii-Stamm AYE zu einer

reduzierten Biofilmbildung flhrte (Gregorio et al., 2015). Neben der Biofilmbildung wird Blp1
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auch mit der Adharenz an eukaryotische Zellen sowie der Kolonisation biotischer Oberflachen
in Verbindung gebracht und konnte damit zur Etablierung bestimmter klonaler Linien in

klinischen Umgebungen beitragen (Skerniskyté et al., 2019a).

Allerdings verlor der Zusammenhang zwischen blp1 und ausgepragter Biofilmbildung nach
Adjustierung fur weitere Einflussfaktoren in der multivariablen Analyse seine statistische
Signifikanz. Dies spricht dafiir, dass die beobachtete Assoziation zumindest teilweise durch
den klonalen Hintergrund erklart werden kdénnte und blp1 eher als Marker bestimmter, stark
biofilmbildender Klonlinien, denn als unabhangiger Pradiktor der Biofilmbildung zu betrachten
ist. Die IC-spezifische Verteilung von blpl unterstitzt dennoch die Annahme, dass
stammspezifische Faktoren zu phanotypischen Unterschieden in der Biofilmbildung beitragen
und moglicherweise fiir die Persistenz sowie den klinischen Erfolg einzelner Klone

mitverantwortlich sind.

Auch Skerniskyté et al. konnten blp1 in IC1- und IC2-Isolaten nachweisen, wobei sich die in IC2
gefundene Variante von dem urspriinglich beschriebenen Gen unterschied (Skerniskyté et al.,
2019b). Dies deutet darauf hin, dass genetische Varianten innerhalb der BAGs zur Variabilitat
der Biofilmbildung beitragen konnten. Die bisher verfligbaren Daten legen nahe, dass solche
Varianten linienabhangig auftreten. Bisher wurden Vorkommen und genetische Variationen
von blp1 vor allem fiir IC1- und IC2-Isolate beschrieben, wahrend zu IC3 bislang nur begrenzte
Informationen verfiigbar sind. Der Nachweis von blp1 in IC3-Isolaten erweitert daher das
aktuelle Verstandnis Uber die Verbreitung dieses Gens innerhalb dieser bislang weniger
untersuchten klonalen Linien. Dennoch besteht weiterer Forschungsbedarf, um zu klaren, ob
auch andere ICs Varianten von blpl tragen oder ob vergleichbare Varianten zusatzlich in

anderen BAGs auftreten.

Dieses Prinzip einer funktionellen Relevanz von Allelvarianten wird auch fir weitere Virulenz-
und Biofilm-assoziierte Faktoren beschrieben. Bereits einzelne Aminosauresubstitutionen
kénnen Proteinstruktur, Bindungseigenschaften oder regulatorische Kontrolle beeinflussen
und damit zu erheblichen phanotypischen Unterschieden zwischen genetisch eng verwandten
Stammen fiihren. Daher konnte die Analyse solcher Varianten zukiinftig wesentlich zum
Verstandnis klonabhangiger Unterschiede in der Biofilmbildung beitragen (Geisinger et al.,

2018; Skerniskyté et al., 2019a).
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Im Gegensatz zu blp1 zeigte bap eine negative Assoziation mit der Biofilmbildung, die auf den
ersten Blick nicht mit der haufig beschriebenen Rolle von Bap als wichtigem Faktor der
Biofilmbildung vereinbar erscheint. Das bap-Gen wird sowohl mit der Ausbildung reifer
Biofilme als auch mit der Adharenz an eukaryotische Zellen in Verbindung gebracht (Brossard
und Campagnari, 2012). Frilhere Untersuchungen berichteten lber eine positive Korrelation
zwischen der bap-Expression und einer ausgepragten Biofilmbildung (Loehfelm et al., 2008;
Bardbari et al.,, 2017; Yang et al.,, 2019; Kakavan et al., 2025). Auch hier lassen die
beobachteten Unterschiede vermuten, dass nicht allein das Vorhandensein des Gens
entscheidend ist, sondern vielmehr Faktoren wie Genregulation, genetische Diversitat oder
Umweltbedingungen die Funktion beeinflussen. Vergleichbare widerspriichliche Befunde
wurden bereits in anderen Studien beschrieben, in denen bap sowohl in nicht
biofilmbildenden Isolaten nachgewiesen wurde als auch in biofilmpositiven Stammen fehlte

(Ghasemi et al., 2018; Gautam et al., 2023; Smitran et al., 2023).

Eine mogliche Erklarung fiir diese widerspriichlichen Befunde koénnte in den besonderen
strukturellen Eigenschaften des bap-Gens liegen. Dieses weist eine erhebliche
GroRenvariabilitat auf und enthélt zahlreiche repetitive Sequenzabschnitte, die mit einer
ausgepragten strukturellen Variabilitat des Proteins assoziiert sind (Loehfelm et al., 2008;
Gregorio et al., 2015). Mehrere Autoren vermuten daher, dass funktionelle Unterschiede von
Bap weniger durch die bloRe Anwesenheit des Gens als vielmehr durch Unterschiede in
Sequenzstruktur, Proteinldnge oder Expression erklart werden kénnten (Goh et al., 2013;

Gregorio et al., 2015).

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Biofilmbildung von
A. baumannii nicht durch einzelne Gene erklart werden kann, sondern aus einem komplexen
Zusammenspiel von genetischer Ausstattung, Genregulation, klonalem Hintergrund und
Umweltbedingungen resultiert. Die Assoziation von blpl mit ausgepragter Biofilmbildung
spricht flir eine mogliche wichtige Rolle dieses Faktors, wahrend die Befunde zu bap und
anderen BAGs zeigen, dass sich die funktionelle Bedeutung einzelner Gene nicht allein aus
deren genomischer Prasenz ableiten lasst. Zukiinftige Untersuchungen sollten daher verstarkt
Expressionsanalysen sowie die Charakterisierung genetischer Varianten von BAGs ein-
beziehen, um die molekularen Grundlagen der Biofilmbildung bei veterindr-medizinischen

A. baumannii-lsolaten besser zu verstehen.
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5.6 Klinische Relevanz der Biofilmbildung

Die Biofilmbildung gilt als einer der wichtigsten Virulenz- und Persistenzfaktoren von
A. baumannii und spielt sowohl in der Human- als auch in der Veterindarmedizin eine
bedeutende Rolle (Lucidi et al., 2024; Ayswarya et al., 2026). Biofilme ermdglichen eine stabile
Besiedlung von biotischen und abiotischen Oberflachen und schiitzen vor antimikrobiellen
Substanzen sowie der Immunabwehr des Wirts (Roy et al., 2022; Mohamed et al., 2023).
Besonders relevant ist dies bei Wund- und Harnwegsinfektionen sowie respiratorischen und
Gerate-assoziierten Infektionen, wo bereits moderate bis starke Biofilmbildung beobachtet

wurde (Peleg et al., 2008; Antunes et al., 2014; Mea et al., 2021).

Die erschwerte Behandlung Biofilm-assoziierter Infektionen beruht unter anderem auf der
reduzierten Penetration antimikrobieller Substanzen durch die Biofilmmatrix, was zu einer
erhohten Antibiotikatoleranz fuhrt (Eze et al., 2018; Gedefie et al., 2021). Darilber hinaus
tragen metabolische Heterogenitat, veranderte Genexpressionsmuster sowie die Ausbildung
persistenter Zellpopulationen, insbesondere von Persister-Zellen, wesentlich zur erhéhten
Uberlebensfihigkeit innerhalb des Biofilms bei (Fisher et al., 2017; Hall und Mah, 2017).
Dadurch konnen selbst antibiotikasensible Bakterienpopulationen therapeutischen

Malnahmen entgehen und nur schwer aus dem klinischen Umfeld eradiziert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Biofilmbildung bei A. baumannii ein
komplexer und stark kontextabhangiger Phanotyp ist. Sie wird nicht allein durch einzelne
Gene bestimmt, sondern durch das Zusammenspiel von Wirtsspezies, klinischer Herkunft,
AMR, genetischer Ausstattung und klonaler Zugehorigkeit beeinflusst. Insbesondere
internationale Hochrisikoklone wie IC1 und IC2 zeigten unter bestimmten Bedingungen eine
ausgepragte Biofilmbildung. Dies konnte neben der haufig ausgepragten AMR zum
epidemiologischen Erfolg dieser Klone beitragen, da die Fahigkeit zur Persistenz auf
Oberflachen und medizinischen Geraten ihre Verbreitung in klinischen Umgebungen

begiinstigen kann (Diancourt et al., 2010; Eze et al., 2018; Harding et al., 2018).

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Kombination aus Biofilmbildung und AMR.
Wahrend Biofilme bereits eine reduzierte Antibiotikaempfindlichkeit und die Ausbildung
toleranter Subpopulationen beglinstigen, verstarkt das gleichzeitige Vorliegen von MDR-
Phanotypen die therapeutische Problematik erheblich. Dies fiihrt zu eingeschrankten

Behandlungsoptionen sowie einem erhohten Risiko chronischer und rezidivierender
54



Diskussion

Infektionen (Rajangam und Narasimhan, 2024). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich diese
Konstellation insbesondere bei lIsolaten von Katzen und Hunden, die sowohl hohe

Resistenzraten als auch eine ausgepragte Biofilmbildung aufwiesen.

Fir die Veterindrmedizin ist dies besonders relevant, da chronische Wundinfektionen,
Implantat-assoziierte Infektionen sowie rezidivierende Harnwegsinfektionen haufig
langwierige Behandlungen erfordern und oftmals wiederholte Antibiotikatherapien nach sich
ziehen. Biofilme gelten dabei als wesentlicher Faktor fiir verzogerte Wundheilung, Persistenz
bakterieller Infektionen und mangelndes Ansprechen auf antimikrobielle Therapien (Abdullahi
et al.,, 2016; Jgrgensen et al., 2021; Marchant et al., 2024). Die Bedeutung dieser
Zusammenhadnge wurde insbesondere fir Pferde und Hunde in mehreren Studien bestatigt,
in denen Biofilme mit verzogerter Wundheilung und schlechterem Therapieerfolg assoziiert

waren (Swanson et al., 2014; Jgrgensen et al., 2021).

Darliber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass sich die Fahigkeit zur Biofilmbildung nicht
zuverlassig allein anhand einzelner Gene oder Resistenzprofile vorhersagen lasst. Vielmehr ist
eine integrative Betrachtung erforderlich, die auch die klonale Struktur und den
epidemiologischen Kontext beriicksichtigt. Der Nachweis von ICs bei Hund, Katze und Pferd
unterstreicht zudem die enge Verbindung zwischen human- und veterinarmedizinischen
Reservoiren und hebt die Bedeutung eines One-Health-Ansatzes hervor (Lupo et al., 2017;

Kishii et al., 2020; Nocera et al., 2021; Hayman et al., 2023).

Die wiederholte Identifikation identischer ICs bei Menschen und Tieren deutet darauf hin,
dass zumindest einzelne A. baumannii-Linien zwischen verschiedenen Wirten und Reservoiren
zirkulieren kénnen. Auch wenn direkte Ubertragungswege bislang nur selten eindeutig
nachgewiesen werden konnten, verdeutlichen diese Befunde die Notwendigkeit einer
integrierten Betrachtung human- und veterindrmedizinischer Populationen im Rahmen

molekularer Surveillance.

Insgesamt liefern die Ergebnisse neue Erkenntnisse zur Rolle der Biofilmbildung bei
A. baumannii in der Veterindrmedizin und verdeutlichen deren Bedeutung fiir Persistenz,
Chronifizierung und therapeutische Herausforderungen. Die erschwerte Eradikation Biofilm-
assoziierter Infektionen verdeutlicht zugleich den potenziellen Nutzen therapiebegleitender
Anti-Biofilm-Strategien, beispielsweise durch  Quorum-Sensing-Inhibitoren, Metall-
nanopartikel, antimikrobielle  Peptide, Bakteriophagen oder biofilm-hemmende
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Oberflachenmodifikationen, als zukiinftige Ergdanzung zur klassischen antimikrobiellen
Therapie (Chen et al.,, 2020; Gedefie et al., 2021; Smitran et al., 2023; Rajangam und
Narasimhan, 2024; Rastegar et al., 2024). Obwohl viele dieser Ansédtze in experimentellen
Studien vielversprechende Ergebnisse zeigen, liegen bislang nur begrenzte klinische Daten fiir
ihren routinemafligen Einsatz in der Human- und Veterindarmedizin vor. Weitere
Untersuchungen sind daher erforderlich, um Wirksamkeit, Sicherheit und praktische

Anwendbarkeit dieser Strategien unter klinischen Bedingungen zu bewerten.
5.7 Limitationen und Ausblick

Trotz der hohen Anzahl an Isolaten und der umfassenden molekularen Charakterisierung
unterliegt die vorliegende Dissertation Limitationen, die bereits in den Originaltexten von
Publikation 1 und Publikation 2 diskutiert wurden und bei der Interpretation der Ergebnisse

berlicksichtigt werden missen.

Eine zentrale Limitation betrifft das retrospektive und laborbasierte Studiendesign. Alle
A. baumannii-Isolate entstammen der Routinediagnostik des mikrobiologischen Labors am
Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere. Dadurch war zwar eine hohe
methodische Standardisierung gewihrleistet, die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere
Regionen oder Untersuchungskollektive kdnnte jedoch eingeschrankt sein. Zudem hangt die
Zusammensetzung der lIsolatsammlung von den Einsenderstrukturen sowie der Art des
eingesandten Probenmaterials ab. Hieraus ergibt sich die Maoglichkeit einer
Selektionsverzerrung, da ausschlieBlich klinisch relevante und mikrobiologisch bestatigte
A. baumannii-lsolate untersucht wurden. Die Stichprobe repradsentiert daher nicht
zwangslaufig die gesamte Diversitat der Spezies im tierischen Reservoir. Insbesondere
subklinische Kolonisationen und Umweltisolate sind in der vorliegenden Untersuchung nicht

abgebildet.

Dariber hinaus war die statistische Auswertung teilweise durch kleine Subgruppen limitiert,
insbesondere bei seltenen klonalen Linien oder spezifischen klinischen Herkunftsgruppen.
Dies reduziert die Aussagekraft einzelner Vergleiche und sollte bei der Interpretation

entsprechender Trends berticksichtigt werden.

Eine weitere methodische Einschrankung betrifft die Biofilmquantifizierung mittels

Kristallviolett-Assay. Obwohl dieses Verfahren etabliert ist und einen guten Vergleich mit
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friheren Studien ermoglicht, bildet es die komplexen Bedingungen einer Infektion nur
eingeschrankt ab. Faktoren wie die Wirtsimmunantwort und Interaktionen mit anderen
Mikroorganismen bleiben unberiicksichtigt und kénnen die tatsachliche Biofilmphysiologie
erheblich beeinflussen. Darliber hinaus erfasst der Kristallviolett-Assay ausschlieflich die
Gesamtbiomasse eines Biofilms, erlaubt jedoch keine Aussagen lGber dessen dreidimensionale
Struktur, Zellvitalitat oder die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix. Erganzende
Verfahren wie die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie, Transkriptomanalysen oder
komplexere In-vitro-Infektionsmodelle kdnnten zukiinftig zusatzliche Einblicke in die
funktionelle Organisation veterindrmedizinischer A. baumannii-Biofilme liefern (Azeredo et

al., 2017).

SchlieBlich ist zu beriicksichtigen, dass die genetischen Analysen der vorliegenden Arbeit
primar auf Prasenz- und Absenzdaten basieren. Aussagen liber Genexpression, regulatorische
Aktivitat oder funktionelle Varianten sind daher nur eingeschrankt moglich. Zukinftige
Studien sollten genomische Analysen daher durch Transkriptom-, Proteom- oder funktionelle
Expressionsdaten ergdanzen, um die Aktivitat Biofilm-assoziierter Netzwerke besser erfassen

zu konnen (Rumbo-Feal et al., 2013; Thummeepak et al., 2016).

Insgesamt liefert die vorliegende Dissertation einen umfassenden Beitrag zum Verstandnis der
Biofilmbildung veterindarmedizinischer A. baumannii-lsolate und ihrer Zusammenhange mit
Wirtsspezies, klinischer Herkunft, antimikrobieller Resistenz, klonaler Zugehorigkeit und
Biofilm-assoziierten Genen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Biofilmbildung ein komplexes,
multifaktorielles Merkmal darstellt, das weder durch einzelne Gene noch durch einzelne
epidemiologische Parameter allein erklart werden kann. Damit schafft die Arbeit eine wichtige
Grundlage fir zuklnftige Untersuchungen zur molekularen Regulation der Biofilmbildung, zur
klinischen und therapeutischen Relevanz biofilmbildender A. baumannii-Linien sowie zu

deren epidemiologischer Verbreitung im veterindrmedizinischen und One-Health-Kontext.
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6 Zusammenfassung

Acinetobacter baumannii zahlt zu den bedeutendsten opportunistischen Krankheitserregern
in der Human- und Veterinarmedizin. Insbesondere die zunehmende Verbreitung multi-
resistenter (MDR) Isolate sowie die ausgepragte Fahigkeit zur Biofilmbildung erschweren die

Therapie und fordern die Persistenz des Erregers in klinischen Umgebungen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden 507 A. baumannii-lsolate untersucht, die zwischen
2008 und 2024 im Rahmen der Routinediagnostik am Institut fir Hygiene und Infektions-
krankheiten der Tiere von Katzen (n = 134), Hunden (n = 289) und Pferden (n = 84) gewonnen
wurden. Die Isolate stammten aus unterschiedlichen Infektionslokalisationen, darunter
Wunden und Abszesse (n = 173), Harntrakt (n = 102), medizinisches Material (n = 40),

39), Atemwege- (n = 38), Genitaltrakt (n = 24) sowie Haut, Haaren und

Nasopharynx- (n

Pfoten/Hufen (n

24). Alle Isolate wurden hinsichtlich ihres MDR-Status untersucht. Die
Ganzgenomsequenzierung diente der Bestimmung von Sequenztypen (ST), internationalen
Klonen (IC) sowie Biofilm-assoziierten Genen (BAGs), darunter Gene des BfmRS-
Regulationssystems (bfmR, bfmS), des Quorum-Sensings (abal, abaR), des Csu-Pili-Systems
(csuA/BABCDE), der Exopolysaccharidsynthese (pgaABCD) sowie weiterer Adhasions- und
Oberflachenproteine (ompA, bap, bip1 und bip2).

Der GroRteil der Isolate (79,5 %) wies einen MDR-Phanotyp auf, wobei insbesondere bei
Katzen und Hunden hohe MDR-Raten von Uber 85 % beobachtet wurden, jedoch nur 42,9 %
bei Pferden. Die Isolate zeigten eine hohe genetische Diversitdit mit 51 STs im equinen
Teilkollektiv (Publikation 1), darunter 22 neu beschriebene STs. Auf klonaler Ebene
dominierten im Gesamtkollektiv der 507 Isolate (Publikation 2) die internationalen Hochrisiko-
klone IC1 (35,7 %) und IC2 (23,3 %), gefolgt von IC3 (7,7 %). Weitere ICs wurden nur vereinzelt
nachgewiesen, wahrend 27,2 % keinem bekannten IC zugeordnet werden konnten. IC1 und

IC2 waren in allen Wirtsspezies nachweisbar und haufig mit MDR-Phanotypen assoziiert.

Die Biofilmbildung wurde mittels Kristallviolett-Assay nach 24 und 48 Stunden Inkubation
quantifiziert und anhand der spezifischen Biofilmbildung (specific biofilm formation, SBF) in
die Kategorien kein, schwach, moderat und stark eingeteilt. Insgesamt stellte sie ein weit
verbreitetes, jedoch stark heterogen ausgepragtes Merkmal der untersuchten Isolate dar. Die
Auswertung beider Zeitpunkte zeigte eine signifikante zeitabhangige Zunahme der

Biofilmbildung. Wahrend Hunde-Isolate den starksten Anstieg der SBF-Werte aufwiesen und
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die Biofilmbildung bei Katzen weitgehend stabil blieb, zeigten Pferde-Isolate die deutlichste
Verschiebung hin zu starken Biofilmproduzenten (1,2 % auf 23,8 %), verglichen mit Hunden

(15,9 % auf 29,4 %) und Katzen (22,4 % auf 29,1 %).

Moderate bis starke Biofilmbildung trat vor allem bei Isolaten aus Wund-, Harnwegs- und
Gerate-assoziierten Infektionen auf. Darlber hinaus bestanden deutliche Unterschiede
zwischen Wirtsspezies und IC. Wahrend IC- und MDR-Isolate der equinen Isolate tendenziell
geringere Biofilmwerte aufwiesen, zeigte das Gesamtkollektiv eine Verschiebung zu starkerer
Biofilmbildung bei MDR-Isolaten sowie bei IC1 und IC2. In der multivariaten Analyse erwiesen
sich insbesondere die Wirtsspezies sowie die Zugehorigkeit zu IC1 als unabhangige

Pradiktoren starker Biofilmbildung; der MDR-Status zeigte keinen unabhangigen Einfluss.

Die BAG-Analyse zeigte eine hohe Konservierung zentraler Gene, insbesondere von bfmRS und
blp2 (je 100 %). Auch abal, abaR, csuCDE, ompA und pgaABCD waren in Gber 90 % der Isolate
vorhanden, csuA und csuB in nur 68,4 % / 67,1 %. Der Biofilm-Ph&dnotyp lieB sich jedoch nicht
zuverldssig anhand einzelner Gene vorhersagen. Das fir ein Biofilm-assoziiertes
Oberflachenprotein kodierende Gen blpl wurde in 78,5% der Isolate nachgewiesen, war
linienabhangig in IC1-IC3 verteilt und in univariaten Analysen haufiger mit starker Biofilm-
bildung assoziiert. Dieser Zusammenhang verlor jedoch im multivariaten Modell unter
Berlicksichtigung weiterer Einflussfaktoren seine Signifikanz. Demgegeniiber zeigte das BAG
bap, das in 38,9% der Isolate vorkam und mit IC2 assoziiert war, eine inverse Beziehung zur

Biofilmbildung, die auch nach multivariater Adjustierung bestehen blieb.

Insgesamt stellt die Biofilmbildung einen haufigen, jedoch stark kontextabhangigen Phanotyp
dar. Die Ergebnisse sprechen gegen einen direkten Zusammenhang einzelner BAGs mit dem
Biofilm-Phanotyp und vielmehr fiir einen komplexen, multifaktoriellen und tiberwiegend klon-

und MDR-Status-abhangigen Vorgang.

Die Arbeit liefert neue Erkenntnisse zu den Zusammenhadngen zwischen Biofilmbildung,
antimikrobieller Resistenz, klonaler Zugehorigkeit und genetischer Ausstattung veterinar-
medizinischer A. baumannii-lsolate. Sie zeigt die enge Verkniipfung von Biofilm und MDR
insbesondere in global verbreiteten Hochrisikoklonen und unterstreicht die Bedeutung
veterindrmedizinischer Populationen als potenzielle Reservoirs im One-Health-Kontext. Die
Ergebnisse bilden eine Grundlage fiir weiterflihrende Untersuchungen zu Mechanismen der
Persistenz und Adaptation dieses klinisch relevanten Erregers.
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7 Summary

Acinetobacter baumannii is among the most important opportunistic pathogens in both
human and veterinary medicine. In particular, the increasing spread of multidrug-resistant
(MDR) isolates and the pronounced ability to form biofilms complicate treatment and

promote the persistence of this pathogen in clinical environments.

In this dissertation, 507 A. baumannii isolates obtained between 2008 and 2024 during routine
diagnostic procedures at the Institute of Hygiene and Infectious Diseases of Animals were
investigated. These isolates originated from cats (n = 134), dogs (n = 289), and horses (n = 84)
from different sites of infection, including wounds and abscesses (n = 173), the urinary tract
(n = 102), medical devices and foreign materials (n = 40), the nasopharynx (n = 39), the
respiratory tract (n = 38), the genital tract (n = 24), as well as skin, hair, and paws/hooves (n =
24). All isolates were examined with regard to their MDR status. Whole-genome sequencing
was used to identify sequence types (STs), international clones (ICs), and biofilm-associated
genes (BAGs), including genes of the BfmRS regulatory system (bfmR, bfmS), quorum sensing
(abal, abaR), the Csu pili system (csuA/BABCDE), exopolysaccharide synthesis (pgaABCD), and
additional adhesion and surface proteins (ompA, bap, blp1, and bip2).

The majority of isolates (79.5%) exhibited an MDR phenotype, with particularly high MDR
rates of more than 85% among cats and dogs, but only 42.9% among horses. The isolates
showed high genetic diversity, with 51 STs identified in the equine subpopulation (Publication
1), including 22 newly described STs. At the clonal level, the international high-risk clones IC1
(35.7%) and IC2 (23.3%) predominated within the overall collection of 507 isolates (Publication
2), followed by IC3 (7.7%). Other ICs were detected only sporadically, while 27.2% could not
be assigned to any known IC. IC1 and IC2 were detected across all host species and were

frequently associated with MDR phenotypes.

Biofilm formation was quantified using a crystal violet assay after 24 and 48 hours of
incubation and categorized according to specific biofilm formation (SBF) as none, weak,
moderate, or strong. Overall, biofilm formation represented a widespread but highly
heterogeneous characteristic of the investigated isolates. Evaluation of both time points
revealed a significant time-dependent increase in biofilm formation. While canine isolates

exhibited the greatest increase in SBF values and biofilm formation in feline isolates remained
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largely stable, equine isolates showed the most pronounced shift toward strong biofilm

producers (1.2% to 23.8%), compared with dogs (15.9% to 29.4%) and cats (22.4% to 29.1%).

Moderate to strong biofilm formation occurred primarily in isolates from wound, urinary tract,
and device-associated infections. Furthermore, marked differences were observed between
host species and ICs. While ICand MDR isolates within the equine population tended to exhibit
lower biofilm values, the overall collection showed a shift toward stronger biofilm formation
among MDR isolates as well as IC1 and IC2. In multivariable analysis, host species and
belonging to IC1 in particular emerged as independent predictors of strong biofilm formation,

whereas MDR status showed no independent effect.

Analysis of BAGs revealed a high degree of conservation of key genes, particularly bfmRS and
blp2 (100% each). Likewise, abal, abaR, csuCDE, ompA, and pgaABCD were present in more
than 90% of isolates, whereas csuA and csuB were detected in only 68.4% and 67.1%,
respectively. However, the biofilm phenotype could not be reliably predicted based on
individual genes. The gene blp1, encoding a biofilm-associated surface protein, was detected
in 78.5% of isolates, showed a lineage-dependent distribution among IC1-IC3, and was more
frequently associated with strong biofilm formation in univariable analyses. However, this
association lost significance in the multivariable model after adjustment for additional
covariates. In contrast, the BAG bap, which was present in 38.9% of isolates and associated
with IC2, showed an inverse association with biofilm formation that remained significant after

multivariable adjustment.

Overall, biofilm formation represents a common but highly context-dependent phenotype.
The results argue against a direct association between individual BAGs and the biofilm
phenotype and instead support a complex, multifactorial process that is predominantly

dependent on clonal lineage and MDR status.

This work provides new insights into the relationships among biofilm formation, antimicrobial
resistance, clonal lineage, and the genetic background of veterinary A. baumannii isolates. It
demonstrates a close association between biofilm formation and MDR, particularly in globally
distributed high-risk clones, and highlights the importance of veterinary populations as
potential reservoirs within a One Health context. The findings provide a basis for further
investigations into the mechanisms of persistence and adaptation of this clinically relevant
pathogen.
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12 Anhang

12.1 Auflistung verwendeter Materialien, Néahrmedien und Reagenzien

Materialien

Typ, Artikel Nr.

Hersteller

96 well Mikrotiterplatten
Breathe-Easy®
Dichtungsmembran
Einmalbsen
Einweg-Reagiergefille

Einweg-UV-Kuvetten
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

721979102
7380059

10 pl, 731170

0,2 ml, 72.737.002
1,5ml, 72.688
759015

350 pl, LH-B790354
10 pl, 70.3010.305
200 pl, 70.3030.20
1000 pl, 70.3050.20

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, DE
Brand GmbH + Co., Wertheim, DE
Sartorius AG, Gottingen, DE

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht, DE

Ndhrmedien Artikel Nr. Hersteller

Blood agar base CCO0055 Oxoid GmbH, Wesel, DE

Brain Heart Infusion- CM1135 Oxoid GmbH, Wesel, DE

Medium

Glycerol 818.709.100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
Miiller-Hinton-Bouillon GM391-500G HiMedia Laboratories GmbH, Modautal, DE

Luria Bertani-Medium
5 g Natriumchlorid
5 g Hefeextrakt

1.06400.5000
1.03753.0500

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

10 g Bacto-Trypton 211705 BD Diagnostics — Diagnostic Systems, Sparks, USA

4 ml NaOH 6771.1 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
M63-Minimalmedium

2 g Ammoniumsulfat 10.101217 Merck KGaA, Darmstadt, DE

13,6 g Kaliumphosphat 10.105104 Merck KGaA, Darmstadt, DE

0,5 mg Eisensulfat 10.103883 Merck KGaA, Darmstadt, DE

1 ml Magnesiumsulfat 0261.1 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE

10 ml Glukose HNO06.4 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Reagenzien Artikel Nr. Hersteller
Aceton CP40.6 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
dNTP-Mischung GEN-009-205 Rapidozym, Berlin, DE
DreamTaq™ Buffers (10X) B71 Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE
DreamTaq™ Green EP0712 Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

DNA Polymerase
Ethanol
Ethidiumbromid 1%
GeneRuler 100 bp plus
DNA Ladder
Kristallviolett
Methanol

RNAse

1.009.831.011
21251

SMO0322

1014080025
1060096025
11119915001

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Serva Electrophoresis GmbH,Heidelberg, DE

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
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12.2 Ubersicht ber verwendete Gerite und Software-Programme

Gerate

Typ, Artikel Nr.

Hersteller

Elektrophoresekammer
Horizontalschittler
Inkubationsschittler

Mehrkanalpipette

Tacta® Mechanische
Ein-Kanal Pipette

Thermocycler

27 301 81 00
Titramax 100

KS 4000 i control

10 - 300 pl

1-10 pl, LH-729020
2-20 pl, LH-729030
10-100 pl, LH-729050
100-1000 pl, LH-729070
Biometra Trio 48

von Keutz Labortechnik, Reiskirchen, DE
Heidolph Scientific Products GmbH,
Schwabach, DE

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, DE
Sartorius AG, Gottingen, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE

Analytik Jena, Jena, DE

Transilluminator B-1393-3U7C Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, DE
VITEK2 Compact 15 VK2C14072 bioMérieux, Nirtingen, DE

Vortexer Genie 2TM Bender & Hobein AG, Zirich, CH
Software Version Hersteller

Ridom SeqgSphere+ Version 10.5.0 Ridom GmbH, Minster, DE

Skanlt Microplate Reader v6.1 Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
Geneious R8 v8.1.9 Biomatters Ltd, Auckland, NZL

12.3 Verwendete Referenzstamme fir Qualitats- und Biofilmkontrollen

IHIT-Nr. Original-Nr. Bakterienspezies Herkunft Kontrolle fir

IHIT30987 ATCC 25922 E. coli DSMZ VITEK2, Qualitatskontrolle
IHIT1985 ATCC 27853 P. aeruginosa DSMZ VITEK2, Qualitatskontrolle
IHIT31289 ATCC 19606" A. baumannii DSMZ Biofilm, Positivkontrolle
IHIT32323 ATCC 17978 A. baumannii DSMZ Biofilm, Negativkontrolle

DSMZ: Leibnitz Institut — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutschland
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Abstract: Acinetobacter (A.) bawmannii is an opportunistic pathogen that causes severe infectons
in humans and animals, including horses. The occurrence of dominant international clones (ICs),
frequent multidrug resistance, and the capability to form biofilms are considered major factors
in the successful spread of A. baumannii in human and veterinary clinical environments. Since
little is known about A. baumannii isolates from horses, we studied 78 equine A. baumannii isplates
obtained from clinical samples between 2008 and 2020 for their antimicrobial resistance (AMR),
clonal distribution, biofilm-associated genes (BAGs), and biofilm-forming capability. Based on whole-
genome sequence analyses, ICs, multilocus (ML) and core-genome ML sequence types (5Ts), and
AMR genes were determined. Antimicrobial susceptibility testing was performed by microbroth
dilution. A crystal violet assay was used for biofilm quantification. Almost 37.2% of the isolates were
assigned to IC1 (10.3%), IC2 (20.5%), and IC3 (6.4%). Overall, the isolates revealed high genomic
diversity. We identified 51 ditferent STs, including 22 novel STs (5T1723-5T1744), and 34 variants of
the intrinsic oxacillinase (OXA), including 8 novel variants (OXA-970 to OXA-977). All isolates were
tesistant to ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cephalexin, cefpodoxime, and nitrofurantoin.
TC1-1C3 isolates were also resistant to gentamicin, enrofloxacin, marbofloxacin, tetracycline, and
tri_rnethoprim/ sulfamethoxazole. All isolates were susceptible to imipenem. Thirty-one multidrug-
resistant (MDR) isolates mainly accumulated in the IC1-1C3 groups. In general, these isolates showed
less biofilm formation (IC1 = 25.0%, IC2 = 18.4%, 1C3 = 15.0%) than the group of non-1C1-1C3 isolates
(58.4%). Isolates belonging to the same ICs/STs revealed identical BAG patterns. BAG blp1 was
absent in all isolates, whereas bfinR and pgaA were present in all isolates. At the level of the IC groups,
the AMR status was negatively correlated with the isolates” ability to form a biofilm. A considerable
portion of equine A. bawmanuii isolates revealed ICs/STs that are globally present in humans. Both
an MDR phenotype and the capability to form biofilms might lead to therapeutic failures in equine
medicine, particularly due to the limited availability of licensed drugs.

Keywords: multidrug resistance; international clones; biofilm-associated genes

1. Introduction

The Gram-negative bacterium Acinefobacter (A.) bawmannii is a non-motile, non-
fermentative, and non-fastidious bacterium that belongs to the family of Moraxellaceae [1].
It causes hospital- and community-associated infections, including urinary and respiratory
tract infections, bacteremia, sepsis, and wound infections [2,3]. A. baumannii possesses
several antimicrobial resistance (AMR) mechanisms that often provide the bacterium with
a multidrug-resistant (MDR) phenotype. Among these are drug-modifying enzymes, efflux
pumps, defects in membrane permeability, and the alteration of target sites [4]. Due to its
MDR phenotype and its successful dissemination in different environments, A. baumannii
has become one of six bacterial pathogens belonging to the ESKAPE group (Enterococeus
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Jaecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pnewwmoniae, A. baumannii, Pseudomonas acruginosa,
and Enterobacter spp.). Members of this group are frequently associated with treatment
failures due to intrinsic and acquired antibiotic resistance [5].

In recent years, A. baumannii has also been recognized as a serious pathogen in animals,
particularly due to its nosocomial dissemination in veterinary hospitals [6]. The isolates
detected in animals often resemble clones that are circulating among humans. In the case of
A. baumannii, nine international clones (ICs) have been identified to date, each representing
at least one specific sequence type (ST): IC1 (ST1), IC2 (ST2), IC3 (ST3), IC4 (ST15), IC5
(ST79), IC6 (ST78), IC7 (ST25), IC8 (ST10), and ICY (ST85). IC1, IC2, and IC3 are of particular
interest because these account for the majority of nosocomial and community-acquired
A, baumannii infections worldwide [7].

In 2011, Endimiani et al. [8] examined A. baumannii isolates from dogs, cats, and horses
and discovered that the vast majority belonged to human-related international clones IC1 and
1C2, corresponding to ST1 and ST2. Additionally, the presence of IC2/ST2 was detected in an
equine A. baumannii isolate from 2002 by Zordan et al. (2011) [9]. These data provided the first
indications of a possible transfer of A. bawmannii isolates between humans and horses [9].

The ability of A. baumannii to form biofilms could be responsible for or promote urinary
and respiratory tract infections in both human and veterinary medicine [10]. The biofilm
allows A. baumainii to grow on abiotic surfaces such as stainless steel, polystyrene, and poly-
carbonate used for medical supplies, e.g., urinary catheters or endotracheal tubes [11-13].
The biofilm consists of a polymeric matrix that protects the bacteria from external factors.
As a result, they appear to be more resistant to antimicrobial agents such as antibiotics or
detergents [14,15]. Currently, there is little knowledge about the correlation between the
biofilm-forming capability and AMR phenotype of A. baumannii isolates.

Various genes have been identified in A. baumannii that contribute to the virulence of
the pathogen. Some of these virulence genes have been linked to the ability of A. batmannii
to form biofilms, so-called biofilm-associated genes (BAGs). They encode for the chaperon-
usher pilus Csu (csuA/B/C/D/E); the outer membrane protein A (ompA); the biofilm-associated
protein (bap) as well as the Bap-like proteins (blp1, blp2); the quorum-sensing system AbalR,
consisting of the acyl-homoserine-lactone synthase Abal (zbal) and the DNA-binding
HTH-domain-containing protein AbaR (abaK); the polysaccharide poly-[3-(1,6)-N-acetyl
glucosamine (PNAG) encoded by gene cluster pgaABCD; and the two-component signal
transduction BfmRS, consisting of response regulator BimR (bfmR) and sensor kinase BfmS
(bfmS) [13,16-20].

As there is scarce knowledge about the phylogeny and biology of A. baumannii isolates
from horses, we investigated equine clinical A. baumannii isolates for their antimicrobial
resistance and corresponding AMR genes and the biofilm formation ability and presence of
BAGs. Moreover, international clones, STs, and core-genome multilocus sequence types
{cgMLST) were determined to explore the strain’s diversity and possible overlaps with
human isolates. Finally, the relationship between biofilm formation, clonal assignment, and
AMR was investigated.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Isolates

A. baumannii isolates (n = 78) from horses were randomly collected in our routine
veterinary microbiological diagnostic laboratory from 2008 to 2020. The isolates were
obtained from the genital and urinary tract (n = 21), wounds and abscesses (n = 19), the
respiratory tract (n = 14), and various other clinical sites, including eyes, feces, gastroin-
testinal tract, organs, skin, hair, and hoof (n = 24). Species identification was performed
with matrix-assisted laser desorption time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS)
using the Microflex LT/SH mass spectrometer and the biotyper database (MALDI Bio-
typer V3.3.1.0) (both Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Furthermore, the identification
was confirmed by rMLST using the online tool “Identify species” provided by PubMLST
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(https:/ /pubmlst.org/species-id (accessed on 30 December 2022)). All isolates were stored
at —70 °C in Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, Wesel, Germany) containing 30% glycerol.

2.2. Whole-Genome Sequencing

For whole-genome sequencing, DNA was extracted with the “Master Pure™ DNA
Purification Kit” (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Germany). Sequencing
libraries were prepared using the Nextera XT Library Preparation Kit (Tllumina GmbH,
Munich, Germany) for a 250 bp paired-end sequencing run on an [llumina MiSeq sequencer
(Ilumina Inc., San Diego, CA, USA) with a minimum coverage of 100-fold. FASTQ files
were quality-trimmed before they were assembled de novo and annotated using SPAdes
v.3.15.1 (http://cab.spbu.ru/software/spades/ (accessed on 30 December 2022)) and RAST
v.2.0 (http:/ /rastnmpdr.org/ (accessed on 30 December 2022)).

2.3. Assignment of MLST Analysis and International Clones

Whole-genome sequences (WGS) were used to identify multilocus sequence types
(MLST) by using the online tool MLST 1.6 (Pasteur scheme) provided by the Center for Ge-
nomic Epidemiology (CGE) [21,22]. International clones IC1, IC2, and IC3 were identified
via multiplex PCR according to Turton et al. [23]. Moreover, a whole-genome-based compar-
ison of all A. baumannii isolates with representative genomes of IC1 to IC9 was performed
to categorize the studied isolates into the different clonal groups. A neighbor-joining tree
was created using Ridom SeqSphere+ v. 7.7.0. In the case that isolates could not be assigned
to any IC, their genomes were submitted to BacWGSTdb 2.0, a whole-genome bacterial
sequence typing and source tracking repository [24]. Using the tool “single genome analy-
sis”, closely spaced isolates were identified from the database based on an SNP strategy
with a threshold of 1000 SNFPs. The first two genomes that matched with our isolates were
included in an SNP-based genome comparison.

2.4. Antimicrobial Susceptibility Testing

Minimal inhibitory concentration (MIC) testing was carried out using the VITEK®
2 system (AST card GN-97; bioMérieux, Niirtingen, Germany). Antibiotics tested were
ampicillin (AMP), amoxicillin—clavulanic acid (AMC), cephalexin (CEX), ceftiofur (CTU),
cefpodoxime (CPD), imipenem (IPM}), amikacin (AMK), gentamicin (GEN), enrofloxacin
(ENR), marbofloxacin (MAR), tetracycline (TET), nitrofurantoin (NIT), chloramphenicol
(CHL), and trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT). In the absence of veterinary-specific
clinical breakpoints for Acinetobacter spp. isolates, human-specific clinical breakpoints from
CLSI document M100 [25] were applied whenever possible. For AMC, CPD, NIT, and CHL,
breakpoints for Enterobacterales [25] were used; for ENR and MAR we used breakpoints
provided for ciprofloxacin [25]. For AMP and CEX, breakpoints for Enferobacterales as
listed by EUCAST [26] were applied. Intrinsic resistance was assumed according to the
definitions described in the CLSI guidelines [25]. For AST performed with the VITEK®
2 system, Escherichia coli ATCC® 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC? 27853 served as
quality control strains.

2.5. Resistance Genes and Biofilm-Associated Genes

WGS data were used to identify AMR genes by using the online tools ResFinder 4.1, pro-
vided by the CGE, and “multiple genome analysis” provided by BacWGSTdb 2.0 [24,27-29].
Intrinsic oxacillinase (OXA) genes were compared by using the Geneious Version 8.1.9 soft-
ware (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand) based on all OXA amino acid sequences for
A. baumanitii available in NCBI [30]. Protein sequences of the OXA variants that were not
100% identical to known OXA variants were submitted to NCBI, and new allele numbers
were assigned. Screening for BAGs was performed by using the online tool “multiple genome
analysis” provided by BacWGSTdb 2.0 [24,31]. Prediction of AMR genes and BAGs was
established with a threshold of 90% each for nucleotide identity and length coverage.
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2.6. Biofilm Assay

Biofilm production was quantified by a crystal violet assay slightly modified from
O'Toole et al. (2011) [32]. Owvernight cultures of A. baumannii isolates were harvested
from blood agar plates (blood agar base by Merck Chemicals, GmbH, Darmstadt, Ger-
many, supplemented with 5% sheep blood) and incubated for at least 18 h at 37 °C in
3 mL Luria—Bertani (LB) broth and 3 mL M63 minimal medium on a shaker. Afterwards,
the bacteria were harvested and the ODgy was adjusted to 0.05. Biofilms were cultured
in 96-well microtiter plates (F-Profile, Rotilabo® by Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
sealed with Breathe-Easy® sealing membrane (Diversified Biotech) for 24 h and 48 h at
37 °C. After incubation, supernatants were removed, and each well was washed twice
using distilled water. The bacterial biofilms were stained using 0.1% (w /) crystal vio-
let (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 0.9% {w/v) NaCl solution. After two washing
steps, the bound crystal violet was eluted using 90% ethanol. The amount of eluted
crystal violet was used as a surrogate for the produced mass of biofilm, and the con-
centration was determined photometrically by using the Multiskan FC (Thermo Fisher
Scientific) at ODs5zy and ODse5. A. baumannii strains ATCC 19606 and ATCC 17978 were
used as positive and negative controls, respectively [33,34]. All assays were carried
out in triplicate, and the results were averaged. For further statistical analysis, the de-
gree of the specific biofilm formation (SBF) was determined, and the specific biofilm
formation threshold (SBFr) was defined as three standard deviations above the mean
SBF of the negative control (ATCC 17978). The results were classified as follows [35]:

e Non-biofilm producer SBF < SBFy;

e Weak biofilm producer SBFT < SBF < 2 SBF;

®  Moderate biofilm producer 2x SBFr < SBF < 4% SBF;
e Strong biofilm producer 4> SBFr < SBE.

2.7. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed by using the SPSS Statistics version 27 software
(IBM, Armonk, NY, USA). All statistical tests were two-sided, and p < 0.05 was considered
as statistically significant. The chi-square test was used to analyze the differences in biofilm
formation among groups. The two-sample f-test and two-way ANOVA were used to
conduct multiple comparisons between the clinical origin and the clonal linage or sequence
types of the isolates.

3. Results
3.1. Phylogenetic Analysis

More than one-third (37.2%) of the 78 A. baumannii isolates from horses could be assigned
to the international clones IC1 (10.3%), IC2 (20.5%), and IC3 (6.4%). The remaining 49 isolates
were regarded as “non-IC1-IC3”, as they could not be assigned to IC1, IC2, or IC3 and ST1,
ST2, or ST3, respectively, based on the applied PCR assay and MLST analysis (Table 1).

Based on the comparison of the core genome of A. baumannii isolates and represen-
tative A. baumannii isolates of 1C1-1C9, other ICs could also not be assigned to the equine
A. baumannii isolates. The majority of non-TC1-IC9 isolates were singletons, i.e., no related
genome could be found in the public database as analyzed with the online tool BacWGSTdb
(http:/ /bacdb.cn/BacWGSTdb/ Tools.php (accessed on 30 December 2022)). A phyloge-
netic tree based on the comparison of 2.390 core-genome genes of the 78 A. baunmannii
isolates from horses and 18 representative A. baumannii genomes belonging to international
clones IC1-IC9 is provided in Supplementary Figure 51. Following the Pasteur MLST
scheme, we identified 51 different ST, indicating an overall high diversity among isolates
from horses. In agreement with the IC assignment, the most abundant STs were ST2 (19.2%),
ST1 (10.3%), and ST3 (6.4%). In addition, 22 new STs (5T1723-5T1744) were identified.

Notably, IC1/ST1 and IC2/ST2 were found to be more prevalent in wound infections
(IC1/ST1 = 63%, 1C2/5T2 = 38%), whereas non-IC1-1C3 isolates were mainly found in
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infections of the genital tract (37%) and the respiratory tract (22%). However, because
in some cases the number of isolates per clinical origin is too low, we cannot provide a
statistical support for this observation.

Table 1. IC assignment of 78 equine A. baumannii isolates with regard to their clinical /organ origin.

Clinical Origin 1C1 IC2 IC3 Non-IC1-IC3
Abscess 0 1 0 1
Eve 1 1 1 0
Feces 1 2 0 0
Gastrointestinal tract 0 1 0 1
Genital tract 0 1 1 18
Organs 0 1 0 3
Respiratory tract 1 1 1 1
Skin, hair, hoof 0 0 0 6
Urinary tract 0 0 1 0
Wound 5 6 1 5
Others 0 2 0 4
Total number of isolates 8 16 5 49

3.2. Antimicrobial Susceptibility and AMR Genes

All 78 equine A. baumannii isolates were resistant to AMP, AMC, CHL, CEX (all
intrinsic according to CLSI [25]), and NIT. Resistance to CTU, CPD, GEN, and ENR/MAR
was identified in 98.7%, 94.9%, 38.5%, and 37.2%/35.9% of the isolates, respectively. None
of the isolates was resistant to the carbapenem antibiotic IPM. Thirty-one isolates (38.5%)
were classified as MDR (i.e., resistant to substances of three or more antimicrobial classes)
according to the definition set by Magiorakos et al. (2012}, where intrinsic resistances of
the respective species are not considered [36]. About two-thirds (66.7%) of the isolates
were susceptible to TET, and 62.8% revealed susceptibility to SXT. Overall, IC1-1C3 isolates
revealed higher resistance rates compared to non-IC1-IC3 isolates. Of the 29 IC1-IC3
isolates, all were resistant to GEN and ENR, 96.6% to MAR, 93.1% to SXT, and 82.8% to
TET. In contrast, only 4.1% of the 49 non-IC1-IC3 isolates showed resistance to TET and
SXT, and 1 isolate was GEN-resistant.

The most common AMR genes identified among the 78 equine isolates belonged to the
group of B-lactams (Blagx a-s1-1ike, 100%; Bl apc-2s, 98.7%; and blatpn.in, 30.8%) followed by
aminoglycosides (different genes accounting for 5.1% to 32.1%), sulfonamides (sulf, 35.9%
and sul2, 2.6%), phenicols (catAl, 26.0%; ABUW 0982, 100%), and tetracyclines (tet(A), 10.3%;
tet(B) and tet(39), 1.3%) (Table 2). Insertion sequences prior to blagxa_s1.Jike eNes were not
identified. Almost in accordance with the phenotypic resistance data, non-IC1-IC3 isolates
only rarely (2 of 49 isolates) possessed acquired AMR genes. The first isolate (IHIT18056),
obtained from the skin region of the hoof in 2011, was positive for tet(B), stl2, and aphi. 3 )-1a
and showed phenotypic resistance to TET and 5XT (Supplemental Table 51). The second
isolate (IHIT32845), cultivated from a wound swab in 2016, possessed tef(39), sul2, aph(3’)-1a,
aph(3’)-Ic, aph(6)-1d, and aac(3)-1a; was resistant to TET, SXT, and GEN; and was classified as
MDR. Notably, among 31 MDR isolates, 29 (93.6%) belonged to IC1-1C3. Although all IC3
isolates were MDR, they lacked blatpmp, tef(A), and fei(B) that were regularly present in
IC1 (blatpmap and tet(A)) and IC2 isolates (blarpy-p and fet(B)) (Supplementary Table 51).
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Table 2. Antimicrobial resistance phenotype and AMR genes of 78 equine A. baumannii isolates.

Phenotypic Resistance Genotypic Resistance
Antibiotic Class Antibiotic R (%) AMR Genes Positive Isolates (%)
* Ampicillin 100
* Amoxicillin-Clavulanate 100 bl 087
p-lactams * Cefalexin 100 Mo 100
Ceftiofur 98.7 Dl ke 308
Cefpodoxime 94.9 TEMAD o
Imipenem 0
andA1 29.5
an(3)-la 321
Aminoalycosides Gentamicin 38.5 aph(3’)-Via 5.1
oglycosides Amikacin 13 aph(3')-la 231
aph(3')-Ic 30.8
aph(6)-1d 231
N . . catAl 26.9
Phenicols Chloramphenicol 100 ABUW 0982 100
. . . sull 359
Sulfonamides Trimethoprim-sulfamethoxazole 372 sul? 26
tet(A) 10.3
Tetracycli_nes Tetracycline 333 tet(B) 1.3
tet(39) 1.3
. # —
Fluoroquinolones Enroﬂoxacu} 37.2 none &
Marbofloxacin 35.9 none -
Nitrofuran derivates Nitrofurantoin 100 none -

* Intrinsic resistance according to CLSI [25]; # ENR/MAR-resistant isolates that revealed mutations in GyrA (583L)
(96.7%) and /or ParC (S80L) (92.9%). In the absence of veterinary-specific clinical breakpoints for Acinefobacter spp.
isolates, human-specific clinical breakpoints from CLSI document M100 [25] were applied whenever possible. For
AMC, CPD, NIT, and CHL, breakpoints for Enferobacterales |25] were used; for ENR and MAR we used breakpoints
provided for ciprofloxacin [25]. For AMP and CEX, breakpoints for Enterobacterales as listed by EUCAST [26]
were applied. Detailed data about the distribution of phenotypic resistance and AMR genes are provided in
Supplementary Table 51.

3.3. Instrinsic Oxacillinase Variants

Overall, 34 different OXA variants were determined, all belonging to the OXA-51
family, which is characteristic for A. baumannii [37]. As expected, isolates belonging to
IC1, IC2, and IC3 harbored oxacillinases OXA-69, OXA-66, and OXA-71, respectively.
However, OXA-69 was also identified in the non-IC1-1C3 genital tract isolate IHIT30088
that was assigned to a novel ST (ST1737). Moreover, OXA-71 was determined in two
non-IC1-IC3 isolates (THIT27297 from the genital tract and THIT31619 from the respiratory
tract) that belonged to the novel ST1732 and to ST275. Interestingly, in a phylogenetic tree
based on the comparison of 2390 core-genome genes of 78 A. baumannii isolates from
horses and 18 representative A. bauinannii genomes belonging to IC1-IC9, IHIT30088
clustered far away from IC1, while THIT27297 and THIT31619 likewise clustered outside
the IC3 group (Supplementary Figure 51). Among the 49 non-IC1-IC3 isolates, the most
frequently detected OXA variants were OXA-104 (n = 6), OXA-51 (n = 4), and OXA-65
(n = 4), while the remaining 30 variants were represented by either one or two isolates.
Eight novel OXA-51-like variants were identified, namely, OXA-970 to OXA-977 (GenBank
Accession nos.: QWA20169.1-QWA20176.1). These variants revealed 8 (blagxao7g) to 39
{blapxavys) nucleotide substitutions (Figure 1a) and 1 (OXA-976) to 13 (OXA-975) amino
acid substitutions (Figure 1b) compared with the blagxa-s; (GenBank: AJ309734.2) and
OXA-51 (GenBank: CACB83905.2) reference sequences. The similarity of the novel OXA
variants to OXA-51 and blagxa.s1 was 99.9%.
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Nucleotide Amino acid

substitutions substitutions

Dlagyaars 23 —— 0OXA-971 7

blacy o7 39 —— OXA-975 13

blacsy aa7o 31 OXA-970 6

blagy par 21 OXA-51

blagxa.s: OXA-976 1

blaoynare 8 OXA-974 4

blagy aam 15 OXA-972 8

blagyaom 27 OXA-973 8

blaoxaor 24 OXA-977 5

(a) (b)

Figure 1. Neighbor-joining trees of the eight novel (a) blagxa.51-like variants in comparison to
blagxa-s1 and (b) OXA-51-like variants in comparison to OXA-51 indicating the number of nucleotide
and amino acid substitutions, respectively. Alignment trees were performed by using “Geneious
Tree Builder” provided by Geneious 8.1.9 (Biomatters, Auckland, New Zealand). NCBI Reference
Sequences for blaox a.970 to blagxa-o77: NG_077991.1 to NG_077998.1.

3.4. Biofibm Formation and Biofilm-Associated Genes (BAGs)

Using the crystal violet assay, the SBF was determined for all 78 A. baumannii isolates.
In terms of median and maximal SBF, we observed an overall stronger biofilm formation in

M63 compared to LB medium (Table 3).

Table 3. Distribution of SBF values of 78 equine A. baumanaii isolates in LB and M63.

SBF
Culture Medium Incubation Time (h)
Min Max Median
LB 24 0.09 25.49 6.61
) 48 0.64 20.27 6.01
24 1.75 37.28 12.15
Me3 18 1.64 4376 12.92

SBF = specific biofilm formation.

For further analysis, the SBFr for each medium and incubation time was determined
as described before. The following values were obtained: LB 24 h =5.54; LB 48 h = 6.76;
M63 24 h =11.81; and M63 48 h = 13.98. For both media, a significant difference in the SBFy
at the two incubation times was not observed (LB 24 h and 48 h: p = 0.579; M63 24 h and
48 h: p = 0.087).

The classification of the isolates into the categories non-biofilm, weak, moderate,
and strong biofilm producer was based on the SBF values and the corresponding SBFy as
described before (data are provided in Supplementary Table S1). Based on this classification,
it was found that, despite the generally higher SBF values in M63, bicfilm formation was
strongest in LB after 24 h of incubation. In general, biofilm formation decreased over
time, but this decrease was more evident in LB than in M63 after 48 h. In both media, the
number of non-biofilm producers was higher after 48 h than after 24 h. While 56.4% of the
strains were above the SBFt in LB after 24 h, it was only 34.6% after 48 h. This results in
a difference of 21.8% between the two incubation times. In M63, this difference was only
3.8% (24 h = 44.2%, 48 h = 40.4%) (Figure 2).
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Figure 2. Occurrence of the individual classes (non-biofilm, weak, moderate, and strong) among
78 equine A. baumannii isolates in LB and M63 media after 24 or 48 h of incubation. Comparison of
the two media at the same incubation time point revealed a significant difference in biofilm formation
(for both, p < 0.001). However, within the same medium, there was no significant difference between
the incubation times (LB: p = 0.579; M63: p = 0.087).

Of the 18 BAGs tested, only bipl, which encodes for the biofilm-associated-like
protein 1, was not detected in any of the 78 equine A. bawmannii isolates (Table 4 and
Supplementary Table 51). Some BAGs were either regularly (bfmR and pgaA) or very fre-
quently (abal, abaR, bfinS, csuA-E, and pgaB-D), i.e., in >92% of the isolates, detected (Table 4).
Only the genes blp2 (75.6%), bap (55.1%), and onipA (55.1%) were identified in lower per-
centages. Isolates belonging to the same ICs or STs basically shared the same or highly
similar BAG patterns (Supplementary Table S2). IC1 and IC3 isolates always lacked the
genes bap and ompA, which were present in all IC2 isolates. The number of BAGs according
to IC assignment decreased from IC2 (mean number of 16.9 BAGs) to IC1 (15.0), 1C3 (14.4),
and non-IC1-IC3 isolates (13.6).

3.5. Correlation of Biofilm Formation with ICs/STs, Antimicrobial Susceptibility, and
Resistance Genes

Overall, A. baumannii isolates that belonged to 1C1-1C3 showed a lower biofilm for-
mation than non-IC1-IC3 isolates (p = 0.02). Only 28.1% of IC1, 18.6% of IC2, and 20.0% of
1C3 isolates revealed a weak or moderate biofilm formation, while the remaining isolates
were below the SBFy and were thus defined as non-biofilm producers. This was in contrast
to the 49 non-IC1-1C3 isolates, comprising non-5T1-5T3 isolates and those belonging to
novel STs. Here, more than half of the isolates (63.3%) showed a biofilm-forming capability
that was above the calculated SBFy. Of these, 52.1% were categorized as weak, 10.2% as
moderate, and 1.0% as strong biofilm producers. More than half (59.1%) of the isolates
assigned to novel STs showed weak biofilm formation, while 12.5% were moderate biofilm
producers. Among 28 isolates assigned to other STs, 45.5% showed weak, 8.0% moderate,
and 1.8% strong biofilm production (Figure 3).

Notably, all clonal lineages except for IC3 showed a higher SBF value in LB than in
M&63 (IC1/5T1: p = 0.013; IC2/5T2: p = 0.032; 1C3/5T3: p = 0.613; new STs: p < 0.001; other
STs: p < 0.001). In addition, the SBF values of IC1 to IC2 isolates scattered much more in LB
versus M63 medium, while there was an overall higher scattering of SBF values among
non-IC1-IC3 isolates (Figure 4).
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Figure 3. Occurrence of the individual classes (non-biofilm, weak, moderate, and strong biofilm) of
the 78 equine A. bawmannii isolates based on their determined STs or ICs. New STs = ST1723-5T1744
(n = 22 isolates); other STs = STs not belonging to ST1, ST2, ST3, or new STs (n = 28 isolates); all
p-values > 0.1, except for other STs (p < 0.05).

Ly i -
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Figure 4. Distribution of the SBF of 78 equine A. baumannii isolates based on their STs/ICs de-
pending on incubation time and medium used. Number of isolates: 1C1/ST1 = 8, 1C2/5T2 = 16,
IC3/5T3 = 5, non-IC1-IC3 = 49, other 5Ts = 29, new STs = 21; other STs = non-ST1, -ST2, -5T3; new
STs = 5T1723-5T1744. All ICs/STs: p < 0.05, except for IC3/5T3: p = 0.613.
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We further explored a possible relationship between biofilm formation and phenotypic
resistances of the isolates. For this purpose, acquired resistances to CTU, IPM, AMK, GEN,
ENR, TET, and SXT were considered. Intrinsic resistances were excluded from the analysis,
and of the fluoroquinolone antibiotics, only ENR was considered. Except for one isolate
(susceptible to all seven antibiotics), the remaining isolates were resistant to a minimum of
one (CTU) to a maximum of five (CTU, GEN, ENR, TET, and SXT) antibiotics. None of the
isolates was resistant to IPM or AMK. Irrespective of the medium and incubation time used
for the biofilm assays, non-biofilm producers revealed the highest number of resistances,
followed by weak biofilm producers (Table 5). In detail, 41.4% to 46.3% of the non-biofilm
and 7.7% to 23.3% of the weak biofilm producers were resistant to five antibiotics, namely,
CTU, GEN, ENR, TET, and SXT. In contrast, moderate and strong biofilm producers showed
varying resistances, with a maximum resistance to 5 (moderate) and 2 (strong) antibiotics.

Table 5. Distribution of antimicrobial resistance and AMR genes with regard to biofilm production
classification in LB and M73 medium.

Acquired Phenotypic Resistance to CTU, GEN, ENR, TET, and SXT

Medium Classification No. of Isolates (0 to 5 Antibiotics) *
0 1 2 3 4 5
non-biofilm 29 0% 44 8% 0% 3.4% 10.3% 41.4%
LB 24} weak 43 0% 72.1% 0% 0% 4.7% 23.3%
" moderate 4 0% 25.0% 0% 0% 75.0% 0%
strong 2 50.0% 50.0% 0% 0% 0% 0%
non-biofilm 47 0% 46.8% 0% 2.1% 8.5% 42.6%
LB 48 | weak 26 0% 80.8% 0% 0% 11.5% 7.7%
o h moderate 5 20.0% 60.0% 0% 0% 20.0% 0%
strong 0 - - - - -
non-biofilm 41 2. 4% 34.1% 0% 2.4% 4.9% 46.3%
weak 27 0% 81.5% 0% 0% 7.4% 11.1%
Mé324h moderate 10 0% 100% 0% 0% 0% 0%
strong 0 - - - - -
non-biofilm 44 2.3% 38.6% 0% 2.3% 13.6% 43.2%
weak 30 0% 83.3% 0% 0% 6.7% 10.0%
Me3 48 h moderate 4 0% 100% 0% 0% 0% 0%
strong 0 - - - - -

*IPM and AMK are not included in the table as all isolates were susceptible.

4. Discussion

A. baumannii is a globally distributed pathogen associated with infectious diseases
in humans and animals. The frequent resistance to a number of antibiotics belonging to
different classes drastically limits the antimicrobial treatment options for A. baunannii
infections. So far, A. baumannii isolates obtained from clinical diseases in horses have rarely
been investigated in-depth, i.e., with respect to their phylogenetic diversity, antimicrobial
susceptibility, AMR genes, and capability to form a biofilm. Few studies screened equine
A. baumannii isolates, often in small to moderate numbers, for their phenotypic and geno-
typic resistances, and even fewer performed WGS-based analysis for a detailed molecular
characterization of the isolates [4,8,9,38-40].

In the present study, more than one-third (37.2%) of the 78 equine A. baumanitii
isolates obtained from different clinical sites, predominantly from the genitourinary system
(26.9%), wounds/abscesses (24.4%), and respiratory tract (17.9%), belonged to the globally
distributed international clones IC1 to IC3, while the remaining isolates were non-IC1-IC9.
So far, IC1 and IC2 isolates have only sporadically been reported from clinical samples of
horses, e.g., in Switzerland (3 x IC1 and 1 x IC2) and Germany (1 x I[C2) [8,9]. Acinefobacter
baumannii were also cultivated from jugular catheter tips collected from horses hospitalized
in a university clinic in Belgium [39] and in the nostril swabs, feces, and wounds of
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horses at a university clinic in Germany [38]. Neither study provided information about IC
assignment. However, our findings clearly demonstrate that A. baumannii isolates belonging
to ICs identified among human patients are also emerging in horses and, as recently shown,
other animals [2,3,6,7,41].

About one-third (62.8%) of our isolates could not be assigned to a known IC, even
after a comparison of their genomes with reference genomes of isolates previously grouped
to international clones IC4 to IC9 (Supplementary Figure 52). In general, clonal lineages
IC4 to IC6 and IC9 are rarely found in animals. OQur group recently demonstrated one IC8
isolate from a dog (Italy) and nine IC7 (ST25) isolates from dogs and cats (France, Italy, and
Germany), all producing carbapenemases [42]. After ST1 and ST2, ST25 represents one of the
most relevant sequence types globally distributed in the human domain. Moreover, reports
from France and Switzerland hint towards increasing rates of IC7/ST25 A. baumannii isolates
in addition to IC1-IC3 isolates among companion animals [43,44]. According to our data, this
lineage has not yet reached horses in Germany, although this should be further monitored.

Overall, the equine A. baumannii isolates from this study were phylogenetically diverse
but exhibited clonal lineages that are globally distributed in the human clinical setting [6,7].
Qur data suggested further parallels to the human domain as all [C1-IC3 isolates could
be classified as MDR [36,45]. In 2000, Vaneechoutte et al. found similar results in seven
A. baumanmuii isolates from 23 horses. All the isolates showed resistance to AMX, AMC,
CTU, TET, and potentiated sulfonamides, while three isolates were resistant to GEN [38].
In a retrospective analysis, 23 of 24 equine A. baumannii isolates obtained from horses
in an equine hospital between 2012 and 2015 could be classified as MDR based on their
phenotypic resistances [46]. Moreover, Walther et al. (2018) reported that one of nine A.
baumannii isolates from horses was resistant to CTU, GEN, TET, SXT, and tobramycin and
thus revealed an MDR phenotype [40]. In our study, the finding of two MDR isolates
outside of the [C1-IC9 group indicates that other lineages might emerge which are capable
of acquiring AMR genes and developing an MDR phenotype.

The occurrence of AMR genes was almost indicative of the phenotypic resistances
identified. Although the chloramphenicol acetyltransferase gene cafAT was detected in
only 26.9% of the isolates, we identified ABUW_0982 in all isolates. This gene was recently
described as a primary determinant of intrinsic CHL resistance in the human MDR A. bau-
mannii strain 5075 [47]. The 30 GEN-resistant isolates harbored at least one aminoglycoside-
modifying enzyme, and all 26 TET-resistant isolates carried either tet(A) or fet(B). Phe-
notypic resistance to MAR and ENR was based on mutations in GyrA (S83L) and ParC
(S80L) [48], and the lack of IPM resistance was due to the absence of I1SAbal upstream
of the regularly found blagxa sipie gene [49]. Previous studies likewise showed that in
contrast to isolates from humans or small animals, A. baumannii isolates from horses are
mostly susceptible to carbapenems [8,50,51]. Van Spijk et al. detected IPM resistance in
1 of 24 equine A. baumannii isolates [46]. In a study by Rafei et al. (2015), 597 samples
were collected from the environment (soil and water), animals, and food products from
2012 to 2013. A. baumannii was found in 42 samples, of which one isolate (5T294) from
a horse mouth swab was resistant to doripenem [52]. In 2012, Smet et al. detected two
IPM-resistant, OXA-23-producing Acinetobacter species (later defined as A. gandensis) isolates
from fecal samples of horses in Belgium [53].

As recently shown for human clinical A. baumanuii, the biofilm formation capability of
equine A. baumannii also tends to be negatively correlated with AMR and assignment to
1Cs [33]. Our data indicate that equine A. baumannii isolates that belonged to either IC1, IC2,
or IC3 and represented MDR isolates were mostly not able to produce biofilm. Among these
isolates, only a weak biofilm formation could occasionally be demonstrated in both LB and
M63 media. Various studies previously reported that MDR A. baumannii isolates tended
to form weaker biofilms than non-MDR isolates. For A. baumannii isolates from human
patients in China, Qi et al. noted that 79.4% of the strong biofilm producers (n = 63) were
non-MDR and 20.6% were MDR /XDR (extremely drug-resistant). In contrast, only 20.6%
(n = 186) of weak and 8.7% (n = 23) of non-biofilm producers were non-MDR isolates [33].
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In 2018, Rahimi et al. obtained similar results when investigating 80 A. baumannii isolates
from patients in hospitals in Iran. Again, 90% (n = 27) of non-MDR isolates and 35%
(n =6)/21% (n = 7) of MDR/XDR isclates were strong biofilm producers [54]. Espinal
et al. (2012) reported that non-biofilm-producing human A. baumannii isolates harbored
significantly more AMR genes than biofilm producers [14].

In contrast, Yang et al. also noted an opposite effect and showed a stronger biofilm
formation in MDR isolates than in non-MDR isolates. However, the correlation of biofilm
formation and AMR was determined for each antibiotic individually which differs from
the aforementioned studies [55]. Such controversial data clearly warrant further research
in this field to gain a deeper understanding of the relationship between biofilm formation
and AMR. A deeper understanding of the molecular mechanisms of biofilms, which may
serve as a bacterial survival strategy, could provide novel insights into therapeutic and
prevention measures to combat A. baumannii biofilm-related infections.

Due to their suggested impact on biofilm formation, we investigated the presence of
BAGs in our isolates. Of the 18 BAGs tested, only bipl could not be detected in any isolate.
In contrast, pgaA and bfmR were present in all isolates. Among IC1 and IC3 isolates, the
genes bap and omipA were regularly absent, indicating a lineage-specific distribution of some
BAGs. We could not find statistical support for a correlation between the presence of BAGs
and the extent of biofilm formation. In various studies, the influence of individual BAGs on
biofilm formation was investigated by deactivating or knocking out a single BAG from the
chromosomes of A. baumannii isolates. Gregorio et al. could show that biofilm formation
was lower after inactivation of blp? and blp2 [56]. Moreover, Gaddy et al. demonstrated
that inactivation of ompA prevented the biofilm formation of an A. baumannii isolate [57].

Comparing the biofilm formation with clonal linages, it turned out that not only did
our IC1-IC3 isolates differ from the non-TC1-IC3 isolates in that they showed less biofilm
formation in both media, but that the 1C3 isolates were again more different from the other
clonal lineages, as these isolates showed greater biofilm formation in Mé3 than in LB. The
correlation between assignment to an IC and strength of biofilm formation has previously
been studied with 80 human clinical A. baumannii isolates. Using a crystal violet staining
method, A, baumarnii belonging to IC1 and 1C2 were found to form less biofilm than those
not belonging to any IC [54].

5. Conclusions

In this study, we provide extensive phenotypic and genotypic typing of a considerable
collection of A. baumannii isolates obtained from clinical samples of horses. The frequent
identification of international clones and multilocus sequence types that are globally dis-
tributed in humans raises questions about the source of these isolates. Currently, it seems
most likely that there is a spillover from humans and their environment to horses, as has
already been suggested for companion animals. A multidrug-resistant phenotype might
lead to therapeutic failures in equine medicine, particularly due to the limited availability
of licensed drugs. The fact that less resistant equine isolates might escape from efficient
antibiotic treatment by forming biofilms is another worrying finding. Future research in
this field should further explore the complex interplay between phylogenetic background,
antimicrobial resistance, and biofilm production in A. baumannii isolates from horses as
well as from other animals and humans.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: hitps:/ /wwrw.
mdpi.com/ article/10.3390/ microorganisms11030556 /sl, Figure S1: Phylogeneﬁc tree based on the
comparison of 2390 core-genome genes of 78 A. baumannii isolates from horses and 18 representative A,
baumannii genomes belonging to international clones IC1-ICY. Figure 52: Alignment of the eight novel
OXA-51 variants OXA-970 to OXA-977 in comparison to OXA-51. Table S1: Antimicrobial resistance
genes, antimicrobial susceptibility, biofilm-associated genes, and specific biofilm formation of 78 A.
baumannii isolates from horses. Table 52: Distribution of biofilm-associated genes among equine A.
baumannii isolates according to their assignment to international clones IC1-IC3 and ST1-5T3.
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Supplementary Figure S1:

Neighbor joining tree (created with Ridom

SegSphere+ v. 7.7.0) based on the
comparison of 2390 core genome genes of
78 A. baumannii isolates from horses and
18 representative A. baumannii genomes

belonging to international clones IC1-1C9.

Groups of clustered isolates are shaded in
different colors. Isolates that did not
cluster with at least on other isolate or
with one of the IC reference genomes are

grey-shaded.

Multilocus Sequence Types (STPastewr),

complex types, cgMLST cluster types,
sample collection date and country of
origin are indicated next to the isolate

number.
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Supplementary Table S1: Antimicrobial resistance genes, antimicrobial susceptibility, biofilm-
associated genes and specific biofilm formation of 78 A. baumannii isolates from horses.
Sequence types shown in bold were newly assigned in this study.

ST (Pasteur)
Date of (novel STs are International

Isolate ID Isolation Clinical origin written in bold) clone (IC)
IHIT14721 20.05.2008 | genital tract ST946 non-1C1,2,3
IHIT15237 |30.10.2008 | others ST32 non-1C1,2,3
IHIT15773 |29.04.2009 |eye ST2 IC2
IHIT15937 |18.06.2009 | genital tract ST1723 IC2
IHIT16057 30.07.2009 | genital tract ST1724 non-1C1,2,3
IHIT16902 15.11.2010 |respiratory tract ST3 IC3
IHIT16904 |15.11.2010 |wound ST3 IC3
IHIT16924 11.06.2010 | others ST624 non-1C1,2,3
IHIT17028 |27.07.2010 |respiratory tract ST1045 non-IC1,2,3
IHIT17148 |08.09.2010 |respiratory tract ST1725 non-1C1,2,3
IHIT17289 |19.10.2010 | skin, hair, hoof ST149 non-1C1,2,3
IHIT17633 |08.02.2011 | skin, hair, hoof ST274 non-I1C1,2,3
IHIT17639 |08.02.2011 | gastrointestinal tract ST2 1C2
IHIT17720 |23.03.2011 |eye ST3 IC3
IHIT17767 |04.04.2011 | genital tract ST504 non-1C1,2,3
IHIT17951 |26.05.2011 | others ST1228 non-1C1,2,3
IHIT18056 |01.07.2011 | skin, hair, hoof ST103 non-1C1,2,3
IHIT18301 |06.10.2011 |urinary tract ST3 IC3
IHIT18376 |27.10.2011 |others ST1061 non-1C1,2,3
IHIT18439 17.11.2011 |respiratory tract ST1726 non-IC1,2,3
IHIT18633 26.01.2012 | genital tract ST758 non-1C1,2,3
IHIT18785 03.04.2012 | genital tract ST1727 non-IC1,2,3
IHIT19305 |22.06.2012 |respiratory tract ST1016 non-IC1,2,3
IHIT19961 |29.08.2012 | genital tract ST921 non-1C1,2,3
IHIT22282 12.04.2013 | genital tract ST1728 non-IC1,2,3
IHIT22647 15.06.2013 | genital tract ST1729 non-1C1,2,3
IHIT23995 |21.10.2013 |respiratory tract ST1730 non-I1C1,2,3
IHIT24532 | 08.01.2014 | skin, hair, hoof ST1600 non-1C1,2,3
IHIT25149 | 05.03.2014 | skin, hair, hoof ST1731 non-IC1,2,3
IHIT25667 |22.04.2014 |wound ST1 IC1
IHIT26023 | 14.05.2014 | faeces ST2 IC2
IHIT26471 20.03.2014 | skin, hair, hoof ST46 non-IC1,2,3
IHIT26669 |26.03.2014 | faeces ST1 IC1
IHIT26872 |08.08.2014 | faeces ST2 IC2
IHIT26873 | 08.08.2014 | genital tract ST3 IC3
IHIT26997 |11.04.2014 |eye ST1 IC1
IHIT27297 |07.05.2014 | genital tract ST1732 non-IC1,2,3
IHIT28209 |25.11.2014 |wound ST1 IC1
IHIT28340 |12.01.2015 |wound ST1733 non-IC1,2,3
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Fortsetzung Supplementary Table S1: Isolate details

ST (Pasteur)
Date of (novel STs are International

Isolate ID Isolation Clinical origin written in bold) clone (IC)
IHIT29451 | 29.05.2015 | genital tract ST1734 non-IC1,2,3
IHIT29775 21.07.2015 |organs ST286 non-1C1,2,3
IHIT30014 |26.08.2015 |abscess ST1735 non-IC1,2,3
IHIT30085 15.08.2015 | respiratory tract ST1736 non-1C1,2,3
IHIT30088 24.08.2015 | genital tract ST1737 non-1C1,2,3
IHIT30528 |19.11.2015 | genital tract ST1738 non-IC1,2,3
IHIT31603 |28.04.2016 |wound ST1 IC1
IHIT31619 |23.05.2016 |respiratory tract ST275 non-IC1,2,3
IHIT31710 |10.02.2016 |respiratory tract ST1 IC1
IHIT31711 |22.02.2016 |wound ST1 IC1
IHIT31715 |08.06.2016 |organs ST1739 non-IC1,2,3
IHIT31823 |29.06.2016 |respiratory tract ST1013 non-I1C1,2,3
IHIT31824 | 29.06.2016 |respiratory tract ST1013 non-IC1,2,3
IHIT32536 |05.08.2016 |respiratory tract ST837 non-I1C1,2,3
IHIT32538 |10.08.2016 | genital tract ST1074 non-IC1,2,3
IHIT32682 30.08.2016 |wound ST1740 non-I1C1,2,3
IHIT32845 |04.10.2016 |wound ST1741 non-I1C1,2,3
IHIT33407 | 15.12.2016 |respiratory tract ST2 1C2
IHIT34848 |07.07.2017 |wound ST2 1C2
IHIT35400 |20.09.2017 | genital tract ST766 non-IC1,2,3
IHIT36174 |04.01.2018 |wound ST1049 non-1C1,2,3
IHIT36713 |19.03.2018 | genital tract ST1742 non-IC1,2,3
IHIT36808 |28.03.2014 |wound ST2 IC2
IHIT36882 |13.04.2018 | organs ST2 IC2
IHIT37310 |01.06.2018 |wound ST2 IC2
IHIT37442 18.06.2018 | wound ST1 IC1
IHIT37692 |09.07.2018 |wound ST419 non-IC1,2,3
IHIT38015 |07.08.2018 |abscess ST2 IC2
IHIT38021 27.08.2018 | wound ST2 I1C2
IHIT38168 |17.09.2018 | others ST2 IC2
IHIT39326 |26.03.2019 | genital tract ST46 non-1C1,2,3
IHIT39980 |31.07.2019 |wound ST2 IC2
IHIT40016 |06.08.2019 |wound ST2 IC2
IHIT40077 12.08.2019 | gastrointestinal tract ST1743 non-1C1,2,3
IHIT40220 |03.09.2019 |organs ST1744 non-1C1,2,3
IHIT40381 |25.09.2019 | others ST2 IC2
IHIT41271 11.02.2020 | genital tract ST309 non-1C1,2,3
IHIT41605 |09.03.2020 | genital tract ST928 non-IC1,2,3
IHIT42660 | 18.06.2020 | respiratory tract ST444 non-IC1,2,3
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Fortsetzung Supplementary Table S1: Specific biofilm formation

Specific biofilm formation (SBF) values

M63 medium LB medium
Isolate ID | 24h |Classification| 48h | Classification | 24h | Classification| 48h | Classification
IHIT14721 | 10,85 | non-biofilm 21,60 |weak 1,90 |non-biofilm 2,26 |non-biofilm
IHIT15237 | 11,15 | non-biofilm 15,83 |weak 1,54 | non-biofilm 4,43 | non-biofilm
IHIT15773 | 7,90 |non-biofilm 14,81 | non-biofilm 1,25 |non-biofilm 1,83 |non-biofilm
IHIT15937 | 13,15 |weak 4,24 | non-biofilm 1,91 |non-biofilm 1,62 |non-biofilm
IHIT16057 | 19,30 |weak 14,56 |weak 1,19 |non-biofilm 4,12 | non-biofilm
IHIT16902 | 3,69 |non-biofilm 10,58 | non-biofilm 0,09 |non-biofilm 0,64 |[non-biofilm
IHIT16904 | 7,14 |non-biofilm 3,91 | non-biofilm 0,36 |non-biofilm 2,17 |non-biofilm
IHIT16924 | 12,71 |weak 7,86 |non-biofilm 0,54 | non-biofilm 4,65 |non-biofilm
IHIT17028 | 5,93 |non-biofilm 10,03 |non-biofilm 13,34 |weak 8,31 |weak
IHIT17148 | 4,22 |non-biofilm 5,78 |non-biofilm 5,88 |weak 2,70 | non-biofilm
IHIT17289 | 3,21 |non-biofilm 5,75 |non-biofilm 15,91 | strong 16,08 [ moderate
IHIT17633 | 2,94 |non-biofilm 5,09 |non-biofilm 16,29 | moderate 12,90 |weak
IHIT17639 | 5,22 |non-biofilm 11,44 | non-biofilm 14,75 | moderate 11,16 |weak
IHIT17720 | 3,46 |non-biofilm 6,10 |non-biofilm 11,28 |weak 6,49 | non-biofilm
IHIT17767 | 3,22 |non-biofilm 5,95 |non-biofilm 6,89 |weak 3,06 |non-biofilm
IHIT17951 | 14,31 |weak 12,78 | non-biofilm 10,45 |weak 10,70 |weak
IHIT18056 | 6,62 |non-biofilm 6,42 |non-biofilm 4,41 | non-biofilm 4,02 |non-biofilm
IHIT18301 | 7,19 |non-biofilm 7,01 | non-biofilm 13,45 | moderate 2,05 | non-biofilm
IHIT18376 | 12,67 |weak 11,04 | non-biofilm 8,53 |weak 7,68 |weak
IHIT18439 | 12,00 | non-biofilm 9,80 |non-biofilm 6,92 |weak 5,33 |non-biofilm
IHIT18633 | 12,36 | non-biofilm 12,63 | non-biofilm 4,65 |non-biofilm 3,33 | non-biofilm
IHIT18785 | 16,08 |weak 14,65 | non-biofilm 7,62 |weak 5,00 |non-biofilm
IHIT19305 | 5,19 |[non-biofilm 4,86 |non-biofilm 2,93 |non-biofilm 2,44 |non-biofilm
IHIT19961 | 23,28 |weak 15,98 |weak 8,29 |weak 7,09 |weak
IHIT22282 | 23,79 | moderate 27,14 |weak 6,19 |weak 10,70 |weak
IHIT22647 | 30,47 | moderate 15,08 |weak 6,93 |weak 8,76 [weak
IHIT23995 | 31,42 | moderate 24,01 |weak 7,83 |weak 20,27 | moderate
IHIT24532 | 27,92 | moderate 19,27 |weak 9,07 |weak 7,61 [weak
IHIT25149 | 22,12 |weak 19,15 |weak 9,52 |weak 17,43 | moderate
IHIT25667 | 3,51 |non-biofilm 5,51 |non-biofilm 3,43 | non-biofilm 2,81 |non-biofilm
IHIT26023 | 14,61 |weak 16,71 |weak 4,83 | non-biofilm 14,33 | moderate
IHIT26471 | 37,28 | moderate 32,70 |moderate 8,16 |weak 6,22 |non-biofilm
IHIT26669 | 11,54 | non-biofilm 14,42 |weak 2,94 | non-biofilm 4,37 | non-biofilm
IHIT26872 | 11,05 | non-biofilm 8,75 |non-biofilm 6,05 |weak 4,86 |non-biofilm
IHIT26873 | 7,11 |non-biofilm 5,65 |non-biofilm 8,40 |weak 7,11 |weak
IHIT26997 | 8,87 |non-biofilm 4,57 | non-biofilm 2,83 | non-biofilm 1,45 | non-biofilm
IHIT27297 | 35,61 | moderate 43,76 | moderate 7,50 |weak 4,97 |non-biofilm
IHIT28209 | 4,46 |non-biofilm 5,21 | non-biofilm 3,72 | non-biofilm 7,69 |weak
IHIT28340 | 18,00 |weak 16,69 |weak 8,68 |weak 6,87 |non-biofilm
IHIT29451 | 12,31 |weak 8,06 |non-biofilm 6,63 |weak 5,46 |weak
IHIT29775 | 24,26 | moderate 35,74 | moderate 6,59 |weak 5,48 |non-biofilm
IHIT30014 | 29,34 | moderate 26,21 |weak 5,53 | non-biofilm 7,63 |weak
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Fortsetzung Supplementary Table S1: Specific biofilm formation

Specific biofilm formation (SBF) values

Isolate M63 medium LB medium

number 24h |Classification| 48h |Classification 24h |Classification | 48h |Classification
IHIT30085 | 14,70 |weak 23,41 |weak 8,58 |[weak 5,30 |[non-biofilm
IHIT30088 | 22,50 |weak 24,88 |weak 10,66 |weak 8,01 [weak
IHIT30528 | 13,45 |weak 19,82 |weak 9,68 [weak 6,79 [weak
IHIT31603 | 16,51 |weak 13,82 | non-biofilm 3,47 [non-biofilm 3,11 [non-biofilm
IHIT31619 | 3,61 |non-biofilm 3,02 |non-biofilm 25,49 |strong 16,99 | moderate
IHIT31710 | 4,74 |non-biofilm 8,30 |non-biofilm 2,18 [non-biofilm 3,20 |non-biofilm
IHIT31711 | 14,00 |weak 24,25 |weak 6,55 |[weak 5,58 |[non-biofilm
IHIT31715 | 24,25 |weak 32,20 | moderate 9,88 |weak 6,32 |non-biofilm
IHIT31823 | 8,45 |non-biofilm 16,79 |weak 4,05 [non-biofilm 1,36 [ non-biofilm
IHIT31824 | 13,56 |weak 24,69 |weak 2,62 |non-biofilm 2,52 | non-biofilm
IHIT32536 | 8,18 |non-biofilm 15,53 |weak 5,85 |non-biofilm 13,14 |weak
IHIT32538 | 16,94 |weak 24,15 |weak 4,73 | non-biofilm 8,68 |weak
IHIT32682 | 25,47 | moderate 27,72 |weak 5,64 |non-biofilm 9,07 |[weak
IHIT32845 | 16,19 |weak 22,07 |weak 12,79 | moderate 9,83 [weak
IHIT33407 | 4,06 |non-biofilm 6,71 |non-biofilm 6,15 |weak 5,82 |non-biofilm
IHIT34848 | 4,86 |non-biofilm 7,76 |non-biofilm 7,36 |weak 5,56 |non-biofilm
IHIT35400 | 23,58 |weak 19,76 |weak 10,10 |weak 9,09 [(weak
IHIT36174 | 27,05 | moderate 23,70 |weak 8,60 |weak 9,15 |[weak
IHIT36713 | 12,34 | non-biofilm 13,03 |non-biofilm 6,80 |weak 7,19 |weak
IHIT36808 | 7,62 |non-biofilm 6,33 |non-biofilm 2,17 | non-biofilm 5,31 |non-biofilm
IHIT36882 | 3,56 |non-biofilm 10,23 |non-biofilm 6,18 |weak 3,62 |non-biofilm
IHIT37310 | 11,40 | non-biofilm 9,95 |non-biofilm 4,93 | non-biofilm 4,03 | non-biofilm
IHIT37442 | 10,56 | non-biofilm 20,00 |weak 8,45 [weak 10,25 |weak
IHIT37692 | 21,75 |weak 20,75 |weak 9,21 [weak 7,11 [ non-biofilm
IHIT38015 | 5,92 |non-biofilm 8,16 |non-biofilm 6,69 |weak 5,25 |non-biofilm
IHIT38021 | 3,72 |non-biofilm 5,86 |[non-biofilm 5,24 |non-biofilm 5,24 |non-biofilm
IHIT38168 | 9,47 |non-biofilm 10,48 | non-biofilm 6,97 |weak 6,54 |non-biofilm
IHIT39326 | 24,23 |weak 21,91 |weak 6,54 |(weak 6,20 |[non-biofilm
IHIT39980 | 6,84 |non-biofilm 7,60 |non-biofilm 7,18 |weak 6,61 |non-biofilm
IHIT40016 | 4,14 |non-biofilm 5,09 |non-biofilm 5,61 |non-biofilm 4,57 | non-biofilm
IHIT40077 | 12,82 |weak 12,81 | non-biofilm 6,26 |weak 6,32 |non-biofilm
IHIT40220 | 16,29 |weak 14,47 | non-biofilm 11,08 |weak 13,28 |weak
IHIT40381 | 8,99 |non-biofilm 9,74 |non-biofilm 5,98 |weak 4,30 | non-biofilm
IHIT41271 | 22,33 |weak 20,60 |weak 7,15 |weak 8,53 |weak
IHIT41605 | 18,72 |weak 15,14 |weak 8,69 |[weak 8,09 |(weak
IHIT42660 | 1,75 |non-biofilm 1,64 |non-biofilm 3,37 |non-biofilm 5,37 |non-biofilm
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Biofilm formation in
Acinetobacter baumannii isolates
from companion animals and
horses: associations with host,
clinical origin, antimicrobial
resistance, and clonal lineage

Johanna Ruhl-Teichner?, Ursula Leidner?,
Torsten Semmler? and Christa Ewers™

Institute of Hygiene and Infectious Diseases of Animals, Department of Veterinary medicine, Justus
Liebig University Giessen, Giessen, Germany, 2NG1, Microbial Genomics, Robert Koch Institute
Berlin, Germany

Acinetobacter baumannii is a major nosocomial pathogen in both human and
veterinary medicine, in which biofilm formation (BF), multidrug resistance (MDR),
and specific international clones (ICs) contribute to persistence and spread. In this
study, 507 clinical A. baumannii isolates from cats, dogs, and horses, collected
between 2008 and 2024, were analyzed for antimicrobial resistance (AMR), BF
capacity, and genomic characteristics. Antimicrobial susceptibility was deter-
mined using the VITEK® 2 system, BF was quantified after 24 and 48 h by crystal
violet assay, and genomic analyses included multilocus sequence typing, assign-
ment to ICs, and detection of AMR and biofilm-associated genes (BAGs). Overall,
79.5% of isolates were classified as MDR, with significantly higher rates in cats and
dogs than in horses. BF was widespread and showed host-specific dynamics:
canine isolates exhibited progressive biofilm maturation over time, feline isolates
remained largely stable, and equine isolates showed delayed but pronounced BF.
BF also varied by clinical origin, with isolates from wounds/abscesses, urinary tract
infections, and medical devices showing the strengest BF, compared, for exam-
ple, with isolates from respiratory or genital tract infections. Among all clonal
lineages, IC1 and IC2 were characterized by the strongest BF and the highest
proportion of MDR isolates. Among the BAGs analyzed, blpl was positively
associated with BF, whereas bap showed an inverse association. These findings
indicate that biofilm formation is a central feature of A. baumannii epidemiology in
companion animals and is closely linked to clinical origin, MDR phenotype and
clonal lineage. Improved understanding of these relationships may support the
development of more targeted therapeutic strategies in veterinary medicine.

KEYWORDS

Acinetobacter baumannii, biofilm formation, biofilm-associated genes, clonal lineage,
companion animals, horses, multidrug resistance
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1 Introduction

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative bacterium of the
family Moraxellaceae and is recognized as an important cause of
nosocomial and community-associated infections, including uri-
nary and respiratory tract infections, bacteremia, sepsis, and wound
infections (Antunes et al., 2014; Batt and Tortorello, 2014;
Almasaudi, 2018). Beyond its role as an opportunistic pathogen,
A. baumannii is particularly notable for its pronounced ability to
form biofilms, a trait that substantially contributes to its persistence
in clinical environments and to its success as a healthcare-associated
pathogen (Tomaras et al., 2003; Pour et al.,, 2011; Longo et al., 2014;
Eze et al., 2018). Biofilm formation (BF) enhances bacterial survival
under adverse environmental conditions, promotes long-term col-
onization, and facilitates persistence on both biotic and abiotic
surfaces, including medical devices such as urinary catheters and
endotracheal tubes (Tomaras et al.,, 2003; Longo et al., 2014; Eze
et al., 2018). Through BF, A. baumannii can establish protected
microbial communities that exhibit increased tolerance to host
immune responses and antimicrobial treatment, thereby exacerbat-
ing urinary and respiratory tract infections in both humans and
animals (Pour et al., 2011).

The clinical relevance of BF is further amplified by the remark-
able antimicrobial resistance (AMR) profile of A. baumannii. The
species possesses multiple intrinsic and acquired resistance mech-
anisms and frequently exhibits a multidrug-resistant (MDR) phe-
notype. These mechanisms include the production of drug-
modifying enzymes, overexpression of efflux pumps, alterations in
membrane permeability, and modifications of antibiotic target sites
(Wareth et al., 2019). Although studies directly addressing the
relationship between BF and AMR remain limited, several viru-
lence-associated genes—in this context commonly referred to as
biofilm-associated genes (BAGs)—have been linked to BF and may
contribute to both bacterial persistence and resistance development
(Choi et al., 2009; Eze et al., 2018; Pakharukova et al., 2018; Sarshar
et al,, 2021; Kim et al., 2022; Roy et al, 2022). The combination of
strong biofilm-forming capacity and multidrug resistance has
placed A. baumannii among the ESKAPE pathogens, a group of
clinically important bacteria frequently associated with treatment
failure due to antibiotic resistance (Rice, 2008).

Treatment of A, baumannii infections is particularly challenging
in the context of biofilm-associated infections, where antimicrobial
penetration and efficacy may be reduced. Antimicrobial therapy is
generally guided by antimicrobial susceptibility testing (AST) results,
both in human and veterinary medicine (van der Kolk et al,, 2019).
Therapeutic management is complicated by widespread resistance to
penicillins, cephalosporins, and tetracyclines (Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2023; Schwabe and

Abbreviations: AMR, antimicrobial resistance; AST, antimicrobial susceptibility
testing; BAG, Biofilm-associated gene; BF, Biofilm formation; CGE, Center for
Genomic Epidemiology; IC, International Clone; MALDI-TOF MS, matrix-
assisted laser desorption/ionization- time of flight mass spectrometry; MDR,
Multidrug-resistance; MLST, multilocus sequence typing; NCBI, National Center
for Biotechnology Information; SBE, Specific Biofilm Farmation; ST, sequence

type; VAG, virulence-associated gene; WGS, whole genome sequencing,
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Paffrath, 2023), and by the increasing prevalence of MDR isolates,
‘which signiﬁcantlylimits available treatment options (Lee et al, 2017;
Nocera et al,, 2021). In human medicine, mild to moderate infections
may be treated with minocycline monotherapy (Lee et al., 2017),
whereas severe infections typically require combination therapy,
often including carbapenems (e.g, imipenem or meropenem) or
ampicillin-sulbactam combined with aminoglycosides (Isler et al.,
2019). In cases of MDR infections where alternative antibiotics are
ineffective, colistin or tigecycline are recommended (Giguére et al.,
2013; Wong et al, 2017, European Medicines Agency, 2019). In
response to the global rise of MDR A. baumannii, the World Health
Organization (WHO) designated this pathogen as a critical-priority
organism for research and development of new therapeutic strategies
in its 2017 Priority Pathogens List (World Health
Organization, 2017).

In veterinary medicine, A. baumannii is increasingly recognized
as an opportunistic pathogen associated with a wide range of
clinical infections in animals, including wound, urinary tract,
respiratory, postoperative, and device-associated infections. In
companion animals and horses, infections are reported most
frequently from wounds and the urinary tract (Vaneechoutte
et al., 2000; Endimiani et al., 2011; Nocera et al., 2021).
Comparative genomic studies have further demonstrated a close
relationship between isolates from humans and animals (Wareth
et al, 2019; Yehya et al., 2025).

To date, twelve international clones (ICs), designated IC1 to
1C12, have been described (Karah et al., 2023; Shelenkov et al., 2023;
an Xu et al,, 2024; Karah et al,, 2025). Among these, IC1, IC2, and
IC7 are of particular epidemiological importance, as they represent
predominant lineages associated with hospital- and community-
acquired infections worldwide (Higgins et al., 2010; Lupo et al,
2017; Jacobmeyer et al., 2022). Several studies have demonstrated
that A. baumannii isolates from cats, dogs, and horses frequently
belong to the same worldwide clones - particularly ICI, IC2, and
IC7 - as human clinical isolates, suggesting possible transmission
routes or shared reservoirs between human and animal populations
(Higgins et al,, 2010; Endimiani et al., 2011; Zordan et al,, 2011;
Nocera et al,, 2021; Castillo-Ramirez et al,, 2025).

Given the critical role of BF in bacterial persistence, virulence,
and potential therapeutic failure, this study aimed to investigate the
association between the biofilm-forming capacity of A. baumannii
isolates with their host species, clinical origin, AMR, and assign-
ment to international clones. A better understanding of these
associations may contribute to the development of more targeted
therapeutic strategies and improved infection management in both

human and veterinary medicine.

2 Materials and methods

2.1 Sampling and identification of bacterial
strains

A total of 507 A, baumannii isolates from cats (n = 134), dogs
(n =289), and horses (n = 84) were randomly collected from clinical
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samples submitted to our veterinary microbiological diagnostic
laboratory between 2008 and 2024. Most samples originated from
Germany (n = 465), while the remaining samples were obtained
from France (n = 22), Italy (n = 18), the Netherlands (n = 1), and
Belgium (n = 1).

The isolates were obtained from different clinical sources:
wounds and abscesses (n = 173), urinary tract (n = 102), medical
devices, including catheters, implants, and tubes (n = 40), naso-
pharynx (n = 39), respiratory tract (n = 38), genital tract (n = 24),
skin, hair, and paw/hoof (n = 24), and various other clinical sites,
including ears, eyes, feces, gastrointestinal tract, and internal organs
(n = 67).

Species identification was performed using matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) with the Microflex L'T/SH mass spectrometer and the
MALDI Biotyper database version 3.3.1.0 (both Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Species identification was further confirmed by
ribosomal multilocus sequence typing (rMLST) using the online
tool “Identify species” provided by PubMLST (https://pubmlst.org/
species-id; accessed 29. October 2025). All isolates were stored at
-70 °C in Brain Heart Infusion broth (Oxoid, Wesel, Germany)
supplemented with 30% glycerol.

2.2 Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing (AST) was performed using
the VITEK® 2 system (AST card GN-97; bioMérieux, Niirtingen,
Germany). All isolates were tested using the same instrumentation
and laboratory workflow throughout the study period (2008-2024),
ensuring methodological consistency. Susceptibility results were
interpreted retrospectively using the current clinical breakpoints
as specified below to allow direct comparison across the entire
dataset. The following antimicrobial agents were tested: ampicillin
(AMP), amoxicillin-clavulanic acid (AMC), cephalexin (CEX),
cefpodoxime (CPD), cefovecin (VEC), ceftiofur (CTU), imipenem
(IPM), amikacin (AMK), gentamicin (GEN), enrofloxacin (ENR),
marbofloxacin (MAR), tetracycline (TET), nitrofurantein (NIT),
chloramphenicol (CHL), and trimethoprim/sulfamethoxa-
zole (SXT).

As veterinary-specific clinical breakpoints for Acinetobacter
spp. are not available, human clinical breakpoints from the CLSI
supplement M100 (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2025) were applied, except for AMC, CPD, NIT, and CHL
(Enterobacterales breakpoints,, CLSI M100), ENR and MAR (cip-
rofloxacin breakpoints for Acinetobacter spp., CLSI M100), VEC
and CTU (Enferobacterales breakpoints., CLSI VET01S (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2024)), AMP and CEX
(Enterobacterales breakpoints, EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, 2025)). Intrinsic resistance
was interpreted according to CLSI guideline definitions for
Acinetobacter spp (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2025). Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 were used as quality control reference strains for AST
performed on the VITEK® 2 compact automated system, as
recommended by the manufacturer.
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2.3 Biofilm assay

Biofilm production was quantified using a crystal violet assay
with minor modifications based on O"Toole et al. (2011) (O"Toole,
2011). Overnight cultures of A. baumannii isolates were harvested
from blood agar plates (blood agar base by Merck Chemicals,
GmbH, Darmstadt, Germany, supplemented with 5% sheep
blood) and incubated in 3 ml Mueller-Hinton Broth (MHB) at
37 °C with shaking at 130 rpm for 20 h. The bacterial suspension
was adjusted to an ODg, of 0.05 with MHB, and 200 pl of each
dilution was transferred into 96-well microtiter plates (U-Profile,
Rotilabo® by Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Plates were sealed
with a Breathe—Easy® sealing membrane (Diversified Biotech) and
incubated at 28 °C for 24 h and 48 h. The incubation temperature
was selected based on preliminary experiments (data not shown),
which demonstrated more robust and reproducible BF at 28 °C than
at 37 °C. Similar incubation conditions have been used in previous
studies investigating BF in A. baumannii (Malaka de Silva et al.,
2018; Eze et al, 2018). After incubation, bacterial growth was
measured photometrically using the Multiskan FC plate reader
(Thermo Fisher Scientific) at ODszo to account for planktonic
biomass. Supernatants were removed and each well was washed
three times using 300 pl distilled water. Adherent bacterial cells
were fixed by adding 250 pl of 99% methanol for 15 min. After
removal of methanol, biofilms were stained with 0.1% crystal violet
solution (Merck, Darmstadt, Germany) for 30 min. Following three
washing steps with 300 pl of distilled water, the stain was dissolved
in 300 pl of an ethanol-acetone solution (80:20) on a horizontal
shaker at 300 rpm for 45 min. The amount of eluted crystal violet
was used as a surrogate for the total biofilm mass and was measured
photometrically using the Multiskan FC plate reader (Thermo
Fisher Scientific) at ODsgs. To account for differences in bacterial
growth between isolates, the ODso5 values were normalized to the
corresponding ODs;y measurements, yielding specific biofilm for-
mation (SBF = ODs95/ODs5). Each isolate was analyzed in three
technical replicates, and the entire assay was repeated indepen-
dently three times. SBF values represent the mean of the three
biological replicates. Positive (A. baumannii ATCC 19606) and
negative (A. baumannii ATCC 17978) control strains were included
in each independent experiment to monitor assay performance and
inter-assay repmducibility (Qi et al., 2016; Malaka de Silva et al,,
2018). The SBF threshold (SBFy) was defined as three standard
deviations above the mean SBF of the negative control (ATCC
17978). The results were classified as follows (Stepanovic et al.,
2000): SBF < SBFy, non-biofilm producers; SBFy < SBF = (2 x
SBFr), weak biofilm producers; (2 x SBFy) < SBF < (4 x SBFy),
moderate biofilm producers; (4 x SBFy) < SBF, strong bio-
film producers.

2.4 Whole-genome sequencing

Genomic DNA for whole-genome sequencing (WGS) was ex-
tracted using the Master Pure™ DNA Purification Kit (Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Germany). Sequencing librar-
ies were prepared using the Nextera XT Library Preparation Kit
(Mumina GmbH, Munich, Germany) for a 250-bp paired-end
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sequencing on an Illumina MiSeq platform (Illumina Inc., San Diego,
CA, USA) with a minimum coverage of 100-fold. FASTQ files were
quality-trimmed prior to de novo assembly and annotation using
SPAdes v.3.15.1 (Bankevich et al,, 2012) and RAST v.2.0 (http://
rastnmpdr.orgf; accessed 29 October 2025) (Klotz et al., 2018).

2.5 Multilocus sequence typing and
assignment of international clones

Whole-genome sequences were used to identify multilocus
sequence types (MLST) according to the Pasteur scheme using
Ridom SeqSphere+ v.10.0.5 (Ridom GmbH, Miinster, Germany).
International clones (ICs) IC1, IC2, and IC3 were initially identified
by multiplex PCR as described by Turton et al (Turton et al., 2007).
MLST assignments were used as additional evidence for IC classi-
fication where sequence types with established IC associations were
available. To enable the classification of isolates beyond ICI to IC3
and to confirm IC assignments, a whole-genome-based comparison
with representative published genomes of IC1 to IC12 was per-
formed using a previously described approach categorize (Unger
et al., 2022). Briefly, reference genomes representing the established
ICs were included in the analysis, and isolates were assigned to IC
lineages based on their clustering with the corresponding reference
genomes in the phylogenetic tree.

2.6 ldentification of biofilm-associated
genes

Biofilm-associated genes (BAGs) were identified using a combined
in silico workflow involving Ridom SegSphere+ v.10.0.5 (Ridom
GmbH, Miinster, Germany), the”Multiple Genome Analysis” function
of BacWGSTdb 2.0, and Geneious R8 v.8.1.9 (Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand) (Ruan and Feng, 2016; Ruan et al, 2020;
Feng et al.,, 2021). A combined approach was applied to account for
the considerable sequence variability observed in some BAGs and to
increase the robustness of gene detection across genetically di-
verse isolates.

The analyzed BAGs included csuA/B/C/D/E (encoding the
chaperon-usher pilus system Csu), ompA (outer membrane protein
A), bap (biofilm-associated protein), blpl and blp2 (Bap-like pro-
teins), AbaIR (quorum-sensing system consisting of abal [acyl-
homoserine lactone synthase Abal] and abaR [DNA-binding HTH
domain-containing protein AbaR]), the pgaABCD gene cluster
encoding PNAG (polysaccharide poly-B-(1,6)-N-acetylglucosa-
mine), and bfmR/bfmS (two-component regulatory system) (Choi
et al, 2009; Longo et al,, 2014; Pakharukova et al,, 2018; Sarshar
etal., 2021; Kim et al., 2022; Roy et al., 2022). A threshold of 90% for
both nucleotide identity and length coverage was used for the
prediction of AMR genes and BAGs.

Initial BAG screening was performed using tools implemented
in SeqSphere+ and BacWGSTdb 2.0, SeqSphere+ was used for
automated gene detection using “A. baumannii VFDB” whereas
BacWGSTdb 2.0 provided homology-based detection using its
curated virulence-associated database. For manual validation, a
predefined set of biofilm-associated genes (including bap, bipl,
blp2, csuABCDE, pgaABCD, ompA, abal{abaR, and bfmRS) and
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corresponding reference genomes were compiled from publicly
available A. baumannii genomes retrieved from the NCBI database.
Geneious was used to confirm gene presence or absence by
sequence mapping and comparison with the respective reference
sequences. Results obtained with SeqSphere+ and BacWGSTdb
were cross-validated, and discordant findings were resolved by
BLASTn analysis against the corresponding reference sequences.
A gene was considered present when both nucleotide identity and
sequence coverage were =90%.

2.7 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
version 31 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) and R version
4.4.1 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). All
statistical tests were two-sided, and p < 0.05 was considered
statistically significant. Group comparisons were conducted using
Chi-Square-tests and Fisher's exact tests for categorical variables,
and t-tests and analysis of variance (ANOVA) for continuous
variables. Bonferroni correction was applied for multiple pairwise
comparisons where appropriate. Bowker’s test of symmetry was
applied for paired analyses of temporal changes between 24 h and
48 h measurements. Effect sizes were interpreted according to
Cohen’s conventions, To account for potential confounding be-
tween host species, clinical origin, clonal lineage, antimicrobial
resistance, and biofilm-associated genes, a multivariable Firth
logistic regression model was applied with strong BF as the
binary outcome. Results are presented as adjusted odds ratios
with 95% confidence intervals.

3 Results

3.1 Characteristics of the bacterial isolates
and phylogenetic analysis

Most A. baumannii isolates were recovered from wounds and
abscesses (n = 173), with a significantly higher prevalence in dogs
(n = 119) compared to cats (n = 33) and horses (n = 21)
(p < 0.0001). A similar pattern was observed for isolates obtained
from medical devices (n = 40), of which most originated from dogs
(n = 35), while only four isolates were obtained from cats and one
from a horse (p < 0.0001). The second most commen clinical origin
was the urinary tract (n = 102), with similar numbers in dogs (n =
57) and cats (n = 44), but only one isolate from a horse. Eight
isolates were found in each of the following clinical sites in horses:
the nasopharynx (n = 39), the respiratory tract (n = 38), and the
genital tract (n = 24). In dogs, 21 isolates originated from the
nasopharynx, 19 from the respiratory tract, and 12 from the genital
tract. The situation was similar in cats: Here, 10 isolates were
obtained from the nasopharynx, 11 from the respiratory tract,
and 4 from the genital tract. In contrast, isolates from hair, paw/
hoof (n = 24) were found significantly more in horses (n = 20) than
in cats (n = 0) or dogs (n = 4) (p < 0.0001). However, this
observation should be interpreted with caution, as these patterns
may, at least in part, reflect sampling bias due to unequal sample
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sizes and underlying sampling distribution among cats (n = 134),
dogs (n = 289), and horses (n = 84).

All 507 isolates were screened for assignment to international
clones 1IC1-1C12. IC1 (n = 181) and IC2 (n = 118) were the most
prevalent lineages, followed by IC3 (n = 39) and IC7 (n = 21),
whereas IC5 (n = 2) and IC8 (n = 8) were detected only rarely. No
isolates were assigned to IC4, 1C9, IC10, IC11, or IC12. A total of
138 isolates could not be assigned to any of the investigated ICs and
are hereafter referred to as non-IC1-IC12 (Table 1). Detailed
information on isolate origin, host species, and isolate distribution
is provided in Supplementary Table 1.

The distribution of ICs differed significantly between host
species (p < 0.0001). Horses showed a markedly higher proportion
of non-IC1-IC12 isolates, whereas isolates from dogs were domi-
nated by IC1 and IC2. Cats displayed an intermediate pattern, with
a comparatively higher proportion of IC7. Pairwise comparisons
revealed no significant difference between cats and dogs (p = 0.15),
whereas both species differed significantly from horses (p < 0.0001).

A significant association between clinical source and IC distri-
bution was observed (p < 0.0001). Isolates from wounds and
abscesses were predominantly assigned to ICI, whereas urinary
tract isolates showed an increased proportion of IC7 and included
the only IC5 isolates detected in this study (Table 2). However,
because only two IC5 isolates were identified, this observation
should be interpreted with caution. Medical device-associated
isolates were enriched for IC2 and IC3, whereas isolates from the
nasopharynx and genital tract were mainly assigned to non-defined
IC lineages. Pairwise comparisons confirmed significant differences
particularly between wound- or medical device-associated isolates
and isolates originating from the genital tract or nasophar-
ynx (p < 0.0001).

3.2 Antimicrobial susceptibility

Antimicrobial susceptibility profiles were determined for 507 A.
baumannii isolates against 16 antimicrobial agents representing
seven antibiotic classes (Figure 1). Most isolates exhibited high
levels of resistance. All isolates were either intrinsically resistant or
showed acquired resistance to AMP, AMC, CEX, VEC, CTU, NIT,
and CHL; only one isolate showed intermediate susceptibility to
CTU. Resistance to CPD was detected in 500 isolates (98.6%). AMK
was the most effective antimicrobial agent, with 97.8% (n = 496) of
isolates classified as susceptible. Resistance to IPM was observed in
31.0% (n = 157) of isolates. In addition, resistance was detected in

TABLE 1 International clone (IC) assignment of 507 A. baumannii isolates
tested in this study according to host species.

Non-IC1-1C12
Cat 60 21 8 1 11 2 31
Dog 113 79 . 26 . 1 10 4 . 56
Horse 8 18 5 - - 2 51
Total 181 118 39 2 21 8 138

No isolates were assigned to [C4, I1C6, or IC9-1C12; therefore, these ICs are not shown as
separate columns.
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66.7% (n = 338) of isolates for GEN, 68.6% (n = 348) for TET, 79.3%
(n = 402) for ENR, and 79.5% (n = 403) for MAR. Minimum
inhibitory concentration (MIC) data of the individual isolates are
provided in Supplementary Table 1.

Within host species, differences in resistance were observed for
6 of the 17 antimicrobial agents. While 71.9% of canine isolates and
70.2% of feline isolates were resistant to GEN, only 42.9% of horse
isolates showed resistance to this agent. Similar patterns were
observed for ENR, MAR, TET, and SXT (Table 3). A significant
difference was observed for IPM: resistance was detected in 31.1% of
canine and 49.3% of feline isolates, but in only 1.2% of
equine isolates.

According to the definition proposed by Magiorakos et al. (2012),
excluding intrinsic resistance, isolates were classified as either non-
MDR or MDR, with MDR defined as resistance to agents from three
or more antimicrobial classes (Magiorakos et al., 2012), Based on this
definition, 20.5% (n = 106) of isolates were classified as non-MDR
and 79.5% (n = 401) as MDR (p < 0.0001).

Overall, MDR prevalence differed significantly among host
species (p < 0.0001), with 42.9% in equine isolates 89.6% in feline
isolates, and 85.5% in canine isolates. No significant difference was
observed between cats and dogs (p = 0.34), whereas MDR rates in
horses were significantly lower than those in cats and dogs
(p < 0.0001 each).

3.3 Occurrence of biofilm-associated
genes

All 507 isolates were screened for the presence of biofilm-
associated genes (BAGs), with detailed distributions provided in
Supplementary Table 1. Several BAGs were highly prevalent across
all host species, including bfimR, bfmS, and multiple components of
the pgaABCD and csu loci, suggesting the presence of a conserved
core gene set associated with BF. However, not all BAGs were
universally detected, and host-associated differences were observed
for selected genes (Table 4).

The regulatory genes bfinR and bfinS were identified in 100% of
isolates. Likewise, abal, abaR, csuA/B, csuC, csuD, csuE, ompA, and
pgaABCD were detected in more than 90% of isolates across all host
species. In contrast, csuA and csuB were present in only 68.4% and
67.1% of isolates, respectively; however, these differences were not
statistically significant between host species (p = 0.18).

The bap gene showed variable presence, being detected in 26.9%
of feline, 39.1% of canine, and 57.1% of equine isolates. The bip!
gene was present in 81.3% of feline and 85.8% of canine isolates, but
significantly less frequently in equine isolates (48.8%; p = 0.033 and
p = 0.006, respectively). In contrast, the blp2 gene was detected in all
isolates. Overall, feline and canine isolates showed largely compa-
rable BAG profiles, whereas equine isolates were distinguished
primarily by a lower prevalence of blpi.

BAG distribution was further assessed in relation to ICs. Most
BAGs showed a conserved distribution across ICs; however, se-
lected genes showed marked lineage-specific variation (Table 5).
The bap gene was predominantly associated with IC2 (114/118,
96.6%), 1C5 (2/2, 100%), and non-IC1-IC12 isolates (81/138,
58.7%). The blpl gene was detected in all IC1, IC2, IC3, and 1C5
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TABLE 2 Distribution of international clones (ICs) among clinical sources of 507 A. baumannii isolates.

Clinical source IC1 IC2 IC5 IC7 IC8 Non-IC1-IC12
Wound, abscess 85 43 14 4 3 24

Urinary tract 38 22 3 2 11 2 24

Medical devices 10 16 10 - - - 4

Nasopharynx 16 - 4 - 2 - 17

Respiratory tract 14 9 2 - 2 - 11

Skin, hair, paw/hoof 4 4 - - 1 2 13

Genital tract 1 1 1 - - 1 20

Others 13 23 5 - 1 - 25

Total 181 118 39 2 21 8 138

“Others” includes the clinical origins ear, eye, feces, gastrointestinal tract, and internal organs. Dashes () indicate that no isolates were assigned. No isolates were assigned to 1G4, 16, or [C9
IC12; therefore, these ICs are not shown as separate columns,

isolates, but was absent in IC7 and IC8 isolates and occurred at  feline, canine, and equine isolates (all p < 0.0001). Canine isolates

lower frequency in non-IC1-IC12 isolates (42.0%, p < 0.0001). showed the most pronounced increase in SBF, whereas equine isolates
Overall, while most BAGs were widely distributed among the  exhibited the smallest increase (Figure 2).
analyzed isolates, specific genes - particularly bap and blpl - Among feline isolates, the overall BF classification remained

demonstrated pronounced lineage-associated distribution patterns.  relatively stable over time. At 24 h, the most common category was
moderate BF (n = 50, 37.3%), followed by strong BF (n = 30, 22.4%).

34 SpeciﬁC biofilm formation Between 24 h and 48 h, the number of strong biofilm producers
increased slightly (from n = 30 to n = 39), whereas the number of

Using the crystal violet assay, specific biofilm formation (SBF) was ~ moderate producers decreased (from n = 50 to n = 36). Paired
determined for all 507 A. baumannii isolates. The SBF threshold  analysis revealed no statistically significant change in BF category
(SBFp) was calculated separately for each incubation time, resulting distribution over time (p = 0.12) (Figure 3). Canine isolates were
in values of 0.7141 at 24 h and 0.6491 at 48 h. No significant difference  predominantly classified as moderate biofilm producers at 24 h (n =
in SBFy was observed between the two incubation times (p = 0.24). 128, 44.3%), with a substantial increase in strong biofilm producers
Across all isolates, SBF showed a slight but significant increase from  at 48 h (from n = 46 to n = 85). Paired analysis showed a significant
24 hto 48 h (p < 0.0001). After stratification by host species, significant  shift toward stronger BF, driven mainly by transitions from mod-
differences between the two incubation times were also observed for  erate to strong (p < 0.0001). Equine isolates showed the most
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FIGURE 1
Antimicrobial susceptibility profiles of

mif isolates. Stacked bars represent the proportion of isolates classified as resistant (R),
ntermediate (), or susceptible (S) nce according CLSI guideline definitions for Acinetobacter spp (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2025). AMP, ampicillin; AMC, ar icillin-Clavulana CEX, cefa CPI podoxime; VEC, cefovecin; CTU, ceftiofur; IPM, imipenem
AMEK, amikacin; GEN, gentamicin, ENR, enrofloxacin; MAR, mal loxacin; TET, tetra ne; NIT, nitrofurantoin; CHL, chloramphenicol; SXT
trimethoprim-sulfamethoxazole
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TABLE 3 Antimicrobial resistance phenotypes of 507 A. baumannii isolates stratified by host species, shown as absolute numbers and percentages
within each species.

Antimicrobial resistant isolates

e S Cat Dog Horse All isolates
Antibiotic class Antibiotic
(n = 134) (n =289) (n=84) (n = 507)
*Ampicillin AMP 134 100% 289 100% 34 100% 507 100%
Amoxicillin AMC 134 100% 289 100% 84 100% 507 100%
Clavulanate
*Cefalexin CEX 134 100% 289 100% 84 100% 507 100%
-lactams | | |
Blactams Cefpodoxime cPD 133 99.3% 286 98.9% 81 96.4% 500 98.6%
Cefovecin VEC 134 100% 289 100% 84 100% 507 100%
Ceftiofur cTU 134 100% 289 100% 83 98.8% 506 99.8%
Imipenem PM 66 19.3% 90 311% 1 1.2% 157 30.9%
Amikacin AMK - 0% 1 0.35% - 0% 1 0.20%
Aminoglycosides 1 1
(Gentamicin GEN 94 70.2% 208 71.9% 36 42.9% 338 66.7%
Enrofloxacin ENR 119 88.8% 250 86.5% 33 39.3% 402 79.3%
Fluoroquinolones
Marbofloxacin MAR 122 91.0% 249 86.2% 32 38.1% 403 79.5%
Tetmcyclines Telracycline TET 104 77.6% 213 73.7% 31 36.9% 348 68.6%
Nitrofuran . X
) *Nitrofurantoin NIT 134 100% 289 100% 84 100% 507 100%
derivates
Phenicols "Chlummphenicu] CHL 134 100% 289 100% 84 100% 507 100%
. Trimethoprim-
Sulfonamides SXT 89 66.4% 189 65.4% 34 40.5% 312 61.5%
Sulfamethoxazole

“Intrinsic resistance according CLSI guideline definitions for Acinetobacter spp (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2025). Dashes (-) indicate that no isolates were assigned.

TABLE 4 Occurrence (%) of biofilm-associated genes (BAGs) in 507 A. baumannii isolates, stratified by host species

Percentage of positive isolates

r Cats Dogs Horse Total
Functions
(n=134) (n=289) (n=284) (n=>507)
abal 97.0 96.5 89.3 95.5
Quorum-sensing system: lates biofilm formation and surface motility
abaR 97.0 96.2 95.2 96.3
bfmR 100 100 100 100
Quorum sensing regulated two-component system involved in biofilm formation T
bfmS 100 100 100 100
bap 26.9 39.1 57.1 389
bipi Biofilm formation 813 85.8 48.8 78.5
bip2 100 100 100 100
csuA 66.4 71.6 60.7 68.4
csuA/B 94.8 97.6 96.4 96.6
csuB 66.4 68.5 63.1 67.1
Biofilm formation
csuC 95.5 98.3 96.4 97.2
csul) 94.8 97.9 96.4 96.8
csul 96.3 979 96.4 972
oimpA Antibiotic and seru{n resistance, b‘loﬁlm formation, host J‘me.:ractinn. cytotoxicity, 89.6 911 940 9.9
interference with autophagy and apoptosis
pgaA 98.5 98.3 97.6 982
pgaB 99.3 99.0 97.6 98.8
Biofilm formation
PgaC 98.5 99.0 96.4 98.4
pgal 98.5 99.0 96.4 98.4
Frontiers in Bacteriology o7 frontiersin.org

123




Anhang

Rihl-Teichner et al.

10.3389/fbrio.2026.1874938

TABLE 5 Distribution (%) of biofilm-associated genes (BAGs) among international clones (ICs) in 507 A. baumannii isolates.

Percentage of positive isolates

Ic1 Ic2 IC3 IC5 IC7 |c§?|r(]:-12
181) {n =118) ) =2) (n=21) < 138)
abal 100 98.3 100 100 100 0 90.6
abaR 100 99.2 100 50.0 100 0 935
bme 100 100 100 100 100 100 [ 100
BfmS 100 100 100 100 100 100 [ 100
bap 0 96.6 0 100 0 0 587
bipi 100 100 100 100 0 0 420
blpl 100 100 100 100 100 100 100
CcsUA 64.8 86.6 84.6 100 100 0 51.8
csuA/B 100 100 89.7 100 100 0 96.4
csuB 737 90.8 0 50.0 95.2 0 56.8
csuC 99.4 100 100 100 100 0 [ 96.4
csul) 99.4 100 100 100 95.2 0 95.7
csuk 99.4 100 100 100 100 0 96.4
ompA 97.8 100 100 100 100 87.5 97.1
pgad 100 100 100 100 100 100 95.7
pgﬂB 100 100 100 100 100 100 94.2
pgaC 100 100 100 100 100 100 94.2
pgaD 100 98.3 100 100 100 0 90.6

pronounced temporal shift in BF classification. At 24 h, only one of
84 isolates was classified as a strong biofilm producer, whereas
moderate and weak producers dominated. By 48 h, the number of
strong biofilm producers increased markedly (from n = 1 to n =20),
and paired analysis confirmed a highly significant shift in BF
classification (p < 0.0001). The SBF values for individual isolates,
together with their corresponding classifications, are provided in
Supplementary Table 1.

o

Specific biofilm formation

i
p—
—

Tlorse

Cat Dog
(n=134) (n=289) (n=584)

FIGURE 2

3.5 Biofilm formation in relation to clinical
origin

Biofilm formation was also analyzed in relation to clinical origin.
After 24 h of incubation, a significant association between clinical
origin and BF classification was observed (p < 0.001), and this
association remained significant after 48 h (p < 0.001) (Figure 4).
Isolates derived from wounds and abscesses exhibited higher

Specitic biofilm formation

Cat Dog Horse
(n=134) {n=289) (n=284)

Distribution of specific biofilm formation (SBF) among the 507 A. baumannit isolates according to host species after 24 h (A) and 48 h (B). The
corresponding SBF threshold (SBFy) is indicated by a dashed line (24 h: light grey, 48 h: dark grey)
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proportions of moderate and strong biofilm producers than isolates
from most other clinical origins. Urinary tract and medical device-
associated isolates likewise showed high proportions of moderate and
strong biofilm producers. In contrast, isolates from the genital tract
were predominantly classified as weak or non-biofilm producers.
From 24 h to 48 h, a shift toward stronger biofilm production was
observed across several clinical sources, particularly among isolates
from wounds/abscesses and the urinary tract. Medical device-associ-
ated isolates also exhibited high proportions of moderate and strong
biofilm producers at both time points, whereas genital tract isolates
remained predominantly weak or non-biofilm producers.

Paired analysis of temporal changes between 24 h and 48 h
revealed a highly significant overall shift in BF categories
(p < 0.001), indicating a non-symmetric transition pattern. The
predominant transition was from moderate to strong BF, whereas
reverse transitions were comparatively rare. This effect was partic-
ularly pronounced among isolates from wounds/abscesses, the
urinary tract, and medical device-associated samples (Table 6).

Stratified analyses by clinical origin revealed significant tempo-
ral shifts for isolates from wounds/abscesses and the urinary tract
(both p < 0.001). After Bonferroni correction for multiple testing
(adjusted o0 = 0.00625), both groups remained statistically signifi-
cant. Isolates from medical device-associated samples showed a
borderline effect (p = 0.006), which did not remain significant after
Bonferroni correction. No significant temporal changes were ob-
served for isolates from the genital tract, nasopharynx, or skin/hair/
paw/hoof (all p = 0.61).

3.6 Association between biofilm formation
and antimicrobial resistance

To investigate the association between BF and phenotypic
AMR, acquired resistance to CPD, VEC, CTU, IPM, AMK, GEN,
ENR, MAR, TET, and SXT was analyzed. Intrinsic resistance was
excluded, and isolates with intermediate susceptibility were classi-
fied as resistant.

All isolates showed resistance to at least three of the antimicro-
bial agents included in this analysis (Table 7). BF was significantly
associated with the number of AMR at both 24 hours and 48 hours
(p < 0.0001). Overall, BF increased with the number of AMR,
despite minor deviations from a consistent gradient. Low-resistance
isolates (3-5 agents) were mainly non- or weak biofilm producers,
whereas highly resistant isolates (8-10 agents) were strongly en-
riched among moderate and particularly strong biofilm producers.

A more detailed analysis of BF in relation to MDR status
confirmed this pattern, with isolates stratified into non-MDR and
MDR groups across BF categories and incubation times (Figure 5).
At 24 h, MDR isolates were predominantly classified as moderate or
strong biofilm producers, whereas non-MDR isolates were mainly
weak or moderate producers and only rarely classified as strong
(p < 0.001). After 48 h, the proportion of strong biofilm producers
increased in both groups but was markedly higher among MDR
isolates, with 33.4% (n = 134) classified as strong producers,
compared with 7.5% (n = 8) of non-MDR isolates (p < 0.001).
Paired analysis of temporal changes from 24 h to 48 h revealed only
minor shifts among non-MDR isolates, primarily from moderate to
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TABLE 6 Distribution (%) of 507 A. baumannii isolates across four categories (non, weak, moderate, and strong biofilm producers) after 24 h and 48 h of incubation, stratified by clinical origin.
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Classification into BF categories supported these findings. IC1  with strong BF observed only after 48 h and at low frequency (n =
isolates showed the highest biofilm-forming capacity, with a sub- 5, 3.6%).
stantial proportion of strong biofilm producers already present after
24 h (n = 77, 42.5%), increasing further after 48 h (n = 108,59.7%) 3.8 Relationship between biofilm-
(Table 8). The number of isolates analyzed remained constant; the  associated genes and biofilm formation
increase in the proportion of strong biofilm producers from 24 h to
48 h reflects temporal biofilm maturation rather than differences in As 14 of the 18 investigated BAGs were present in at least 90%
sample size. In contrast, IC2 isolates showed no strong BF at 24 h  of all isolates, subsequent univariable analyses focused on genes
but developed a considerable proportion of strong producers after  with lower prevalence, namely bap (38.9%), bipl (78.5%), csuA
48 h (n = 31, 26.3%). 1C3 isolates predominantly exhibited mod-  (68.4%), and csuB (67.1%). The presence of these genes was
erate BF at both time points (61.5% at 24 h and 74.4% at 48 h) and  analyzed in relation to BF categories across all 507 A. baumannii
did not include any strong biofilm producers. Similarly, IC7 and isolates (Figure 7).
IC8 isolates were restricted to non-, weak, or moderate BF catego- The presence of blpl was strongly associated with BF. Tt was
ries. Non-IC1-IC12 isolates showed a heterogeneous distribution,  detected in 100% of strong biofilm producers at 24 h, and in 98.6%

TABLE 8 Distribution of international clones (ICs) among 507 A. baumannii isolates by biofilm formation category (non, weak, moderate, strong) after
24 h and 48 h. Dashes (-) indicate that no isolates were assigned.

\ Non-
Incubation Classification Total no. of IC1 IC2 IC3 IC5 IC7 IC8 ICl?ICJ.Z
time isolates (n=181) (n=118) (=39 (=2 (h=21) (=8 (" 125
non 99 10 49 1 - 2 2 35
weak 113 6 23 14 1 10 3 56
24 hours
moderate 218 88 46 24 1 9 3 47
strong 77 77 - - - - - -
non 118 7 49 1 - 5 4 52
weak 89 5 18 9 2 7 2 46
48 hours
moderate 156 61 20 29 - 9 2 35
strong 144 108 31 - - - - 5
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TABLE 7 Distribution (%) of acquired phenotypic resistance among 507 A. baumannii isolates according to biofilm formation category (non, weak,

moderate, and strong) at 24 h and 48 h.

Incubation time Classification Total no. of isolates

Acquired resistance to 3—10 antimicrobial agents (%)
(CPD, VEC, CTU, IPM, AMK, GEN, ENR, MAR, TET, and SXT)

non 99
weak 113
24 hours
moderate 218
strong 77
non 118
weak 89
48 hours
moderate 156
strong 144

3 4 6 7 8 9 10
121 0 0 6.1 535 10.1 16.2 20
38.1 27 0 7.1 230 18.6 8.0 27
18.8 0 32 37 11.9 36.7 25.7 0

0 0 | 0 39 1.3 429 519 0
237 0.8 l 0 7.6 40.7 1.0 13.6 25
36.0 1.1 0 45 247 15.7 157 22
199 0.6 26 32 21.2 29.5 231 0
35 ] . 2.1 4.9 2.1 49.3 382 0

CPD, cefpodoxime; VEC, cefovecin; CTU, ceftiofur; IPM, imipenem; AMK, amikacin; GEN, gentamicin; ENR, enrofloxacin; MAR, marbofloxacin; TET, tetracycline; SXT, trimethoprim-
sulfamethoxazole, Resistance to 0 to 2 antibiotics is not shown, as all isolates were resistant to at least 3 antibiotics.

strong BF, which did not remain significant after Bonferroni
correction (adjusted o = 0.00625, p = 0.112). In contrast, MDR
isolates showed a pronounced and highly significant shift from
moderate to strong BF (p < 0.001).

Given the long sampling period, the distribution of biofilm
phenotypes and MDR isolates was evaluated by year of isolation.
Although year-to-year fluctuations were observed, no clear tempo-
ral trend in BF or MDR occurrence was evident across the study
period (2008-2024), indicating that the main findings were not
attributable to a particular time interval.

3.7 Biofilm formation across international
clones

A direct comparison of ICs based on SBF values showed that
IC1 isolates exhibited significantly higher BF than all other ICs
(p < 0.001). In addition, IC2 isolates demonstrated a significant
increase in BF from 24 h to 48 h (p = 0.015), which was also
observed for non-IC1-IC12 isolates (p < 0.001). Greater variability
in SBF values was observed among IC1, 1C2, and non-1C1-1C12
isolates (Figure 6).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%

Percentage of isolates

15%
10%
5%

0%

24 h 48 h

non-MDR
(n=106)

24h 48 h

MDR
(n=401)

Onon Oweak Emoderate Mstrong

FIGURE 5

Distribution (%) of 507 A. baumanmnii isolates according to MDR status (non-MDR, n = 106; MDR, n = 401) and biofilm formation category (non, weak,
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at 48 h. In contrast, blpI was present in 78.8% and 59.3% of non-
biofilm producers at 24 h and 48 h, respectively, whereas among
weak biofilm producers blpl was identified in 59.3% at 24 h and
67.4% at 48 h. Conversely, bap exhibited an inverse association with
BE. It was frequently detected in non-biofilm producers (63.6% at
24 h and 60.2% at 48 h), whereas its prevalence was markedly lower
in strong biofilm producers (0% at 24 h and 25.0% at 48 h).

Fisher’s exact test (strong vs. non-biofilm producers) identified
significant associations for bap at both time points (both p < 0.0001)
and for bipl at 48 h (p = 0.04), but not at 24 h (p = 0.32).

For csuA and csuB, no consistent associations with BF were
observed. Although csuA showed a weak association at 24 h
(p = 0.041), this was not confirmed after 48 h (p = 0.74).
Likewise, csuB did not differ significantly across BF categories at
either time point (24 h: p = 0.48; 48 h: p = 0.46).

Because univariable analyses do not account for potential
confounding, the investigated variables were subsequently evalu-
ated in a multivariable logistic regression model.

3.9 Multivariable analysis of biofilm
formation

To investigate independent predictors of BF, a Firth-penalized
logistic regression model was performed including host species,
clinical origin, IC, MDR phenotype, and BAGs. The overall model
was statistically significant (likelihood ratio test: p < 0.001), indi-
cating that the included variables collectively contributed to the
prediction of strong BF.
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gene-positive isolates within each biofilm category.

Host species remained significantly associated with BF.
Compared with feline isolates (reference category), equine isolates
showed significantly higher odds of strong BF (OR = 7.80, 95% CI:
3.00-c0, p < 0.001), whereas no significant difference was observed
between canine and feline isolates (p = 0.65).

Among the ICs, IC1 exhibited a strong relationship with BF (p <
0.001), consistent with its high biofilm-forming capacity observed
in the univariable analyses. IC2 showed a weaker, borderline
association (p = 0.067).

The inverse association between the bap gene and BF remained
significant in the multivariable model (p = 0.003), with bap-positive
isolates showing lower odds of strong BF than bap-negative isolates. In
contrast, blp1 did not retain significance in the multivariable model.

Clinical origin and MDR phenotype were not significantly
related to BF after adjustment for the other covariates, suggesting
that the associations observed in the univariable analyses were at
least partly attributable to host species and clonal background.

4 Discussion

Acinetobacter baumannii is widely recognized as an opportu-
nistic pathogen of major clinical relevance in both human and
veterinary medicine, largely due to its ability to acquire multidrug
resistance (MDR) and to persist under adverse conditions, partic-
ularly through biofilm formation (BF). In this study, we systemat-
ically assessed BF in A. baumannii isolates from companion
animals (cats, dogs, and horses) and examined its relationship
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with host species, clinical origin, international clones (ICs), anti-
microbial resistance (AMR), and biofilm-associated genes (BAGs).

A first key finding is that BF is highly prevalent but heteroge-
neous, with variation across host species and infection sites. While
canine isolates showed a temporal increase in BF and equine isolates
a delayed but pronounced shift toward strong BF, feline isolates
remained comparatively stable. Likewise, isolates derived from
wounds or abscesses, urinary tract infections, and device-associated
samples were more frequently moderate to strong biofilm producers
than those from the genital tract. Together, these observations
indicate that BF is not uniformly expressed across A. baumannii
isolates and varies according to ecological context, particularly host
environment and infection niche. However, because host species,
clinical origin, and clonal lineage are closely intertwined in this
dataset, the observed associations cannot be interpreted as evidence
of causal relationships and may largely reflect underlying popula-
tion structure and confounding factors. This interpretation is
consistent with previous reports demonstrating strong BF in
canine and feline A. baumannii isolates and linking it to persistence
in chronic infections and on abiotic surfaces, where prolonged
survival provides a selective advantage (van der Kolk et al, 2019;
Lysitsas et al., 2024; Ababneh et al., 2026). In both veterinary and
human medicine, BF enhances bacterial adherence, persistence, and
tolerance to environmental and antimicrobial stressors, especially in
infections of the urinary and respiratory tract (Tomaras et al., 2003;
Pour et al., 2011; Rajangam and Narasimhan, 2024). However, our
findings should be interpreted cautiously, as only A. baumannii-
positive samples were included and underlying differences in
sampling populations across host species were not controlled for.

A second important finding is the strong IC-dependent pattern
of BF. IC1 and IC2 were the predominant lineages and exhibited the
highest biofilm-forming capacity, with IC1 showing consistently
strong BF and IC2 displaying pronounced maturation over time. In
contrast, other ICs and non-IC1-IC12 isolates showed weaker or
delayed BF. This supports the concept that specific clonal lineages
are predisposed to enhanced persistence traits. Previous studies
have similarly demonstrated that globally dominant ICs - particu-
larly IC1 and IC2 - combine MDR with virulence-associated traits,
including BF, which likely contributes to their epidemiological
success (Diancourt et al., 2010; Nocera et al., 2021; Shelenkov
et al, 2023; Ayswarya et al, 2026). Our findings are further
supported by reports such as Kishii et al. (2020), who observed
increased biofilm maturation in IC2-, IC6-, and IC7-associated
strains (Kishii et al., 2020). Nevertheless, the limited number of
isolates in less common ICs (e.g., IC5 and IC8) in our study restricts
the robustness of lineage-specific conclusions.

Closely linked to clonal background, our data also support an
association between BF and MDR, with MDR isolates tending to
exhibit higher biofilm-forming capacity. This aligns with numerous
studies reporting a positive relationship between antimicrobial
resistance and BF (Badave and Kulkarni, 2015; Bardbari et al,
2017; Ranjbar and Farahani, 2019; Yang et al,, 2019; Asaad et al.,
2021; Sherif et al., 2021; Jacobmeyer et al., 2022). However, in the
multivariable model, MDR status was not independently associated
with strong BF after adjustment for host species and clonal lineage.
Therefore, although functional relationships between antimicrobial
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resistance and BF may exist, the patterns observed in the present
dataset are likely shaped to a considerable extent by lineage-
associated effects. Bardbari et al. (2017) investigated BF in clinical
and environmental A. baumannii isolates and identified a signifi-
cant association for both groups between MDR and BF (Bardbari
et al, 2017). Also Asaad et al. (2021) demonstrated that MDR and
XDR phenotypes were significantly associated with biofilm-forma-
tion capacity (Asaad et al., 2021). However, few studies have also
shown an inverse relationship between BF and MDR phenotype of
clinical A. baumannii isolates (Qi et al., 2016; Wang et al., 2018;
Shenkutie et al., 2020). Qi et al. (2016) identified 197 of 272 clinical
A. baumannii isolates as MDR and reported that 8.7% of non-MDR
and 91.3% MDR isolates were negatively correlated with BF (Qi
et al,, 2016). Such discrepancies likely reflect differences in study
design, strain composition, and experimental conditions.
Mechanistically, the co-occurrence of MDR and BF may be ex-
plained by shared regulatory pathways, stress responses, or co-
selection processes that favor both persistence and resistance traits
(Longo et al.,, 2014; Harding et al., 2018). Nevertheless, the obser-
vational nature of the present study precludes conclusions regard-
ing causality, and the observed patterns may be influenced by
residual confounding between MDR phenotype, clonal lineage,
host species, and clinical origin. From a clinical perspective, this
combination is particularly concerning, as it may further reduce
treatment efficacy and promote chronic or recurrent infections.

At the genetic level, BF in A. baumannii is governed by complex
regulatory networks involving quorum sensing (Abal/AbaR), two-
component systems (BfmRS), and structural components such as pili
(Csu system) and outer membrane or matrix-associated proteins (e.g.,
OmpA, Bap) (Eze et al,, 2018; Harding et al,, 2018; Kim et al., 2022;
Rajangam and Narasimhan, 2024), These components contribute to
distinct stages of biofilm development, ranging from initial attachment
to biofilm maturation and stability. Despite the well-established
functional roles of these gene products, most BAGs - including
abal, abaR, bfmR, bfinS, csuA/B, csuC, csuD, csuE, ompA, and
pgaABCD - were highly conserved across isolates in the present
study. This indicates that gene presence alone is insufficient to explain
the observed phenotypic variability in BF. This observation is consis-
tent with previous reports showing widespread distribution of key
BAGs, such as ompA, bap, and csuE, among both susceptible and MDR
isolates, without a consistent correlation to BF strength (Thummeepak
et al, 2016; Yang et al, 2019; Sherif et al, 2021). Together with
evidence that BF is highly strain-dependent and influenced by envi-
ronmental conditions (Eze et al,, 2018), these findings underscore the
importance of regulatory mechanisms, gene expression dynamics, and
lineage-specific effects in shaping biofilm phenotypes.

In this context, bipl emerged as a notable exception. Although
blp! showed a strong association with BF in univariable analyses, this
relationship was not retained in the multivariable model. The
apparent association therefore seems to be driven largely by the
lineage—associated distribution of the gene, which was preduminanﬂy
confined to IC1, IC2, and IC3. Consequently, the present data do not
support the interpretation of blpl as an independent driver of the
enhanced biofilm-forming capacity or apparent success of these
lineages. Nevertheless, this should not be interpreted as evidence
against a potential role of blpi in BF. Indeed, experimental studies

frontiersin.org

130




Anhang

Rihl-Teichner et al.

have demonstrated reduced biofilm production following disruption
of blpi or blp2 in A. baumannii strain AYE (Gregorio et al.,, 2015).
Taken together, these findings suggest that the association observed
in the present dataset primarily reflects clonal background, whereas
the experimentally demonstrated contribution of blpl to BF may be
masked by lineage-associated effects.

Skerniskyté et al. (2019) also showed that bipl was present in
ICl1 and IC2 isolates; however, the blpI variant identified in IC2
differed from the originally described gene (Skerniskyté et al., 2019).
This suggests that allelic variation within BAGs - rather than mere
gene presence or absence - may play an important role in
modulating BF and could occur in a lineage-specific manner.

Notably, while the presence and variation of blpl have been
described for IC1 and 1C2, data on [C3 remain scarce. The detection
of bipl in IC3 isolates provides novel insight into its distribution in
this less well-characterized lineage. Nevertheless, further studies are
required to determine whether other ICs besides 1C3 harbor blpi
variants or whether variants of other BAGs exist,

In contrast, bap showed an inverse association with BF in our
dataset, which contrasts with its commonly described role as a key
biofilm-promoting factor. In previous studies, bap expression was
positively correlated with strong BF and has been implicated in both
BT and antimicrobial resistance phenotypes (Loehfelm et al., 2008;
Yang et al., 2019; Kakavan et al.,, 2025). This discrepancy likely
reflects differences in gene regulation, allelic variation, or environ-
mental influences rather than gene presence alone. Similar incon-
sistencies have been reported previously, including the presence of
bap in non-biofilm-forming isolates and its absence in biofilm-
positive strains (Ghasemi et al., 2018; Gautam et al., 2023; Smitran
et al, 2023). These findings underscore the complexity of BF
regulation and reinforce the notion that genotype-phenotype rela-
tionships in A. baumannii are highly context-dependent.

Other BAGs, including csuA and ¢suB, did not show consistent
associations with BF, which may be explained by the primary role of
the Csu pili system in early-stage attachment rather than mature BF
(Tomaras et al, 2003; Eze et al,, 2018). Overall, these results
emphasize that BF should be considered a dynamic and multifac-
torial phenotype driven by regulatory networks and environmental
conditions rather than the mere presence of individual genes.

From a clinical perspective, the predominance of strong biofilm
producers among isolates from wounds and abscesses, urinary tract
infections, and medical devices highlights the relevance of BF in
veterinary infections. Biofilm-associated growth likely promotes
persistence, reduces antimicrobial susceptibility, and increases the
likelihood of chronic and recurrent infections {Costerton et al.,
1999; Hall-Stoodley et al., 2004). This is particularly relevant for A.
baumannii, a pathogen characterized by high MDR rates and the
ability to survive under antimicrobial pressure, partly through
biofilm-associated tolerance mechanisms such as persister cell
formation (Tacconelli et al., 2018; Shenkutie et al., 2020;
Mohamed et al, 2023). The co-occurrence of MDR and strong
BF, especially in canine and feline isolates, further underscores the
therapeutic challenges in veterinary medicine, where treatment
options are often limited and animals may serve as sources of
resistant strains. These findings support the potential value of anti-
biofilm strategies as adjuncts to antimicrobial therapy.
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Finally, several limitations should be considered. Although the
overall number of isolates was high, subgroup sizes for certain host
species and ICs were limited, reducing statistical power. In addition, all
isolates originated from a single diagnostic laboratory, which may limit
generalizability. Future multicenter studies integrating genomic and
phenotypic data are needed to validate these findings and to further
elucidate the interplay between clonal lineage, resistance, and BE.

5 Conclusions

Biofilm formation in A. baumannii from companion animals
represents a common and clinically relevant phenotype associated
with clonal lineage, infection site, and antimicrobial resistance. The
strong biofilm-forming capacity of dominant lineages, particularly
IC1 and IC2, together with their frequent multidrug resistance, is
consistent with the hypothesis that lineage-associated traits con-
tribute to persistence and epidemiological success.

The lack of consistent associations between most biofilm-associ-
ated genes and biofilm formation indicates that gene presence alone is
insufficient to explain phenotypic variability, emphasizing the role of
regulatory mechanisms and genetic background. While bap remained
independently associated with biofilm formation, the direction of this
association differed from previous reports, underscoring the com-
plexity of genotype-phenotype relationships underlying biofilm for-
mation. In contrast, the association observed for blpl appeared to be
largely explained by its lineage-associated distribution, highlighting
the importance of clonal background when interpreting relationships
between biofilm-associated genes and biofilm formation.

Clinically, the convergence of biofilm formation and multidrug
resistance underscores the challenges associated with the treatment
of A. baumannii infections in companion animals and supports the
consideration of anti-biofilm strategies as adjuncts to antimicrobial
therapy. Future studies should focus on regulatory pathways and
gene expression dynamics, ideally within multicenter frameworks
integrating genomic and phenotypic data. Such approaches will be
essential to disentangle the relative contributions of clonal back-
ground, regulatory mechanisms, and environmental influences to

biofilm formation and persistence in A. baumannii.
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12.5.1 Anhang zu Publikation 2

Supplementary Table S1: List of 507 Acinetobacter baumannii isolates from cats, dogs and
horses, including details on the date of isolation, host species, clinical origin, sequence type
according to the Pasteur scheme, clonal lineage, as well as individual evidence of antibiotic
resistance genes, antimicrobial susceptibility, biofilm-associated genes, and biofilm formation
capacity.

Date of Host International
Isolate ID |lIsolation Species |Clinical origin STPasteur |Clone (IC)
IHIT14476 |13.02.2008 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT14721 |20.05.2008 |Horse Genital tract ST946 non-IC1-1C12
IHIT14725 |20.05.2008 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT14880 |09.07.2008 |Cat Nasopharynx ST1 IC1
IHIT14923 |22.07.2008 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT14932 |24.07.2009 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT14970 |06.08.2008 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT15066 |30.09.2008 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT15245 |27.10.2008 |Cat Nasopharynx ST3 IC3
IHIT15293 |31.10.2008 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT15320 |19.11.2008 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT15333 |27.11.2008 |Dog Ear ST744 non-IC1-1C12
IHIT15384 |16.12.2008 |Dog Skin, hair, paw/hoof Unknown non-IC1-1C12
IHIT15415 |29.12.2008 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT15492 |22.01.2009 |Decg Organs ST2 IC2
IHIT15719 |22.04.2009 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT15773 |29.04.2009 |Horse Eye ST2 IC2
IHIT15836 |18.05.2009 [Cat Wound, abscess ST3 IC3
IHIT15899 |10.06.2009 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT15937 |18.06.2009 |Horse Genital tract ST1723 IC2
IHIT15979 |30.06.2009 |Cat Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16014 |10.07.2009 |Cat Nasopharynx ST3 IC3
IHIT16017 |15.07.2009 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT16028 |22.07.2009 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT16032 |17.07.2009 |Dog Others ST2 IC2
IHIT16034 |17.07.2009 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT16035 |21.07.2009 |Dog Respiratory tract ST2 IC2
IHIT16057 |30.07.2009 |Horse Genital tract ST1724 non-1C1-1C12
IHIT16060 |22.07.2009 |Dog Others ST3 IC3
IHIT16063 |24.07.2009 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16070 |27.07.2009 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT16071 |27.07.2009 |Cat Others ST2 IC2
IHIT16078 |27.07.2009 |Cat Wound, abscess ST2 IC2
IHIT16099 |18.08.2009 |Dog Respiratory tract ST2 IC2
IHIT16149 |04.09.2009 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16203 |28.02.2009 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT16256 |07.10.2009 |Horse Nasopharynx ST70 non-1C1-1C12
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Date of Host International
Isolate ID |lIsolation Species |Clinical origin Silia=tesy Clone (IC)
IHIT16264 [15.10.2009 |Cat Skin, hair, paw/hoof ST1 IC1
IHIT16378 |19.11.2009 |Cat Others ST2 IC2
IHIT16379 |19.11.2009 |Dog Others ST2 IC2
IHIT16422 |02.12.2009 |Cat Urinary tract ST848 non-1C1-1C12
IHIT16485 |17.12.2009 |Cat Others ST2 IC2
IHIT16538 |[16.01.2010 |Dog Respiratory tract ST2 IC2
IHIT16630 |18.02.2010 |Cat Nasopharynx ST3 IC3
IHIT16728 |11.03.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT16796 |03.05.2010 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT16823 |21.05.2010 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT16862 |31.05.2010 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT16863 |31.05.2010 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16864 |31.05.2010 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT16887 |07.06.2010 |Dog Wound, ahscess ST1 IC1
IHIT16902 [15.11.2010 |Horse Respiratory tract ST3 IC3
IHIT16904 |15.11.2010 |Horse Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16916 |19.06.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT16924 |11.06.2010 |Horse Others 57624 non-1C1-1C12
IHIT16926 |05.07.2010 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16927 |14.06.2010 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT16950 |26.06.2010 |Cat Urinary tract ST3 IC3
IHIT16980 |14.07.2010 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT16985 |28.07.2010 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT16991 |28.07.2010 |Dog Respiratory tract ST2 IC2
IHIT17022 |23.07.2010 |Cat Respiratory tract ST2 IC2
IHIT17024 |04.08.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT17027 |26.07.2010 |Cat Nasopharynx ST1 IC1
IHIT17028 |27.07.2010 |Horse Nasopharynx ST1045 non-IC1-IC12
IHIT17037 |06.08.2010 |Cat Respiratory tract ST2 IC2
IHIT17043 |10.08.2010 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT17063 |12.08.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT17064 |[12.08.2010 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT17065 |12.08.2010 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2 IC2
IHIT17087 |18.08.2010 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT17122 |08.09.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT17148 |08.09.2010 |Horse Nasopharynx ST1725 non-IC1-1C12
IHIT17181 |14.09.2010 |Dog Urinary tract ST2 IC2
[HIT17093 |20.08.2010 |Cat Others ST2 IC2
IHIT17182 |07.09.2010 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT17183 |14.09.2010 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT17248 |06.10.2010 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2 IC2
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Date of Host International
Isolate ID |Isolation Species |Clinical origin SiTeez=sy Clone (IC)
IHIT17253 |06.10.2010 |Cat Organs ST2 IC2
IHIT17254 |06.10.2010 |Cat Nasopharynx ST1 IC1
IHIT17289 |19.10.2010 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST149 non-1C1-1C12
IHIT17443 |10.12.2010 |Dog Others ST2 IC2
IHIT17466 |15.12.2010 |Dog Wound, abscess ST1 I1C1
IHIT17544 |17.01.2011 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT17566 |24.01.2011 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT17633 |08.02.2011 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST274 non-1C1-1C12
IHIT17639 |08.02.2011 |Horse Gastrointestinal tract | ST2 IC2
IHIT17642 |08.02.2011 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT17692 |23.02.2011 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT17720 |23.03.2011 |Horse Eye ST3 IC3
IHIT17767 |04.04.2011 |Horse Genital tract ST504 non-IC1-IC12
IHIT17769 |04.04.2011 |Dog Urinary tract ST3 IC3
IHIT17774 |05.04.2011 |Cat Respiratory tract ST1 IC1
IHIT17778 |05.04.2011 |Dog Organs ST3 IC3
IHIT17884 |17.05.2011 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT17885 |17.05.2011 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT17886 |17.05.2011 |Dog Genital tract ST10 IC8
IHIT17894 |17.05.2011 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT17951 |26.05.2011 |Horse Others ST1228 non-1C1-1C12
IHIT17966 |31.05.2011 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST10 IC8
IHIT17978 |06.06.2011 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT17997 |28.06.2011 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT18058 |06.07.2011 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT18068 |20.07.2011 |Dog Genital tract ST1 IC1
IHIT18111 |21.07.2011 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT18140 |29.07.2011 |Cat Ear ST3 IC3
IHIT18175 |10.08.2011 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT18177 |10.08.2011 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT18188 |10.08.2011 |Dog Nasopharynx ST3 IC3
IHIT18230 |01.09.2011 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT18271 |06.10.2011 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT18301 |06.10.2011 |Horse Urinary tract ST3 IC3
IHIT18310 |06.10.2011 |Cat Wound, abscess ST3 IC3
IHIT18252 |12.09.2011 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT18311 |06.10.2011 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT18314 |06.10.2011 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT18319 [10.10.2011 |Dog Others ST3 IC3
IHIT18320 |10.10.2011 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT18346 |17.10.2011 |Cat Respiratory tract ST1 IC1
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Date of Host International
Isolate ID |lIsolation Species |Clinical origin STPasteur Clone (IC)
IHIT18376 |27.10.2011 |Horse Medical devices ST1061 non-1C1-1C12
IHIT18439 |17.11.2011 |Horse Nasopharynx ST1726 non-1C1-1C12
IHIT18568 |27.12.2011 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT18633 |26.01.2012 |Horse Genital tract ST758 non-1C1-1C12
IHIT18709 |13.03.2012 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT18718 |13.03.2012 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT18785 |03.04.2012 |Horse Genital tract ST1727 non-1C1-1C12
IHIT18895 |07.05.2012 |Dog Nasopharynx Unknown non-IC1-1C12
IHIT18942 |22.05.2012 |Cat Ear ST1 IC1
IHIT19120 |25.05.2012 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT19263 |14.06.2012 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2 IC2
IHIT19305 | 22.06.2012 |Horse Nasopharynx ST1016 non-1C1-1C12
IHIT19471 |27.06.2012 |Dog Wound, abscess ST3 IC3
IHIT19506 |12.07.2012 |Horse Respiratory tract ST744 non-IC1-1C12
IHIT19907 |29.08.2012 |Dog Respiratory tract ST3 IC3
IHIT19911 |29.08.2012 |Dog Medical devices ST3 IC3
IHIT19940 |29.08.2012 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2567 non-1C1-1C12
IHIT19961 |29.08.2012 |Horse Genital tract ST921 non-IC1-1C12
IHIT20187 |04.10.2012 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT20993 |29.10.2012 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT21718 |07.01.2013 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT21733 |15.01.2013 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT21937 [12.02.2013 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT22282 |12.04.2013 |Horse Genital tract ST1728 non-IC1-1C12
IHIT22647 |15.06.2013 |Horse Genital tract ST1729 non-IC1-1C12
IHIT23995 |21.10.2013 |Horse Nasopharynx ST1730 non-IC1-1C12
IHIT24532 |08.01.2014 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST1600 non-1IC1-1C12
IHIT24984 |24.01.2014 |Cat Medical devices ST2 IC2
IHIT25002 |07.02.2014 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT25004 |11.02.2014 |Cat Gastrointestinal tract | ST2 IC2
IHIT25140 |26.02.2014 |Cat Others ST1 IC1
IHIT25149 |05.03.2014 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST1731 non-1C1-1C12
IHIT25457 |02.04.2014 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT25540 | 08.04.2014 |Dog Eye ST1 IC1
IHIT25667 |22.04.2014 |Horse Wound, abscess ST1 1C1
IHIT26000 |14.05.2014 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT26023 |[14.05.2014 |Horse Feces ST2 IC2
IHIT26089 |03.06.2014 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT26388 |08.07.2014 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT26392 |06.07.2014 |Dog Wound, abscess ST 1C1
IHIT26471 |20.03.2014 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST46 non-IC1-1C12
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Date of Host International
Isolate ID |lIsolation Species |Clinical origin Sl Clone (IC)
IHIT26669 |26.03.2014 |Horse Feces ST1 IC1
IHIT26872 |08.08.2014 |Horse Feces ST2 IC2
IHIT26873 |08.08.2014 |Horse Genital tract ST3 IC3
IHIT26997 |11.04.2014 |Horse Eye ST1 IC1
IHIT27115 |06.07.2014 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT27297 |07.05.2014 |Horse Genital tract ST1732 non-IC1-1C12
IHIT27679 |25.10.2014 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT27840 |17.11.2014 |Dog Respiratory tract ST IC1
IHIT28209 |25.11.2014 |Horse Wound, abscess ST1 IC1
IHIT28255 |10.12.2014 |Dog Urinary tract ST2572 non-IC1-IC12
IHIT28340 [12.01.2015 |Horse Wound, abscess ST1733 non-IC1-1C12
IHIT28446 |01.12.2014 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT29027 |31.03.2015 |Dog Urinary tract ST10 IC8
IHIT29418 |26.06.2015 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT29451 |29.05.2015 |Horse Genital tract ST1734 non-lC1-1C12
IHIT29466 |07.07.2015 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT28480 |01.06.2015 |Cat Medical devices ST1 IC1
IHIT29580 |26.06.2015 |Cat Skin, hair, paw/hoof ST1 IC1
IHIT29632 |06.07.2015 |Dog Urinary tract ST2382 non-1C1-1C12
IHIT29660 |10.07.2015 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT29775 |21.07.2015 |Horse Organs ST286 non-1C1-1C12
IHIT29837 |07.08.2015 |Cat Medical devices ST2 IC2
IHIT29960 |12.08.2015 |Dog Nasopharynx ST155 non-1C1-1C12
IHIT29982 [27.07.2015 |Dog Urinary tract ST25 IC7
IHIT29983 |25.06.2015 |Cat Nasopharynx ST IC1
IHIT29985 |31.03.2015 |Dog Others ST1 IC1
IHIT29995 |31.07.2015 |Dog Ear ST25 IC7
IHIT29996 |12.06.2015 |Cat Skin, hair, paw/hoof STe02 non-IC1-1C12
IHIT30000 [27.05.2015 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT30014 |26.08.2015 |Horse Wound, abscess ST1735 non-IC1-1C12
IHIT30085 |15.08.2015 |Horse Nasopharynx ST1736 non-IC1-IC12
IHIT29997 |08.08.2015 |Dog Respiratory tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT30088 |24.08.2015 |Horse Genital tract ST1737 non-1C1-1C12
IHIT30148 |18.09.2015 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT30201 [16.09.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT30399 |12.11.2015 |Cat Urinary tract ST930 non-1C1-1C12
IHIT30528 |19.11.2015 |Horse Genital tract ST1738 non-1C1-1C12
IHIT30557 |09.12.2015 |Dog Urinary tract ST25 ICG7
IHIT30558 |09.12.2015 |Cat Urinary tract STe02 non-IC1-1C12
IHIT30634 (08.12.2015 |Cat Urinary tract ST2 G2
IHIT30734 |18.12.2015 |Dog Wound, abscess ST IC1
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IHIT30740 |24.12.2015 |Cat Urinary tract ST IC1
IHIT30828 |22.01.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT30907 |03.02.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT31050 |12.02.2016 |Cat Wound, abscess ST2 IC2
IHIT31296 |29.03.2016 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT31408 |24.04.2016 |Cat Ear ST1 IC1
IHIT31602 |27.04.2016 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT31603 |28.04.2016 |Horse Wound, abscess ST1 IC1
IHIT31605 |09.05.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT31619 |23.05.2016 |Horse Respiratory tract ST275 non-IC1-1C12
IHIT31626 |28.05.2016 |Dog Wound, abscess ST IC1
IHIT31634 |02.06.2016 |Dog Medical devices ST IC1
IHIT31710 |10.02.2016 |Horse Respiratory tract ST IC1
IHIT31711 |22.02.2016 |Horse Wound, abscess ST1 IC1
IHIT31715 |08.06.2016 |Horse Organs ST1739 non-IC1-1C12
IHIT31717 |06.06.2016 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT31733 |14.06.2016 |Dog Urinary tract ST IC1
IHIT31775 [16.06.2016 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT31820 |24.06.2016 |Dog Medical devices ST IC1
IHIT31823 |29.06.2016 |Horse Respiratory tract ST1013 non-IC1-1C12
IHIT31824 |29.06.2016 |Horse Respiratory tract ST1013 non-IC1-1C12
IHIT32250 |01.08.2016 |Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT32289 |24.01.2016 |Cat Urinary tract ST602 non-IC1-IC12
IHIT32291 |14.12.2015 |Dog Urinary tract ST IC1
IHIT32292 [16.01.2016 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST25 IC7
IHIT32293 |27.01.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT32295 |17.03.2016 |Dog Urinary tract ST IC1
IHIT32297 |05.04.2016 |Dog Respiratory tract ST25 IC7
IHIT32298 |18.05.2016 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT32289 |18.06.2016 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT32362 |05.09.2016 |Dog Urinary tract ST25 IC7
IHIT32538 |10.08.2016 |Horse Genital tract ST1074 non-IC1-IC12
IHIT32676 |15.08.2016 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT32678 |19.08.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT32682 |30.08.2016 |Horse Wound, abscess ST1740 non-IC1-1C12
IHIT32778 |21.09.2016 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT32845 |[04.10.2016 |Horse Wound, abscess ST1741 non-IC1-1C12
IHIT33044 (02.11.2016 |Dog Nasopharynx ST25 IC7
IHIT33122 |10.11.2016 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT33215 |08.07.2015 |Dog Urinary tract ST IC1
IHIT33228 |15.11.2016 |Dog Urinary tract ST2 IC2
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IHIT33407 |15.12.2016 |Horse Respiratory tract ST2 IC2
IHIT33412 |28.12.2016 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT33421 |06.01.2017 |Cat Respiratory tract ST1 IC1
IHIT33447 | 11.01.2017 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT33487 |24.01.2017 |Dog Others ST1 IC1
IHIT33471 |30.01.2017 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT33474 |26.01.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT33547 |06.02.2017 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT33548 |08.02.2017 |Dog Others ST1 IC1
IHIT33560 |30.01.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT33917 |20.02.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT33967 |28.02.2017 |Cat Medical devices ST1 IC1
IHIT34210 |05.04.2017 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT34211 |01.04.2017 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT34212 | 01.04.2017 |Dog Respiratory tract ST1 IC1
IHIT34217 |16.03.2017 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT34221 |11.03.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT34321 |25.04.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT34486 |18.05.2017 |Cat Wound, abscess ST25 IC7
IHIT34502 |18.05.2017 |Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT34531 |18.05.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT34607 |27.05.2017 |Dog Others ST1 IC1
IHIT34705 |01.06.2017 |Dog Organs ST1230 non-IC1-IC12
IHIT34760 |22.06.2017 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT34813 |29.06.2017 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT34844 |03.07.2017 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT34848 |07.07.2017 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT34520 |12.07.2017 |Dog Respiratory tract ST1035 non-IC1-1C12
IHIT34973 |19.07.2017 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT34985 |19.07.2017 |Dog Ear ST2593 non-IC1-IC12
IHIT35056 |04.08.2017 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT35391 |27.09.2017 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT35395 |26.09.2017 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT35400 |20.09.2017 |Horse Genital tract ST766 non-IC1-1C12
IHIT35448 |04.10.2017 |Cat Skin, hair, paw/hoof ST1 IC1
IHIT35494 |06.10.2017 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT35495 |06.10.2017 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT35537 |16.10.2017 |Dog Respiratory tract ST2 IC2
IHIT35581 |19.10.2017 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT35715 |03.11.2017 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT35817 |09.11.2017 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
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IHIT35874 |22.11.2017 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT36049 |15.12.2017 |Cat Urinary tract ST2598 non-IC1-1C12
IHIT36174 |04.01.2018 |Horse Wound, abscess ST1049 non-IC1-1C12
IHIT36178 [13.01.2018 |Cat Nasopharynx ST1 IC1
IHIT36215 |[15.01.2018 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT36266 |26.01.2018 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT36267 |25.01.2018 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2600 non-IC1-IC12
IHIT36364 |08.02.2018 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT36633 |15.03.2018 |Dog Medical devices ST2 IC2
IHIT36713 |19.03.2018 |Horse Genital tract ST1742 non-IC1-1C12
IHIT36808 |28.03.2014 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT36817 |06.04.2018 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT36826 |06.04.2018 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2601 non-1C1-1C12
IHIT36878 |12.04.2018 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT36879 |09.04.2018 |Horse Respiratory tract ST2 IC2
IHIT36882 |13.04.2018 |Horse Organs ST2 IC2
IHIT36934 |21.04.2018 |Dog Medical devices ST1 IC1
IHIT36988 [10.03.2018 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT37071 |02.05.2018 |Dog Respiratory tract ST1 IC1
IHIT37105 |15.05.2018 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT37310 [01.06.2018 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT37442 |18.06.2018 |Horse Wound, abscess ST1 IC1
IHIT37520 |25.06.2018 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT37682 |03.07.2018 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT37692 |09.07.2018 |Horse Wound, abscess ST419 non-IC1-1C12
IHIT37808 |24.07.2018 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT37856 |31.07.2018 |Dog Urinary tract ST2602 non-IC1-1C12
IHIT37960 |20.08.2018 |Cat Wound, abscess ST2603 non-IC1-1C12
IHIT38001 |27.08.2018 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST1 IC1
IHIT38007 |27.08.2018 |Dog Wound, abscess ST2604 non-IC1-1C12
IHIT38008 |27.08.2018 |Dog Urinary tract ST25 IC7
IHIT38015 |07.08.2018 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT38021 |27.08.2018 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT38024 |28.08.2018 |Dog Respiratory tract ST46 non-1C1-1C12
IHIT38168 |17.09.2018 |Horse Others ST2 IC2
IHIT38190 |25.09.2018 |Dog Urinary tract ST2 IC2
IHIT39326 |26.03.2019 |Horse Genital tract ST46 non-IC1-1C12
IHIT39542 |10.05.2019 |Dog Nasopharynx ST1060 non-IC1-1C12
IHIT39858 |02.07.2019 |Dog Urinary tract ST303 non-IC1-1C12
IHIT39980 |31.07.2019 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
IHIT40016 |06.08.2019 |Horse Wound, abscess ST2 IC2
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IHITA0077 |12.08.2019 |Horse Gastrointestinal tract |ST1743 non-IC1-1C12
IHIT40081 |14.08.2019 |Dog Respiratory tract ST1 IC1
IHIT40220 |03.09.2019 |Horse Organs ST1744 non-1C1-1C12
IHIT40274 |17.09.2019 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT40381 |25.09.2019 |Horse Others ST2 IC2
IHIT40692 |13.11.2019 |Dog Others ST IC1
IHIT40823 |28.11.2019 |Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT40824 |28.11.2019 (Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT41032 |14.01.2020 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT41219 |06.02.2020 |Dog Respiratory tract ST1 I1C1
IHIT41271 |11.02.2020 |Horse Genital tract ST309 non-1C1-1C12
IHIT41272 |13.02.2020 |Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT41605 | 09.03.2020 |Horse Genital tract 57928 non-IC1-1C12
IHIT41786 |07.04.2020 |Dog Nasopharynx ST2610 non-IC1-1C12
IHIT42018 |19.05.2020 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT42497 |22.05.2020 |Dog Wound, abscess ST1878 non-1C1-1C12
IHIT42504 |17.06.2020 |Cat Urinary tract ST16 non-IC1-1C12
IHIT42660 |18.06.2020 |Horse Nasopharynx ST444 non-IC1-1C12
IHIT42961 |24.07.2020 |Dog Urinary tract ST79 IC5
IHITA3067 |29.07.2020 |Cat Urinary tract ST79 IC5
IHITA3085 |07.08.2020 |Dog Ear ST2 IC2
IHITA3086 |07.08.2020 |Cat Urinary tract ST16 non-IC1-1C12
IHIT43146 |20.08.2020 |Cat Urinary tract ST2 IC2
IHIT43147 |20.08.2020 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT43148 |20.08.2020 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT43229 |31.08.2020 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT43266 |02.09.2020 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT43382 |10.09.2020 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST10 IC8
IHIT43467 |18.09.2020 |Cat Respiratory tract ST25 IC7
IHIT4A3468 |18.09.2020 |Horse Wound, abscess ST10 IC8
IHIT43506 |25.09.2020 |Cat Urinary tract ST16 non-IC1-1C12
IHITA3855 |04.11.2020 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT43978 |25.11.2020 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT44048 |01.12.2020 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT44224 |06.01.2020 |Dog Wound, abscess ST1104 non-IC1-1C12
IHIT44243 |08.01.2021 |Dog Others ST758 non-1C1-1C12
IHIT44365 |27.01.2021 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT44571 |05.03.2021 |Cat Urinary tract ST2613 non-1C1-1C12
IHIT44572 |05.03.2021 |Dog Wound, abscess ST52 non-IC1-1C12
IHIT44607 |10.03.2021 |Horse Feces ST2 IC2
IHIT44615 | 15.03.2021 |Cat Nasopharynx ST150 non-IC1-1C12
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IHIT44737 |23.03.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT44778 |29.03.2021 |Cat Respiratory tract ST1005 non-IC1-1C12
IHIT44783 |30.03.2021 |Dog Nasopharynx ST419 non-1C1-1C12
IHIT44784 |30.03.2021 |Dog Respiratory tract ST1 1C1
IHIT44829 |09.04.2021 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT44830 |09.04.2021 |Cat Urinary tract ST1 1C1
IHIT44857 |15.04.2021 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT44961 |27.04.2021 |Dog Others ST150 non-1C1-1C12
IHIT44991 | 30.04.2021 |Cat Respiratory tract ST150 non-IC1-1C12
IHIT45102 |31.05.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT45199 |21.06.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT45222 |24.06.2021 |(Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT45253 |06.07.2021 |Dog Nasopharynx ST2614 non-IC1-1C12
IHIT45375 |21.07.2021 |(Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT45420 |27.07.2021 |Cat Urinary tract ST578 non-1C1-IC12
IHIT45461 |04.08.2021 |Cat Wound, abscess ST578 non-1C1-1C12
IHIT45652 |01.09.2021 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT45676 |10.09.2021 |Dog Wound, abscess ST2616 non-IC1-1C12
IHIT45753 |14.09.2021 |Dog Nasopharynx ST25 IC7
IHIT45831 |23.09.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT45877 |11.10.2021 |Dog Medical devices ST2617 non-IC1-1C12
IHIT46135 |16.10.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT46190 |01.11.2021 |Cat Urinary tract ST1 1C1
IHIT46218 |08.11.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT46491 |16.11.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT46492 |16.11.2021 |Dog Gastrointestinal tract | ST2 IC2
IHIT46493 |16.11.2021 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT46661 |03.12.2021 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT4A7227 |09.02.2022 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHIT47229 |11.02.2022 |Cat Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT47230 |11.02.2022 |Cat Wound, abscess ST2 IC2
IHIT47275 |15.02.2022 |Dog Respiratory tract ST2619 non-1C1-1C12
IHIT47317 |17.02.2022 |Dog Urinary tract ST578 non-1C1-1C12
IHIT47335 |25.02.2022 |Dog Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT47355 |25.02.2022 |Dog Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT47356 |25.02.2022 |Dog Urinary tract ST1 1C1
IHIT47362 |25.02.2022 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT47406 |03.03.2022 |Dog Others ST2 IC2
IHIT47410 | 04.03.2022 |Cat Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT47639 |23.03.2022 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
IHITA7647 |24.03.2022 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
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IHIT47693 |30.03.2022 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT48292 |09.06.2022 |Cat Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT48437 |23.06.2022 |Cat Wound, abscess ST25 IC7
IHIT48658 | 07.07.2022 |Cat Urinary tract ST1 1C1
IHIT48659 |07.07.2022 |Dog Respiratory tract ST2620 non-IC1-1C12
IHIT48735 |15.07.2022 |Dog Others ST1727 non-1C1-1C12
IHIT48739 |16.07.2022 |Dog Wound, abscess ST858 non-IC1-IC12
IHIT48748 |18.07.2022 |Dog Ear ST1727 non-1C1-1C12
IHIT48779 |20.07.2022 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT48780 |20.07.2022 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT48781 |20.07.2022 |Cat Urinary tract ST2621 non-IC1-IC12
IHIT48782 |20.07.2022 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT4A8798 |22.07.2022 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT48830 |27.07.2022 |Dog Wound, abscess ST578 non-IC1-1C12
IHIT48831 |27.07.2022 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT48885 |01.08.2022 |Dog Genital tract ST2614 non-1C1-1C12
IHITA8887 |03.08.2022 |Horse Skin, hair, paw/hoof S5T2623 non-IC1-1C12
IHIT49033 |12.08.2022 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT49072 |16.08.2022 |Dog Skin, hair, paw/hoof ST2 IC2
IHIT49264 |22.08.2022 |Dog Nasopharynx ST137 non-IC1-1C12
IHIT49389 |01.09.2022 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT49400 |02.09.2022 |Dog Nasopharynx ST1 IC1
IHIT49431 |06.09.2022 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT49432 |06.09.2022 |Cat Wound, abscess ST25 IC7
IHIT49433 |06.09.2022 |Dog Wound, abscess ST2614 non-1C1-1C12
IHIT49469 |09.09.2022 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT49470 |09.09.2022 |Dog Urinary tract ST IC1
IHIT49523 |12.09.2022 |Cat Wound, abscess ST2614 non-IC1-1C12
IHIT49559 |14.09.2022 |Cat Others ST2625 non-1C1-1C12
IHIT49560 |15.09.2022 |Cat Wound, abscess ST822 non-IC1-1C12
IHIT49833 |17.10.2022 |Dog Ear ST513 non-1C1-IC12
IHIT49834 |18.10.2022 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT49962 |25.10.2022 |Cat Ear ST1138 non-1C1-1C12
IHIT49989 |28.10.2022 |Cat Wound, abscess ST1 1C1
IHIT50072 |04.11.2022 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT50142 |11.11.2022 |Cat Nasopharynx ST1 1C1
IHIT50214 |16.11.2022 |Cat Eye ST52 non-1C1-I1C12
IHIT50240 |17.11.2022 |Horse Skin, hair, paw/hoof ST203 non-1C1-1C12
IHIT50258 |23.11.2022 |Dog Medical devices ST2614 non-IC1-1C12
IHIT50316 |28.11.2022 |Dog Ear ST513 non-1C1-1C12
IHIT50330 |01.12.2022 |Dog Wound, abscess ST2 IC2
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IHIT50331 |02.12.2022 |Cat Others ST52 non-1C1-1C12
IHIT50553 |15.12.2022 |Dog Nasopharynx ST1 1C1
IHIT50555 |21.12.2022 |Dog Wound, abscess ST150 non-1C1-1C12
IHIT50572 | 22.12.2022 |Cat Urinary tract ST2614 non-IC1-1C12
IHIT50823 |16.01.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT51166 |08.02.2023 |Dog Skin, hair, paw/hoof 5T2614 non-IC1-1C12
IHIT51221 |15.02.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT51309 |22.02.2023 |Dog Wound, abscess ST2614 non-1C1-1C12
IHIT51756 |24.03.2023 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT51872 |30.03.2023 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT52176 |20.04.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT52600 |11.05.2023 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT52601 |12.05.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT52626 |15.05.2023 |Cat Wound, abscess ST10 IC8
IHIT52854 |01.06.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT52925 |07.06.2023 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT52944 |12.06.2023 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT52945 | 12.06.2023 |Cat Respiratory tract ST1 IC1
IHIT53700 |24.07.2023 |[Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT53769 |27.07.2023 |Dog Wound, abscess ST57 non-IC1-1C12
IHIT53772 |02.08.2023 |Cat Wound, abscess ST1 I1C1
IHIT53774 |03.02.2023 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT53791 |04.08.2023 |Dog Others ST1 IC1
IHIT53792 |04.08.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT53816 |08.08.2023 |Cat Urinary tract ST10 IC8
IHIT53963 |16.08.2023 |Dog Urinary tract ST1 1C1
IHIT53964 |16.08.2023 |Cat Respiratory tract ST1 1C1
IHIT54077 |23.08.2023 |Dog Wound, abscess ST1 1C1
IHIT54372 |20.09.2023 |Dog Wound, abscess ST IC1
IHIT54409 |21.09.2023 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT54425 |25.09.2023 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT54753 |27.10.2023 |Dog Respiratory tract ST1 IC1
IHIT54754 |27.10.2023 |Cat Urinary tract ST1 IC1
IHIT54755 |27.10.2023 |Cat Urinary tract ST2614 non-IC1-1C12
IHIT54848 |07.11.2023 |Dog Eye ST2614 non-1C1-IC12
IHIT54871 |08.11.2023 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT55007 |15.11.2023 |Dog Others ST1 IC1
IHIT55219 |11.12.2023 |Dog Urinary tract ST1 IC1
IHIT55221 |14.12.2023 |Cat Urinary tract ST25 IC7
IHIT55269 |18.12.2023 |Dog Others ST2614 non-1C1-1C12
IHIT55332 |22.12.2023 |Dog Medical devices ST2614 non-IC1-1C12
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IHIT55470 |05.01.2024 |Cat Others ST2614 non-IC1-1C12
IHIT55722 |24.01.2024 |Dog Wound, abscess ST2614 non-IC1-1C12
IHIT55734 |25.01.2024 |Dog Wound, abscess ST1 IC1
IHIT56253 [12.02.2024 |Cat Urinary tract ST578 non-IC1-1C12
IHIT56529 |26.02.2024 |Dog Nasopharynx ST52 non-IC1-1C12
IHIT56582 |28.02.2024 |Cat Respiratory tract ST1 IC1
IHIT56686 |04.03.2024 |Cat Wound, abscess ST2614 non-IC1-IC12
IHIT56980 |26.03.2024 |Dog Others ST2 IC2
IHIT57235 |22.04.2024 |Dog Urinary tract ST25 IC7
IHIT57358 |07.05.2024 |Dog Others ST2 IC2
IHIT57396 |15.05.2024 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT57440 |16.05.2024 |Dog Wound, abscess ST10 IC8
IHIT57556 |03.06.2024 |Cat Wound, abscess ST1 IC1
IHIT57558 |04.06.2024 |Dog Others ST2614 non-IC1-1C12
IHIT57677 |11.06.2024 |Dog Genital tract ST2614 non-1C1-1C12
IHIT58464 |05.08.2024 |Cat Wound, abscess ST25 IC7
IHIT58660 |09.08.2024 |Dog Others ST52 non-IC1-1C12
IHIT58686 |14.08.2024 |Horse Wound, abscess ST52 non-IC1-1C12
IHIT58688 |15.08.2024 |Dog Others ST578 non-1C1-IC12
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