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Kapitel I: EINLEITUNG






Einleitung

. EINLEITUNG

Moderne Sequenziertechniken gestatten uns sowohl die Analyse komplexer Gemeinschaften
von Organismen wie die des Darmmikrobioms als auch Detailanalysen von Pathogenen auf
Metagenomebene. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden beide Ansatze verfolgt und
entsprechende Protokolle harmonisiert und in ,Meta-Omics” Ansatze integriert. Im Fokus
stand dabei das Hausschwein als wichtiges Nutztier und Modell fiir humane Fragestellungen

und Erkrankungen.

Das Mikrobiom des Verdauungstraktes hat weitreichende Auswirkungen auf die Wirtsgesund-
heit, die Fitness und das Wohlbefinden. So wurde gezeigt, dass Veranderungen des humanen
Mikrobioms mit Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes und Adipositas, bestimmten Krebs-
formen und Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht werden kdnnen. Auf der ande-
ren Seite kann das Mikrobiom u.U. giinstig beeinflusst werden, z.B. durch didtetische MaR-
nahmen oder gezielte Verabreichung von probiotischen Kulturen. Das Schwein ist dabei deut-
lich besser mit dem Menschen zu vergleichen als Nager und andere Labortiere. Vor diesem
Hintergrund sind Detailkenntnisse des physiologischen Mikrobioms heranwachsender und
adulter Schweine sowie die erkrankungsassoziierten Auslenkungen von grolRer Bedeutung.
Ganzheitliche Ansatze zielen dabei auf das Metagenom, das Metaproteom und das Metabo-
lom in ihrer Gesamtheit ab (,,Meta-Omics®). In der vorliegenden Arbeit wurde mit interdiszip-
lindren Partnern eine integrierte Probenvorbereitung fir tiefgefrorene Kotproben entwickelt.
Das konsolidierte Protokoll steht nun fiir alle Ansatze zur Verfligung und wurde bereits im
Rahmen eines weiterfliihrenden Projektes eingesetzt. Die anschliefende Datenintegration ver-
knipfte die Mikrobiom-Zusammensetzung mit der Funktion und Stoffwechselaktivitat. Wei-
terfiihrende Studien sind insbesondere hinsichtlich der Auslenkungen durch systemische und

fieberhafte Erkrankungen geplant.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde ein metagenomischer Ansatz gewahlt, um einen aktu-
ellen Fall der porzinen epidemischen Diarrhoe (PED) aufzuklaren. Die PED wird durch ein Al-
phacoronavirus verursacht. Die hoch ansteckende Erkrankung ist durch eine schwere Darm-
entziindung, wassrigen Durchfall, Erbrechen und Dehydrierung gekennzeichnet. Wahrend alle
Altersklassen von Schweinen erkranken kdnnen, sinkt die Sterblichkeit mit zunehmendem Al-

ter. Nach langen Jahren der Abwesenheit wurden seit Mai 2014 diverse Falle der PED in
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Deutschland beschrieben, meistens mit milden Verldaufen. Einige Betriebe verzeichneten je-
doch auch schwere Verluste, die in vorangegangenen Studien weder den viralen Charakteris-
tika noch moglichen Koinfektionen kausal zugeschrieben werden konnten. Der im Rahmen der
Arbeit untersuchte Fall trat im Frihjahr 2019 in einen Ferkelerzeugerbetrieb im Nordwesten
Deutschlands auf und betraf Sauen, ihre Saugferkel und Absetzer. Mit der Zielsetzung das Vi-
rus im Detail zu charakterisieren und mogliche Koinfektionen aufzudecken, wurden Kot- und
Diinndarmproben von betroffenen Schweinen metagenomischen Analysen unter Verwen-
dung der Hochdurchsatzsequenzierung (next-generation sequencing) unterzogen. Phylogene-
tische Analysen zeigten hohe Identitdaten zwischen den PEDV-Sequenzen, die aus Proben ver-
schiedener Tiere gewonnen wurden, und eine besonders enge Verwandtschaft mit aktuellen
Stammen aus Ungarn und Frankreich. Im Vergleich zu den im Jahr 2014 analysierten PEDV-
Stammen konnte eine genetische Drift bestatigt werden. Erwartungsgemal wurden Verande-
rungen hauptsachlich im Spike-Protein-kodierenden S-Genabschnitt beobachtet. Dartiber hin-
aus zeigten metagenomische Analysen mehrere Picobirnavirus-Reads in allen untersuchten
Proben. Letztere bedirfen weiterer Analysen zur Einordnung ihres Einflusses auf den Krank-

heitsverlauf.

Die durchgefiihrten Studien bilden die Basis fir weitere Detailuntersuchungen zum porzinen
Darmmikrobiom und fir Metagenomansatze in der Pathogenerkennung und -charakterisie-

rung beim Schwein.
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Il. Literaturiibersicht

1. VERFAHREN DER SEQUENZIERUNG
Die Einfihrung der modernen Sequenziermethoden der 2. Generation, auch als next-genera-
tion sequencing (NGS) bezeichnet, revolutionierte die Anwendung der DNA-Sequenzierung
(1). Die zuvor weit Gberwiegend eingesetzte Methode fiir die DNA-Sequenzierung war die von
Frederick Sanger und Kollegen schon 1977 vorgestellte Didesoxy-Kettenabbruchmethode (2).
Diese Methode wurde in den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts so optimiert (3, 4), dass die
Sequenzierung als sogenannte Shotgun-Sequenzierung ohne bekannten Startpunkt fir die Se-
quenzierreaktion und zudem halbautomatisch erfolgen konnte (heute oft auch als Sequenzie-
rung der 1. Generation bezeichnet). Dennoch blieben auch fortan der Arbeitsaufwand und die
Kosten hierfiir verhaltnismaRig hoch. Mit den ab 2005 vorgestellten Sequenziermethoden der
2. Generation (Genome Sequencer (5), lllumina (6) und lon Torrent Technik (7)) wurden durch
Parallelisierung Arbeitsaufwand und Kosten massiv reduziert und gleichzeitig der Durchsatz
um Grolenordnungen erhoht (8-10). Alle Methoden der 2. Generation waren zunachst als
Shotgun-Sequenzierung konzipiert und beginnen mit der Fragmentierung der Ziel-DNA auf
eine definierte Lange durch mechanische (z.B. Ultraschall) oder enzymatische Verfahren. Se-
guenzierungsmethoden der dritten Generation umfassen die Sequenzierung besonders langer
Nukleinsaurefragmente und werden zum Beispiel durch das System von Pacific BioSciences
(11) und Oxford Nanopore (12) reprasentiert. Diese Techniken bendétigen keine klonale Amp-
lifikation der DNA-Fragmente vor der Sequenzierung und die Reaktion findet direkt am einzel-
nen Molekil statt (9, 10). Bei dem Einsatz dieser Technologie kénnen einzelstrangige DNA,

doppelstrangige DNA und RNA analysiert werden (12).

Abbildung 1 zeigt einen Uberblick tiber die Hauptschritte fiir die Probenvorbereitung und Da-
tenauswertung bei Anwendung der Sequenziertechniken der gegenwartig drei Generationen
von Sequenziertechnologien (13). Die wesentlichen Unterschiede liegen bei der Probenvorbe-
reitung und den zum Auslesen der Sequenz eingesetzten Verfahren (14). Bei der DNA-Sequen-
zierung der 1. Generation werden die DNA-Fragmente entweder direkt als PCR-Produkte oder
nach Klonierung in einen Plasmidvektor sequenziert. Der Plasmidvektor dient auch der klona-

len Amplifikation der DNA in bakteriellen Zellen (3). Die Amplifikation der DNA ist notwendig,
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um bei der Sequenzierung eine vom jeweiligen System detektierbare Signalstarke zu errei-
chen. Daran anschliefend wurden, fir die Sequenzierung der 1. Generation, die klonal in ein-
zelnen Bakterienkolonien amplifizierten Plasmide aus den individuellen Bakterienkolonien
isoliert und jeweils die Sequenzierreaktion durchgefiihrt. Danach erfolgte die serielle automa-
tische Sequenzdetektion der Fluorophor-markierten DNA im Kapillarsequencer (begrenzt pa-
rallelisierbar, in einem Gerat bis zu 16 Kapillaren; dartber hinaus nur durch Einsatz mehrerer
Gerate). Die Sequenzierung der 1. Generation ist somit sowohl durch die Sequenzierkapazitat
als auch durch den Aufwand und die Kosten limitiert, insbesondere wenn es um die Bestim-
mung von groflen Genomen geht. Diese Limitationen waren Treiber fiir die Entwicklung der

neuen Sequenziertechnologien.
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Abbildung 1. Ubersicht iiber die Hauptschritte der Sequenziertechniken (15). Uberblick iiber
die Hauptschritte der Revolutionen der Sequenziertechnologien der gegenwidrtig drei Genera-
tionen. Abbildung modifiziert: Srivastav et al. 2019 (15), zu den Genehmigungsrechten siehe

Kapitel IX: Anhang, 3. Erlaubnis zur Vervielféltigung.

Die Shotgun-Sequenzierung mit Technologien der 2. Generation stellt die konsequente Wei-
terentwicklung der 1. Generation dar. Die wesentlichen Unterschiede zwischen den Sequen-

ziertechnologien der 1. und der 2. Generation sind der Wegfall der Notwendigkeit, individuelle
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DNA-Fragmente zu bearbeiten und die Parallelisierung des Auslesens. Durch geeignete Tech-
nologien zur klonalen Amplifikation (Emulsions PCR bei Genome Sequencer und lon Torrent;
Bridge Amplification bei lllumina) entfiel die Notwendigkeit der Klonierung der DNA in Plas-
midvektoren und Amplifikation in vivo, weil es durch die genannten Amplifikationsverfahren
moglich wurde, die klonale Amplifikation in vitro durchzufihren. Dadurch war es nicht mehr
erforderlich, individuelle Molekiile zu bearbeiten. Dies ermoglichte die Parallelisierung der
Amplifikation, um so millionenfach erhéhte Sequenzausbeuten zu erreichen (16). Die zweite
entscheidende Verbesserung war die Moglichkeit, die Sequenzierreaktion hochgradig zu pa-
rallelisieren (zunachst mehrere Millionen Genomstlicke (sog. Reads) pro Geratelauf, inzwi-
schen bis zu mehreren Milliarden in einem Geratelauf) und die Sequenz simultan auszulesen
(im Unterschied zur 1. Generation, bei der erst die Sequenzierreaktion durchgefiihrt werden
muss und danach das Ergebnis ausgelesen wird). Auch die Kosten pro analysierter Sequenz-
menge wurden mit den neuen Technologien drastisch reduziert. Somit entfielen mit der Ein-
fihrung der Sequenzierung der 2. Generation die zuvor bestehenden Limitationen und es be-

gann eine neue Ara der Genomsequenzierung (14).

Im Detail besteht der Arbeitsablauf fiir die Sequenzierung mit Verfahren der 2. Generation aus
den wesentlichen Schritten (i) Herstellung einer DNA-Bibliothek, (ii) klonale Amplifikation der
Molekile der DNA-Bibliothek, (iii) Sequenzierung der DNA-Klone und (iv) Auswertung der ge-
nerierten Rohdaten. Abbildung 2 zeigt exemplarisch den Arbeitsablauf fiir die lllumina-Se-
guenziertechnologie (6, 17). Fiir die Herstellung einer Shotgun-DNA-Bibliothek wird die Ziel-
DNA zufallig fragmentiert und nach dem sogenannten fragment-end-polishing, bei dem Ein-
zelstrangliberhdange an den Enden der DNA-Molekiile beseitigt werden, werden die Adapter
an die DNA-Fragmente ligiert (siehe Abbildung 2 a). Die Adapter dienen sowohl als Primerbin-
destellen fiir die bereits zuvor genannte klonale Amplifikation als auch als Bindestellen fiir die
Primer, von denen aus die Sequenzierreaktion gestartet wird (siehe Abbildung 2 b). Die klonale
Amplifikation ist der Sequenzierung vorgeschaltet und wird im Sequenziergerat direkt auf den
Oberflachen der Flowcell, in der die Sequenzierung stattfindet, durchgefiihrt. Nach der als
Bridge-Amplification bezeichneten Generierung von Millionen Clustern klonaler DNA-Frag-
mente startet die Sequenzierung. Dazu wird zunachst die an die Flowcell gebundene DNA de-
naturiert und anschlieRend der Sequenzierprimer an die Fragmente hybridisiert. An die Hyb-
ride aus Primer und einzelstrangiger Template-DNA bindet eine DNA-Polymerase (siehe Ab-

bildung 2 c). Wahrend des Sequenziervorganges, bei dem zyklisch Nukleotide mit allen 4 Basen
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gleichzeitig in die Flowcell gepumpt werden, baut die DNA-Polymerase das jeweils passende

Nukleotid ein. Die verwendeten Nukleotide sind an den Basen modifiziert, so dass

1. aufgrund einer 3‘-Blocking-Gruppe jeweils nur ein Nukleotid pro Zyklus eingebaut wer-
den kann und
2. die in den Molekiilen der individuellen Cluster eingebauten Basen aufgrund der unter-

schiedlichen Fluoreszenzmarkierung der Basen identifiziert werden kénnen.

Nach dem Auslesen der Fluoreszenzsignale werden die ,,Blocking-Gruppen” von den Nukleo-
tiden entfernt und der nachste Zyklus startet. Auf diese Art kénnen von jedem Cluster Sequen-
zen von bis 300 Basen ausgelesen werden. Dabei reprasentiert jedes Cluster ein einzelnes

Stiick DNA aus der Originalprobe (6, 17).

\|
A

Abbildung 2. /llumina-Sequenzierung mit Briickensynthese (6). Abbildung: Bentley et al. 2008
(6) unter Creative Commons CC-BY-NC-SA 3.0.

Fiir die Sequenzierung viraler Genome eroffnete das NGS neue Moglichkeiten, da das ungiins-

tige Verhaltnis zwischen Virus und Wirt aufgrund der jetzt moglichen sehr grolRen Datensatze
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relativiert wurde. So lassen sich beispielsweise bei einem Anteil von 0,1 % Virus in einer Nuk-
leinsauremischung mit einem Datensatz von nur wenigen Millionen Reads flr das Virusgenom
verhaltnismaRig einfach genug Reads generieren, um eine zuverldssige und vollstandige Ge-

nomsequenz des Virus zu generieren.

Auch die Detektion unerwarteter oder bislang unbekannter Viren mithilfe der sogenannten
Metagenomanalyse wurde so moglich (9, 18, 19). Nach Gilbert und Dupont (2011) ist die
grundlegende Definition der Metagenomanalyse die Analyse der genomischen DNA einer gan-
zen Gemeinschaft (20). Eine differenziertere, hier noch besser zutreffende Definition stammt
von Chen und Pachter (21): “Metagenomics is the application of modern genomics techniques
to the study of communities of microbial organisms directly in their natural environments,
bypassing the need for isolation and lab cultivation of individual species.” Da fir die initiale
Detektion eines Virus der Nachweis eines einzelnen oder einiger weniger Reads ausreichend
ist, ist selbst bei Virusanteilen im ppm-Bereich die Detektion noch mdglich. Voraussetzung
dafir ist allerdings immer, dass es in der fir den Sequenzabgleich verwendeten Sequenzda-
tenbank eine hinreichend dhnliche Sequenz gibt, die die Erkennung viraler Sequenzen ermég-

licht (22).

1.1. Metagenomanalysen fiir die Charakterisierung neuer Pathogene und zur Charak-
terisierung der normalen Diversitat

Die Fortschritte bei den NGS-Technologien und die schnelle Entwicklung der Bioinformatik
und ihrer Werkzeuge bieten Méglichkeiten der Uberwachung und Erkennung sich neu aus-
breitender Erkrankungen bei Mensch und Tier in bislang nie erreichter Qualitat (23). Eine der
wichtigsten NGS-Anwendungen ist die primerunabhangige, agnostische (d. h. ohne Vorkennt-
nisse) virale Metagenomik (metagenomisches NGS, mNGS, Metagenomdiagnostik), um alle in
den Proben vorhandenen Viren zu charakterisieren und auch die Entdeckung neuartiger oder

ungewohnlicher infektidser Atiologien zu erméglichen (24).

In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass kiirzlich das sogenannte ,Global Virome Pro-
ject” gestartet ist. Das Konzept beinhaltet die Identifizierung unbekannter und potentiell zoo-
notischer Viren von Saugetieren und Vogeln (25). Allerdings erfordert die Verwendung von
mNGS als potenzielles Uberwachungsinstrument ein tieferes Verstandnis dessen, was eine

"normale" Diversitat, d.h. ein normales Mikrobiom oder Virom beim Menschen (26), wie auch
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bei Wildtieren (27) und Nutztieren (28, 29) ausmacht. Mihalov-Kovacs et al. (18) untersuchten
in diese Richtung das Kotvirom unterschiedlicher Haus- und Nutztiere. In porzinen Kotproben
wurden dabei zahlreiche Viren wie Kobuvirus, Sapovirus, Sapelovirus, Coronavirus, Teschovi-
rus, Porzines Astrovirus, Bocavirus, Rotavirus C und A, Picobirnavirus, Parvovirus, Circovirus
und Picornavirus gefunden (18). Eine ahnlich aufgebaute wissenschaftliche Studie beschreibt
die Virusvielfalt in verschiedenen Arten von Proben wie Kotproben oder Proben aus dem Ver-
dauungstrakt von Nutztieren wie Rindern, kleinen Wiederkduern (Ziegen und Schafe), Gefli-
gel und Schweinen. Auch in dieser Studie bestatigte sich eine reichhaltige Virusvielfalt wie
Wirbeltierviren, Bakteriophagen (Myoviridae, Podoviridae und Siphoviridae) und Pflanzenvi-
ren. Astroviridae, Parvoviridae und Picornaviridae gehorten zu den am haufigsten gefundenen

Virusfamilien (30).

Einige neue Viren, die flr die Tiermedizin bedeutsam sind, wurden mittels Metagenomanaly-
sen identifiziert (10). Ein Beispiel fur die Charakterisierung eines neuen Pathogens ist die De-
tektion und Charakterisierung des Schmallenberg-Virus. Dieser Erreger wurde im Jahr 2011
erstmals beschrieben. Hintergrund waren Erkrankungen bei Kiihen aus der Umgebung von
Schmallenberg (Nordrhein-Westfalen, Deutschland), die Fieber, Durchfall und sinkende
Milchleistungen unbekannter Genese zeigten. Neugeborene infizierter Tiere kamen missge-
bildet zur Welt. Die durchgefiihrten Metagenomanalysen wiesen auf das Vorkommen eines
neuen Orthobunyavirus hin, das nachfolgend , Schmallenberg-Virus“ benannt wurde (31). Die-
ser Fall untermauert eindrucksvoll, dass die Metagenomanalyse ein niitzliches Hilfsmittel fir
die Tiergesundheit ist, da sie fiir eine Entdeckung moglicher pathogener Erreger herangezogen

werden kann (32).

Ein weiteres Beispiel ist die Entdeckung eines bis dahin unbekannten, zoonotischen Bornavi-
rus in Bunt- und Schéonhornchen, das mittels mNGS entdeckt wurde. Das Bunthoérnchen-
Bornavirus 1 (Variegated Squirrel Bornavirus 1, VSBV-1) wurde bei gesunden Bunt- und Schon-
hornchen und bei drei Ziichtern von Bunthérnchen nachgewiesen, die zwischen 2011 und
2013 an Enzephalitis erkrankten und verstarben. Umfangreiche molekularbiologische und im-
munbhistologische Untersuchungen konnten belegen, dass es sich bei VSBV-1 um einen neuen
zoonotischen Erreger handelt und sich die drei verstorbenen Ziichter bei ihren infizierten

Bunthornchen angesteckt hatten (33).
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Durch eine groRangelegte Studie konnte eine weitere Krankheit mit bislang ungeklarter Atio-
logie bei Nerzen aufgeklart werden. Die Tiere zeigten neurologische Stérungen wie Schiitteln,
torkelnder Gang und Ataxien. Durch Untersuchungen von Hirnproben mittels Metagenomik
gelang der Nachweis eines neuartigen Astrovirus. Dieser Befund ist eine der ersten Beschrei-
bungen eines Astroviruses im zentralen Nervensystem von Tieren. Die Krankheit bei Nerzen

erhielt den Namen ,,Shaking Mink Syndrome*“ (34).

Neuestes Beispiel ist die Entdeckung der ersten Rubellavirus-dhnlichen Viren in Tieren. Von
Juli 2018 bis Oktober 2019 zeigten ein Esel, ein Wasserschwein und ein Rothalswallaby
schwere, akute neurologische Symptome wie Ataxien, Krampfe, Lethargie und Unempfindlich-
keit. Alle Tiere lebten in demselben Zoo in der Nahe der Ostseektiste im Norden Deutschlands.
Von September 2019 bis Februar 2020 wurden Nagetiere im Umkreis von 10 km um dieses
Zoogelande fiir weitere Untersuchungen gesammelt. Mit Hilfe von metagenomischen und
phylogenetischen Analysen konnten Bennett et al. (35) in allen untersuchten Proben das neue
Rustrela-Virus (RusV) bestatigen. Das Rustrela-Virus gehort in die AuBengruppe der Klade der
Ruhugu-Viren (RuhV) und Rubella-Viren (RuV). Ruhugu-, Rustrela- und Rotelviren besitzen ei-
nen identischen genomischen Aufbau. Das Rustrela-Virus wurde nach seinem Roételvirus-ahn-
lichem Genom und dem Ort am sogenannten Strelasund an der Ostsee in Deutschland be-

nannt (35).
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2. DAS PORZINE DARMMIKROBIOM
Das intestinale Mikrobiom stellt die Gesamtheit aller Mikroorganismen dar, die den Darm na-
turlicherweise besiedeln und dort eine komplexe Biozonose bilden (36, 37). Dieses komplexe
und dynamische Okosystem besteht aus Bakterien, Archaeen, Eukaryoten und Viren (siehe
Abbildung 3) (38). Mit eingeschlossen werden resident, transient, symbiotisch und kommen-

salisch lebende Mikroorganismen, sowie fakultativ pathogene Mikroben (37, 39).

Das intestinale Mikrobiom

Bakterien Viren

Eukaryoten  Archaeen

Abbildung 3. Das intestinale Mikrobiom beim Hausschwein (36-38). Uberblick iiber die Zusam-
mensetzung des intestinalen Mikrobioms, das aus Bakterien, Archaeen, Eukaryoten und Viren

besteht.

Die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms beim Schwein ist gekennzeichnet durch
eine Vielfalt von Phyla. Bei den Bakterien bilden Firmicutes und Bacteroidetes mit Giber 90 %
die beiden Hauptphyla. Die restlichen Anteile verteilen sich auf Proteobacteria, Actinobacteria
und Spirochaetes (40-42). Je nach Darmabschnitt unterscheidet sich die Verteilung der mikro-
biellen Gemeinschaften (40). Im Jejunum und lleum zeigten Analysen der Mikrobiome eine
unterschiedliche Zusammensetzung. Im Jejunum dominieren Bakterien vorwiegend aus dem
Phylum Firmicutes, gefolgt von den Phyla Proteobacteria, Cyanobacteria und Actinobacteria.
Im Ileum dominieren die beiden Phyla Firmicutes und Proteobacteria. Die Zusammensetzung
der Mikrobiome des Kolons und Zdakums erwiesen sich als sehr dhnlich. Mehr als 90 % der

nachgewiesenen Bakterien gehérten den beiden Phyla Firmicutes oder Bacteroidetes an (40).

15



Literaturiibersicht

Archaeen wurden zu weniger als einem Prozent der gesamten rRNA-Gen-Sequenzen von
Schweinen nachgewiesen. Dominierende Archaeen sind Methanomicrobia und Thermococci.
Eukaryotische Mikroben gehdren hauptsachlich zu wirtsspezifischen Phyla, zu Pilzen und Pro-

tozoen insbesondere Balantidium coli (42).

Viren stellen eine kleine Minderheit im Kotmaterial dar (42, 43), kénnen jedoch in vielfaltiger
Weise im Gastrointestinaltrakt (GIT) vorkommen. Einige Viren kdnnen als Krankheitserreger
agieren. Bakteriophagen, Viren die Bakterien befallen, regulieren das Wachstum von Bakte-
rien (44). Die Analyse des intestinalen Viroms, bestehend aus eukaryotischen (wirtsspezifische
Viren), prokaryotischen (Bakteriophagen) und transienten Viren (z.B. Pflanzenviren) sowie Vi-
ren, die Amoben infizieren, zeigt eine Zusammensetzung, bei der RNA-Viren Giberwiegen (43-
49). Der GroRteil der nachgewiesenen Virussequenzen sind Schweineviren, die restlichen Se-
quenzen verteilen sich auf Bakteriophagen, Pflanzen- und Insektenviren (50). Virussequenzen,
zugehorig zu den wirtsspezifischen Viren, gehdren den Familien Picornaviridae (z.B. Enterovi-
rus, Sapelovirus und Kobuvirus), Astroviridae (z.B. Mamastrovirus), Reoviridae, Caliciviridae
(z.B. Sapovirus), Parvoviridae (z.B. Bocavirus), Circoviridae und Picobirnaviridae an (38, 46, 50).
Bei den Bakteriophagen wurden haufig Familien wie Siphoviridae, Microviridae und Myo-

viridae nachgewiesen (45, 46).

Jedes Tier besitzt sein individuelles intestinales Mikrobiom, abhangig von diversen endogenen
und exogenen Faktoren, die an der Reifung von der Geburt bis zum Erwachsenenalter (siehe
Abbildung 4) und folglich der Zusammensetzung des Darmmikrobioms gleichzeitig beteiligt

sind (36, 41, 51, 52).

Geburtskanal

e‘-.

Neugeborenes Saugferkel Absetzer/ Jungtier Adultes Tier
50 Schnittentbindung

Abbildung 4. Die Entwicklung des intestinalen Mikrobioms beim Hausschwein (36, 51, 53). In
Abhdngigkeit von der Geburt beginnt die Entfaltung des anféinglichen Darmmikrobioms. Post-
natal ist die Besiedlungsdichte des Darms gering und die Vielfalt des Mikrobioms steigt zuneh-

mend. Wdhrend der Saugphase schreitet die Besiedlung voran. Nach dem Absetzen iiber die
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Phase der Jungtieraufzucht entwickelt sich das intestinale Mikrobiom bis hin zum adulten Tier

bedingt durch unterschiedliche exogene und endogene Einflussfaktoren weiter.

Die Besiedlung des Verdauungskanals beginnt schon wahrend der Geburt und ist von der Art
der Geburt (natirliche Geburt oder Schnittentbindung), dem Muttertier und von der Geburts-
umgebung abhangig. Die Komposition des fetalen Darmmikrobioms steht in Verbindung mit
der mutterlichen Dermal-, Vaginal- und Fakalflora bei einer Vaginalgeburt (51, 54, 55). Primar
siedeln sich natlrlicherweise Enterobakterien (E. coli), Staphylococcus spp., Lactobacillus spp.
und Streptococcus spp. an (53-55). Neugeborene, die durch eine Sectio caesarea auf die Welt
kommen, haben zunachst ein anderes Besiedlungsverhaltnis (54). Die Mikrobiota der Umge-

bung treten initial prominent in Erscheinung (51).

Die Saugferkelphase geht vom Partus bis zum Absetzen, in der Regel bis zu einem Alter von
rund vier Wochen. Dann werden die Ferkel vom Muttertier abgesetzt. Bis zu einem Alter von
zehn Wochen gelten sie als Absatzferkel. Ist ein Absetzen friher erforderlich, z.B. zum Schutz
des Muttertieres oder der Saugferkel, darf ein Absetzen im Alter von lber drei Wochen erfol-
gen (56). Bei neugeborenen Ferkeln sollte innerhalb der ersten 12 bis 24 Stunden nach der
Geburt die Kolostrumaufnahme erfolgen, da der Darm die Fahigkeit verliert Immunglobuline
aufzunehmen und die mitterlichen Antikorper nicht plazentagangig sind (57). Neben der Her-
stellung der passiven Immunitat, Energieversorgung und Nahrstoffbereitstellung sind Bakte-
rien im Kolostrum enthalten (53, 58). In der anfanglichen Saugperiode dient den Saugferkeln
Milch als Hauptnahrungsquelle und die Kolonisierung des Magen-Darm-Traktes (MDT) schrei-
tet voran (53, 59). Bei Muttermilch-erndhrten Ferkeln siedeln sich hauptsachlich Staphylococ-
cus, Streptococcus, Lactobacillus und Enterococcus an. Eine andere intestinale Mikrobiota als
mit Muttermilch aufgezogene Saugferkel weisen hingegen Ferkel auf, die mit Ersatzmilch auf-
gezogen worden sind (53). Die Gabe eines Entwohnungsfutters formt zusatzlich die Reifung
der Darmmikrobiota. Es kommt zu Veranderungen in der Zusammensetzung und Vielfalt, so-

wie zu einem Zuwachs der Mikrobengemeinschaft (60).

Absetzen ist eine kritische Lebensphase beim Schwein und fuhrt durch Veranderungen in der
Umwelt (Umgruppierung, Futtermittel- und Umgebungswechsel), Allgemeinerkrankungen

(Durchfall mit E. coli und anderen Darm-assoziierten Infektionserregern) und deren Behand-
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lungen zu Stress und tragt maRgeblich zu Verschiebungen in der Komposition der Darmmik-
robiota bei (36, 61-64). Zu den bisherigen Mikroben kommen neue konkurrierende Stamme

hinzu und die Diversitat entfaltet sich (36).

Der pH-Wert im Magen liegt bei einem ausgewachsenen Schwein in einem Bereich von etwa
2. Dieser hohe Saduregehalt hemmt eine zu schnelle Bakterienvermehrung (65). Bei Ferkeln
hingegen liegt der anfangliche Magen pH-Wert dhnlich dem des Nahrungsbreis und sinkt mit
zunehmendem Alter erst allmahlich ab. Dadurch kénnen sich Bakterien frei vermehren. Hinzu
kommt, dass Sauenmilch und Milchersatznahrung eine hohe saurepuffernde Wirkung haben
und die Magensaure neutralisieren. Es verbleibt kaum freie Magensaure und somit steigt die
Haufigkeit von Magen-Darm-Erkrankungen (65). Adulte Schweine weisen im Vergleich zum
Absetzer bzw. Jungtier ein stabileres intestinales Darmmilieu auf und sind gegentliber dynami-
schen Einflissen aus der Umgebung unempfindlicher. Die Vielfalt und Fille der mikrobiellen

Darmgemeinschaft nimmt mit fortschreitendem Alter ab (66).

2.1. Die Bedeutung der Mikrobiomzusammensetzung fiir die Tiergesundheit in der
Schweinehaltung

Der Magen-Darm-Kanal (ibernimmt mit sekretorischen Funktionen, den mikrobiellen Stoff-
wechselleistungen vornehmlich im Dickdarm, der Verdauung und Resorption von Nahrstoffen
zum Erwerb von Energie, sowie der Entgiftung und Aufrechterhaltung der Immunhomdostase
wichtige Funktionen im Korper (67, 68). Die Vielfalt der Mikroorganismen im Verdauungskanal
unterstltzt dabei viele Aufgaben und hat somit einen Einfluss auf die Gesundheit (40, 62). Die
Mikroorganismen sind beteiligt an der Vitaminsynthese (z.B. Pantothensaure, Cobalamin, Vi-
tamin K, Folsdure, Nikotinsdureamid), Stimulation des Immunsystems, am Schutz vor Krank-
heitserregern und dem Abbau schwer verdaulicher Ballaststoffe (40, 62, 69). Aus dem mikro-
biellen Abbau schwer verdaulicher Nahrungsbestandteile werden kurzkettige Fettsduren
(SCFA, Short Chain Fatty Acid) wie Acetat, Propionat und Butyrat im Darm gebildet. Diese ste-
hen den Darmschleimhautzellen des Wirtsorganismus als Energiequelle bereit, das Darmmi-
lieu wird angesauert und Elektrolyte und Spurenelemente werden zusatzlich resorbiert (36,

40, 69).

Die ,Eubiose” stellt eine stabile und ausgewogene Zusammensetzung der Mikroflora dar.

Kommt es zu einem mikrobiellen Ungleichgewicht des Darmmikrobioms spricht man von einer
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»intestinalen Dysbiose” (62, 64, 69-72). Es kommt zu einem Diversitatsverlust mit einer Ab-
nahme der obligat anaeroben Bakterien (z.B. Clostridien) und zu einer relativen Zunahme der
fakultativ anaeroben Bakterien (z.B. Enterobacteriaceae) im GIT. Folgen sind eine Entziindung
der Darmmukosa, eine erhohte Permeabilitat der Darmschleimhaut mit erhéhtem Durchdrin-
gen von Toxinen und Pathogenen und einem Ausbreiten von Darm-assoziierten pathogenen

Erregern (62). Die Tiere leiden unter Diarrhoe und einer erhohten Infektanfalligkeit (62, 73).

Zum intestinalen Mikrobiom von Schweinen gehdren physiologisch E. coli Bakterien, die der
Familie der Enterobacteriaceae zugehorig sind. Verschiedene Stamme besitzen Virulenzfakto-
ren, die pathogenes Potential entwickeln kdnnen und bei Schweinen hauptsachlich in der Auf-
zuchtphase Erkrankungen verursachen konnen (Enteric colibacillosis). Durchfallbedingte
Schwierigkeiten treten beim Absatzferkel oftmals innerhalb von zehn Tagen nach dem Abset-
zen auf und sind durch ETEC-Stamme (enterotoxische E. coli) bedingt. Die Tiere zeigen wass-
rigen Kot von graugriiner bis brdunlicher Farbe mit Blutbeimengungen. Weitere Symptome

sind Apathie, Zyanosen und Dehydratation (61, 67, 74-76).

Ein bis zwei Wochen nach dem Absetzen konnen die Tiere durch eine zu groRe Aufnahme an
Futter mit der Folge einer massiven Vermehrung der enteropathogenen Stamme von E. coli
im Dinndarm an Colienterotoxdmie (Odemkrankheit) erkranken. Hervorgerufen wird sie
durch STEC (Shiga-Toxin-bildende E. coli; Stx 2 e: Shiga-Toxine (Stx) Typ 2 Variante e (= edema)
bildende E. coli). Die typische Symptomatik stellt sich mit Odemen im Kopfbereich (Augenli-
der, Nasenriicken und Maul), neurologischen Ausfallerscheinungen (Apathie, Schreckhaf-
tigkeit, Ataxien, Festliegen in Seitenlage und Ruderbewegungen), Dyspnoe und Schockzustan-
den dar. Die Morbiditat liegt bei bis zu 30 %, die Letalitdt bei nahezu 100 %. Einzelne Uberle-
bende Tiere Kimmern, wachsen auseinander und zeigen chronische zentralnervése Stoérun-
gen. Die damit einhergehende Problematik und verlangerte Mastdauer, sowie weiteren Kos-

ten fir kurative Behandlungen fiihren zu erhéhten wirtschaftlichen Verlusten (61, 74-76).

Neben einem optimalen Flitterungskonzept mit hochwertigen Futterrohstoffen von hoher hy-
gienischer Qualitat kdnnen Zusatzstoffe in Futtermitteln wie ,erndahrungsphysiologische Zu-
satzstoffe” (z.B. Vitamine, Provitamine oder Spurenelemente) oder ,zootechnische Zusatz-
stoffe” (z.B. Verdaulichkeitsforderer oder Darmflorastabilisatoren) oder die Zugabe von Pra-
biotika helfen, die Intestinalflora zu stabilisieren und unerwiinschte Mikroben zu beseitigen

(64, 77-80). Bestimmte in Futtermitteln enthaltene Inhaltsstoffe, insbesondere Ballaststoffe
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wie Pektin, kdnnen eine glinstige Zusammenstellung an protektiven Mikroorganismen fordern
(69). Eine zu fetthaltige Diat unterstitzt ein Ungleichgewicht der Zusammensetzung des
Darmmikrobioms und beeintrachtigt die Darmbarriere. Weiterhin verschiebt sich das Verhalt-
nis zwischen Firmicutes und Bacteroidetes (81). Zu den Darmflorastabilisatoren zahlen Probi-
otika wie Lactobacillus casei oder Enterococcus faecium (69, 78). Diese lebenden Mikroorga-
nismenkulturen mussen so unempfindlich sein, dass sie die Digestion unbeschadet lberste-
hen (69). Sie wirken sich giinstig auf die Balance der Intestinalflora aus, die Ansiedlung patho-
gener Erreger wird erschwert und sie haben positive Effekte auf die Tiergesundheit (78). Pra-
biotika wie Inulin oder Lactulose dienen den intestinalen Bakterien als fermentierbares Sub-
strat und kénnen nicht durch koérpereigene Enzyme verarbeitet werden. Aus ihnen werden
vermehrt kurzkettige Fettsauren gebildet. Diese dienen als Energiezufuhr fiir das Darmepithel
und durch die Bildung von organischen Sauren wie Milchsdure sorgen sie fir eine Ansauerung
des Darmmilieus, und fordern somit die Entfaltung saureliebender Keime und hemmen die

Ausbreitung faulnis-verursachender Keime (69).

Ein Fltterungsvergleich (ein Futter fein vermahlen, ein Futter grob pelletiert und ein Futter
grob pelletiert mit einem Zusatz von 1,8 % Ameisensaure), zeigt, dass das grob pelletierte Fut-
termittel eine Zunahme an Anaerobiern und Milchsdure produzierenden Bakterien fordert
und sich eine verringerte Anzahl an Enterobacteriaceae (d.h. Salmonellen und coliforme Bak-
terien) nachweisen lasst. Ein geringer pH-Wert, hohe Konzentrationen an organischen Sauren
und eine bedeutende Menge an Milchsaurebakterien erwies sich als wirksam fiir die Bekamp-
fung von Salmonellen im MDT von Schweinen (82). Weitere positive Auswirkungen einer gro-
beren Futterstruktur auf die Tiergesundheit in der Schweinehaltung sind eine E. coli Prophy-
laxe bei Ferkeln und geringere Diathese an Magenulcera vorrangig bei Mastschweinen. Sauen
zeigen weniger Obstipationen. Tragende Sauen haben eine héhere mechanische Sattigung

und bedingt durch die vermehrte Beschaftigung zeigen sie weniger Stereotypien (61, 78, 82).
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2.2. Hintergrund der Kenntnis des porzinen Darmmikrobioms fiir die Verwendung des
Schweins als humannahes Modelltier

Auch beim Menschen haben sich groBRe Gemeinschaften an Kommensalen und Symbionten
im GIT entwickelt. Dabei haben sich neben metabolischen Stoffwechselmerkmalen auch an-
dere Vorteile herausgestellt (83). Die dominierenden beiden bakteriellen Phyla in der mensch-
lichen komplexen Gemeinschaft von Mikroben im Darm bestehen aus Firmicutes und Bacte-
roidetes (84, 85). Diese beiden Hauptphyla zeigten sich auch dhnlich in Schweinen (40). Die
Phyla Actinobacteria, Proteobacteria und Verrucomicrobia konnten zu kleineren Anteilen ta-
xonomisch dargestellt werden. Methanobrevibacter und Methanosphaera sind die am hau-
figtsen vorkommenden Gattungen zugehorig zu den Archaeen. Blastocystis spp. und Pilzgat-
tungen wie Candida spp. wurden oftmals im menschlichen GIT aus der Gruppe der Mikroeu-
karyoten nachgewiesen. Ebenso machen einen Teil des Mikrobioms Bakteriophagen aus (84,
85). Das menschliche Darmmikrobiom steht mit einer Reihe von Krankheiten in Verbindungen
wie z.B. Stoffwechselstorungen, Autoimmunerkrankungen, neurologischen Entwicklungssto-
rungen oder Krebs und riickt somit immer weiter in den Fokus (86). Um Veranderungen in der
Zusammensetzung des Darmmikrobioms besser verstehen zu kdnnen besteht ein dringender
Bedarf an einem humanndheren experimentell zuganglichen, biomedizinischen System (37,
86-88). Die bisherigen Studien konzentrierten sich auf das murine Modell (88). Das Schwein
als biomedizinisches Modell fiir die Humanmedizin bietet vielseitige Vorteile. Sus scrofa ist
dem Menschen in Bezug auf Anatomie, Physiologie und Genetik sehr dhnlich. Die Kérperor-
gane weisen entsprechende GréRen, Strukturen und Funktionen auf (37, 87). Die Genomse-
quenz beider Spezies weist hohe Ubereinstimmungen auf. Bei untersuchten Parametern des
Immunsystems stimmen die der Schweine mehr mit denen des Menschen tiberein, als die der
Maus (87). Bedingt durch die diversen Vorteile des Schweins als Modelltier im Vergleich zu
Nagetieren lassen sich Erkenntnisse aus den Erforschungen von Impfstoffentwicklungen und
einigen Beispielen fir menschliche mikrobielle Infektionskrankheiten aus dem Tiermodell
Schwein wahrscheinlicher fiir therapeutische Behandlungen fiir den Menschen vorhersagen.
Das Schwein ermdglicht unterschiedliche chirurgische wie beispielweise Herzchirurgie und
nicht-chirurgische Verfahren wie der Gewinnung von bronchoalveoldrer Lavage, die typischer-
weise in der Humanmedizin angewandt werden, und an Nagetieren schwer oder gar nicht

durchfihrbar sind (37, 87).
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3. DAS AUFTRETEN DER PORZINEN EPIDEMISCHEN DIARRHOE
Die seit den 1970er-Jahren auftretende Porzine Epidemische Diarrhoe (PED) ist eine hochkon-
tagiose Durchfallerkrankung von Schweinen (89, 90). Sie verursacht hochgradige Entziindun-
gen des Darmtraktes, wassrigen Durchfall, Erbrechen, Dehydratation, Inappetenz und Fieber
(siehe Abbildung 5) (90, 91). Das PED-Virus betrifft alle Altersstufen mit einer Morbiditat bis
zu 100 %, die Mortalitatsraten sinken jedoch mit zunehmendem Alter. Bei Saugferkeln kénnen
die Verluste bis 100 % betragen (90). Verursacht wird diese Erkrankung durch ein aus der Fa-
milie der Coronaviridae stammendes Virus (92). Dieses ist nahe verwandt mit dem Virus der
Transmissiblen Gastroenteritis (TGEV) und lasst sich klinisch nicht von dieser infektiosen
Durchfallerkrankung unterscheiden (90, 93). Es sind Giberwiegend Saugferkel mit hoher Mor-

talitat betroffen (94).
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Abbildung 5. Pathophysiologie der infektiés bedingten PED (9, 19, 32, 61, 76, 95-97). Nach
fékal-oraler PEDV Aufnahme folgt eine Ansiedlung primdr im Diinndarm mit der Folge einer
wdssrigen Diarrhoe. Das Tier zeigt die typischen klinischen Erscheinungen einer PED Erkran-
kung. Die Infektionszeit betrdgt mehrere Tage bis sich der Darmtrakt wieder regeneriert. Mit
Hilfe der Metagenomik kann im Kot neben PEDV die Zusammensetzung der Mikrobiota nach-

gewiesen werden.

1971 traten das erste Mal PED-Falle bei Schweinen in England auf (89). In den darauffolgenden
Jahren kam es vorwiegend in Europa und Asien in Schweinebetrieben gehaduft zu Ausbriichen
(98, 99). In den 1990er-Jahren blieb das Virus in Asien endemisch, wahrenddessen PED Fille

in Europa selten geworden sind und nur noch sporadisch gemeldet worden sind (100, 101). In
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den Vereinigten Staaten von Amerika kam es im Frihjahr 2013 zu Ausbriichen mit einem hoch-
virulenten PEDV-Stamm (98, 101-103). Dieser ist nahe verwandt mit hochvirulenten Vi-
russtammen aus China. Diese hochvirulenten PEDV-Stamme werden als NON-INDEL-Stamme
(Virusvarianten ohne Insertionen bzw. Deletionen im fiir das Spike-Protein kodierenden Ge-
nomabschnitt) bezeichnet. NON-INDEL-Stdmme werden im Zusammenhang mit schwersten
Verlaufen isoliert und beschrieben (10, 102, 104, 105). Ab Januar 2014 wurden sogenannte S-
INDEL Virusstamme (Virusvarianten mit Insertionen und Deletionen im Spike-Gen) gefunden.
Diese zeigten in vielen Fallen eine niedrigere Virulenz und gingen mit milderen Krankheitsver-
ldufe einher (10, 101, 105-107). Auch im Stidwesten Deutschlands wurde 2014 PEDV erneut
in einem Schweinemast- und in zwei Ferkelerzeugerbetrieben nachgewiesen. Die Schweine
aus dem Mastbetrieb zeigten klinisch gelblich, wassrigen Durchfall und Erbrechen kombiniert
mit einer massiven Reduktion der Futteraufnahme, sowie Lethargie. Der Kot enthielt unver-
daute Futterbestandteile, jedoch keine Beimengungen von Schleim oder Blut. In den beiden
Sauenbetrieben dominierten ebenfalls die typischen klinischen Symptome wie Diarrhoe und
Anorexie. In Kotproben aus den betroffenen Betrieben wurde mittels RT-qPCR das PED-Virus
bestatigt. Fiir eine vollstandige Genomsequenzierung wurden ausgewadhlte positive Kotpro-
ben aus allen drei Betrieben an das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) auf der Insel Riems,
Deutschland, ibersandt. Die analysierten deutschen Stamme zeigten sehr hohe Nukleotidse-
quenz-ldentitaten mit einer S-INDEL-Variante von PEDV (OH851) aus den Vereinigten Staaten.
Die Identitat zu den hochvirulenten Stammen aus Asien und den USA war deutlich geringer

(91).

In den darauffolgenden Jahren wurden immer wieder PED-Geschehen in Europa verzeichnet
(106-110). Im Dezember 2014 wurde in Nordfrankreich von einem Ausbruchsgeschehen der
PED berichtet. Im Maststall lag die Mortalitat zwischen 3,3 % und 5,5 %, bei den Ferkeln er-
reichte sie nach einer Woche bis 12 % und bei den Absatzferkeln 25 %. Die daraufhin entnom-
menen Proben aus dem Jejunum wurden fiir eine NGS-Analyse herangezogen und eine voll-
standige Genomsequenz eines S-Gen-INDEL-Stamms des PEDV, der dem deutschen PEDV-
Stamm (GER/L0O0719/2014) mit 99,9 % Identitat dhnelt, isoliert (106). Im Januar 2015 kam es
im Sliden Portugals zu einem weiteren Ausbruch der PED in einem Schweinebetrieb, sowie zu
Beschreibungen der Ausbreitungen von PED im Norden des Gebietes in weiteren 43 Schwei-

nebetrieben von Januar bis April 2015. In dem Betrieb zeigten die Tiere Durchfall und hohe

23



Literaturiibersicht

Sterblichkeitsraten bei den Ferkeln. Analysen zeigten eine Identitat von 99,0 % mit PEDV-Va-
rianten aus den USA, sowie 100,0 % Identitat zu den Stammen aus Deutschland (107). Ebenso
kam es in Belgien im Januar 2015 zu einem Ausbruch der PED bei Mastschweinen und einer
anschlieBenden vollstandigen Genomsequenzierung. Der isolierte Stamm BEL/15V010/2015
war am nachsten mit dem Stamm L00721 aus Deutschland aus dem Jahr 2014 sowie dem
Prototyp-US-INDEL-Stamm OH851 mit 99,9 % auf Nukleotid-Basis identisch (110). Im Januar
2016 wurde von einem weiteren Fall eines PED-Ausbruchs in einem Schweinemastbetrieb in
Mittelitalien berichtet. Auch hier zeigte sich im Genomvergleich eine hohe Nukleotididentitat
mit europdischen und amerikanischen S-INDEL-Stammen (108). Auch in einer Publikation aus
dem Jahr 2019 wurde von Ausbriichen von PEDV in Ungarn berichtet, bei der es zu groRen
wirtschaftlichen Verlusten in der Schweineindustrie kam und eine Rekombination im S-Gen
nachgewiesen wurde (109). Diese Ergebnisse weisen nach, dass PEDV immer noch oder wie-

der in Europa zirkuliert (107, 110).

Kotproben sind ein geeignetes Material fiir den PEDV-Nachweis (98). Neben dem Nachweis
Coronaviren-ahnlicher Partikel in der Elektronenmikroskopie kann das Genom der Viren mit-
tels der real-time RT-PCR nachgewiesen werden (76, 103, 111). Mittels Hochdurchsatz-Se-
guenzierung kann neben dem Nachweis von PEDV als pathogenem Vertreter, und der genau-
eren Analyse des Virusgenoms, auch die Komposition des fakalen Viroms - als Teil des gesam-
ten Mikrobioms - in Verbindung einer Durchfallerkrankung beim Schwein untersucht werden

(9, 19, 32, 96, 97).
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Zielsetzung

lll. ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden moderne Sequenziertechniken fiir verschiedene Aspekte
der Schweinegesundheit eingesetzt. Zielsetzung war die Optimierung der Arbeitsabldufe hin-
sichtlich einer interdisziplinaren Nutzbarkeit und der gezielte Einsatz fiir die Detailcharakteri-

sierung von Pathogenen.

Etablierung harmonisierter Probenvorbereitungsprotokolle fiir ,Meta-Omics” Ansatze und

der Einsatz fiir die Charakterisierung des porzinen Darmmikrobioms

Im Rahmen der Arbeit wurden ,,Meta-Omics” Ansatze (Kombination aus Metagenom, Meta-
proteom und Metabolom) optimiert, die eine ganzheitliche Charakterisierung des porzinen
Darmmikrobioms aus gefrorenen Kotproben gestatten. Das konsolidierte Protokoll wurde im
Rahmen einer ersten Studie eingesetzt und lieferte Basisdaten, die nun fiir nachfolgende In-

fektions- und Koinfektionsstudien zur Verfligung stehen.

Nutzung metagenomischer Ansitze fiir die Pathogencharakterisierung

Eine Fragestellung dieser Arbeit bezog sich auf den Wiedereintrag von PEDV in einem Fer-
kelerzeugerbetrieb in Nordwestdeutschland 2019. Metagenomische und phylogenetische
Analysen sollten klaren, inwieweit sich das Pathogen seit dem Ausbruchsgeschehen von 2014
verandert haben kénnte und ob neue Varianten fir die klinischen Falle bei Sauen, ihren Saug-
ferkeln und Absatzferkeln verantwortlich sind. Die infolge der PED-Infektion gewonnen Kot-
proben sollten weiterhin auf der Grundlage von Hochdurchsatz-Sequenzierungsdaten auf zu-

satzlich vorkommende Viren - als Teil des porzinen Viroms - untersucht werden.
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IV. Ergebnisse

Die Referenzen der einzelnen Publikationen im Ergebnisteil sind in der Aufmachung des jewei-
ligen Journals prasentiert und sind nicht im Literaturverzeichnis dieser Promotionsschrift ent-
halten. Die Nummerierung der Abbildungen und Tabellen entspricht der veréffentlichten

Form des jeweiligen Manuskripts.

31






Ergebnisse

4.1. PUBLIKATION I

A Multi-Omics Protocol for Swine Feces to Elucidate Longitudinal Dynamics in

Microbiome Structure and Function

Laurin Christopher Gierse, Alexander Meene, Daniel Schultz, Theresa Schwaiger, Claudia
Karte, Charlotte Schroder, Haitao Wang, Christine Wiinsche, Karen Methling, Bernd
Kreikemeyer, Stephan Fuchs, Jorg Bernhardt, Dorte Becher, Michael Lalk, Kolnfekt Study

Group, Tim Urich, Katharina Riedel

microorganisms

8, 1887
November 2020

doi: 10.3390/microorganisms8121887

33






Ergebnisse

. microorganisms ﬁw\n\w

Article

A Multi-Omics Protocol for Swine Feces to Elucidate
Longitudinal Dynamics in Microbiome Structure
and Function

Laurin Christopher Gierse Lt Alexander Meene 'f, Daniel Schultz 2, Theresa Schwaiger 3
Claudia Karte 3, Charlotte Schroder 3, Haitao Wang 13, Christine Wiinsche !, Karen Methling 2
Bernd Kreikemeyer 10, Stephan Fuchs 9, Jorg Bernhardt 1 Dérte Becher !, Michael Lalk 209,
Kolnfekt Study Group ¥, Tim Urich "*{ and Katharina Riedel '*

1 Institute of Microbiology, University of Greifswald, Felix-Hausdorff-Str. 8, 17489 Greifswald, Germany;
laurin.gierse@uni-greifswald.de (L.C.G.); alexander.meene@uni-greifswald.de (A.M.);
haitao.wang@uni-greifswald.de (H.W.); christine.wuensche@uni-greifswald.de (C.W.);
joerg.bernhardt@uni-greifswald.de (J.B.); doerte.becher@uni-greifswald.de (D.B.)

Institute of Biochemistry, University of Greifswald, Felix-Hausdorff-Str. 4, 17489 Greifswald, Germany;
daniel.schultz@uni-greifswald.de (D.S.); methling@uni-greifswald.de (K.M.); lalk@uni-greifswald.de (M.L.)
3 FPriedrich-Loeffler-Institut, Greifswald-Insel Riems, Stidufer 10, 17493 Greifswald, Germany;
theresa.schwaiger@boehringer-ingelheim.com (T.S.); claudia.karte@fli.de (C.K.);
charlotte.schroeder@fli.de (C.S.)
Institute for Medical Microbiology, Virology and Hygiene, Rostock University Medical Centre,
Schillingallee 70, 18055 Rostock, Germany; bernd.kreikemeyer@med.uni-rostock.de
Division of Nosocomial Pathogens and Antibiotic Resistance, Robert Koch Institute Wernigerode,
Burgstrafle 37, 38855 Wernigerode, Germany; fuchss@rki.de
*  Correspondence: tim.urich@uni-greifswald.de (T.U.); riedela@uni-greifswald.de (K.R.);

Tel.: +49-3834-420-5904 (T.U.); +49-3834-420-5900 (K.R.)
1t These authors contributed equally to the work.
f Authors of the KoInfekt Study Group were listed in the Author Contributions.

Received: 4 September 2020; Accepted: 27 November 2020; Published: 28 November 2020 al;edc:tfg;
Abstract: Swine are regarded as promising biomedical models, but the dynamics of their
gastrointestinal microbiome have been much less investigated than that of humans or mice. The aim
of this study was to establish an integrated multi-omics protocol to investigate the fecal microbiome
of healthy swine. To this end, a preparation and analysis protocol including integrated sample
preparation for meta-omics analyses of deep-frozen feces was developed. Subsequent data integration
linked microbiome composition with function, and metabolic activity with protein inventories, i.e.,
16S rRNA data and expressed proteins, and identified proteins with corresponding metabolites.
16S rRNA gene amplicon and metaproteomics analyses revealed a fecal microbiome dominated by
Prevotellaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae and Clostridiaceae. Similar microbiome
compositions in feces and colon, but not ileum samples, were observed, showing that feces can serve
as minimal-invasive proxy for porcine colon microbiomes. Longitudinal dynamics in composition,
e.g., temporal decreased abundance of Lactobacillaceae and Streptococcaceae during the experiment,
were not reflected in microbiome function. Instead, metaproteomics and metabolomics showed a
rather stable functional state, as evident from short-chain fatty acids (SCFA) profiles and associated
metaproteome functions, pointing towards functional redundancy among microbiome constituents.
In conclusion, our pipeline generates congruent data from different omics approaches on the taxonomy
and functionality of the intestinal microbiome of swine.

Keywords: biomedical model swine; gastrointestinal microbiome; integrated multi-omics; 165 rRNA
gene-sequencing; metaproteomics; metabolomics
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1. Introduction

The microbiome of the human intestinal tract is considered one of the main drivers for host
fitness. It is involved in processes such as immune system regulation [1], nutrient utilization [2],
and maintenance of intestine function [3]. Changes in the human microbiome were linked to diseases
such as obesity [4], type-2 diabetes [5], colorectal cancer [6], Crohn’s disease or inflammatory bowel
syndrome [7,8]. Furthermore, an extrinsic short-term disturbance in the intestinal homeostasis, e.g.,
by antibiotic treatment, can cause long term disturbance within the commensal intestinal microbiome in
a porcine model [9]. Dietary changes also shape the composition of the microbiome [10,11]. Comparison
between high-fat/low-fiber (HF) and low-fat/high-fiber (LF) diets revealed a stimulating effect by LF
diet on beneficial bacteria (such as Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp.) and the production of
short-chain fatty acids (SCFAs). HF content was associated with bacterial groups (e.g., Enterobacteriaceae)
with negative impact on human health status, e.g., Escherichia coli and Salmonella enterica.

Addressing the adaptation processes of the human microbiome within the intestinal environment
during an infection paves the way to understanding the metabolic impact caused by bacterial and/or
viral pathogens. To analyze these changes, there is urgent need for an appropriate in vivo model.
Established animal models mainly focus on mice or rats. In particular, mice are widely used as the
infection model for the human situation, but the use of this model is hampered by differences between
humans and mice in physiology as well as in innate and adaptive immune systems. By comparison of
murine and human gastrointestinal anatomy, differences become apparent, for instance the murine
cecum is relatively large compared to that of humans. The colon of mice is rather smooth, not divided
into different sections (ascending, transverse and descending colon) with a thin muscularis mucosae
and without haustrum and taenia coli, in contrast to the human colon [12,13]. It is not only the
differing body sizes and lifespans that trigger these differences, but also the occupancy of different
ecological niches, resulting in evolution in different environments. Thus, interpretation of preclinical
data obtained in mice is difficult [14]. Due to these limitations, alternative model systems to analyze
the importance of the intestinal microbiome are required.

Pigs are becoming a popular alternative model organism for research on human health and
disease [15]. This is explained by the large similarity between swine and humans in organ size,
physiology, genetics, and immune cell populations [15,16]. Recently, a swine model with human
microbiota was developed to better reflect the human gut [17]. Furthermore, pigs have a typical
mammalian composition of the intestinal microbiome dominated by Firmicutes and Bacteroidetes,
resembling that of humans [18,19]. By taking a deeper look on genus level, the intestinal tract of
swine and human share several bacterial groups, such as Prevotella, Faecalibacterium, Coprococcus,
Streptococcus, Megasphaera, Dialister and Subdoligranulum, which were absent or very low abundant
in the murine intestinal tract [19-21]. In contrast to that, the study of Ley and colleagues of the
murine intestinal tract demonstrated that 85% of the observed bacterial genera were not detected in
humans [22]. Dominant and highly prevalent genera of the murine intestinal tract were, for example,
Anaerostipes, Parabacteroides and Eggerthella [23]. Higher abundant in mice, but nevertheless prevalent
in humans were, for example, Lactobacillus, Turicibacter and Alistipes [13].

Within recent years multi-omics approaches have been applied to answer various scientific
questions [24-26]. However, to the best of our knowledge, such an integrated approach has not
been used to analyze the gastrointestinal microbiome of swine. Recently, different studies focusing
on single omics-approaches to elucidate the intestinal microbiota of swine, e.g., by 165 rRNA gene
sequencing [10,18], have been published. Troscher-MufSotter and colleagues published the first
metaproteome analysis highlighting the differences between sections from the small and large
intestine of swine [27]. Furthermore, they showed that the relative abundance of proteins involved
in energy production and conversion was higher in mucosa than digesta samples. In contrast,
proteins involved in lipid transport and metabolism, and short-chain fatty acid production were
more abundant in the digesta sample. In spite of that, Tréscher-Mufotter et al. suggested that an
integrative approach combining other omics methods would facilitate the understanding of the
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intestinal microbiome [27]. Combination of metaproteomic and metabolomic data allows the prediction
of active metabolic pathways [28]. Moreover, metaproteomics have been employed to elucidate the
influence of biological factors including disease on taxonomy and function of the microbiome [29-31].
Integrating all the available comprehensive multi-omics technologies constitutes a powerful and
promising approach to investigate structure and functionality of gut microbiomes, and provides new
insights into host-microbiome relationships within this complex environment that remain hidden
when targeting only one single type of molecule.

In the presented study three healthy swine, which served as control group for a 30 day
influenza A virus HIN1 infection, were evaluated as baseline for its potential as a biomedical model.
Inter-individual variance was of special interest as it could hide infection caused shifts in the respiratory
as well as intestinal microbiomes. Our study aimed to (1) establish a standardized, reproducible
multi-omics pipeline, including 16S rRNA gene sequencing, metaproteomics, and metabolomics
analysis, (2) to characterize and monitor the temporal structure and function of the intestinal
microbiome of the uninfected animals. Subsequently, this pipeline was used to elucidate the
interindividual variability of healthy animals together with the time-dependent progression of
the microbiome. Established methodologies and knowledge on the natural development of the swine
intestinal microbiome during the experimental time-frame are crucial for further studies elucidating
the impact of infections, as well as other interventions or events in the pig’s life, on the swine
gastrointestinal microbiome.

2. Materials and Methods

2.1. Animal Study Design

All samples for this study were provided by the Department of Experimental Animal Facilities
and Biorisk Management of the Friedrich-Loeffler-Institut on the Isle of Riems within the HIN1pdm09
animal experiment with the reference number 7221.3-1-035/17 [32]. For this study, three mock-infected
German landrace pigs, which were eight weeks of age at the beginning of the study, were analyzed.
From the third day of their lifes all animals were fed the prestarter diet OlymPig (Agravis, Miinster,
Germany), for four weeks, additionally to the mother’s milk. At the age of four weeks, they were
weaned and received a mixture of the OlymPig prestarter and PANTO start (Hamburger Leistungsfutter
GmbH, Hamburg, Germany) diet. Afterwards, the animals were fed the PANTO start diet only (24 days
before the first sampling day). Both diets were wheat, barley and soy based. Feces were collected
from three healthy swine. The sampling scheme is shown in Table 1. Individual fecal samples were
collected during or within less than 30 seconds (s) after defecation over a time period of 30 days to
cover longitudinal shifts (see feces homogenization and splitting procedure in Figure 1). Furthermore,
digesta from intestinal sections (IS) (ileum, proximal and distal colon from three animals) were sampled
during necropsy on day 30. All samples were immediately frozen on dry ice and subsequently stored
at -80 °C.

Table 1. Longitudinal sampling scheme and number of samples at each sampling day (d) for meta-omics
analysis. Individual samples were collected from three healthy animals.

Days after Starting Point

0 2* 4% 7 14* 21 22 23 25 30
Fecal samples (1 = 3) 3 2 3 3 2 B: @8 B B 3
Individual number of ~ 16S rRNA gene analysis 3 2 3 3 2 3 8 3 8 3
analyzed samples after Metaproteomics 3 - 2 3 - 3 -~ = 8§ 3
homogenization Metabolomics 3 2 3 3 2 3 3 3 3 3

* only two samples were available. ** low amount of sample material from one animal.
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Figure 1. Integrated multi-omics workflow for 16S rRNA gene sequencing (blue), metaproteomics
(light blue) and metabolomics (grey) out of the same fecal sample. After sampling fecal material was
immediately placed on dry ice and stored at —80 °C, followed by CryoPrep-based homogenization,
optimized target-molecule extraction, and analysis, data analysis, integration and visualization.

2.2. Sample Processing

The deep-frozen samples were cut with a sterile scalpel to approximately 1 g pieces and placed
into the middle of a Covaris® Tissue Tube™ TT1. To keep the fecal samples deep-frozen the tissue tube
was then placed into liquid nitrogen for 60 s. The Covaris® CP02 CryoPrep™ instrument (Covaris
Ltd., Brighton, UK) was set to impact level 5 and the loaded tissue tube was treated two times with
liquid nitrogen for 30 s between the homogenization steps. The resulting fecal powder was then used
for the three different omics-analyses described below.

2.3. DNA Extraction, 165 rRNA Gene Amplicon Library Preparation, Sequencing, and Bioinformatic Processing

Nucleic-acids were extracted from the fecal powder by a bead beating phenol-chloroform
extraction protocol [33], followed by nucleic acid precipitation with 3 M Na-acetate and isopropanol.
After washing with 70% v/v ethanol the resulting DNA pellets were resuspended in DEPC-treated
MilliQ water for downstream applications. DNA content was quantified via Qubit™ dsDNA Broad
Range Assay Kit (Invitrogen™). DNA was diluted to 5 ng/uL for PCR. Amplicon and Index-PCR
were performed using the V4 primer pair 515F (5'-GTG-YCA-GCM-GCC-GCG-GTA-A-3")/806R
(5’-GGA-CTA-CNV-GGG-TWT-CTA-AT-3') [34,35] followed by a PCR clean up between and after both
amplifications with AMPure XP beads. Libraries were quantified via Invitrogen™ Qubit™ dsDNA
broad-range assay kit, normalized to a final concentration of 5 pM, denatured with NaOH and sequenced
via Illumina MiSeq with an approximate output from 75,000 to 132,600 reads per sample. The sequences
were submitted to European Nucleotide Archive (ENA), with the project number PRJEB39963, accession
number ERP123542 and the project name “Kolnfekt-multi-omics-pipeline-swine”. Resulting 165 rRNA
gene sequences were processed in R [36] using the dada2 pipeline-package version 1.11.1 (R-version
3.6.1). Paired-end reads were truncated to a final length of 240 bp each with a minimal overlap of
50 bp. Quality-filtered 16S rRNA gene sequences (maxN = 0, maxEE = 2, and truncQ = 2) were
clustered to amplicon sequence variants (ASVs), a higher resolution analog of operational taxonomic
units (OTUs) [37]. Chimeras were removed and ASVs were assigned via SILVA 132 database [38].
ASVs classified as chloroplasts or mitochondria were removed afterward. Advanced bioinformatic
processing (e.g., alpha- and beta diversity, Bray-Curtis dissimilarities and non-metric multidimensional
scaling) was performed in R using “vegan”, “ggplot”, “phyloseq”, "plyr”, “reshape2” packages.
For statistical analysis, PERMANOVA test was performed (p = 0.05), using the package “vegan”.

2.4. Protein Extraction and Preparation for Mass Spectrometry

1 mL TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was added to 100 mg of the homogenized
fecal sample and mixed 3 X 30 s on a vortex for resuspension. Afterwards, the manufacturer’s protocol
based on Chomczynski, P. [39] was performed, which comprises the following steps: incubation for
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5 minutes (min), addition of 0.2 mL chloroform, incubation for 3 min followed by centrifugation for
15 min at 12,000x g and 4 °C. Subsequently, the aqueous phase was removed, 0.3 mL ethanol was
added and the samples were inverted several times, incubated for another 3 min and centrifuged for
5 min at 2000 g and 4 °C. The resulting phenol-ethanol supernatant was transferred in new tubes
and 1 mL isopropanol was added. The mixture was incubated for 10 min, centrifuged for 10 min at
12,000x g and 4 °C to pellet the proteins. The supernatant was discarded. Afterwards, the pellets
were washed in 0.2 mL of 0.3 M guanidine hydrochloride buffer in 95% (v/v) ethanol, incubated for
20 min, and centrifuged for 5 min at 7500 ¢ and 4 °C. The supernatant was discarded. Washing
steps were repeated 3 times. 2 mL ethanol was added to the protein pellets and mixed by vortexing,
followed by incubation for 20 min, and centrifugation for 5 min at 7500x ¢ and 4 °C. The supernatant
was discarded and the pellets were air-dried. To solve the pellet 200 pL of 1% (v/v) SDS buffer was
added. To ensure complete resuspension, the pellet was incubated for 3 min at 50 °C, and finally
centrifuged for 10 min at 10,000x ¢ and 4 °C. The resulting protein extract was transferred to a new
tube. Protein concentration was measured by Pierce BCA Protein Assay [40-43].

A quantity of 30 ug of the protein extract was separated on a 4-20% Criterion TGX precast Gel
(BioRad, Hercules, CA, USA) and stained with Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250 as published
by Neuhoff et al. [44]. Afterwards, each lane was cut in 10 pieces. Each piece was sliced into smaller
blocks for tryptic digestion. To this end, gel blocks were destained using a washing solution containing
200 mM ammonium bicarbonate in 30% (v/v) acetonitrile, incubated in a thermo shaker for 15 min,
at 900 rpm and 37 °C. The washing solution was discarded from the tube and the washing step
repeated two times. Following destaining, the gel pieces were shrunk to dryness using a vacuum
centrifuge. 100 pL of a 2 ug/uL trypsin stock solution (Promega, Fitchburg, WI, USA) was added
to the dried gel-pieces and incubated for 15 min at RT. Excess trypsin solution was removed and
samples incubated overnight at 37 °C. Subsequently, the gel blocks were covered with Aqua Bidest
and incubated in an ultrasonic bath for 15 min to elute the peptides from the gel blocks. The peptide
containing supernatant was transferred to new pre-lubricated reaction tubes and desalted using ZipTip
purification (C18, Merck Millipore, Billerica, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol.
Afterwards, the peptide mixture was eluted in glass vials, vacuum centrifuged to dryness, resuspended
10 pL in 0.1% (v/v) formic acid, and stored at =20 °C.

2.5. Mass Spectrometry Analysis

The peptide containing solution was applied to an Easy-nLC II with self- packed RP C18 separation
column (100 pm i.d X 200 mm length) [45] for reversed-phase chromatography (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Peptides were eluted by a binary gradient of buffers A (0.1% (v/v)) acetic acid
and B (99,9% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) acetic acid) over a time of 100 min at 300 nL/min, after loading
and desalting them on the column. During analysis injection of the peptide mixture was kept
constant. Measurements were performed with an LTQ-Orbitrap-Velos mass spectrometer (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Germany) equipped with a nanoelectrospray ion source coupled on-line to
the chromatographic system. Samples were measured in data-dependent manner with repeated cycles
of overview scans in the Orbitrap (r 30,000) with the lock-mass option enabled, followed by MS/MS
acquisition of the 20 most intensive precursor ions in the linear ion trap. Dynamic exclusion was
enabled [46]. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE [47] partner repository with the dataset identifier PXD020775.

2.6. Database Assembly and Data Analysis

For protein identification, a specific database for the gastrointestinal microbiome of swine
was constructed, based on phylogenetic data obtained from 165 rRNA gene sequencing (described
above). To this end, all available protein entries of the identified families were downloaded from
Uniprot (version 19.11.18). To remove full-length sequence redundancy, the fasta toolkit (fastatk,
version 3.0.1, https://gitlab.com/s.fuchs/fastatk) was used. The final database contained 29,366,730
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non-redundant sequence entries. For protein identification raw files were searched against the specific
database using the Mascot Daemon version 2.6.0 (Matrix Science Ltd., London, UK) with the following
search parameters: enzyme: trypsin; variable modifications, methionine oxidation (+15.99 Da);
maximal missed cleavages: 2; peptide charge: 2+, 3+ and 4+; peptide tolerance 10 ppm; MS/MS
tolerance 0.5 Da. To validate the data, all dat files were applied to Scaffold software version 4.8.7
(Proteome Software Inc., Portland, OR, USA) with the LFDR scoring system and standard protein
grouping. Furthermore, X!Tandem was used with a variable modification of methionine (+15.99 Da).
Afterwards, a protein threshold of 95% and 1 peptide per protein were applied to the data. Proteins
were considered as identified if they were present in at least two out of the two or three biological
replicates. If identical peptides occur in different proteins and these proteins could not be discriminated
by the MS/MS analysis they were assigned to one protein group.

2.7. Taxonomic, Functional and Statistical Analysis of Protein Groups

Taxonomic and functional protein analysis was performed using the metaproteome annotation
pipeline Prophane (www.prophane.de). For taxonomic analysis, Prophane used diamond blast
combined with the NCBI nr protein database (version 08.08.2018) with an e-value of 0.01,
query-coverage of 0.9, and max-target-seqs of 1. For the comparison of protein and 165 rRNA
derivated taxonomic classification data, NCBI taxonomy was manually transcribed to SILVA taxonomy.
Functional annotation was performed using the hmmscan algorithm combined with TIGRFAMs
(version 16.09.2014) and eggNOG database (version 4.5.1) applying an e-value of 0.01. For statistical
analysis, data was z transformed and a one-sample ANOVA test was performed (p-value 0.05) using
MeV [48].

2.8. Extraction of Metabolites

100 mg of frozen feces powder was transferred in a FastPrep™ tube (containing lysing matrix E
(MP Biomedicals™, Eschwege, Germany) and 2 mL 80% methanol and 400 puL internal standard was
added. Powder was disrupted two times for 40 s with 5.5 m/s followed by centrifugation (12,400x g,
10 min, 4 °C). The supernatant was transferred into a new tube on ice and the FastPrep™ treatment
was repeated once with ice-cold water and 500 pL dichloromethane and once with 2 mL ice-cold
water. All supernatants were combined, vortexed, and stored for 10 min on ice. After centrifugation,
the water/methanol containing phase was lyophilized. The lyophilized samples were resuspended in
1 mL water and split into two samples for subsequent GC-MS and 'H-NMR analysis.

2.9. Analysis of Metabolites Using GC-MS and TH-NMR

For GC-MS analysis, the lyophilized extracts were derivatized and measured as previously
described in Schultz et al., 2017 [49]. Details on GC-MS parameters are described in Dorries et al.,
2014 [50]. Metabolites were absolutely quantified using calibration curves from standards or relative
amounts were calculated using ribitol as internal standard with ChromaTOF® V4.508.0 software.
Metabolite identification was done by using standard compounds. For 'H-NMR analysis, the samples
were resuspended in 500 pL PBS, vortexed, and metabolites in the supernatant were measured with a
Bruker® Avance 11 600 NMR spectrometer according to Schultz et al., 2017 [49]. In total, 70 different
metabolites per fecal sample and time point (Figure S1) were detected by standard compounds.

2.10. Swine Feces Processing Pipeline Suitable for Multi-Omics Analyses

We compiled several individual steps from the above described methods into a feces processing
pipeline suitable for multi-omics analyses (Figure 1). We highlight several of the important steps
and considerations. The fecal samples were snap-frozen on dry ice immediately after collection
and kept frozen at —80 °C until homogenization and extraction to prevent metabolite and protein
degradation. Especially for metabolites, but also for metaproteome analysis, an immediate quenching
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of protein biosynthesis and metabolism as well as constant storage at —80 °C is of utmost
importance [51-53]. Moreover, swine feces appear to be a highly heterogeneous sample matrix,
e.g., due to incorporated indigestible fibers, which can affect the local composition of the microbiome.
Therefore, proper feces homogenization prior to extraction of DNA, proteins and metabolites is
crucial for generating representative data sets of microbiome composition and functionality. Different
methods for homogenization were tested including (i) grinding of frozen samples with mortar and
pestle, (ii) suspending samples in water, (iii) grinding thawed samples via bead mill, as well as (iv)
pulverization of frozen samples via CryoPrep (data not shown). Due to the practicability of the tested
homogenization methods, the best results were achieved employing the CryoPrep protocol as described
in previous studies with different sample materials [54].

3. Results and Discussion

3.1. Multi-Omics Analyses of Swine Feces

The established protocol (see above Section 2.10) enables an effective, contamination-free
homogenization of frozen fecal samples for subsequent integrated analysis of 16S rRNA gene sequencing,
metaproteomics and metabolomics (Figure 1). Notably, only 300 mg of homogenized feces were
required for this approach.

16S rRNA gene analysis. DNA from homogenized feces was extracted using an extraction
protocol based on bead beating and phenol/chloroform [33], yielding approx. 130 ug DNA/g feces.
TRIzol-based extraction resulted in much lower DNA yields (Table S1). Illumina Miseq amplicon
sequencing of the V4 region of the 16S rRNA gene resulted in overall 1040 unique bacterial and archaeal
ASVs, with rather uniform richness dynamics over time and a remarkably low variability between the
individual fecal microbiomes (Table 2).

Notably, although richness and diversity were found to be highest on day 25, these parameters
stayed relatively constant during the study period. The protocol resulted in an observed average
richness of the samples of 820 ASVs (+105 ASVs, CV = 0.13) an average Shannon index of 5.17 (+0.15,
CV =0.028) and an average Evenness of 0.77 (+0.011, CV = 0.015). These values were similar or
higher as compared to other findings from swine fecal microbiomes [19]. Applying rectal swabs in
a longitudinal experiment over 174 days, Wang and colleagues [55] detected up to 500 phylotypes.
A fluctuation in richness was observed that depended on dietary changes. A meta-study of microbiomes
from porcine GI tract and fecal samples identified 558 core OTUs [20]. This indicates a comparable
microbiome diversity obtained with the presented multi-omics sample processing approach.

Metaproteomics: Initially, different extraction protocols, including a chloroform-based protocol for
sewage sludge [56], an urea/thiourea-based protocol for microbial biofilms [46], a protocol combining
heating and bead-beating [57], and a TRIzol-based protocol, were tested for efficiency (Table S2).
The TRIzol-based protocol appeared to be most promising yielding approximately 8 mg protein per
g feces on average and resulting in a mean of 4189 (+401) protein groups (PGs) identified in 2 of 2
or 3 biological replicates for each individual sample consisting of 100 mg feces (Table 3). The large
majority of the identified PGs were of bacterial origin (average 91%), followed by eukaryotic PGs
(Table S3). The number of identified PGs is significantly higher than in other comparable studies on
fecal samples (e.g., [11,25,27]) although the processed amount of biomass was lower. This might be
explained by the use of 10 fractions instead of 1 or 3 fractions from one gel band after 1D SDS PAGE
for mass spectrometry analysis. Troscher-MufSotter and colleagues [27] identified a mean of 1780 PGs
(£153) from 5 g of colon digesta. The study of Heinritz and colleagues [11] resulted in 500 to 740 PG
identifications from 300 mg of swine feces. In an integrated multi-omics study of Heintz-Buschart
and colleagues [25], focusing on the intestinal microbiome of humans with type 1 diabetes, a mean of
2573 (+1645) PGs has been identified from 200 mg stool samples.
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Table 2. Microbiome alpha-diversity parameters. Average, standard deviation and coefficient of variance (CV) of richness (number of ASVs), Shannon, and Simpson
index of the fecal microbiota sampled from healthy piglets along the experiment.

Days after Sampling
0 2 4 7 14% 21 2 23 25 30
No. of ASVs +sd; 83197 716 + 112; 773 + 36; 816+169; 859 % 161; } } 857 + 161; 901 + 99; 780 + 47;
v 0.12 0.16 0.05 021 0.19 Skl BESEEL 0.19 0.11 0.06
Shannon +sd;  519+0.10; 5.00+012 510+013; 530+026; 526+023 514017 513+013; 523+0.13; 540+0.14; 502005
cv 0.02 0.02 0.02 0.05 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.01
Simpson +sd; 0990001, 098+0003; 0990002 0990003 099+0003 098+0003; 098+0003; 098+0003 099+0001; 0.98+0.002;
cv 0.001 0.004 0.002 0.003 0.003 0.03 0.003 0.003 0.001 0.002
Evenness +sd;  0.77+0.006; 076+0.001; 0.77+0021;, 079+0015 078+0013; 076+0013; 0.76+0009; 078+0016 0790011 0.75+0.012;
cv 0.007 0.001 0.027 0.019 0.016 0.017 0012 0.021 0.013 0.016

*samples from only two individuals were available.
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Table 3. Protein groups identified from porcine feces including total and unique (per biological replicate)
numbers of PGs from individual swine feces samples at the corresponding sampling days as well as
numbers of PG identified in at least 2 of 3 biological replicates.

Days after Sampling
0 4* 7 21 25 30
Pig 1 5228 6215 5038 4224 4886
unique 1091 2653 1279 960 1108
Pig 2 5342 6920 3672 5274 5450 6101
unique 1231 3303 1059 1458 2068 2217
Pig 3 6271 5686 4837 5022 5204 5298
unique 2052 2069 1539 1601 1842 1289
In20f3 4797 3617 3882 4380 3970 4491

* only two biological replicates available.

Metabolomics: The homogenous fecal powder was applied to a FastPrep cell disruption followed
by water/methanol/dichloromethane metabolite extraction. Different amounts of extraction volume
and lysing matrices were tested. The best results were obtained using lysing matrix E and a total
extraction volume of 6.5 mL water/methanol/dichloromethane (data not shown). In total, 70 different
metabolites per fecal sample and time point (Figure S1) were detected, which is in good accordance
with other studies focusing on feces analysis by GC-MS and NMR analysis [51,58,59]. We focused on
primary metabolites, i.e., amino acids and related degradation intermediates, carbon core metabolites,
fatty acids, and SCFA (Table 4). These metabolites, mainly SCFA, were also analyzed in other studies
focusing on swine fecal metabolome [60-62].

Table 4. Classification of detected metabolites into main metabolic pathways.

Pathway Number of Detected Metabolites
carbon core metabolism 13
amino acids 18
amino acid degradation 6
fatty acids 6
short-chain fatty acids 6
various 21
by 70

Compared to other meta-omics studies, in which the amount of samples ranged from 150 mg to
5g[11,25,27,63,64], our protocol is based on a rather small amount of sample material, i.e., a minimum
of 40, 80, and 100 mg for 165 rRNA gene sequencing, metaproteomics, and metabolomics, respectively,
enabling integrated multi-omics analyses of low biomass samples.

3.2. Taxonomic Composition of the Intestinal Microbiome

Determination of microbiome composition was performed at 165 rRNA gene level,
representing prokaryotes, both active and dormant, and at metaproteome level, indicative of active
prokaryotes. In general, 16S rRNA gene and metaproteome profiles were similar and revealed a typical
mammalian fecal microbiome consisting primarily of Firmicutes and Bacteroidetes (Figure 2) [19,65].
Furthermore, all three biological replicates at each timepoint were comparable with similar temporal
dynamics. We identified the family Prevotellaceae as predominant (approx. 20% of 16S rRNA genes
and up to ~30-35% in metaproteome), which was also described by Heinritz and colleagues [11].
Besides Prevotellaceae the families Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Veillonellaceae, and Clostridiaceae
showed similar variation over time based on 165 rRNA gene sequencing and metaproteomic data.
Confirming a previous finding [66], we observed a time-dependent decrease of Lactobacillaceae.
On metaproteome level, the increasing abundances in Prevotellaceae at d7, as well as in Spirochaetaceae

43



Ergebnisse

Microorganisms 2020, 8, 1887 10 of 20

and Streptococcaceae on d21 were directly correlated with the decrease in Lactobacillaceae. When the
Lactobacillaceae recovered, the previously mentioned families started to decrease. Generally, the observed
longitudinal dynamics in the taxonomic composition of microbiomes of 16S rRNA genes and protein
groups were reflected in the nonmetric multidimensional scaling (NMDS) analyses (Figure 3A,B,
Table S4). Here, the positions of the intermediate time points (d7-d25) formed clusters in close proximity
to each other, and separated from the early (d0 and d2) timepoints (Figure 3A) and from the early
(d0 and d4) and late (d30) timepoints (Figure 3B). Temporal dynamics of the active microbiome over a
30-day experiment were expected in the eight weeks old piglets [55], however this intermediate shift in
microbiome composition was not anticipated. Interestingly, we detected Methanobacteriaceae primarily
at 165 rRNA gene level, but with much lower abundance in the metaproteome. This discrepancy
might have been caused by primer bias and/or low identification rate for archaeal proteins in the
metaproteome analysis. Furthermore, the observed variation can be explained on a biological level,
regarding the different copy numbers of 16S rRNA genes in different species [67]. The large difference
in the relative abundance of Ruminococcaceae between 16S rRNA and the taxonomic metaproteome
analysis can be explained by the LCA algorithm used for the taxonomic assignment of the PGs,
since many PGs of Clostridiales cannot be reliably classified on family level as Ruminococcaceae,
thus these PGs remain classified as ‘various’. Nevertheless, the described taxonomic similarities
between 16S rRNA gene and metaproteome level underline the reliability of the presented approach.
Nevertheless, the described taxonomic similarities between 16S rRNA gene and metaproteome level,
e.g., the appearance of Streptococcaceae at day 21, and the time dependent variation of Lactobacillaceae
and Spirochaetaceae abundance underline the reliability of the presented approach.

16S rRNA profile Metaproteome
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Figure 2. Dynamic development of the fecal microbiota from three healthy swine over 30 days.
Comparison of the relative abundances based on 16S rRNA gene and metaproteome data on phylum
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level (small barplots, left) and family level. For better illustration, only families above 1% of the relative
amount were shown. SILVA taxonomy was used for this comparison.
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Figure 3. Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) plots, based on Bray—Curtis dissimilarities,
of the 16S rRNA gene profile (A), metaproteome taxonomy (B), and function (C) and the metabolome
(D). NMDS plots revealed similar tendencies on taxonomic level (A,B) as well as on functional level
(C,D).

High Similarity of the Fecal and Colonal Microbiota

Using 16S rRNA gene amplicon sequencing, we tested if the microbiome composition of feces
can serve as a reliable minimal-invasive proxy for the intestinal microbiome composition. Looft and
colleagues indicated limited transferability of fecal microbiomes compared to microbiomes of the
intestinal tract, due to the low number of reference studies [68].

We compared microbiomes from feces with the corresponding microbiomes from distal and
proximal colon lumen, and from ileum (Figure 4, Table S5). While we saw a high accordance of the
two colonal microbiomes with the fecal microbiome (without significant differences), the microbiome
from ileal samples differed strongly (e.g., ileum vs. proximal colon p = 0.006). Furthermore, richness
data indicate a high significant difference between the merged fecal- and colonal richness and the one
from ileum (p = 0.001). The large intestine is primarily dominated by Prevotellaceae, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae, and Lactobacillaceae, whereas the most abundant families in the ileum are Clostridiaceae,
Erysipelotrichaceae and Peptostreptococcaceae. This is likely due to the higher transition rates in the ileum.
In the study of Deusch and colleagues [69] the fecal microbiome was also compared to intestinal
microbiomes (ileum and colon) of livestock. Similar to our results, the colonal and fecal microbiomes
showed a more similar composition than with the ileal microbiomes. The opportunity of taking feces
as proxy for the large intestine could pave the way for (simple) predictions of the intestinal status
with “minimal-invasive” sampling techniques, thus enabling follow-up of the same individuals over a
longer period of time without the need for additional animals that have to be sacrificed during the
experimental trial.
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Figure 4. Fecal community of swine 1, 2, and 3 (merged) composition and comparison between the
intestinal samples on family level. Color code from light blue to dark blue indicates an increasing
relative abundance.

3.3. Functional Analysis of the Microbiome

Functional assignment of the identified PGs (see Materials and Methods) revealed a similar
distribution for all metaproteomes at the qualitative level during the entire course of the experiment
(Figure 5). More than 65% of the identified PGs were assigned to specific biological functions,
which is in good accordance to the ratio of described functional annotations of the employed
eggNOG database [70]. A proportion ranging from 25% to 30% of the PGs were involved in protein
biosynthesis (“translation, ribosomal structure and biogenesis”) with the most prominent ribosomal
proteins L and S originating from the bacterial families Prevotellaceae, Clostridiaceae, Lactobacillaceae,
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, and Selenomonadaceae. Other abundant PGs belonged to the category
“carbohydrate transport and metabolism” (3-7%), among them many proteins involved in glycolysis
and gluconeogenesis, and “energy production and conversion” (3-5%), including proteins linked to
the ATP synthase and NADH dehydrogenase complex. Moreover, proteins belonging to the functional
category “post-translational modification, protein turnover, chaperones” (3-4%), “cell motility” (2—4%)
and “amino acid transport and metabolism” (2-3%) were frequently identified (Figure 5, Figure S2).
A detailed list of all and frequently found PGs, their taxonomical origin and functional assignment
are provided in Tables S6-S8, respectively. In contrast to the time-related dynamics in the taxonomic
composition of the microbiome, we observed overlaps of the NMDS clusters based on functional
protein annotations (Figure 3C). In conclusion, our data suggest that albeit the taxonomic composition
of the microbiome alters along the time course of the experiment, its functional potential remains rather
stable compared to the taxonomy (Figure 5, Figure S2), indicating a functional redundancy among
microbiome members, as proposed by others (e.g., [11]).
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Figure 5. Voronoi Treemap illustrating functions (based on eggNOG categories) of the identified PGs
from swine feces collected over 30 days. Field size represents the average over all samples minimal
relative abundance over time of the corresponding category. The grey color represents the minimum
expression of a functional category; dark blue fields indicate at maximum an increase of 3% in the
relative abundance of the PGs at the sampling days compared to the minimum.

To identify important metabolites and to complement the metaproteomics dataset,
metabolome analyses were performed.  Microbial metabolites are known to affect host
metabolism [71,72] and immune system [73-76] and can thus play a significant role in the health status
of the host. Using "H-NMR and GC-MS 70 different metabolites were identified (Table 4). These cover
a broad spectrum of metabolic intermediates, production of which seemed to be triggered by the
complex host-microbiota interplay. Among the frequently identified compounds were: metabolites
of the central carbon metabolism (e.g., glucose, succinate or malate), amino acids (e.g., lysine and
valine, aspartate, glutamate, glycine and tyrosine), as well as palmitate and 3-hydroxybutyrate. Lysine
and valine were described as preferred substrates for gut bacteria [77]. In addition, large quantities
of ornithine, methionine and arginine were found, which could be catabolized in polyamines [78].
Polyamines are involved in enhancing the integrity of the intestinal barrier and are responsible for
maintaining, rapid turnover and proliferation of intestinal epithelial cells. Apart from this, polyamines
stimulate the production of intercellular junction proteins, which regulate the epithelial barrier function
cells [79]. Interestingly, Loser and colleagues [80] have demonstrated an important role of intestinal
polyamine pools during the postnatal development of the gastrointestinal tract.

Metabolite concentrations determined from feces can be regarded as rough estimation but they do
not reflect the exact metabolite levels present in the colon [81]. Due to the dynamic nature of metabolites
and the fact that their production is affected by internal and external factors (e.g., enzyme activity,
storage or analysis method) [82], metabolome analysis revealed larger differences between the
individual animals and sampling days compared to the consistent profile of functional metaproteome
(Figure 3C,D). Visual overlay of metaproteomics and metabolomics data provided a detailed overview
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of the metabolic activities in the microbiome (Figure S3). Remarkably, nearly all metabolites could be
matched to pathways that were postulated to be active based on our metaproteomic data using the
online tool IPath3 [83].

SCFAs, central metabolites that are exclusively synthesized by different microbiome members,
are known to affect the health status of the host (reviewed in, e.g., Koh et al. [72]). They have been
implicated in host cell proliferation, epithelial cell integrity, histone (de-)acetylation, and G-protein
coupled receptor 43 (GPR43) activation (reviewed in, e.g., Venegas et al. [84]). Our metabolome
analysis revealed acetate as the most abundant SCFA, which has been also observed in various other
studies (e.g., [11,23,78]). Furthermore, butyrate and propionate were detected in high concentrations
(Figure 6). The detected amounts of SCFAs were comparable to a study by Heinritz and colleagues,
that investigated the effects of different diets on the microbiome composition and metabolite production
in 12-week-old pigs [11]. There were several studies [85-88] that measured higher SCFA concentrations
in gastrointestinal tract samples from pigs. However, it is important to note that some of these
studies [85,87,88] used digesta samples from different gastrointestinal sections instead of fecal samples
for SCFA measurement. It was recently shown that fecal samples have lower concentrations of SCFAs,
due to the fact that 95 % of the produced SCFAs were absorbed during the flow of contents through the
gastrointestinal tract. Therefore, feces were known to have lower concentrations of SCFAs than the
digesta of intestinal sections [89].
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Figure 6. Total amount of all SCFAs (A) and concentrations of acetate, propionate, butyrate, valerate,
isobutyrate, and isovalerate (B) of swine fecal samples from "H-NMR analysis over 30 days. Y-axes:
SCFA concentration in mmol/kg feces; X-axes: sampling day.

In good accordance to the metabolome data, our metaproteomics study identified several
key-enzymes of the SCFA production pathways, i.e., acetyl-CoA acetyltransferase, acetyl-CoA
carboxylase, methylmalonyl-CoA mutase, butyrate kinase, and acetate kinase. These enzymes
were expressed by different members of the orders Clostridiales, Bacteroidales, Selenomonadales,
Veillonellales, and Acidaminococcales. Especially the orders Clostridiales (e.g., Lachnospiraceae and
Ruminococcaceae) and Bacteroidales (e.g., Bacteroidaceae and Prevotellaceae) were known as main SCFA
producers in the gut [20,72]. Albeit the amounts of acetate, propionate, butyrate and valerate reached a
slight maximum at day 22 before decreasing, rather stable SCFA concentrations were observed during
30 days (Figure 6). Notably, we detected an increased abundance of the families Streptococcaceae and
Spirochaetaceae while acetate and propionate were measured in higher concentrations.
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4. Conclusions

In conclusion, we developed an integrated multi-omics protocol for the analysis of porcine feces,
which enabled a contact-free, high-throughput homogenization of the heterogenous fecal sample,
while keeping it frozen. The homogeneous fecal powder was easily divided for the use of specialized
extraction protocols for the individual omics techniques. Furthermore, we found that the taxonomic
composition of feces and colon rather congruent. Therefore, we suggest that feces could be used as
minimal-invasive proxy for the colon in future analyses of the gastrointestinal tract.

Applying this protocol in a typical biomedical experiment revealed congruent dynamics
in microbiome structure and function but also large conformity between the different pigs.
Taxonomic analysis showed a dynamic microbiome composition, which is not surprising given the
successional dynamics of eight-week-old piglets over 30 days. Consequently, these high microbiome
dynamics have to be considered in the design of biomedical experiments using swine.

Functional analysis via metaproteomics revealed low variability between the individual animals
and at the sampling days. Through this observation, infection-related changes in the microbiome
could be detected in further experiments. Integration of metaproteomic and metabolomic data resulted
in large coverage of the metabolic pathways. Because main functional assignments and metabolites,
such as SCFAs, were more or less stable, we suggest, that these findings point towards functional
redundancy during the natural development of the individual intestinal microbiota. To verify this
hypothesis, we will analyze the influence of time and infection on the functional potential of the
gastrointestinal microbiome of swine in further infection studies.

Our study and the resulting multi-omics sample processing pipeline can pave the way for a
more detailed analysis in the context of future porcine infection experiments with swine pathogenic
microorganisms, e.g., influenza A virus or Streptococcus suis, as well as any other event that alters the
gastrointestinal microbiome (e.g., after weaning or dietary changes). Further improvements could be
beneficial for the presented approach, such as the use of additional replicates, to enable more robust
statistical analyses. Furthermore, the use of metagenomics or transcriptomics instead of 165 rRNA
genes to create ecosystem-specific databases for the analysis of the metaproteome would likely increase
the number of identified protein groups, and might also reduce inconsistencies in the taxonomic
classification between nucleic acid and protein group based profiles.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-2607/8/12/1887/s1.
Figure S1: Heatmap displaying fold-change (mean amount day x/mean amount over 30 days) of detected
metabolites in pig feces by GC-MS and 'H-NMR spectroscopy. Dark blue color indicates an increased fold change
of 2.5, while white color represents a decrease in the fold change to 0.3. Figure S2: Assignment of identified PGs
from swine feces to functional categories based on eggnog (n = 3 for sampling day 0, 7, 21, 25 and 30, n = 2 for
sampling day 4). For the functional analysis of the metaproteome all identified PGs were considered, including
unclassified PGs and PGs with unknown function. Figure S3: Integration of metaproteome and metabolite profiles
of swine feces. Blue lines highlight the identified proteins of corresponding pathways. Detected metabolites were
grouped in the categories SCFAs (teal), fatty acids (dark green), carbon core metabolism (purple), amino acids
(orange), amino acid degradation (yellow), various (black), and depicted as spots. Table S1: Amount of isolated
DNA from swine feces using different extraction protocols. Table S2: Average protein concentration from swine
feces after employing different protein extraction protocols. Table S3: Total number of identified protein groups
from swine feces at the corresponding sampling days. Table S4: nmds data 16S metaprot metabolome. Table S5:
data heatmap intestinals. Table S6: frequent families. Table S7: frequent proteins. Table S8: prophane output all
protein groups.
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Figure S1: Heatmap displaying fold-change (mean amount day x / mean amount over 30 days) of
detected metabolites in pig feces by GC-MS and 'H-NMR spectroscopy. Dark blue color indicates an
increased fold change of 2.5, while white color represents a decrease in the fold change to 0.3.
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Figure S3: Integration of metaproteome and metabolite profiles of swine feces. Blue lines highlight the
identified proteins of corresponding pathways. Detected metabolites were grouped in the categories
SCFAs (teal), fatty acids (dark green), carbon core metabolism (purple), amino acids (orange), amino
acid degradation (yellow), various (black), and depicted as spots.
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Table S1: Amount of isolated DNA from swine feces using different extraction protocols.

tested extraction protocols for 16S rRNA sequencing

TRIzol-based phenol-chloroform

amount DNA [ug /g feces] 10.68 50.11

SD [ug/ g feces] 0.52 2.16

Table S2: Average protein concentration from swine feces after employing different protein extraction
protocols.

tested extraction protocols for metaproteomics

sewage TRIzol-
sludge urea/thiourea heating and bead-beating based

amount protein [ug / pll 4.67 1.27 1.64 5.76

SD [ug/ ull 0.57 021 0.14 0.39

Table S3: Total number of identified protein groups from swine feces at the corresponding sampling
days.

days after starting point

0 4* 7 21 25 30
Total 4560 3454 3705 4230 3817 4348
Bacteria 4062 3194 3386 3924 3506 4055
Eukaryota 403 214 267 228 234 223
Archaea 31 11 4 10 12 20
Various 52 28 37 56 54 34
Unclassified 12 7 11 12 11 16
*only two biological replicates available
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Supplementary Materials online unter: http://www.mdpi.com/2076-2607/8/12/1887/s1

Table S4: nmds data 16S metaprot metabolome.
Table S5: data heatmap intestinals.

Table S6: frequent families.

Table S7: frequent proteins.

Table S8: prophane output all protein groups.
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CASE REPORT Open Access

Re-emergence of porcine epidemic
diarrhea virus in a piglet-producing farm in
northwestern Germany in 2019

Claudia Karte', Nadine Platje?, Johannes Bullermann®, Martin Beer', Dirk Hoper' and Sandra Blome' ' ®

Abstract

Background: Porcine epidemic diarrhea (PED) is a viral enteric disease of pigs. It affects all age classes of animals
but lethality is mainly seen in suckling piglets. After its first appearance in England in 1971, Porcine epidemic
diarrhea virus (PEDV) has spread worldwide. While sporadic outbreaks prevailed in Europe, the disease had high
impact in Asia. Following particularly severe outbreaks in 2011, high impact cases were also reported in the United
States and neighboring countries in 2013. Subsequently, outbreaks were also reported in several European
countries including Germany. These outbreaks were less severe. This case report describes a recent case of PED re-
emergence in Germany and the sequence analyses of the causative PEDV.

Case presentation: In spring 2019 5 years after re-introduction of PED into Central Europe, a piglet-producer in
northwestern Germany experienced an outbreak that affected sows, their suckling piglets, and weaners. After initial
confirmation of PEDV by real-time RT-PCR, fecal material and small intestine samples from affected pigs were
subjected to metagenomic analyses employing next-generation sequencing. Phylogenetic analyses showed high
identities among the PEDV sequences obtained from samples of different animals and a close relation to recent
strains from Hungary and France. Compared to the PEDV strains analyzed in 2014, genetic drift could be confirmed.
Changes were mainly observed in the spike protein encoding S gene segment. In addition, metagenomic analyses
showed muiltiple Picobirnavirus reads in all investigated samples.

Conclusion: This case report shows that PEDV is still circulating in Europe. The causative strains are moderately
virulent and are still closely related to the so-called INDEL strains reported previously in Europe, including Germany.
However, a genetic drift has taken place that can be seen in a novel cluster comprising strains from Germany,
Hungary and France in 2019. Relevance and impact of the detected Picobima sequences need further
investigations.

Keywords: Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), Next-generation sequencing, Phylogenetic analysis,
Metagenomics
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Background

Porcine epidemic diarrhea (PED) is an acute and highly
contagious enteric disease of swine that results in severe
enteritis, diarrhea, vomiting, and dehydration. Especially
in suckling pigs, lethality can be very high [1-3]. The
causative agent, Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV),
is an enveloped positive single-stranded RNA virus that
belongs to the family Coronaviridae, genus Alphacorona-
virus [4]. The complex coronavirus particles are pleo-
morphic and possess club-shaped surface projectors [5].
The length of the genome ranges from 27 to 31 kilo-
bases [6]. Coronaviruses have a low tenacity [7] but are
shed in high amounts and are thus easily transmitted by
the fecal-oral route [8].

After its first recognition in the 1970s in Europe (7, 9],
the disease caused considerable economic losses espe-
cially in Asia, where the disease remains endemic [10,
11]. In Europe, the disease disappeared quickly, and
from most countries, only very sporadic cases were re-
ported over the last three decades. After reports from
Asia, that a new PEDV variant caused considerable
losses [12, 13], that highly virulent PEDV variant
emerged also in the United States (US) in 2013, with
swine farms experiencing explosive epidemics affecting
all age classes of animals, with up to 95% mortality in
suckling pigs [2, 14].

In 2014, several cases of PED were also reported from
southern and western Germany. In most cases, fattening
pigs were affected showing high morbidity with almost
non-existent mortality [15]. However, some breeding
herds reported high mortality rates with up to 85%
losses in suckling piglets [1]. Similar outbreaks were ob-
served in several other Central European countries in-
cluding France, The Netherlands, Italy, Slovenia,
Belgium, Romania, Portugal, Spain, and Austria [16-23].

The characterization of the involved virus strains re-
vealed that so-called S-INDEL variants of the virus were
involved in central Europe, which, in contrast to the
highly virulent NON-INDEL strains from Asia and the
USA, are characterized by deletions and insertions in the
spike protein encoding S gene [23]. In the majority of
cases, the S-INDEL variants are associated with milder
PED courses.

In the absence of reporting obligations, and follow-
ing the confirmation that the PEDV strains in the
EU did not belong to the highly virulent NON-INDE
L type, notification and broader follow-up of cases
decreased. However, sporadic outbreaks, sometimes
with severe problems to get rid of the disease, were
still reported from all production systems from dif-
ferent regions of Germany and other countries (per-
sonal communications and unpublished data). From
this time, PEDV sequence information is largely
missing.
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When a new wave of PED struck a piglet producer in
northwestern Germany in 2019, questions were raised to
what extent the virus might have changed and if a new
emerging variant was causing the clinical case in sows,
piglets and weaners. Here, we report on the clinical pres-
entation and the whole-genome sequencing of the causa-
tive 2019 PEDV strain.

Case presentation

Case farm characteristics

The affected piglet producer is located in northwestern
Germany. The farm keeps approximately 350 sows in
seven groups (50 sows each), and has a total of 2200 pig-
let rearing places (1000 on site and 1200 in a leased
farm). On the premise, sows and piglets are kept in the
same building complex. The farm also includes a fatten-
ing unit with 1500 fattening slots. This unit is in close
proximity to the above-mentioned units but has its own
building with a hygiene lock. Three other pig farms are
in the radius of 500 m around the holding.

Prior to the disease event, the farm recorded 33
weaned piglets per sow and year with suckling losses
below 10%. Loss in piglet rearing and fattening was <
2%. The animals were routinely screened for enteric
pathogens and only rotavirus types A and C were de-
tected every now and again (rotavirus type C only very
sporadically). The farm was unsuspicious for dysentery
and was tested negative for TGEV and PDCoV prior,
during and after the disease event.

The routinely applied immunization scheme included
maternal vaccinations against colibacillosis, oedema dis-
ease, and necrotic enteritis. Depending on the infection
pressure, rotavirus A vaccines were used in gilts. Piglets
received vaccinations against porcine circovirus type 2
(PCV-2), mycoplasma, and Shiga toxin producing E. coli.
Sows in integration and reproduction received additional
vaccination e.g. against porcine respiratory and repro-
ductive syndrome virus, influenza virus, and parvovirus.

Clinical presentation and interventions

In spring 2019, massive diarrhea occurred in sows and
suckling pigs. At first, nursing sows (60% of the sows in
the unit) in the farrowing unit showed inappetence and
shortly afterwards mushy diarrhoea. Fever or increased
temperature were not detected. The sows recovered
completely after three to 4 days. The suckling piglets,
which were about 14 days old, showed the first signs of
diarrhea two to 3 days after the mothers. About 70% of
the litters of this first affected farrowing group showed
diarrhea and losses rose to 10% (see Table 1). Immediate
investigations confirmed PEDV (RT-qPCR from fecal
samples and organs). Sick piglets were treated with com-
mercial electrolyte solution and additional water supply
was given to sows. To increase maternal immunity,
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Table 1 Clinical presentation, morbidity and mortality in sows and piglets following the introduction of PEDV in the holding.
Abbreviations: pp.: post partum, pn: post natum, ap: ante partum, wk.: week

Group Sows (morbidity; diarrhea)

Piglets (morbidity; diarrhea)

Suckling piglet losses
(mortality, total)

Piglet rearing losses
(mortality, total)

1 (wk 15/2019) approx. 60% approx. 70% 10% approx. 5%
disease about 10 days pp disease about 14 days pn increased proportion of
puny little animals or rather
underweight weaners
2 (wk 17/2019) approx. 80-90% approx. 100% 29.2% approx. 10%
disease about 0-1days pp. disease approx. 3 days pn increased proportion of
(bradytocia) (tend to have more weak puny little animals
live suckling piglets than usual) respectively underweight
weaners
3 (wk 20/2019) approx. 70% approx. 80% 20.2% approx. 8%

diarrhea in the waiting stable,
disease approx. 1-2 weeks ap

disease approx. 3-5 days pn

increased proportion of
puny little animals
respectively underweight
weaners

infection was enforced in the waiting area. Weaned pig-
lets with secondary infections received antibiotic
treatment.

In total, three farrowing groups (sows and suckling
pigs) showed clinical signs of PED and increased loss
rates in suckling pigs (10 to 30%). Morbidity reached 60
to 90% in sows and 70 to 100% in piglets (see Table 1).
Some of the weaned piglets also showed diarrhea, wast-
ing, and growth retardation. The overall losses in piglet
rearing rose to 5 to 10% (details see Table 1).

In the fourth farrowing group (approx. eight weeks
after the first clinical signs) no clinical signs indicative
for PED were recorded and up to now no further PED
suspicions arose. In autumn, five suckling piglets were
randomly selected and subjected to necropsy and PED
screening. All samples were negative for PEDV. In the
connected fattening unit, no PED signs were recorded at
any time. Serological checks in the sow rearing unit
(separate building) gave negative results.

During the disease event, intensive cleaning and disin-
fection was carried out in the farrowing unit, on drive-
ways, in the waiting areas, and all related stables.
Disinfectants were chosen in accordance with the list
recommended by the Germany Veterinary Society
(DVG) for enveloped viruses. Purchase of gilts was
stopped and replaced by self-remounting.

Follow-up investigations showed that neighboring
farms were also affected by PED shortly before the onset
in the described farm.

Laboratory findings

Upon initial confirmation of PED by a private laboratory,
fecal samples from five sows and feces and intestines
from two affected piglets were sent to the Friedrich-
Loeffler-Institut (FLI) for further analyses and next-
generation sequencing. Ribonucleic acids were extracted

from fecal samples or supernatants from homogenized
intestines using Trizol Reagent (LifeTechnologies,
Darmstadt, Germany) in combination with the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and DNase diges-
tion on the spin column. All RNAs were confirmed to
be PEDV positive by RT-qPCR [24, 25].

Subsequently, all samples were subjected to whole
genome sequencing and metagenomic analyses using the
Illumina MiSeq platform as previously described [26]. In
brief, nucleic acids were processed into shotgun DNA li-
braries and then deep-sequenced. The resulting raw data
was taxonomically classified using the Software pipeline
RIEMS [27]. The obtained sequence reads were assem-
bled to determine the genomes in full length. All se-
quences are available from the INSDC databases under
study accession PRJEB38314.

With the help of the Geneious Prime software suite (v.
2019.2.3; Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand),
phylogenetic analyses were performed (for details see le-
gend Fig. 1). The genomes originating from the reported
German case form a new and distinct cluster within the
S-INDEL strains (see Fig. 1). Close relatives are three
virus strains reported in 2019, two from Hungary [16]
(accessions MH593900 and KX289955) and one from
France (accession MN056942).

Identity among the new German PEDV strains was al-
most 100% (>99.9%) whereas identities of > 98.8% were
found with regard to the Hungarian and French se-
quences. Comparing the German strains from 2014 with
the German strains detected in 2019, identities are
higher than 99.5%.

Comparisons between German prototype strains from
2014 (the first reported strain, BH76/14-01_L00719_
Farm A) and 2019 (894 3_L03204 GER) show high
similarities in the nucleotide sequence (see Supplemen-
tary Figure 1). In total, 135 nucleotides exchanges are
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observed over the entire coding region. Of these, 64 nu-
cleotide exchanges are located in the spike protein en-
coding S gene, especially in its 5° end, and additional
mutations scattered over this coding region. All se-
quences derived from the case farm showed 100% iden-
tity in the S gene. Compared to French and Hungarian
strains reported in 2019, identities of >99.5% were
found, while German strains from 2014 were app. 98.5%
identical (see Supplementary Table 1). Highly virulent
NON-INDEL strains from China and the USA were
more distantly related showing identities of app. 95%.

The RNA-shotgun sequencing approach allowed meta-
genomic analyses using RIEMS. In this analysis, several
reads were classified taxonomically as Picobirnaviridae
sequences. Multiple reads of the RNA-dependent RNA-
polymerase gene as well as the gene segment encoding
the capsid were found in the fecal but not the intestine
samples.

Discussion and conclusions

Porcine epidemic diarrhea can have a tremendous im-
pact on the pig industry as was seen in the US following
the introduction of PEDV in 2013 [2, 29]. Critical losses
occurred especially in piglet rearing companies and the

losses impacted the whole pork industry [15, 29]. Fol-
lowing the devastating outbreaks on the American con-
tinent, re-emergence of PEDV was also reported from
Europe after intensified surveillance [23]. However, here,
strains of lower virulence were circulating and the
reporting and follow-up of cases abated quickly despite
ongoing cases. One reason for the subsiding of official
follow-up is that PED is neither notifiable nor reportable
but still has impact on trade and reputation. Against this
background, most farmers had no interest to make their
cases public. Thus, official and published information on
the German PED situation in general and viral evolution
in particular is missing roughly from 2016 onwards.
When PEDV was introduced in a piglet-producing
farm in northwestern Germany in 2019, clinical disease
and losses were rather disturbing and the farmer and re-
sponsible veterinarian initiated a closer follow-up. One
hypothesis for the observed impact was a change in viru-
lence and thus, next-generation sequencing was
employed to test this hypothesis. Our data show that the
causative virus strains are still S-INDEL variants with
close relationship to those found in 2014 and the follow-
ing years. However, viral evolution has taken place and
the drift gave rise to a new cluster that comprises recent
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strains from Germany, Hungary, and France. Given the
accordant drift, one can speculate that PEDV is still cir-
culating in Europe. There is no indication that these var-
iants have a higher virulence per se. The previously
observed variation seems still present.

The affected farm described in this report was finally
able to control the outbreak by forced infection in the
waiting unit of sows, biosecurity and strict cleaning and
disinfection. Yet, the history of PED in neighboring fat-
tening farms also shows that the virus was able to enter
the farm and room for improvement was given in veter-
inary hygiene and biosafety. The exact route of introduc-
tion remained unclear.

Supplementary studies into the metagenomic data set
showed picobirnaviral sequences in the fecal material.
Picobirnaviruses are non-enveloped double-stranded RNA
viruses. They are bisegmented with segment one consist-
ing of 2.3 to 2.6 kilobases and segment two of 1.5 to 1.9 ki-
lobases [30]. Picobirnaviruses are often associated with
cases of gastroenteritis or infections in the respiratory
tract [31]. The role in diarrhea diseases in piglets is un-
clear, since picobirnaviruses were found in piglets with
and without diarrhea [32]. The transmission is fecal-oral
[33] and these viruses have so far been detected mainly in
feces in various species [30, 33]. Impact and relevance of
these findings remains to be clarified by future studies.

In conclusion, PED re-emerged in northwestern
Germany in 2019 leading to high morbidity and substan-
tial impact in a piglet-producing farm. The causative
virus strains are still S-INDEL variants but a genetic drift
occurred since 2014. This drift is accordant with the
evolution in other European countries. The relevance of
picobirnavirus detections in fecal samples from PEDV-
positive animals remains unclear.

Supplementary information
Supplementary information accompanies this paper at https://doi.org/10.
1186/512917-020-02548-4.

Additi

I file 1: Suppl, y Figure 1. Whole genome
comparison of prototype German PEDV strains from 2014 and 2019. The
figure compares the first reported PEDV strain from Germany in 2014 and
a representative strain taken from the current outbreak in 2019. Over the
whole genome, 135 nucleotide differences are observed that are mainly
located in the S-gene (64 out of 135). It can be seen in the magnification
of the S-gene and its 5’ end, that changes, i.e. small insertions and nu-
cleotide differences, are mainly located there. Supplementary Table 1.
S gene sequence identities of recent PEDV genomes. The S gene se-
quences were aligned using MAFFT from the Geneious Prime software
suite (v. 2019.23; Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand) and sequence
identities were exported from Geneious. Green color indicates the strains
from the case farm in Germany in 2019, blue sequences mark the PEDV
strains from Hungary and France reported in 2019, and representative
NON-INDEL strains from the USA and China are highlighted in red.
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Supplementaryfigure 1: Whole genome comparison of prototype German PEDV strains from 2014 and 2019

The figure compares the first reported PEDV strain from Germany in 2014 and a representative strain taken from the current outbreak in 2019. Over the whole genome, 135
nucleotide differences are observed that are mainly located in the S-gene (64 out of 135). It can be seen in the magnification of the S-gene and its 5’ end, that changes, i.e. small
insertions and nucleotide differences, are mainly located there.
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Supplementarytable 1: S gene sequence identities of recent PEDV genomes.

The S gene sequences were aligned using MAFFT from the Geneious Prime software suite (v. 2019.2.3; Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand) and sequence identities were exported from

Geneious. Green color indicates the strains from the case farm in Germany in 2019, blue sequences mark the PEDV strains from Hungary and France reported in 2019, and representative NON-
INDEL strains from the USA and China are highlighted in red.
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V. DISKUSSION

Der Einsatz moderner Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren in Verbindung mit aktuellen bioin-
formatischen Methoden erlaubt es heute, in kiirzester Zeit das Metagenom bzw. das Mikro-
biom einer beliebigen Probe zu erfassen und so Informationen Uber die Zusammensetzung
von Mikroorganismen inklusive Pathogenen sowie damit zusammenhadngende Krankheitsge-
schehen zu erhalten (9, 18, 19, 76, 112). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Methoden
eingesetzt, um das Darmmikrobiom des Schweins zu charakterisieren. Die Erhebung erster
Basisdaten stand dafiir im Mittelpunkt, um zukiinftig Veranderungen des Darmmikrobioms im
Zuge von Infektionskrankheiten zu analysieren. Hierzu wurde zunachst ein neuartiges Proben-
vorbereitungsprotokoll etabliert, um umfassende und vergleichende ,,Meta-Omics“ Ansdtze
(Kombination aus Metagenom, Metaproteom und Metabolom) aus dem gleichen Probenma-

terial zu ermoglichen (Publikation 1).

In weiteren Analysen wurde unter Verwendung der Metagenomanalyse auch ein porzines Pa-
thogen, das PEDV, untersucht. Im Rahmen eines PEDV-Ausbruchsgeschehens in einem Fer-
kelerzeugerbetrieb in Nordwestdeutschland wurden umfassende Metagenomdaten aus Pro-
benmaterial des Jahres 2019 erhoben, um hier Rickschlisse auf die Genetik des Erregers so-
wie die mit der Infektion einhergehenden Veranderungen des Darmmikrobioms zu erhalten

(Publikation 11).

Etablierung harmonisierter Probenvorbereitungsprotokolle fiir ,,Meta-Omics* Anséitze und

der Einsatz fiir die Charakterisierung des porzinen Darmmikrobioms

In diesem Studienteil stand die Protokolloptimierung fiir vergleichende ,,Meta-Omics” Analy-
sen (Kombination aus Metagenom, Metaproteom und Metabolom) aus tiefgefrorenen porzi-
nen Kotproben im Mittelpunkt. Die Methodik wurde im Weiteren eingesetzt, um Struktur und

Funktion des Mikrobioms zu erfassen und ein porzines Basisdarmmikrobiom zu beschreiben.

Es gelang in Zusammenarbeit mit anderen Arbeitsgruppen, ein Protokoll zu etablieren, das die

effektive und kontaminationsfreie Homogenisierung der tiefgefrorenen Kotproben mittels des

73



Diskussion

sogenannten ,,crypoPREP®“-Instruments und die nachfolgende integrierte Analyse von Meta-

genom/16S rRNA, Metaproteom und Metabolom erlaubte.

Der Schlissel des Verfahrens ist dabei die Aufarbeitung mit der cryoPREP®-Methode, die in
Abbildung 6 kurz dargestellt ist, die generell einen sehr guten Probenaufschluss, auch bei sehr
resistenten Probenstrukturen, gewahrleistet. Wylezich et al. haben 2018 hierzu ein erstes Pro-
tokoll zur Probenaufarbeitung flr diagnostische Metagenom-Analysen von Human-, Tier- und
Lebensmittelproben beschrieben, das als Grundlage fiir die Weiterentwicklung diente. Ziel
dieser Verfahren ist eine weitgehend matrixunabhangige Probenaufschlussmethode fiir die
Extraktion von Nukleinsdauren hoher Qualitat. Es wurden hierzu mehrere Aufschlussmethoden
hinsichtlich ihrer Eignung und Freisetzung von Nukleinsdauren aus unterschiedlichen Proben-
materialien vergleichend getestet: Mit dem sog. ,TissueLyser” bei Raumtemperatur sowie
dem ,Mikro-Dismembrator” und dem ,cryoPREP®“ mit tiefgefrorenem Material. Dabei zeigte
das ,TissuelLyser“-Verfahren bei den Testversuchen mit Schweinekot den starksten RNA-Ab-
bau und man erhielt nur sehr kurze RNA-Fragmente. Die besten Ergebnisse wurden fir alle
getesteten Matrizes mit tiefgefrorenem Proben erzielt, sowohl mit dem Mikro-Dismembrator
als auch mit dem cryoPREP®. Dieser Ansatz des Probenaufschlusses kommt daher auch in dem

etablierten ,Meta-Omics“-Probenvorbereitungsprotokoll zur Anwendung (19).

1 2 3 4

Abbildung 6. Uberblick iiber das cryoPREP®-Verfahren (113). Im ersten Schritt wird die Probe
in der Mitte eines Covaris tissueTubes platziert. Im darauffolgenden zweiten Schritt wird die
Probe in fliissigem Stickstoff eingetaucht und gefroren. Im dritten Schritt erfolgt die mechani-
sche Pulverisierung der tiefgefrorenen Probe. Das tissueTube wird in einem weiteren vierten

Schritt gedreht, um die Probe in einem Covaris-Glasfldschchen zu sammeln. Abbildung: Savic

74



Diskussion

etal. 2013 (113), zu den Genehmigungsrechten siehe Kapitel IX: Anhang, 3. Erlaubnis zur Ver-
vielfdltigung.

So aufbereitete Kotproben wurden mit den verschiedenen Meta-Omics-Techniken unter-
sucht. Diese Kombination von Methoden zur Erfassung der genetischen Daten (Metagenom)
wie auch der Proteinzusammensetzung (Proteom) und der metabolischen Daten (Metabolom)
sichert Ergebnisse gegenseitig ab und wird zunehmend eingesetzt, um die Zusammensetzung
des Mikrobioms moglichst umfassend zu charakterisieren (114). Die Entwicklung von OMICS-
Techniken, einschlieRlich der Shotgun-Metagenomik (Untersuchung von mikrobiellen Geno-
men und Taxa/Stammen), Metatranskriptomik (Genexpression), Metaproteomik und Meta-
bolomik (Analyse von mikrobiellen Proteinen und Metaboliten) (115), erlaubt eine umfas-
sende Charakterisierung des Mikrobioms und somit die Beurteilung der taxonomischen Zu-
sammensetzung auf Stammebene, der potentiellen Funktionen, sowie der Stoffwechselakti-
vitat innerhalb eines komplexen Systems und hilft bei der Verbesserung der Gesundheit und
der Behandlung von Krankheiten. Abbildung 7 zeigt diese Verkniipfung der Meta-Omics-An-
satze fur die Anwendung auf klinische Proben und hat mikrobielle Spezies, Stoffwechselwege
und Metabolite identifiziert, die mit der Entwicklung und Behandlung (menschlicher) Krank-
heiten in Verbindung stehen (116). Tilocca et al. (115) beschrieben 2020 in einer Publikation
Uber die Entwicklungen des Einsatzes von Meta-Omics-Wissenschaften zur Charakterisierung
der Darmmikrobiota in Zusammenhang neurodegenerativer Krankheiten wie Multiple Skle-
rose, Alzheimer-Krankheit oder Parkinson-Krankheit. Der multifunktionale integrierte Einsatz
von OMICS-Technologien erlaubt dabei die Klarung der Wechselwirkung zwischen dem zent-
ralen und enterischen Nervensystem und dem MDT (Darm-Hirn-Achse). Diese Studie ist bei-
spielhaft fur den kontinuierlichen technologischen Fortschritt der OMICS-Techniken, um auf
Grundlage des integrierten Ansatzes das Potential und die leistungsstarken Plattformen so
auszunutzen, um funktionelle Daten und Ergebnisse zu erhalten, die mit anderen Untersu-

chungsmethoden nicht erreicht werden kénnen (115).
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Abbildung 7. Anwendung der Meta-Omics-Techniken (116). Einsatz der verschiedenen Platt-
formen zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Medikamenten und dem Mikro-

biom. Abbildung: Zhang et al 2019 (116) unter Creative Commons CC-BY 4.0.

In unserer Studie wurden die 16S rRNA-Gen-Sequenzierung kombiniert mit Analysen fiir die
Metabolomik und Metaproteomik. Bei der 16S rRNA Sequenzierung werden die genetischen
Informationen der kleineren Untereinheiten der ribosomalen RNA der Prokaryoten sequen-
ziert und im Anschluss taxonomisch klassifiziert (117). Die Metagenomanalyse kann zur Erfas-
sung der gesamten genomischen DNA und damit zur Abbildung der Pathobionten einer Bio-
zonose herangezogen werden (9). Neben der Darstellung der Biodiversitat in einer Probe dient
dieser holistische Ansatz auch der Identifizierung neuer Mikroorganismen oder unerwarteter
Pathogene (19, 76, 112). Im Gegensatz zur 16S rRNA-Gen-Sequenzierung liefert die Metage-
nomik neben dem weitverbreiteten Einsatz in Mikrobiom-Studien funktionelle Informationen

bis auf Stamm-Ebene fir alle Arten von Mikroorganismen (116).
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In unserer Studie zeigte die taxonomische Analyse der fakalen Mikrobiome liber die 16S rRNA-
Gen-Sequenzierung und die Metaproteomik-Analysen der verschiedenen Schweine eine sehr
dynamische Mikrobiom-Zusammensetzung. Die Profile der 16S rRNA-Gene und Metaproteo-
mik waren insgesamt sehr dhnlich und wiesen ein typisches fakales Mikrobiom von Saugetie-
ren auf, das hauptsachlich aus den Phyla Firmicutes und Bacteroidetes besteht und in dhnli-
cher Form auch von Isaacson et al. (40) im Jahr 2012 gezeigt wurde. Das fakale Mikrobiom
wurde dominiert von Prevotellaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae
und Clostridiaceae. In einer Studie von Correa-Fiz (118) von 2019 wurde ebenfalls die fakale
bakterielle Gemeinschaft von Schweinen analysiert. Hier wurden u.a. Ruminococcaceae, Lach-
nospiraceae, Prevotellaceae, Bacteroidaceae und Porphyromonadaceae nachgewiesen (118).
Holman et al. (119) haben 2017 in fakalen Proben die Gattungen Prevotella, Clostridium, Allo-

prevotella, Lactobacillus und Ruminococcus gefunden (119).

Etwa 20 % der 16S rRNA-Gene und bis zu 35 % im Metaproteom wurde die Familie Prevotel-
laceae identifiziert, was auch in einer Publikation von Heinritz et al. (120) im Jahr 2016 gezeigt
wurde. Die Zusammensetzung der Mikrobiome von Kot und Dickdarminhalt war dahnlich, was
die sehr wichtige Moglichkeit eréffnet, Kot als minimal-invasive Probe flr zukiinftige Analysen
des GIT’s heranzuziehen. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die erfassten Mikrobiome aus
dem lleum stark von den oben beschriebenen. Im Bereich des Ileums dominierten Clostridi-
aceae, Erysipelotrichaceae und Peptostreptococcaceae. Isaacson et al. (40) konnten ebenfalls
Unterschiede in der Zusammensetzung des Mikrobioms zwischen distalem Ende des Verdau-
ungstraktes und lleum nachweisen (40). In einer Publikation aus dem Jahr 2018 von Crespo-
Piazuelo (121) wurde die porzine bakterielle Zusammensetzung entlang des GIT beschrieben.
Hier wurden im lleum die beiden Gattungen Streptococcus und unspezifizierte Gattungen der
Familie Clostridiaceae vorgefunden. Ebenso wiesen sie nach, dass die Gattung Prevotella die
dominante Gattung im Dickdarm mit 40,90 % im proximalen und 34,99 % im distalen Teil war

(121).

Bei der funktionellen Analyse mit Hilfe der Metaproteomik wurde in unserer Studie eine ge-
ringe Variabilitat zwischen den einzelnen Tieren und an den Beprobungstagen festgestellt. Die
Datenintegration der Metaproteomik und Metabolomik zeigte dabei eine groRe Abdeckung
der Stoffwechselwege. Die Analyse des Metaboloms von Schweinekot erfasste zusatzlich Ami-

nosauren und verwandte Abbauprodukte, Kohlenstoff-Hauptmetabolite, Fettsduren sowie
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kurzkettige Fettsdauren (SCFA). Acetat zeigte sich als die am haufigsten vorkommende SCFA.
Butyrat und Propionat wurden ebenfalls in hohen Konzentrationen detektiert. Die hier nach-
gewiesenen kurzkettigen Fettsauren wurden auch in einer Studie von Heinritz et al. (2016)
beschrieben (120). Wesentliche funktionelle Zuordnungen und Metabolite waren mehr oder
weniger stabil, vor allem zeigten Analysen hinsichtlich der Profile der kurzkettigen Fettsauren

einen relativ stabilen funktionellen Zustand.

Die gewonnenen Daten sind sowohl fiir Studien zum Mikrobiom des Nutztiers Schwein als
auch fir biomedizinische Infektionsmodelle in der Humanmedizin wertvoll. Das Schwein bie-
tet gegeniliber der Maus und anderen Labornagern entscheidende Vorteile. In Bezug auf Ana-
tomie und Physiologie der Kdrperorgane ist das Schwein, im Vergleich zu Nagetieren, dem
Menschen dhnlicher und stellt ein gutes Modell fir die Untersuchung diverser mikrobieller
Infektionskrankheiten dar. Menschen und Schweine ernahren sich beide omnivor. Insgesamt
lassen sich gewonnene Ergebnisse aus Experimenten, die an Schweinen durchgefiihrt wurden,
besser auf den Menschen libertragen, als die aus murinen Modellen (37, 87). Vergleicht man
den Verdauungstrakt von Menschen und Mausen, weist dieser sehr deutliche Unterschiede
auf, vor allem im Dickdarm (86, 88). Untersuchungen des Darmmikrobioms beim Schwein
ergaben hingegen eine typische Zusammensetzung aus den beiden Phyla Firmicutes und Bac-
teroidetes, die der des Menschen dhnelt (40, 119). Im Detail konnten auch Lamendella et al.
(42) zeigen, dass das fakale Mikrobiom des Schweins von den Phyla Firmicutes und Bacteroi-
detes dominiert wurde, was mit verschiedenen Studien der Darmumgebung von Saugetieren
Ubereinstimmt. Die am haufigsten vorkommenden Bakteriengruppen auf Ordnungsebene wa-
ren Clostridiales, unklassifizierte Firmicutes, Bacteroidales, Spirochaetales, unklassifizierte

Gammaproteobakterien und Lactobacillales (42).

Die Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms passt sich in der Regel sehr eng an die
Entwicklung der Tiere an und ist an der allgemeinen Entwicklung sowie den Stoffwechselbe-
dirfnissen der Tiere beteiligt. Wahrend des Wachstums des Schweins kommt es zu Verdande-
rungen in der Zusammensetzung des Darmmikrobioms. Auch hier wurden im distalen Darm-
trakt zwei dominierende Hauptphyla - Firmicutes und Bacteroidetes -nachgewiesen. Im lleum
jedoch gehorte der GroRteil Bakterien zum Phylum Proteobacterium (bis zu 40%). Firmicutes

konnten ebenso dominant im lleum nachgewiesen werden (40).
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Das hier erarbeitete und publizierte Protokoll sowie die erhobenen Basisdaten des porzinen
Mikrobioms sollen insbesondere bei nachfolgenden Studien zur infektionsbedingten Auslen-

kung des Mikrobioms Anwendung finden.

Nutzung moderner Sequenziertechniken zur Detailcharakterisierung von Pathogenen und

Kofaktoren

Im Rahmen des zweiten Studienteils wurde ein aktueller Fall der porzinen epidemischen Diar-
rhoe in Nordwestdeutschland analysiert. Dabei wurde PEDV als pathogener Vertreter des Kot-
viroms metagenomisch und auf Basis der erfassten viralen Genomdaten dann auch phyloge-
netisch untersucht. Des Weiteren wurden die Datensatze verwendet, um Koinfektionen bzw.
das Vorhandensein weiterer Viren aufzudecken. Hier zeigte sich eine der Starken der Metage-
nomanalyse, da nicht nur das Pathogen selber, sondern auch die Begleitflora lber die breit

erfassten genetischen Daten analysiert werden kann.

PED ist eine hochkontagiose Darmerkrankung des Schweines, die durch das gleichnamige Por-
zine epidemische Diarrhoe Virus (PEDV), ein Alphacoronavirus aus der Familie der Corona-
viridae, welches eng mit dem Virus der Transmissiblen Gastroenteritis (TGEV) verwandt ist,
ausgelost wird (89). Nach der Erstbeschreibung 1971 wurden diverse Ausbriiche in Europa
gemeldet, die jedoch in den folgenden Jahren stark zuriick gingen (93). Da die Erkrankung
weder melde- noch anzeigepflichtig ist, fehlen jedoch Uberwachungsdaten, die Aufschluss

Uber eine stille Ausbreitung geben kénnten.

In die Schlagzeilen geriet die Erkrankung nach verheerenden Ausbriichen 2013 in den USA und
spater in Kanada (122). Das Virus verbreitete sich in kiirzester Zeit Gber insgesamt 29 ameri-
kanische Staaten und verursachte einen immensen finanziellen Schaden (123). Genomanaly-
sen bestatigten, dass die hochvirulenten Virusstamme ihren Ursprung in Asien hatten (122),
wo seit 2011 auch von schwersten Verlaufen berichtet worden war (124). Durch diese Ereig-
nisse aufgeschreckt, wurde die Uberwachung auch in vielen anderen Lindern mit nennens-
werter Schweineproduktion intensiviert. In der Folge wurden PED-Fille in diversen europai-
schen Landern gemeldet, die jedoch vorwiegend mit milderen Verldufen assoziiert waren (91,
106, 125-130). Mit Ausnahme eines Ausbruchs in der Ukraine (131), wurden diese Geschehen

durch Virusvarianten verursacht, die im Gegensatz zu den hochvirulenten US-amerikanischen
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und asiatischen sognannten ,,NON-INDEL“-Stammen Insertionen und Deletionen im Spike-
Gen aufwiesen, untereinander aber hohe Identitaten zeigten (132). Diese Stamme wurden als
»INDEL"“-Varianten bezeichnet. Die schweren Verlaufe, die es immer wieder gab, konnten kei-
nem konkreten Faktor oder einer Koinfektion zugeschrieben werden (132). Dennoch ist bei
Vorliegen einer Infektion mit anderen enteralen Pathogenen wie beispielsweise Rotavirus A
oder einer besonderen Parasitenbelastung von einer Verscharfung der Situation fiir das Ein-
zeltier auszugehen. Nach diesen Fallen ebbten die offiziellen Berichte wieder ab, obgleich aus

der Praxis weiter von Fallen berichtet wurde (S. Blome, personliche Mitteilung).

Im Friihjahr 2019, flinf Jahre nach der Wiedereinschleppung der PED nach Mitteleuropa, kam
es in einem Ferkelerzeugerbetrieb im Nordwesten Deutschlands zu einem Ausbruch, der
Sauen, ihre Saugferkel und Absetzer betraf. In einigen Durchgangen waren deutliche Verluste
zu verzeichnen, so dass ein Interesse bestand, das ursachliche Virus ndher zu charakterisieren
und der Frage nachzugehen, wie sich die Stamme moglicherweise verandert hatten. Dieser

Betrieb wurde daher fiir eine weiterflihrende Analyse ausgewahlt.

Nach der initialen Bestatigung von PEDV wurden Kot- und Diinndarmproben von betroffenen
Schweinen metagenomischen Analysen mittels Next-Generation Sequencing unterzogen. Im
Detail wurden Kot- und Darmproben von fiinf Sauen und zwei Ferkeln fiir einen RNA-Shotgun-
Sequenzierungsansatz lGber Illlumina MiSeq™ verwendet. Die resultierenden Genomsequen-
zen wurden fir phylogenetische Analysen mit prototypischen Stammen verwendet und die
taxonomische Klassifizierung wurde mit Hilfe der Software-Pipeline RIEMS (Reliable Informa-
tion Extraction of Metagenomic Sequence datasets) durchgefiihrt (133). Dabei wurden die ak-
tuellen Virusstamme mit den Stammen aus den vorherigen Studien verglichen, um die Evolu-

tion des Virus zu verfolgen und mogliche Virulenzunterschiede zu detektieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die ursachlichen Virusstamme ein eigenes, neues Cluster in-
nerhalb der S-INDEL-Stamme bilden, mit Gber 99,9 % Identitdt untereinander. Zwei Stamme
aus Ungarn und ein Stamm aus Frankreich aus dem Jahr 2019 zeigten Ubereinstimmungen
von (iber 99,5 % zu diesen deutschen Stammen, so dass davon auszugehen ist, dass das Virus
weiter in Europa zirkulierte und sich in eine ahnliche Richtung entwickelte (109). Zu den deut-
schen Stammen aus dem Jahr 2014 bestand eine Identitdt von nur noch 98,5 %. Weit entfernte
Verwandte in dem Vergleich waren die hochvirulenten NON-INDEL-Stdmme aus China und

den USA mit einer Identitat von etwa 95 %.
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In den Kotproben konnten neben dem Alphacoronavirus u.a. auch Astroviridae, Picorna-
viridae, Podoviridae, Siphoviridae, Myoviridae, Phycodnaviridae, Endornaviridae, sowie einige
Reads der Familie der Picobirnaviridae taxonomisch zugeordnet werden, bei denen sich die
Frage stellt, in wie weit sie den Schweregrad der Infektion beeinflussen. Pico steht fiir , klein“
und ,bi“ fir das Vorhandensein zweier (bi) RNA-Segmente. Es handelt sich also um kleine,
doppelstrangige RNA-Viren mit segmentiertem Genom (134), die weltweit vorkommen (135).
Sie werden oft in Kotproben von Menschen, vielen Haussaugetierarten, Wildtieren, Vogeln
und Reptilien nachgewiesen und grundsétzlich mit Durchfall assoziiert (134, 136, 137). Es wird
von einer erfolgreichen fikal-oralen Ubertragung von Tier zu Tier ausgegangen (137). Zu den
Studien, die ebenfalls Picobirnaviren nachweisen konnten gehort die Arbeit von Lager et al.
(47). In dieser Studie wurden neben Astroviridae, Caliciviridae, Coronaviridae, Arteriviridae,
Picornaviridae und Parvoviridae auch Picobirnaviridae identifiziert. Die Kotproben stammten
von vier verschiedenen Schweinen, zwei klinisch gesunden Kontrollschweinen, und zwei Tie-
ren, die an chronischem Durchfall litten. Eines wies zudem eine PRRSV (Porzines Reprodukti-
ves und Respiratorisches Syndrom Virus) Infektion auf. Picobirnaviridae wurden hier vorwie-
gend mit an Diarrhoe leidenden Schweinen assoziiert. Allerdings sind Picobirnaviridae auch
bei Ferkeln ohne Durchfall gefunden worden (138) und kénnten daher auch eine Rolle als
Kofaktor spielen, wenn es beispielsweise zu einer Verschiebung des fakalen Viroms kommt.
Derartige Verschiebungen konnen unter Umstanden mit Krankheitszustanden assoziiert wer-
den, insbesondere Schleimhautentziindungen (43). Ein abnormales enterisches Virom, sowie
ein Diversitatsverlust der Darmbakterienpopulationen zeigte sich beispielsweise in Studien bei
Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcera (139). Fir unsere Studie bleibt also zu klaren,
in wie weit die klassifizierten picobirnaviralen Sequenzen den Schweregrad der Infektion be-
einflusst haben. In diese Richtung kénnten zuklinftig weitere Studien angeschlossen werden.
Hinsichtlich des Kotviroms von Schweinen, die an PED erkrankt sind, sowie die Auswirkung auf
die Schwere der Krankheit, bleiben noch viele Fragen offen. Gezeigt wurde jedoch, dass das
fakale Virom divers ist. Das Virom PEDV-positiver Schweine aus den USA umfasste in einer
Studie vorwiegend RNA-Viren, die den Familien Astroviridae (Mamastrovirus), Picornaviridae
(Enterovirus, Posavirus, Sapelovirus, Kobuvirus, Teschovirus und Pasivirus), Caliciviridae (Sapo-
virus) und Coronaviridae zugeordnet werden konnten. Zu den enthaltenen Coronaviren ge-
horten Vertreter des Genus Deltacoronavirus sowie PEDV (Alphacoronavirus) (96). Einen Teil

dieser Virusfamilien (Astroviridae, Coronaviridae, Leviviridae, Nidovirales, Picornaviridae und
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unklassifizierte Picornavirales) konnten auch Hanke et al. (2017) nachweisen, wobei, wie oben

ausgefiihrt, keine Korrelation zur Schwere der Klinik hergestellt werden konnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in dieser Arbeit in beiden Studienteilen der
Einsatz moderner Sequenziertechniken - fir die Analyse des porzinen Darmmikrobioms und
die detaillierte Pathogencharakterisierung - im Fokus stand. Sowohl die Protokolloptimierung
fir ,Meta-Omics” Analysen (Kombination aus 16S rRNA-Gen-Sequenzierung, Metaproteomik
und Metabolomik) zur Basischarakterisierung des porzinen Darmmikrobioms, als auch die De-
tailcharakterisierung des wichtigen enteralen Pathogens PEDV und von in Kotproben enthal-
tenen Kofaktoren zeigen die groRe Bandbreite der Einsatzgebiete der OMICS-Techniken und
insbesondere der NGS-basierten Metagenomik. Es ist davon auszugehen, dass diese Technik
sich noch weiterentwickelt und zukiinftig eine noch wichtigere Rolle in der Veterindrmedizin

einnehmen wird.

82



Kapitel VI: ZUSAMMENFASSUNG






Zusammenfassung

VI. ZUSAMMENFASSUNG

Der technologische Fortschritt im Bereich Hochdurchsatzsequenzierung und die begleitende
rasante Entwicklung im Bereich Datenanalyse und Bioinformatik gestatten uns heute Metage-
nomanalysen in bislang nie erreichter Qualitdt und Detailscharfe. Dabei lassen sich sowohl die
mikrobiellen Gemeinschaften eines bestimmten Lebensraums darstellen als auch neue Mik-
roorganismen oder Pathogene identifizieren und charakterisieren. Darliber hinaus ermaoglicht
die Metganomanalyse in Kombination mit weiteren ,,Omics“-Technologien auch die funktio-
nellen Aspekte der Lebensgemeinschaften zu erfassen und so zum Gesamtverstandnis von
Okologischen und patho-biologischen Zusammenhangen beizutragen. Die in der vorliegenden
Arbeit vorgestellten Studien in der Nutz- und Modelltierart Schwein widmeten sich zwei As-
pekten der oben genannten Ansatze, d.h. der Optimierung und Anwendung sogenannter
»Meta-Omics” Ablaufe zur Charakterisierung des porzinen Darmmikrobioms und der Detailch-
arakterisierung eines aktuellen Falles der porzinen epidemischen Diarrhoe und begleitender
Koinfektionen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde mit interdisziplindaren Partnern eine integrierte
Probenvorbereitung fiir tiefgefrorene Kotproben entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass
die Bearbeitung schockgefrorener Proben mittels mechanischer Desintegration (,,CryoPrep”)
alle nachfolgenden Meta-Omics-Ansatze und -Analysen in hoher Qualitat gestattet. Darlber
hinaus konnte das natirliche Darmmikrobiom heranwachsender Schweine charakterisiert
werden. Die untersuchten Kot- und Dickdarmproben waren dabei so ahnlich, dass die nicht-
invasive Kotuntersuchung auch fir weitere Studien zur infektionsbedingten Auslenkung des
Darmmikrobioms zur Anwendung kommen kann.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Metagenomanalyse dazu verwendet, das Wiederauftre-
ten der porzinen epidemischen Diarrhoe in Deutschland zu untersuchen. Hierbei lag der Fokus
vor allem auf der genetischen Charakterisierung des kausativen viralen Erregers sowie dessen
mogliche phylogenetische Einordnung. Es konnte gezeigt werden, dass die ursachlichen Vi-
russtimme ein eigenes, neues Cluster innerhalb der sogenannten S-INDEL-Stdamme bilden.
Zwei Stamme aus Ungarn und ein Stamm aus Frankreich aus dem Jahr 2019 zeigten Ubereinst-

immungen von Uiber 99,5 % zu diesen deutschen Stammen, so dass davon auszugehen ist, dass
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das Virus weiter in Europa zirkulierte und sich in eine dhnliche Richtung entwickelte. Des Wei-
teren wurde ein Picobirnavirus im Kot der erkrankten Schweine gefunden, dessen Potential

als Pathogen noch weiterer Klarung bedarf.
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Summary

VIl. SUMMARY

Technological progress in the field of high-throughput sequencing and the accompanying
rapid development in the field of data analysis and bioinformatics now allow us to perform
metagenomic analyses with a quality and level of detail never before achieved. This allows us
to represent the microbial communities of a particular habitat as well as to identify and char-
acterize new microorganisms or pathogens. In addition, metagenome analysis in combination
with other "omics" technologies also allow the functional aspects of the communities to be
captured and thus contribute to the overall understanding of ecological and patho-biological
relationships. The studies presented here for the livestock and model species pig were dedi-
cated to two aspects of the above approaches, i.e., the optimization and application of so-
called "meta-omics" workflows to characterize the porcine gut microbiome, and the detailed

characterization of a recent case of porcine epidemic diarrhea and concomitant co-infections.

In the first part of the present work, an integrated sample preparation for frozen fecal samples
was developed with interdisciplinary partners. It could be shown that processing shock-frozen
samples by mechanical disintegration (“CryoPrep”) allows all subsequent meta-omics ap-
proaches and analyses in high quality. Furthermore, the natural gut microbiome of growing
pigs could be characterized. The examined fecal and large intestine samples were so similar
that the non-invasive fecal analysis can also be applied for further studies on infection-related

deflection of the gut microbiome.

In the second part of the work, metagenomic analysis was used to investigate the re-emer-
gence of porcine epidemic diarrhea in Germany. Here, the focus was mainly on the genetic
characterization of the causative viral pathogen as well as its possible phylogenetic classifica-
tion. It could be shown that the causative viral strains form a separate, new cluster within the
so-called S-INDEL strains. Two strains from Hungary and one strain from France in 2019
showed matches of more than 99.5% to these German strains, so it can be assumed that the
virus continued to circulate in Europe and evolved in a similar direction. Furthermore, a pico-
birnavirus was found in the feces of the diseased pigs, and its potential as a pathogen requires

further clarification.
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IX. ANHANG

1. Abkiirzungsverzeichnis

cDNA

ddNTP

DNA

dNTP

E. coli

ESF

ETEC

FLI

GIT

MDT

mNGS

NGS

NON-INDEL

PCR

PED

complementary desoxyribonucleic acid,

komplementare Desoxyribonukleinsaure

dideoxynucleotide triphosphate,

Didesoxyribonukleosid-Triphosphate

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

deoxynucleotide triphosphate, Desoxynukleosid-Triphosphat

Escherichia coli

Europaischer Sozialfond

Enterotoxische Escherichia coli

Friedrich-Loeffler-Institut

Gastrointestinaltrakt

Magen-Darm-Trakt

metagenomisches Next-Generation-Sequencing

Next-Generation-Sequencing,

Sequenzierung der nachsten Generation

virus strain without insertion and deletion mutations,

Virusstamm ohne Insertions- und Deletionsmutationen

polymerase-chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion

porcine epidemic diarrhea, Porzine epidemische Diarrhoe
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PEDV

pH-Wert

PRRSV

RIEMS

RNA

rRNA

RT-PCR

RT-qPCR

RuhV

RusV

RuV

SCFA

S-INDEL

SIV

Spp.

STEC

porcine epidemic diarrhea virus,

Porzine epidemische Diarrhoe Virus

potential of hydrogen, Wasserstoffionenkonzentration
Porcine reproductive and respiratory syndrome virus,
Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus
Reliable Information Extraction of Metagenomic Sequence datasets
ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

ribosomal ribonucleic acid, ribosomale Ribonukleinsdure
reverse transcription polymerase-chain reaction,
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Real Time quantitative polymerase-chain reaction,
Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
Ruhugu-Virus

Rustrela-Virus

Rubella-Virus

Svedberg

Short Chain Fatty Acid, kurzkettige Fettsauren

virus strain with insertion and deletion mutations,
Virusstamm mit Insertions- und Deletionsmutationen
Simian Immunodeficiency Virus, Simianes Immundefiziens-Virus
Spezies (Plural), Arten

Shiga-Toxin-bildende E. coli
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Stx2e Shiga-Toxine (Stx) Typ 2 Variante e (= edema) bildende E. coli
TGEV transmissible gastroenteritis virus,

Transmissible Gastroenteritis Virus

us United States, Vereinigte Staaten
USA United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika
VSBV-1 Variegated Squirrel 1 Bornavirus, Bunthérnchen-Bornavirus 1
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Creative Commons CC-By-Lizenz veroffentlicht, die die uneingeschrankte Nutzung, Verbrei-
tung und Reproduktion in jedem Medium erlaubt, vorausgesetzt, das Originalwerk wird ord-

nungsgemal zitiert. Creative Commons CC-BY 4.0
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