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I. 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 Ansätze verfolgt und 

entsprechende Protokolle harmonisiert und in „Meta-Omics“ Ansätze integriert. Im Fokus 

stand dabei das Hausschwein als wichtiges Nutztier und Modell für humane Fragestellungen 

und Erkrankungen. 

Das Mikrobiom des Verdauungstraktes hat weitreichende Auswirkungen auf die Wirtsgesund-

heit, die Fitness und das Wohlbefinden. So wurde gezeigt, dass Veränderungen des humanen 

Mikrobioms mit Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes und Adipositas, bestimmten Krebs-

formen und Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht werden können. Auf der ande-

ren Seite kann das Mikrobiom u.U. günstig beeinflusst werden, z.B. durch diätetische Maß-

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 großer Bedeutung. 

Ganzheitliche Ansätze zielen dabei auf das Metagenom, das Metaproteom und das Metabo-

lom in ihrer Gesamtheit ab („Meta-Omics“). In der vorliegenden Arbeit wurde mit interdiszip-

linären Partnern eine integrierte Probenvorbereitung für tiefgefrorene Kotproben entwickelt. 

Das konsolidierte Protokoll steht nun für alle Ansätze zur Verfügung und wurde bereits im 

Rahmen eines weiterführenden Projektes eingesetzt. Die anschließende Datenintegration ver-

knüpfte die Mikrobiom-Zusammensetzung mit der Funktion und Stoffwechselaktivität. Wei-

terführende Studien sind insbesondere hinsichtlich der Auslenkungen durch systemische und 

fieberhafte Erkrankungen geplant. 

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde ein metagenomischer Ansatz gewählt, um einen aktu-

ellen Fall der porzinen epidemischen Diarrhoe (PED) aufzuklären. Die PED wird durch ein Al-

phacoronavirus verursacht. Die hoch ansteckende Erkrankung ist durch eine schwere Darm-

entzündung, wässrigen Durchfall, Erbrechen und Dehydrierung gekennzeichnet. Während alle 

Altersklassen von Schweinen erkranken können, sinkt die Sterblichkeit mit zunehmendem Al-

ter. Nach langen Jahren der Abwesenheit wurden seit Mai 2014 diverse Fälle der PED in 
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Deutschland beschrieben, meistens mit milden Verläufen. Einige Betriebe verzeichneten je-

doch auch schwere Verluste, die in vorangegangenen Studien weder den viralen Charakteris-

tika noch möglichen Koinfektionen kausal zugeschrieben werden konnten. Der im Rahmen der 

Arbeit untersuchte Fall trat im Frühjahr 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 mögliche Koinfektionen aufzudecken, wurden Kot- und 

Dünndarmproben von betroffenen Schweinen metagenomischen Analysen unter Verwen-

dung der Hochdurchsatzsequenzierung (next-generation sequencing) unterzogen. Phylogene-

tische Analysen zeigten hohe Identitäten zwischen den PEDV-Sequenzen, die aus Proben ver-

schiedener Tiere gewonnen wurden, und eine besonders enge Verwandtschaft mit aktuellen 

Stämmen aus Ungarn und Frankreich. Im Vergleich zu den im Jahr 2014 analysierten PEDV-

Stämmen konnte eine genetische Drift bestätigt werden. Erwartungsgemäß wurden Verände-

rungen hauptsächlich im Spike-Protein-kodierenden S-Genabschnitt beobachtet. Darüber hin-

aus zeigten metagenomische Analysen mehrere Picobirnavirus-Reads in allen untersuchten 

Proben. Letztere bedürfen weiterer Analysen zur Einordnung ihres Einflusses auf den Krank-

heitsverlauf. 

Die durchgeführten Studien bilden die Basis für weitere Detailuntersuchungen zum porzinen 

Darmmikrobiom und für Metagenomansätze in der Pathogenerkennung und -charakterisie-

rung beim Schwein. 
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II. Literaturübersicht 

 

1. VERFAHREN DER SEQUENZIERUNG 

Die Einführung der modernen Sequenziermethoden der 2. Generation, auch als next-genera-

tion sequencing (NGS) bezeichnet, revolutionierte die Anwendung der DNA-Sequenzierung 

(1). Die zuvor weit überwiegend eingesetzte Methode für 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 für 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 hierfür verhältnismäßig hoch. Mit den ab 2005 vorgestellten Sequenziermethoden der 

2. Generation (Genome Sequencer (5), Illumina (6) und Ion Torrent Technik (7)) wurden durch 

Parallelisierung Arbeitsaufwand und Kosten massiv reduziert und gleichzeitig der Durchsatz 

um Größenordnungen erhöht (8-10). Alle Methoden der 2. Generation waren zunächst als 

Shotgun-Sequenzierung konzipiert und beginnen mit der Fragmentierung der Ziel-DNA auf 

eine definierte Länge durch mechanische (z.B. Ultraschall) oder enzymatische Verfahren. Se-

quenzierungsmethoden der dritten Generation umfassen die Sequenzierung besonders langer 

Nukleinsäurefragmente und werden zum Beispiel durch das System von Pacific BioSciences 

(11) und Oxford Nanopore (12) repräsentiert. Diese Techniken benötigen keine klonale Amp-

lifikation der DNA-Fragmente vor der Sequenzierung und die Reaktion findet direkt am einzel-

nen Molekül statt (9, 10). Bei dem Einsatz dieser Technologie können einzelsträngige DNA, 

doppelsträngige DNA und RNA analysiert werden (12). 

Abbildung 1 zeigt einen Überblick über die Hauptschritte für die Probenvorbereitung und Da-

tenauswertung bei Anwendung der Sequenziertechniken der gegenwärtig 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 Signalstärke zu errei-

chen. Daran anschließend wurden, für die Sequenzierung der 1. Generation, die klonal in ein-

zelnen Bakterienkolonien amplifizierten Plasmide aus den individuellen Bakterienkolonien 

isoliert und jeweils die Sequenzierreaktion durchgeführt. Danach erfolgte die serielle automa-

tische Sequenzdetektion der Fluorophor-markierten DNA im Kapillarsequencer (begrenzt pa-

rallelisierbar, in einem Gerät bis zu 16 Kapillaren; darüber hinaus nur durch Einsatz mehrerer 

Geräte). Die Sequenzierung der 1. Generation ist somit sowohl durch die Sequenzierkapazität 

als auch durch den Aufwand und die Kosten limitiert, insbesondere wenn es um die Bestim-

mung von großen Genomen geht. Diese Limitationen waren Treiber für die Entwicklung der 

neuen Sequenziertechnologien. 
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Abbildung 1. Übersicht über die Hauptschritte der Sequenziertechniken (15). Überblick über 

die Hauptschritte der Revolutionen der Sequenziertechnologien der gegenwärtig drei Genera-

tionen. Abbildung modifiziert: Srivastav et al. 2019 (15), zu den Genehmigungsrechten siehe 

Kapitel IX: Anhang, 3. Erlaubnis zur Vervielfältigung. 

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 Ion Torrent; 

Bridge Amplification bei Illumina) entfiel die Notwendigkeit der Klonierung der DNA in Plas-

midvektoren und Amplifikation in vivo, weil es durch die genannten Amplifikationsverfahren 

möglich wurde, die klonale Amplifikation in vitro durchzuführen. Dadurch war es nicht mehr 

erforderlich, individuelle Moleküle zu bearbeiten. Dies ermöglichte die Parallelisierung der 

Amplifikation, um so millionenfach erhöhte Sequenzausbeuten zu erreichen (16). Die zweite 

entscheidende Verbesserung war die Möglichkeit, die Sequenzierreaktion hochgradig zu pa-

rallelisieren (zunächst mehrere Millionen Genomstücke (sog. Reads) pro Gerätelauf, inzwi-

schen bis zu mehreren Milliarden in einem Gerätelauf) und die Sequenz simultan auszulesen 

(im Unterschied zur 1. Generation, bei der erst die Sequenzierreaktion durchgeführt 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-

führung der Sequenzierung der 2. Generation die zuvor bestehenden Limitationen und es be-

gann eine neue Ära der Genomsequenzierung (14). 

Im Detail besteht der Arbeitsablauf für die Sequenzierung mit Verfahren der 2. Generation aus 

den wesentlichen Schritten (i) Herstellung einer DNA-Bibliothek, (ii) klonale Amplifikation der 

Moleküle der DNA-Bibliothek, (iii) Sequenzierung der DNA-Klone und (iv) Auswertung der ge-

nerierten Rohdaten. Abbildung 2 zeigt exemplarisch den Arbeitsablauf für die Illumina-Se-

quenziertechnologie (6, 17). Für die Herstellung einer Shotgun-DNA-Bibliothek wird die Ziel-

DNA zufällig fragmentiert und nach dem sogenannten fragment-end-polishing, bei dem Ein-

zelstrangüberhänge an den Enden der DNA-Moleküle beseitigt werden, werden die Adapter 

an die DNA-Fragmente ligiert (siehe Abbildung 2 a). Die Adapter dienen sowohl als Primerbin-

destellen für die bereits zuvor genannte klonale Amplifikation als auch als Bindestellen für die 

Primer, von denen aus die Sequenzierreaktion gestartet wird (siehe Abbildung 2 b). Die klonale 

Amplifikation ist der Sequenzierung vorgeschaltet und wird im Sequenziergerät direkt auf den 

Oberflächen der Flowcell, in der die Sequenzierung stattfindet, durchgeführt. Nach der als 

Bridge-Amplification bezeichneten Generierung von Millionen Clustern klonaler DNA-Frag-

mente startet die Sequenzierung. Dazu wird zunächst die an die Flowcell gebundene DNA de-

naturiert und anschließend der Sequenzierprimer an die Fragmente hybridisiert. An die Hyb-

ride aus Primer und einzelsträngiger Template-DNA bindet eine DNA-Polymerase (siehe Ab-

bildung 2 c). Während 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 Molekülen der individuellen Cluster eingebauten Basen aufgrund der unter-

schiedlichen Fluoreszenzmarkierung der Basen identifiziert werden können. 

Nach dem Auslesen der Fluoreszenzsignale werden die „Blocking-Gruppen“ von den Nukleo-

tiden entfernt und der nächste Zyklus startet. Auf diese Art können von jedem Cluster Sequen-

zen von bis 300 Basen ausgelesen werden. Dabei repräsentiert jedes Cluster ein einzelnes 

Stück DNA aus der Originalprobe (6, 17). 

 

Abbildung 2. lllumina-Sequenzierung mit Brückensynthese (6). Abbildung: Bentley et al. 2008 

(6) unter Creative Commons CC-BY-NC-SA 3.0. 

Für die Sequenzierung viraler Genome eröffnete das NGS neue Möglichkeiten, da das ungüns-

tige Verhältnis zwischen Virus und Wirt aufgrund der jetzt möglichen sehr großen Datensätze 
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relativiert wurde. So lassen sich beispielsweise bei einem Anteil von 0,1 % Virus in einer Nuk-

leinsäuremischung mit einem Datensatz von nur wenigen Millionen Reads für das Virusgenom 

verhältnismäßig einfach genug Reads generieren, um eine zuverlässige und vollständige Ge-

nomsequenz des Virus zu generieren. 

Auch die Detektion unerwarteter oder bislang unbekannter Viren mithilfe der sogenannten 

Metagenomanalyse wurde so möglich (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 für 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 möglich. Voraussetzung 

dafür ist allerdings immer, dass es in der für den Sequenzabgleich verwendeten Sequenzda-

tenbank eine hinreichend ähnliche Sequenz gibt, die die Erkennung viraler Sequenzen ermög-

licht (22). 

 

1.1. Metagenomanalysen für die Charakterisierung neuer Pathogene und zur Charak-

terisierung der normalen Diversität 

Die Fortschritte bei den NGS-Technologien und die schnelle Entwicklung der Bioinformatik 

und ihrer Werkzeuge bieten Möglichkeiten der Überwachung und Erkennung sich neu aus-

breitender Erkrankungen bei Mensch und Tier in bislang nie erreichter Qualität (23). Eine der 

wichtigsten NGS-Anwendungen ist die primerunabhängige, 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 

ungewöhnlicher infektiöser Ätiologien zu ermöglichen (24).  

In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass kürzlich das sogenannte „Global Virome Pro-

ject“ gestartet ist. Das Konzept beinhaltet die Identifizierung unbekannter und potentiell zoo-

notischer Viren von Säugetieren und Vögeln (25). Allerdings erfordert die Verwendung von 

mNGS als potenzielles Überwachungsinstrument ein tieferes Verständnis dessen, was eine 

"normale" Diversität, 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 ähnlich aufgebaute wissenschaftliche Studie beschreibt 

die Virusvielfalt in verschiedenen Arten von Proben wie Kotproben oder Proben aus dem Ver-

dauungstrakt von Nutztieren wie Rindern, kleinen Wiederkäuern (Ziegen und Schafe), Geflü-

gel und Schweinen. Auch in dieser Studie bestätigte sich eine reichhaltige Virusvielfalt wie 

Wirbeltierviren, Bakteriophagen (Myoviridae, Podoviridae und Siphoviridae) und Pflanzenvi-

ren. Astroviridae, Parvoviridae und Picornaviridae gehörten zu den am häufigsten gefundenen 

Virusfamilien (30). 

Einige neue Viren, die für die Tiermedizin bedeutsam sind, wurden mittels Metagenomanaly-

sen identifiziert (10). Ein Beispiel für 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 Kühen 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 durchgeführten 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 nützliches Hilfsmittel für 

die Tiergesundheit ist, da sie für eine Entdeckung möglicher pathogener Erreger herangezogen 

werden kann (32). 

Ein weiteres Beispiel ist die Entdeckung eines bis dahin unbekannten, zoonotischen Bornavi-

rus in Bunt- und Schönhörnchen, das mittels mNGS entdeckt wurde. Das Bunthörnchen-

Bornavirus 1 (Variegated Squirrel Bornavirus 1, VSBV-1) wurde bei gesunden Bunt- und Schön-

hörnchen und bei drei Züchtern von Bunthörnchen nachgewiesen, die zwischen 2011 und 

2013 an Enzephalitis erkrankten und verstarben. Umfangreiche molekularbiologische und im-

munhistologische Untersuchungen konnten belegen, dass es sich bei VSBV-1 um einen neuen 

zoonotischen Erreger handelt und sich die drei verstorbenen Züchter bei ihren infizierten 

Bunthörnchen angesteckt hatten (33).  



Literaturübersicht 

 

14 

Durch eine großangelegte Studie konnte eine weitere Krankheit mit bislang ungeklärter Ätio-

logie bei Nerzen aufgeklärt werden. Die Tiere zeigten neurologische Störungen wie Schütteln, 

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-ähnlichen Viren in Tieren. Von 

Juli 2018 bis Oktober 2019 zeigten ein Esel, ein Wasserschwein und ein Rothalswallaby 

schwere, akute neurologische Symptome wie Ataxien, Krämpfe, Lethargie und Unempfindlich-

keit. Alle Tiere lebten in demselben Zoo in der Nähe der Ostseeküste im Norden Deutschlands. 

Von September 2019 bis Februar 2020 wurden Nagetiere im Umkreis von 10 km um dieses 

Zoogelände für weitere Untersuchungen gesammelt. Mit Hilfe von metagenomischen und 

phylogenetischen Analysen konnten Bennett et al. (35) in allen untersuchten Proben das neue 

Rustrela-Virus (RusV) bestätigen. Das Rustrela-Virus gehört in die Außengruppe der Klade der 

Ruhugu-Viren (RuhV) und Rubella-Viren (RuV). Ruhugu-, Rustrela- und Rötelviren besitzen ei-

nen identischen genomischen Aufbau. Das Rustrela-Virus wurde nach seinem Rötelvirus-ähn-

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-

türlicherweise besiedeln und dort eine komplexe Biozönose bilden (36, 37). Dieses komplexe 

und dynamische Ökosystem 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). 

 

Abbildung 3. Das intestinale Mikrobiom beim Hausschwein (36-38). Überblick über 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 über 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 Ileum 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 Zäkums erwiesen sich als sehr ähnlich. Mehr als 90 % der 

nachgewiesenen Bakterien gehörten den beiden Phyla Firmicutes oder Bacteroidetes an (40). 
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Archaeen wurden zu weniger als einem Prozent der gesamten rRNA-Gen-Sequenzen von 

Schweinen nachgewiesen. Dominierende Archaeen sind Methanomicrobia und Thermococci. 

Eukaryotische Mikroben gehören hauptsächlich zu wirtsspezifischen Phyla, zu Pilzen und Pro-

tozoen insbesondere Balantidium coli (42). 

Viren stellen eine kleine Minderheit im Kotmaterial dar (42, 43), können jedoch in vielfältiger 

Weise im Gastrointestinaltrakt (GIT) vorkommen. Einige Viren können 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 Amöben infizieren, zeigt eine Zusammensetzung, bei der RNA-Viren überwiegen (43-

49). Der Großteil der nachgewiesenen Virussequenzen sind Schweineviren, die restlichen Se-

quenzen verteilen sich auf Bakteriophagen, Pflanzen- und Insektenviren (50). Virussequenzen, 

zugehörig zu den wirtsspezifischen Viren, gehören 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 häufig Familien wie Siphoviridae, Microviridae und Myo-

viridae nachgewiesen (45, 46). 

Jedes Tier besitzt sein individuelles intestinales Mikrobiom, abhängig 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). 

 

Abbildung 4. Die Entwicklung des intestinalen Mikrobioms beim Hausschwein (36, 51, 53). In 

Abhängigkeit von der Geburt beginnt die Entfaltung des anfänglichen Darmmikrobioms. Post-

natal ist die Besiedlungsdichte des Darms gering und die Vielfalt des Mikrobioms steigt zuneh-

mend. Während der Saugphase schreitet die Besiedlung voran. Nach dem Absetzen über 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 während der Geburt und ist von der Art 

der Geburt (natürliche Geburt oder Schnittentbindung), dem Muttertier und von der Geburts-

umgebung abhängig. Die Komposition des fetalen Darmmikrobioms steht in Verbindung mit 

der mütterlichen Dermal-, Vaginal- und Fäkalflora bei einer Vaginalgeburt (51, 54, 55). Primär 

siedeln sich natürlicherweise Enterobakterien (E. coli), Staphylococcus spp., Lactobacillus spp. 

und Streptococcus spp. an (53-55). Neugeborene, die durch eine Sectio caesarea auf die Welt 

kommen, haben zunächst ein anderes Besiedlungsverhältnis (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 früher erforderlich, z.B. zum Schutz 

des Muttertieres oder der Saugferkel, darf ein Absetzen im Alter von über 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 Fähigkeit verliert Immunglobuline 

aufzunehmen und die mütterlichen Antikörper nicht plazentagängig sind (57). Neben der Her-

stellung der passiven Immunität, Energieversorgung und Nährstoffbereitstellung sind Bakte-

rien im Kolostrum enthalten (53, 58). In der anfänglichen Saugperiode dient den Saugferkeln 

Milch als Hauptnahrungsquelle und die Kolonisierung des Magen-Darm-Traktes (MDT) schrei-

tet voran (53, 59). Bei Muttermilch-ernährten Ferkeln siedeln sich hauptsächlich 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 Entwöhnungsfutters formt zusätzlich die Reifung 

der Darmmikrobiota. Es kommt zu Veränderungen in der Zusammensetzung und Vielfalt, so-

wie zu einem Zuwachs der Mikrobengemeinschaft (60). 

Absetzen ist eine kritische Lebensphase beim Schwein und führt durch Veränderungen 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 trägt maßgeblich zu Verschiebungen in der Komposition der Darmmik-

robiota bei (36, 61-64). Zu den bisherigen Mikroben kommen neue konkurrierende Stämme 

hinzu und die Diversität entfaltet sich (36). 

Der pH-Wert im Magen liegt bei einem ausgewachsenen Schwein in einem Bereich von etwa 

2. Dieser hohe Säuregehalt hemmt eine zu schnelle Bakterienvermehrung (65). Bei Ferkeln 

hingegen liegt der anfängliche Magen pH-Wert ähnlich dem des Nahrungsbreis und sinkt mit 

zunehmendem Alter erst allmählich ab. Dadurch können sich Bakterien frei vermehren. Hinzu 

kommt, dass Sauenmilch und Milchersatznahrung eine hohe säurepuffernde Wirkung haben 

und die Magensäure neutralisieren. Es verbleibt kaum freie Magensäure und somit steigt die 

Häufigkeit von Magen-Darm-Erkrankungen (65). Adulte Schweine weisen im Vergleich zum 

Absetzer bzw. Jungtier ein stabileres intestinales Darmmilieu auf und sind gegenüber dynami-

schen Einflüssen aus der Umgebung unempfindlicher. Die Vielfalt und Fülle der mikrobiellen 

Darmgemeinschaft nimmt mit fortschreitendem Alter ab (66). 

 

2.1. Die Bedeutung der Mikrobiomzusammensetzung für die Tiergesundheit in der 

Schweinehaltung 

Der Magen-Darm-Kanal übernimmt mit sekretorischen Funktionen, den mikrobiellen Stoff-

wechselleistungen vornehmlich im Dickdarm, der Verdauung und Resorption von Nährstoffen 

zum Erwerb von Energie, sowie der Entgiftung und Aufrechterhaltung der Immunhomöostase 

wichtige Funktionen im Körper (67, 68). Die Vielfalt der Mikroorganismen im Verdauungskanal 

unterstützt dabei viele Aufgaben und hat somit einen Einfluss auf die Gesundheit (40, 62). Die 

Mikroorganismen sind beteiligt an der Vitaminsynthese (z.B. Pantothensäure, Cobalamin, Vi-

tamin K, Folsäure, Nikotinsäureamid), 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 Fettsäuren 

(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 angesäuert und Elektrolyte und Spurenelemente werden zusätzlich 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 Diversitätsverlust 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 Entzündung 

der Darmmukosa, eine erhöhte Permeabilität der Darmschleimhaut mit erhöhtem Durchdrin-

gen von Toxinen und Pathogenen und einem Ausbreiten von Darm-assoziierten pathogenen 

Erregern (62). Die Tiere leiden unter Diarrhoe und einer erhöhten Infektanfälligkeit (62, 73). 

Zum intestinalen Mikrobiom von Schweinen gehören physiologisch E. coli Bakterien, die der 

Familie der Enterobacteriaceae zugehörig sind. Verschiedene Stämme besitzen Virulenzfakto-

ren, die pathogenes Potential entwickeln können und bei Schweinen hauptsächlich in der Auf-

zuchtphase Erkrankungen verursachen können (Enteric colibacillosis). Durchfallbedingte 

Schwierigkeiten treten beim Absatzferkel oftmals innerhalb von zehn Tagen nach dem Abset-

zen auf und sind durch ETEC-Stämme (enterotoxische E. coli) bedingt. Die Tiere zeigen wäss-

rigen Kot von graugrüner bis bräunlicher Farbe mit Blutbeimengungen. Weitere Symptome 

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

Ein bis zwei Wochen nach dem Absetzen können die Tiere durch eine zu große Aufnahme an 

Futter mit der Folge einer massiven Vermehrung der enteropathogenen Stämme von E. coli 

im Dünndarm an Colienterotoxämie (Ödemkrankheit) 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 Ödemen im Kopfbereich (Augenli-

der, Nasenrücken und Maul), neurologischen Ausfallerscheinungen (Apathie, Schreckhaf-

tigkeit, Ataxien, Festliegen in Seitenlage und Ruderbewegungen), Dyspnoe und Schockzustän-

den dar. Die Morbidität liegt bei bis zu 30 %, die Letalität bei nahezu 100 %. Einzelne überle-

bende Tiere Kümmern, wachsen auseinander und zeigen chronische zentralnervöse Störun-

gen. Die damit einhergehende Problematik und verlängerte Mastdauer, sowie weiteren Kos-

ten für kurative Behandlungen führen zu erhöhten wirtschaftlichen Verlusten (61, 74-76). 

Neben einem optimalen Fütterungskonzept mit hochwertigen Futterrohstoffen von hoher hy-

gienischer Qualität können Zusatzstoffe in Futtermitteln wie „ernährungsphysiologische Zu-

satzstoffe“ (z.B. Vitamine, Provitamine oder Spurenelemente) oder „zootechnische Zusatz-

stoffe“ (z.B. Verdaulichkeitsförderer oder Darmflorastabilisatoren) oder die Zugabe von Prä-

biotika helfen, die Intestinalflora zu stabilisieren und unerwünschte Mikroben zu beseitigen 

(64, 77-80). Bestimmte in Futtermitteln enthaltene Inhaltsstoffe, insbesondere Ballaststoffe 
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wie Pektin, können eine günstige Zusammenstellung an protektiven Mikroorganismen fördern 

(69). Eine zu fetthaltige Diät unterstützt ein Ungleichgewicht der Zusammensetzung des 

Darmmikrobioms und beeinträchtigt die Darmbarriere. Weiterhin verschiebt sich das Verhält-

nis zwischen Firmicutes und Bacteroidetes (81). Zu den Darmflorastabilisatoren zählen Probi-

otika wie Lactobacillus casei oder Enterococcus faecium (69, 78). Diese lebenden Mikroorga-

nismenkulturen müssen so unempfindlich sein, dass sie die Digestion unbeschadet überste-

hen (69). Sie wirken sich günstig auf die Balance der Intestinalflora aus, die Ansiedlung patho-

gener Erreger wird erschwert und sie haben positive Effekte auf die Tiergesundheit (78). Prä-

biotika wie Inulin oder Lactulose dienen den intestinalen Bakterien als fermentierbares Sub-

strat und können nicht durch körpereigene Enzyme verarbeitet werden. Aus ihnen werden 

vermehrt kurzkettige Fettsäuren gebildet. Diese dienen als Energiezufuhr für das Darmepithel 

und durch die Bildung von organischen Säuren wie Milchsäure sorgen sie für eine Ansäuerung 

des Darmmilieus, und fördern somit die Entfaltung säureliebender Keime und hemmen die 

Ausbreitung fäulnis-verursachender Keime (69). 

Ein Fütterungsvergleich (ein Futter fein vermahlen, ein Futter grob pelletiert und ein Futter 

grob pelletiert mit einem Zusatz von 1,8 % Ameisensäure), zeigt, dass das grob pelletierte Fut-

termittel eine Zunahme an Anaerobiern und Milchsäure produzierenden Bakterien fördert 

und sich eine verringerte Anzahl an Enterobacteriaceae (d.h. Salmonellen und coliforme Bak-

terien) nachweisen lässt. Ein geringer pH-Wert, hohe Konzentrationen an organischen Säuren 

und eine bedeutende Menge an Milchsäurebakterien erwies sich als wirksam für die Bekämp-

fung von Salmonellen im MDT von Schweinen (82). Weitere positive Auswirkungen einer grö-

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 höhere mechanische Sättigung 

und bedingt durch die vermehrte Beschäftigung zeigen sie weniger Stereotypien (61, 78, 82). 
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2.2. Hintergrund der Kenntnis des porzinen Darmmikrobioms für die Verwendung des 

Schweins als humannahes Modelltier 

Auch beim Menschen haben sich große 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 ähnlich in Schweinen (40). Die 

Phyla Actinobacteria, Proteobacteria und Verrucomicrobia konnten zu kleineren Anteilen ta-

xonomisch dargestellt werden. Methanobrevibacter und Methanosphaera sind die am häu-

figtsen vorkommenden Gattungen zugehörig 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. Stoffwechselstörungen, Autoimmunerkrankungen, neurologischen Entwicklungsstö-

rungen oder Krebs und rückt somit immer weiter in den Fokus (86). Um Veränderungen in der 

Zusammensetzung des Darmmikrobioms besser verstehen zu können besteht ein dringender 

Bedarf an einem humannäheren experimentell zugänglichen, biomedizinischen System (37, 

86-88). Die bisherigen Studien konzentrierten sich auf das murine Modell (88). Das Schwein 

als biomedizinisches Modell für die Humanmedizin bietet vielseitige Vorteile. Sus scrofa ist 

dem Menschen in Bezug auf Anatomie, Physiologie und Genetik sehr ähnlich. Die Körperor-

gane weisen entsprechende Größen, Strukturen und Funktionen auf (37, 87). Die Genomse-

quenz beider Spezies weist hohe Übereinstimmungen auf. Bei untersuchten Parametern des 

Immunsystems stimmen die der Schweine mehr mit denen des Menschen überein, 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 für menschliche mikrobielle Infektionskrankheiten aus dem Tiermodell 

Schwein wahrscheinlicher für therapeutische Behandlungen für den Menschen vorhersagen. 

Das Schwein ermöglicht unterschiedliche chirurgische wie beispielweise Herzchirurgie und 

nicht-chirurgische Verfahren wie der Gewinnung von bronchoalveolärer Lavage, die typischer-

weise in der Humanmedizin angewandt werden, und an Nagetieren schwer oder gar nicht 

durchführbar 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-

tagiöse Durchfallerkrankung von Schweinen (89, 90). Sie verursacht hochgradige Entzündun-

gen des Darmtraktes, wässrigen Durchfall, Erbrechen, Dehydratation, Inappetenz und Fieber 

(siehe Abbildung 5) (90, 91). Das PED-Virus betrifft alle Altersstufen mit einer Morbidität bis 

zu 100 %, die Mortalitätsraten sinken jedoch mit zunehmendem Alter. Bei Saugferkeln können 

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 lässt sich klinisch nicht von dieser infektiösen 

Durchfallerkrankung unterscheiden (90, 93). Es sind überwiegend Saugferkel mit hoher Mor-

talität betroffen (94). 

 

Abbildung 5. Pathophysiologie der infektiös bedingten PED (9, 19, 32, 61, 76, 95-97). Nach 

fäkal-oraler PEDV Aufnahme folgt eine Ansiedlung primär im Dünndarm mit der Folge einer 

wässrigen Diarrhoe. Das Tier zeigt die typischen klinischen Erscheinungen einer PED Erkran-

kung. Die Infektionszeit beträgt 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-Fälle bei Schweinen in England auf (89). In den darauffolgenden 

Jahren kam es vorwiegend in Europa und Asien in Schweinebetrieben gehäuft zu Ausbrüchen 

(98, 99). In den 1990er-Jahren blieb das Virus in Asien endemisch, währenddessen PED Fälle 

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 Frühjahr 2013 zu Ausbrüchen mit einem hoch-

virulenten PEDV-Stamm (98, 101-103). Dieser ist nahe verwandt mit hochvirulenten Vi-

russtämmen aus China. Diese hochvirulenten PEDV-Stämme werden als NON-INDEL-Stämme 

(Virusvarianten ohne Insertionen bzw. Deletionen im für das Spike-Protein kodierenden Ge-

nomabschnitt) bezeichnet. NON-INDEL-Stämme werden im Zusammenhang mit schwersten 

Verläufen isoliert und beschrieben (10, 102, 104, 105). Ab Januar 2014 wurden sogenannte S-

INDEL Virusstämme (Virusvarianten mit Insertionen und Deletionen im Spike-Gen) gefunden. 

Diese zeigten in vielen Fällen eine niedrigere Virulenz und gingen mit milderen Krankheitsver-

läufe einher (10, 101, 105-107). Auch im Südwesten Deutschlands wurde 2014 PEDV erneut 

in einem Schweinemast- und in zwei Ferkelerzeugerbetrieben nachgewiesen. Die Schweine 

aus dem Mastbetrieb zeigten klinisch gelblich, wässrigen 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 

bestätigt. Für eine vollständige Genomsequenzierung wurden ausgewählte positive Kotpro-

ben aus allen drei Betrieben an das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) auf der Insel Riems, 

Deutschland, übersandt. Die analysierten deutschen Stämme zeigten sehr hohe Nukleotidse-

quenz-Identitäten mit einer S-INDEL-Variante von PEDV (OH851) aus den Vereinigten Staaten. 

Die Identität zu den hochvirulenten Stämmen 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 Mortalität 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 für eine NGS-Analyse herangezogen und eine voll-

ständige Genomsequenz eines S-Gen-INDEL-Stamms des PEDV, der dem deutschen PEDV-

Stamm (GER/L00719/2014) mit 99,9 % Identität ähnelt, isoliert (106). Im Januar 2015 kam es 

im Süden 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 
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Sterblichkeitsraten bei den Ferkeln. Analysen zeigten eine Identität von 99,0 % mit PEDV-Va-

rianten aus den USA, sowie 100,0 % Identität zu den Stämmen aus Deutschland (107). Ebenso 

kam es in Belgien im Januar 2015 zu einem Ausbruch der PED bei Mastschweinen und einer 

anschließenden vollständigen Genomsequenzierung. Der isolierte Stamm BEL/15V010/2015 

war am nächsten 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 Nukleotididentität 

mit europäischen und amerikanischen S-INDEL-Stämmen (108). Auch in einer Publikation aus 

dem Jahr 2019 wurde von Ausbrüchen von PEDV in Ungarn berichtet, bei der es zu großen 

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 für den PEDV-Nachweis (98). Neben dem Nachweis 

Coronaviren-ähnlicher Partikel in der Elektronenmikroskopie kann das Genom der Viren mit-

tels der real-time RT-PCR nachgewiesen werden (76, 103, 111). Mittels Hochdurchsatz-Se-

quenzierung kann neben dem Nachweis von PEDV als pathogenem Vertreter, und der genau-

eren Analyse des Virusgenoms, auch die Komposition des fäkalen Viroms - als Teil des gesam-

ten Mikrobioms - in Verbindung einer Durchfallerkrankung beim Schwein untersucht werden 

(9, 19, 32, 96, 97). 
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III. ZIELSETZUNG 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden moderne Sequenziertechniken für verschiedene Aspekte 

der Schweinegesundheit eingesetzt. Zielsetzung war die Optimierung der Arbeitsabläufe hin-

sichtlich einer interdisziplinären Nutzbarkeit und der gezielte Einsatz für die Detailcharakteri-

sierung von Pathogenen. 

 

Etablierung harmonisierter Probenvorbereitungsprotokolle für „Meta-Omics“ Ansätze und 

der Einsatz für die Charakterisierung des porzinen Darmmikrobioms 

Im Rahmen der Arbeit wurden „Meta-Omics“ Ansätze (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 für nachfolgende In-

fektions- und Koinfektionsstudien zur Verfügung stehen. 

 

Nutzung metagenomischer Ansätze für 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 klären, inwieweit sich das Pathogen seit dem Ausbruchsgeschehen von 2014 

verändert haben könnte und ob neue Varianten für die klinischen Fälle 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-

sätzlich 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 präsentiert und sind nicht im Literaturverzeichnis dieser Promotionsschrift ent-

halten. Die Nummerierung der Abbildungen und Tabellen entspricht der veröffentlichten 

Form des jeweiligen Manuskripts. 
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V. DISKUSSION 

 

Der Einsatz moderner Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren in Verbindung mit aktuellen bioin-

formatischen Methoden erlaubt es heute, in kürzester Zeit das Metagenom bzw. das Mikro-

biom einer beliebigen Probe zu erfassen und so Informationen über die Zusammensetzung 

von Mikroorganismen inklusive Pathogenen sowie damit zusammenhängende 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 dafür im Mittelpunkt, um zukünftig Veränderungen des Darmmikrobioms im 

Zuge von Infektionskrankheiten zu analysieren. Hierzu wurde zunächst ein neuartiges Proben-

vorbereitungsprotokoll etabliert, um umfassende und vergleichende „Meta-Omics“ Ansätze 

(Kombination aus Metagenom, Metaproteom und Metabolom) aus dem gleichen Probenma-

terial zu ermöglichen (Publikation I).  

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 Rückschlüsse auf die Genetik des Erregers so-

wie die mit der Infektion einhergehenden Veränderungen des Darmmikrobioms zu erhalten 

(Publikation II).  

 

Etablierung harmonisierter Probenvorbereitungsprotokolle für „Meta-Omics“ Ansätze und 

der Einsatz für die Charakterisierung des porzinen Darmmikrobioms 

In diesem Studienteil stand die Protokolloptimierung für 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 
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sogenannten „crypoPREP®“-Instruments und die nachfolgende integrierte Analyse von Meta-

genom/16S rRNA, Metaproteom und Metabolom erlaubte.  

Der Schlüssel 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, gewährleistet. Wylezich et al. haben 2018 hierzu ein erstes Pro-

tokoll zur Probenaufarbeitung für diagnostische Metagenom-Analysen von Human-, Tier- und 

Lebensmittelproben beschrieben, das als Grundlage für die Weiterentwicklung diente. Ziel 

dieser Verfahren ist eine weitgehend matrixunabhängige Probenaufschlussmethode für die 

Extraktion von Nukleinsäuren hoher Qualität. Es wurden hierzu mehrere Aufschlussmethoden 

hinsichtlich ihrer Eignung und Freisetzung von Nukleinsäuren 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 „TissueLyser“-Verfahren bei den Testversuchen mit Schweinekot den stärksten RNA-Ab-

bau und man erhielt nur sehr kurze RNA-Fragmente. Die besten Ergebnisse wurden für 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). 

 

Abbildung 6. Überblick über 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 flüssigem 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-Glasfläschchen zu sammeln. Abbildung: Savic 
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et al. 2013 (113), zu den Genehmigungsrechten siehe Kapitel IX: Anhang, 3. Erlaubnis zur Ver-

vielfältigung. 

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 möglichst umfassend zu charakterisieren (114). Die Entwicklung von OMICS-

Techniken, einschließlich der Shotgun-Metagenomik (Untersuchung von mikrobiellen Geno-

men und Taxa/Stämmen), 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-

vität innerhalb eines komplexen Systems und hilft bei der Verbesserung der Gesundheit und 

der Behandlung von Krankheiten. Abbildung 7 zeigt diese Verknüpfung der Meta-Omics-An-

sätze für 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 

über 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 Klärung der Wechselwirkung zwischen dem zent-

ralen und enterischen Nervensystem und dem MDT (Darm-Hirn-Achse). Diese Studie ist bei-

spielhaft für 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 können (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 für 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-

zönose herangezogen werden (9). Neben der Darstellung der Biodiversität 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 für alle Arten von Mikroorganismen (116). 
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In unserer Studie zeigte die taxonomische Analyse der fäkalen Mikrobiome über 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 ähnlich und wiesen ein typisches fäkales Mikrobiom von Säugetie-

ren auf, das hauptsächlich aus den Phyla Firmicutes und Bacteroidetes besteht und in ähnli-

cher Form auch von Isaacson et al. (40) im Jahr 2012 gezeigt wurde. Das fäkale Mikrobiom 

wurde dominiert von Prevotellaceae, Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae 

und Clostridiaceae. In einer Studie von Correa-Fiz (118) von 2019 wurde ebenfalls die fäkale 

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 fäkalen 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 ähnlich, was 

die sehr wichtige Möglichkeit eröffnet, Kot als minimal-invasive Probe für zukünftige Analysen 

des GIT´s heranzuziehen. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die erfassten Mikrobiome aus 

dem Ileum 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 Ileum 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 Ileum 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 Variabilität zwischen den einzelnen Tieren und an den Beprobungstagen festgestellt. Die 

Datenintegration der Metaproteomik und Metabolomik zeigte dabei eine große Abdeckung 

der Stoffwechselwege. Die Analyse des Metaboloms von Schweinekot erfasste zusätzlich Ami-

nosäuren und verwandte Abbauprodukte, Kohlenstoff-Hauptmetabolite, Fettsäuren sowie 
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kurzkettige Fettsäuren (SCFA). Acetat zeigte sich als die am häufigsten vorkommende SCFA. 

Butyrat und Propionat wurden ebenfalls in hohen Konzentrationen detektiert. Die hier nach-

gewiesenen kurzkettigen Fettsäuren 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 Fettsäuren 

einen relativ stabilen funktionellen Zustand. 

Die gewonnenen Daten sind sowohl für Studien zum Mikrobiom des Nutztiers Schwein als 

auch für biomedizinische Infektionsmodelle in der Humanmedizin wertvoll. Das Schwein bie-

tet gegenüber der Maus und anderen Labornagern entscheidende Vorteile. In Bezug auf Ana-

tomie und Physiologie der Körperorgane ist das Schwein, im Vergleich zu Nagetieren, dem 

Menschen ähnlicher und stellt ein gutes Modell für die Untersuchung diverser mikrobieller 

Infektionskrankheiten dar. Menschen und Schweine ernähren sich beide omnivor. Insgesamt 

lassen sich gewonnene Ergebnisse aus Experimenten, die an Schweinen durchgeführt wurden, 

besser auf den Menschen übertragen, als die aus murinen Modellen (37, 87). Vergleicht man 

den Verdauungstrakt von Menschen und Mäusen, 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 ähnelt (40, 119). Im Detail konnten auch Lamendella et al. 

(42) zeigen, dass das fäkale Mikrobiom des Schweins von den Phyla Firmicutes und Bacteroi-

detes dominiert wurde, was mit verschiedenen Studien der Darmumgebung von Säugetieren 

übereinstimmt. Die am häufigsten 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-

dürfnissen der Tiere beteiligt. Während des Wachstums des Schweins kommt es zu Verände-

rungen in der Zusammensetzung des Darmmikrobioms. Auch hier wurden im distalen Darm-

trakt zwei dominierende Hauptphyla - Firmicutes und Bacteroidetes -nachgewiesen. Im Ileum 

jedoch gehörte der Großteil Bakterien zum Phylum Proteobacterium (bis zu 40%). Firmicutes 

konnten ebenso dominant im Ileum 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 Datensätze verwendet, um Koinfektionen bzw. 

das Vorhandensein weiterer Viren aufzudecken. Hier zeigte sich eine der Stärken der Metage-

nomanalyse, da nicht nur das Pathogen selber, sondern auch die Begleitflora über die breit 

erfassten genetischen Daten analysiert werden kann. 

PED ist eine hochkontagiöse 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, 

ausgelöst wird (89). Nach der Erstbeschreibung 1971 wurden diverse Ausbrüche in Europa 

gemeldet, die jedoch in den folgenden Jahren stark zurück gingen (93). Da die Erkrankung 

weder melde- noch anzeigepflichtig ist, fehlen jedoch Überwachungsdaten, die Aufschluss 

über eine stille Ausbreitung geben könnten. 

In die Schlagzeilen geriet die Erkrankung nach verheerenden Ausbrüchen 2013 in den USA und 

später in Kanada (122). Das Virus verbreitete sich in kürzester Zeit über insgesamt 29 ameri-

kanische Staaten und verursachte einen immensen finanziellen Schaden (123). Genomanaly-

sen bestätigten, dass die hochvirulenten Virusstämme ihren Ursprung in Asien hatten (122), 

wo seit 2011 auch von schwersten Verläufen berichtet worden war (124). Durch diese Ereig-

nisse aufgeschreckt, wurde die Überwachung auch in vielen anderen Ländern mit nennens-

werter Schweineproduktion intensiviert. In der Folge wurden PED-Fälle in diversen europäi-

schen Ländern gemeldet, die jedoch vorwiegend mit milderen Verläufen 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“-Stämmen Insertionen und Deletionen im Spike-

Gen aufwiesen, untereinander aber hohe Identitäten zeigten (132). Diese Stämme wurden als 

„INDEL“-Varianten bezeichnet. Die schweren Verläufe, 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 Verschärfung der Situation für das Ein-

zeltier auszugehen. Nach diesen Fällen ebbten die offiziellen Berichte wieder ab, obgleich aus 

der Praxis weiter von Fällen berichtet wurde (S. Blome, persönliche Mitteilung). 

Im Frühjahr 2019, fünf 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 Durchgängen waren deutliche Verluste 

zu verzeichnen, so dass ein Interesse bestand, das ursächliche Virus näher zu charakterisieren 

und der Frage nachzugehen, wie sich die Stämme möglicherweise verändert hatten. Dieser 

Betrieb wurde daher für eine weiterführende Analyse ausgewählt. 

Nach der initialen Bestätigung von PEDV wurden Kot- und Dünndarmproben von betroffenen 

Schweinen metagenomischen Analysen mittels Next-Generation Sequencing unterzogen. Im 

Detail wurden Kot- und Darmproben von fünf Sauen und zwei Ferkeln für einen RNA-Shotgun-

Sequenzierungsansatz über Illumina MiSeq™ verwendet. Die resultierenden Genomsequen-

zen wurden für phylogenetische Analysen mit prototypischen Stämmen verwendet und die 

taxonomische Klassifizierung wurde mit Hilfe der Software-Pipeline RIEMS (Reliable Informa-

tion Extraction of Metagenomic Sequence datasets) durchgeführt (133). Dabei wurden die ak-

tuellen Virusstämme mit den Stämmen aus den vorherigen Studien verglichen, um die Evolu-

tion des Virus zu verfolgen und mögliche Virulenzunterschiede zu detektieren. 

Es konnte gezeigt werden, dass die ursächlichen Virusstämme ein eigenes, neues Cluster in-

nerhalb der S-INDEL-Stämme bilden, mit über 99,9 % Identität untereinander. Zwei Stämme 

aus Ungarn und ein Stamm aus Frankreich aus dem Jahr 2019 zeigten Übereinstimmungen 

von über 99,5 % zu diesen deutschen Stämmen, so dass davon auszugehen ist, dass das Virus 

weiter in Europa zirkulierte und sich in eine ähnliche Richtung entwickelte (109). Zu den deut-

schen Stämmen aus dem Jahr 2014 bestand eine Identität von nur noch 98,5 %. Weit entfernte 

Verwandte in dem Vergleich waren die hochvirulenten NON-INDEL-Stämme aus China und 

den USA mit einer Identität 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 für „klein“ 

und „bi“ für das Vorhandensein zweier (bi) RNA-Segmente. Es handelt sich also um kleine, 

doppelsträngige RNA-Viren mit segmentiertem Genom (134), die weltweit vorkommen (135). 

Sie werden oft in Kotproben von Menschen, vielen Haussäugetierarten, Wildtieren, Vögeln 

und Reptilien nachgewiesen und grundsätzlich mit Durchfall assoziiert (134, 136, 137). Es wird 

von einer erfolgreichen fäkal-oralen Übertragung von Tier zu Tier ausgegangen (137). Zu den 

Studien, die ebenfalls Picobirnaviren nachweisen konnten gehört 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 könnten daher auch eine Rolle als 

Kofaktor spielen, wenn es beispielsweise zu einer Verschiebung des fäkalen Viroms kommt. 

Derartige Verschiebungen können unter Umständen mit Krankheitszuständen assoziiert wer-

den, insbesondere Schleimhautentzündungen (43). Ein abnormales enterisches Virom, sowie 

ein Diversitätsverlust der Darmbakterienpopulationen zeigte sich beispielsweise in Studien bei 

Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcera (139). Für unsere Studie bleibt also zu klären, 

in wie weit die klassifizierten picobirnaviralen Sequenzen den Schweregrad der Infektion be-

einflusst haben. In diese Richtung könnten zukünftig 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 

fäkale 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-

hörten 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 

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

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in dieser Arbeit in beiden Studienteilen der 

Einsatz moderner Sequenziertechniken - für die Analyse des porzinen Darmmikrobioms und 

die detaillierte Pathogencharakterisierung - im Fokus stand. Sowohl die Protokolloptimierung 

für „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 große Bandbreite der Einsatzgebiete der OMICS-Techniken und 

insbesondere der NGS-basierten Metagenomik. Es ist davon auszugehen, dass diese Technik 

sich noch weiterentwickelt und zukünftig eine noch wichtigere Rolle in der Veterinärmedizin 

einnehmen wird. 
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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 Qualität und Detailschärfe. Dabei lassen sich sowohl die 

mikrobiellen Gemeinschaften eines bestimmten Lebensraums darstellen als auch neue Mik-

roorganismen oder Pathogene identifizieren und charakterisieren. Darüber hinaus ermöglicht 

die Metganomanalyse in Kombination mit weiteren „Omics“-Technologien auch die funktio-

nellen Aspekte der Lebensgemeinschaften zu erfassen und so zum Gesamtverständnis von 

ökologischen und patho-biologischen Zusammenhängen beizutragen. Die in der vorliegenden 

Arbeit vorgestellten Studien in der Nutz- und Modelltierart Schwein widmeten sich zwei As-

pekten der oben genannten Ansätze, d.h. der Optimierung und Anwendung sogenannter 

„Meta-Omics“ Abläufe 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 interdisziplinären Partnern eine integrierte 

Probenvorbereitung für tiefgefrorene Kotproben entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Bearbeitung schockgefrorener Proben mittels mechanischer Desintegration („CryoPrep“) 

alle nachfolgenden Meta-Omics-Ansätze und -Analysen in hoher Qualität gestattet. Darüber 

hinaus konnte das natürliche Darmmikrobiom heranwachsender Schweine charakterisiert 

werden. Die untersuchten Kot- und Dickdarmproben waren dabei so ähnlich, dass die nicht-

invasive Kotuntersuchung auch für 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 

mögliche phylogenetische Einordnung. Es konnte gezeigt werden, dass die ursächlichen Vi-

russtämme ein eigenes, neues Cluster innerhalb der sogenannten S-INDEL-Stämme bilden. 

Zwei Stämme aus Ungarn und ein Stamm aus Frankreich aus dem Jahr 2019 zeigten Übereinst-

immungen von über 99,5 % zu diesen deutschen Stämmen, so dass davon auszugehen ist, dass 
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das Virus weiter in Europa zirkulierte und sich in eine ähnliche Richtung entwickelte. Des Wei-

teren wurde ein Picobirnavirus im Kot der erkrankten Schweine gefunden, dessen Potential 

als Pathogen noch weiterer Klärung bedarf. 
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VII. 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. Abkürzungsverzeichnis 

 

cDNA   complementary desoxyribonucleic acid, 

komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

ddNTP  dideoxynucleotide triphosphate, 

Didesoxyribonukleosid-Triphosphate 

DNA   desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   deoxynucleotide triphosphate, Desoxynukleosid-Triphosphat 

E. coli   Escherichia coli 

ESF   Europäischer Sozialfond 

ETEC   Enterotoxische Escherichia coli 

FLI   Friedrich-Loeffler-Institut 

GIT   Gastrointestinaltrakt 

MDT   Magen-Darm-Trakt 

mNGS   metagenomisches Next-Generation-Sequencing 

NGS   Next-Generation-Sequencing, 

Sequenzierung der nächsten Generation 

NON-INDEL  virus strain without insertion and deletion mutations, 

Virusstamm ohne Insertions- und Deletionsmutationen 

PCR   polymerase-chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

PED   porcine epidemic diarrhea, Porzine epidemische Diarrhoe 
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PEDV   porcine epidemic diarrhea virus, 

Porzine epidemische Diarrhoe Virus 

pH-Wert   potential of hydrogen, Wasserstoffionenkonzentration 

PRRSV   Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, 

Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus 

RIEMS   Reliable Information Extraction of Metagenomic Sequence datasets 

RNA   ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

rRNA   ribosomal ribonucleic acid, ribosomale Ribonukleinsäure 

RT-PCR   reverse transcription polymerase-chain reaction, 

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

RT-qPCR   Real Time quantitative polymerase-chain reaction, 

Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

RuhV   Ruhugu-Virus 

RusV   Rustrela-Virus 

RuV   Rubella-Virus 

S   Svedberg 

SCFA   Short Chain Fatty Acid, kurzkettige Fettsäuren 

S-INDEL   virus strain with insertion and deletion mutations, 

Virusstamm mit Insertions- und Deletionsmutationen 

SIV   Simian Immunodeficiency Virus, Simianes Immundefiziens-Virus 

Spp.   Spezies (Plural), Arten 

STEC   Shiga-Toxin-bildende E. coli 
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Stx 2 e   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, Bunthörnchen-Bornavirus 1 
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