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Abkilrzungsverzeichnis
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dsRNA — Doppelstrang-Ribonucleinséure
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PCR — Polymerase Chain Reaction / Polymerase-Kettenreaktion
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gPCR - quantitative Polymerase Kettenreaktion
RT-gPCR - Reverse Transkription quantitative Polymerase-Kettenreaktion
RVA — Rotavirus A

RVAs — Rotaviren der Gruppe A

RVC - Rotavirus C

RVCs — Rotaviren der Gruppe C

RVs — Rotaviren

VP1 - Virusprotein 1
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VP3 — Virusprotein 3
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1 Einleitung

Einer der bedeutendsten Zweige der Tierproduktion ist die Schweinehaltung. Schweinefleisch ist ein
begehrtes Konsum- und Exportprodukt. Dies untermauern auch die Statistiken der deutschen
Schweinehaltung. Demnach findet sich in Deutschland mit 26,4 Millionen Schweinen der zweitgrofite
Schweinebestand Europas (EUROSTAT 2019). Wer sich mit gastrointestinalen Erkrankungen
infektioser Natur beim Schwein beschaftigt, wird unweigerlich auch auf Rotaviren (RVs) stoRen. Die
Schweinehaltung stellt unter dem Aspekt der Rotavirus (RV)-Erkrankungen aus zwei Griinden eine
besondere Herausforderung dar. Zum einen bilden die Ferkel, welche fiir RVA-Infektionen die am
meisten geféhrdete Altersklasse sind, knapp ein Drittel (ca. 8 Millionen) des Schweinebestandes
(DESTATIS 2018). Zum anderen strebt die intensive Schweineproduktion die gréftmdgliche
WurfgroRe je Sau bei gleichzeitig geringem Raumbedarf an, sodass die rdumliche Nahe der Ferkel eines
Bestandes das Infektionsrisiko vergréRert. Die spatere Zusammenlegung von Ferkeln unterschiedlicher
Wirfe im Flatdeck stellt ein weiteres Infektionsrisiko dar. Die RV-Infektion beim Schwein wird mit
einer Morbiditat von 20 %, die Mortalitat etwas geringer, aber immernoch mit ca. 15 % beschrieben
(PAUL und STEVENSON 1992). Im Vergleich mit vielen anderen Pathogenen scheint dies gering,
jedoch ist ein grofRer Einfluss als Kofaktor anderer Infektionen zu bedenken. Typischerweise spielen bei
Koinfektionen vor allem Viren wie Astroviren, Coronaviren, Kobuviren und Bakterien wie z.B.
Escherichia coli und Clostridien eine Rolle. (GOECKE et al. 2017; THEUNS et al. 2014; ZHOU et al.
2016) Nicht zu vernachlassigen ist auch die relativ hohe Tenazitdt der RVs gegenuber
Desinfektionsmitteln (BEER und PFEFFER 2011), welche die Reduktion der Viruslast im Stall
erschwert. Bei der Betrachtung 6konomischer Auswirkungen von RV-Infektionen beim Schwein sind
eine Vielzahl primérer und sekundédrer Faktoren im Zusammenhang zu nennen. Einerseits flihren
malabsorptive Prozesse zur bereits erwéhnten Wachstumsdepression, die zu hoheren Futterkosten und
potenziell niedrigeren Verkaufspreisen aufgrund geringeren Korpergewichts fiihren. In Einzelféllen
kann gar eine Storung im Betriebsablauf die Folge sein, da Umstallungen oder Verkaufe im reguldren
Aufzucht- und Mastablauf unter Biosicherheitsaspekten verschoben werden missen. Des Weiteren
bedeuten Durchfallerkrankungen im Abferkel- und Saugferkelbereich einen erhdhten Personal- und
Arbeitsaufwand, da die Versorgung der Ferkel mit Elektrolytlésungen oder Zusatzfutter gegebenenfalls

manuell durchgefiihrt werden muss.

In Folge der hohen Pravalenz und schwierigen Elimination aus Stallumgebungen kommt jedes Schwein
und somit auch jedes Ferkel friher oder spater mit RVs in Kontakt. Aufgrund der hohen Infektiositét
der RVs entsteht somit schnell eine klinische Symptomatik. Dabei kann eine einmalige Infektion mit
RVs gegebenenfalls nicht ausreichend zur Ausbildung einer addquaten Immunitét sein. Limitierend ist

dabei die Auspragung der antigenetischen Varianz zwischen verschiedenen RVs, die das Tier infizieren.

1



Die erste Beschreibung dieser liegt schon einige Zeit zuriick und geht auf elektronenmikroskopische
Beobachtungen von ADAMS und KRAFT (1963) in Proben von Méausen zuriick. Erst eine Dekade
spater wurden &hnliche Beobachtungen von BISHOP et al. (1973), ebenfalls unter Einsatz der
Elektronenmikroskopie, beim Menschen gemacht. Wie eingangs erwahnt geht eine Vielzahl der
Krankheitsbilder in der Veterinarmedizin mit der Erkrankung des Gastrointestinaltrakts einher. Neben
alimentéren und autoimmunbedingten Ursachen lassen sich haufig auch infektiose Agentien viraler oder
bakterieller Natur als Ursache ausmachen. Dabei ist das RV eine haufige Ursache von Diarrho bei
Ferkeln, juvenilen und auch adulten Schweinen. (MARTHALER et al. 2014; MIYAZAKI et al. 2013)

Ein voll infektidses RV-Partikel weist eine dreilagige Proteinhille auf. Die Kernhille besteht aus 160
Molekdilen des Virusproteins 2 (VP2). Sie umgibt das Genom, die RNA-abhangige RNA Polymerase,
das Virusprotein 1 (VP1) und das Capping-Enzym Virusprotein 3 (VP3). Das Genom besteht aus 11
Segmenten doppelstrédngiger Ribonukleinsdure (dsRNA). Diese Segmente kodieren flr jeweils ein
Protein. Das Segment 11 stellt dabei eine Ausnahme dar, da es fur die beiden Nichtstrukturproteine
NSP5 und NSP6 kodiert. Die Kernhdille wird umgeben von 260 Trimeren, die aus den Virusproteinen 6
(\VP6) gebildet werden und somit die Mittelschicht ergeben. Diese wiederum wird umgeben von einer
Schicht, die aus mehreren Molekilen des Virusproteins 7 (VP7) besteht. Diese sind angeordnet in 260
Trimeren, welche von Spitzen aus Virusprotein 4 (VP4) — Trimeren durchbrochen werden. Folglich sind
die Virusproteine VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 und VP7 strukturbildend. Dariiber hinaus werden in
infizierten Zellen die Nichtstrukturproteine (NSP) NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 und NSP6 des RV
produziert. Rotaviren der Gruppe C (RVCs) besitzen kein NSP6 (DESSELBERGER 2014). Die NSP
besitzen regulatorische Funktionen, NSP4 agiert zuséatzlich als virales Enterotoxin. (DESSELBERGER
2014)

In der Vergangenheit erfolgte die gruppenweise Einordnung der RVs anhand ihrer antigenetischen
Eigenschaften. In Zeiten der molekularbiologischen Diagnostik stiitzt sich die Gruppierung jedoch auf
die genetischen Eigenschaften des VP6. Aufgrund seines speziesiibergreifenden Vorkommens finden
sich Beschreibungen von RV-Infektionen in zahlreichen Saugetieren und Végeln (MARTELLA et al.
2010). Hierbei ist anzumerken, dass die verschiedenen Gruppen von RVs mehr oder weniger haufig bei
unterschiedlichen Tierarten vorkommen. Neben dem am langsten bekannten Rotavirus A (RVA) wurde
im Jahre 1980 Rotavirus C (RVC), seinerzeit als Pararotavirus bezeichnet, bei Ferkeln, spater auch bei
Menschen entdeckt (BOHL et al. 1982; SAIF et al. 1980). Daneben existieren acht weitere RV-Gruppen
(B bis J), wovon die Gruppen A, B, C, E und H fiir das Schwein relevant sind (BRIDGER und BROWN
1985; BRIDGER und WOODE 1975; CHASEY et al. 1986; JANKE et al. 1990; SAIF et al. 1980; SAIF
et al. 1994; SAIF und JIANG 1994; WAKUDA et al. 2011). Insbesondere der Bedeutung von RVCs
wurde in der jingeren Vergangenheit gesteigertes Forschungsinteresse zu Teil, da diese als potentiell
klinisch relevante RV-Gruppe neben RVA, vor allem bei sehr jungen Ferkeln, in der Diskussion stehen
(MARTHALER et al. 2014). Neben dem Gensegment 6 ist die Gruppierung der RVs mafligeblich auf
die fur die beiden Proteine VP4 und VVP7 kodierenden Gensegmente gestutzt (MAES et al. 2009). Die



Auswahl dieser zwei Proteine basiert auf ihrer maRgeblichen Beteiligung am Hervorrufen
neutralisierender Antikérper. (HOSHINO und KAPIKIAN 2000) Bedingt ist dies durch die exponierte
Lage von VP4 und VP7 (DESSELBERGER 2014), welche somit vergleichsweise groRRe evolutionére
Verénderungen beglnstigt. Dabei weisen VP4 und VVP7 jedoch voneinander unabhéangige immunogene
Eigenschaften auf. (HOSHINO et al. 1988; MATSUI et al. 1989; OFFIT et al. 1986b; OFFIT et al.
1986a) Um diese stetigen Veranderungen und hohe genetische Varianz von VP4 und VP7 optimal zu
erfassen, war die Entwicklung eines dualen Typisierungssystems am besten geeignet. Diese
Gruppierung ist allerdings lediglich fur Rotaviren der Gruppe A (RVAs) anerkannt und verfiigbar. Die
Genomsequenz, welche fiir VP4 kodiert, bestimmt dabei den P-Typ, dessen Namensgebung sich auf die
Protease-Sensitivitat dieses Oberflachenproteins stiitzt. Die Genomsequenz, welche fir VP7 kodiert,
bestimmt hingegen den G-Typ. Dessen Namensgebung basiert auf der Tatsache, dass VP7 ein
Glykoprotein ist. Fir RVA sind zum jetzigen Zeitpunkt 27 G- und 37 P-Typen bekannt
(MATTHIINSSENS et al. 2011; TROJNAR et al. 2013). Dementsprechend hoch féllt die Varianz der
theoretisch mdglichen Typenkombinationen aus. Zusatzlich weisen RVAs in Schweinen eine hohe
genetische Variabilitat auf (PARRA et al. 2008).

Das RV als Durchfallerreger fiihrt zu klinischer Diarrh6, die unter anderem als Folge der virusmediierten
Zerstorung der absorptiven Enterozyten, Herunterregulation absorptiver Enzyme und Veranderungen an
Tight Junctions auftritt (GREENBERG und ESTES 2009). Darlber hinaus steigert das NSP4 die
Sekretion von Chlorid in das Darmlumen und fiihrt somit zur Ausbildung osmotischer Diarrhd. In
Ermangelung adaquater Nahrstoffabsorption fihrt eine RV-Infektion in vielen Féllen zu Abmagerung
und Wachstumsdepression bei Schweinen. In den meisten Féllen ist die Mortalitat von unkomplizierten
RV-Infektionen gering. (PAUL und STEVENSON 1992) Sollte es jedoch zu komplizierten
Koinfektionen kommen, muss mit massiven Krankheitsverlaufen bis hin zum Tod der Ferkel in Folge

des massiven Flussigkeitsverlustes und mangelnder Nahrstoffresorption gerechnet werden.

Unter Einbeziehung aller zuvor beschriebenen Fakten porzine RVs betreffend l&sst sich eine sehr grofie
Relevanz fur die Tiergesundheit und auch fiir 6konomische Aspekte ableiten. In Folge der
Globalisierung und vor allem des innereuropaischen Handels reicht es langst nicht mehr aus, porzine
RVs nur auf regionaler Ebene zu betrachten. (LENTZ et al. 2016) Nicht zuletzt der zunehmende
grenzlbergreifende Tierhandel tragt zur Verbreitung weiterer RV-Spezies bei. Dementsprechend
kommt der Beobachtung der zirkulierenden RVs in den Schweinebestdnden beziehungsweise in
verschiedenen Landern eine groRe Bedeutung zu. Aktuell liegen aber eben diese Daten lediglich
sporadisch fur diverse L&nder vor. Fir Deutschland, trotz der groRen wirtschaftlichen Bedeutung der
Schweineproduktion, liegen bisher allerdings keine Daten zu zirkulierenden RV-Populationen im
deutschen Schweinebestand oder gar zur Gewichtung der einzelnen RV-Typen vor. Dies gilt sowohl fiir
die verschiedenen RVA-Typen als auch fur Daten beziiglich weiterer RV-Gruppen. Im Rahmen dieser

Arbeit soll die Informationslicke zirkulierender porziner RVA-Typen in Deutschland geschlossen



werden und dariiber hinaus eine Analyse von RVA und RVC stattfinden. Hierbei werden
Typisierungsergebnisse von RVA auch epidemiologisch ausgewertet. Daneben soll des Weiteren die
Verteilung von RVA und RVC in verschiedenen Altersgruppen untersucht werden. In der Regel
analysieren Studien zum RV-Infektionsstatus von Schweinen die Tiere lediglich innerhalb der ersten
Lebenswochen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuihrten Untersuchungen analysieren jedoch die
Verteilung von RVA und RVC in Altersgruppen von Schweinen aus der kompletten Bandbreite vom
Saugferkel zum adulten Tier. Im Hinblick auf RVAs und RVCs erganzen die vorliegenden Daten und
Auswertungen das Wissen Uber die Situation in der deutschen Schweinepopulation, zu der bisher noch
keine vergleichbaren Daten dieses Probenumfangs vorlagen. Fir die Altersverteilung von RVA und
RVC sind bisher sogar tberhaupt keine deutschen Daten verflighar gewesen. Die so gewonnenen Daten
kénnen dann zum Vergleich mit epidemiologischen Publikationen anderer L&nder genutzt werden.
Dartiber hinaus konnen die Erkenntnisse iber Dominanzen und Verteilungsmuster der porzinen RVs
zur ldentifikation geeigneter Impfstdmme genutzt werden. Bisher gibt es, trotz der hohen Klinischen
Relevanz, keinen zugelassenen Impfstoff gegen RVs beim Schwein. (PEI 2019b) Eine immunologische
Prophylaxe ist dementsprechend nicht spezifisch moglich. In vielen Fallen werden Rinderimpfstoffe
umgewidmet, jedoch ist eine Bewertung der Wirksamkeit der enthaltenen RVA-Stdmme ohne Daten

aus Deutschland unmaglich.



2 Literaturtbersicht

2.1 Rotavirus-Gruppen

Die Einteilung der RVs in Serogruppen erfolgt anhand von VP6. Als Konsequenz aus der mangelnden
Anziichtbarkeit wurde die serologische Typisierung in vielen Féallen durch Polymerase-
Kettenreaktion(PCR)-basierte  Nachweise der RVs abgelost. In  den aktuell géngigen
Diagnostikverfahren kommerzieller Labore wird vorwiegend auf RVAs untersucht. Diese Tatsache mag
historisch bedingt sein, da RVAs aufgrund ihrer, im Vergleich zu RVs anderer Gruppen, besseren
Anziichtbarkeit in Zellkultur intensiver erforscht wurden. Des Weiteren kommen RVs der Gruppe A
beim Menschen am haufigsten vor (PARASHAR et al. 1998) und erfahren folglich die grofite
Aufmerksamkeit. Aber auch bei Schweinen wurden RV As bereits als eine der haufigsten Ursachen von
Durchfall in Schweineherden identifiziert (ESTES und KAPIKIAN 2007; LORENZETTI et al. 2011;
PARRA et al. 2008). Die RV-Infektionen treten dabei haltungsbedingt in vielen Fallen fokussiert und
altersgruppenspezifisch auf (DE CASSIA LINARES et al. 2009; FU und HAMPSON 1987).

Mit wachsendem Diagnostikaufwand und sinkenden Kosten fiir molekularbiologische Verfahren
riickten neben RVA auch weitere RV-Gruppen in den Fokus der Untersuchungen. In Folge dessen
nahmen auch Untersuchungen RVC betreffend zu. Das wachsende Interesse an weiteren RV-Gruppen
entsteht nicht zuletzt auch durch eine Haufung bzw. intensivere Erforschung von humanen RVC-
Infektionen (RAHMAN et al. 2005). Neben humanen RVC-Infektionen wurde RVC auch in Schweinen,
Frettchen (TORRES-MEDINA 1987), Rindern (TSUNEMITSU et al. 1991) und Hunden (OTTO et al.
1999) nachgewiesen. Im Vergleich zu RVA ist wenig bekannt (iber die Relevanz von RVC innerhalb

verschiedener Altersgruppen von Schweinen.

2.2 Genetische Eigenschaften/Typisierung

Im Vergleich zur grundlegenden Préavalenzuntersuchung anderer RV-Gruppen ist die Erfassung und
Charakterisierung von RVAs schon lange etabliert und weit verbreitet (GENTSCH et al. 1992;
GOUVEA et al. 1994; ISEGAWA et al. 1993). Hierbei werden Sequenzdaten der Genomsegmente 9
und 4 (kodieren fir die Oberflachenproteine VP7 und VP4) verwendet und werden zum Beispiel mit
Hilfe von Datenbanken zur Definition von G- und P-Typ eingesetzt. MATTHIINSSENS et al. (2008)
entwickelten ein System zur Typisierung, welches gar die Sequenzdaten aller 11 Genomsegmente in die
Typisierung einbezieht. Trotz der sehr guten Harmonisierung und Aussagekraft dieser
Typisierungsmethode ist sie noch nicht in jedem Fall umsetzbar. Die Ursache dafir sind vor allem die
noch relativ hohen Kosten fir Vollgenomsequenzierungen. Fir VP4, VP6 und VP7 liegen bereits
zahlreiche Sequenzen zum Abgleich vor. Sequenzen der Ubrigen acht Gensegmente stehen seit einiger

Zeit nun auch vermehrt zur Verfligung. Nichtsdestotrotz kdnnen die Ergebnisse aus der dualen
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Typisierung hervorragend zur Analyse epidemiologischer Muster und internationaler Zusammenhéange
der in Schweinepopulationen zirkulierenden RVA-Typen herangezogen werden. Interessanterweise ist
die Erweiterung der epidemiologischen Daten zu RVA-Typen bei Schweinen aus westlichen
Industrienationen ausgesprochen notwendig, da fur einige Lander gar keine Daten oder nur sehr sparlich
Daten verfugbar sind. Dies ist auch fir Deutschland der Fall. Die meisten Typisierungsdaten von
Schweinen stammen aus Asien und Sudamerika (ZELLER et al. 2012). In diesen Regionen finden
vermehrte Mensch-Tier-Kontakte statt, da sowohl Lebensbereiche als auch die Wasserquellen keiner
klaren Trennung von Mensch und Tier unterliegen. Als Konsequenz liegt ein Schwerpunkt der
Forschung in diesen Regionen auf der Charakterisierung und Typisierung von RVs. In Kombination mit
teils mangelhaftem Hygienestatus finden somit zahlreiche ,,interspecies transmission events® statt
(DEGIUSEPPE et al. 2013; MUKHERJEE et al. 2009; STEYER et al. 2008), welche die Varianz und
das Reassortment der RVs beschleunigen konnen. Diese , interspecies transmission events*
ermdglichen den Austausch von Erbgut zwischen RVs, welche normalerweise unterschiedliche Spezies
infizieren. Aber auch innerhalb einer Spezies kann Reassortment stattfinden. Dementsprechend hoch
kann die Diversitat der ausgetauschten Sequenzen sein. Die groRe genetische Diversitit vorkommender
RV-Typen entsteht einerseits durch Neueintrag, andererseits aber auch durch Reassortment-Events,
welche insbesondere aufgrund des segmentierten Genoms von RVs vergleichsweise schnell passieren
konnen (BROWNING et al. 1992; RAMIG 1997; SANTOS et al. 1999). Wie grof? der Umfang dieses
Reassortments letztendlich durchschnittlich in RV-Populationen ist, I&sst sich bisher gar nicht oder nur
vereinzelt darstellen. (MCDONALD et al. 2009) Ob das Reassortment ein ,, interspecies transmission
event“ zur Folge hat oder ob der Prozess umgekehrt ablauft, ist im Einzelfall allerdings schwer zu

bestimmen.

Neben der Uberwachung epidemiologischer Aspekte kénnen Typisierungsdaten von RVAs zu
Erkenntnissen Uber die Infektiositat beitragen, indem auffallend weit verbreitete Genotypen identifiziert
werden. Untersuchungen wie die von KIM et al. (2013) bilden die Grundlage fiir das Verstdndnis von
Pathogenitat verschiedener RV-Typen in Ferkeln. In jener Studie wurden zwei zuvor aus Klinisch
erkrankten Schweinen isolierte RVAs zur experimentellen Infektion naiver Tiere eingesetzt. Im
Anschluss wurden klinische Folgen, pathohistologische Veranderungen und Virusverbreitung in
diversen Organsystemen untersucht. Dabei fokussierten sich die Autoren auf RVAs vom G-Typ 9 und
legten besonderes Augenmerk auf pathologische Verdnderungen sowohl in intestinalen als auch

extraintestinalen Geweben.



2.3 Vakzinierung

Wie bei allen viral bedingten Erkrankungen ist in klinischen Verlaufen einer RV-Infektion therapeutisch
die Minderung klinischer Symptome sowie die Starkung des Immunsystems notwendig. Prophylaktisch
bleibt neben Fiitterungs- und ManagementmalRnahmen ausschlielflich die VVakzinierung. Dabei ist in der
Schweinegesundheit zu unterscheiden zwischen Mutterschutzvakzinen und Ferkelschutzimpfungen.
Insbesondere bei Viren, die Ferkel schon intrauterin oder wahrend bzw. kurz nach dem Geburtsvorgang
infizieren konnen, sind Mutterschutzvakzine notwendig. Nur so ist der optimale Schutz der Ferkel
gegeben. Denn ubiquitdres Vorkommen der RVs und Kotkontakt wahrend oder nach der Geburt stellen
ein grofes Infektionsrisiko dar, welches die Mutterschutzvakzine notwendig werden lasst. Derzeit gibt
es in Deutschland allerdings keinen zugelassenen Impfstoff gegen RVs beim Schwein. Wie relevant
eine RV-Impfung bei Sauen ware, kann anhand einer Studie von MIYAZAKI et al. (2011) abgeschatzt
werden. In dieser Untersuchung wurden Hinweise darauf gefunden, dass Ferkel von ungeimpften
Jungsauen fiir RVA-Infektionen anfélliger waren als jene, die von ungeimpften Altsauen geboren
wurden. MIYAZAKI et al. (2011) fihren auBerdem die unterschiedlichen Immunitétslevel gegen RVA
von Sauen auf die hohe genetische und somit auch immunogene Diversitit der RVs zuriick. Es besteht
der Verdacht, dass die Kolostrumqualitat bei Jungsauen ohnehin von geringerer Qualitat ist, zudem
hatten Altsauen bereits h&ufiger Antigenkontakt und somit auch Immunitétsausbildung gegen RVs
(SVENSMARK 1983). Svensmark stutzt diese Untersuchungsergebnisse auf Infektionsraten von
Ferkeln primiparer und multiparer Sauen. Schiitzende Immunitét, die auch Gber IgA im Kolostrum an
Ferkel weitergegeben wird (SAIF und FERNANDEZ 1996), kdnnte man mit einer Sauenschutzimpfung
friher erzeugen, als dies unter reguldrer Antigenexposition der Jungsauen mit Feldviren der Fall wére.
In Ermangelung eines zugelassenen Impfstoffs gegen RVs fir Schweine wird hdufig einer der
erhéltlichen bovinen Impfstoffe umgewidmet. Derzeit sind sieben Impfstoffe gegen RVs beim Rind
verkehrsféhig (PEI 2019a). Der Einsatz dieser bovinen Vakzine beim Schwein ist jedoch nicht optimal.
Einerseits gibt es keine umfassende Deklaration der Genotypen der enthaltenen RV-Stdmme fir alle
bovinen Impfstoffe, andererseits unterscheiden sich bei Rindern verbreitete RVs beziglich der

Genotypen teils erheblich von denen bei Schweinen auftretenden (PAPP et al. 2013b).

Trotz des theoretischen Hindernisses (Rinder weisen andere relevante RV-Gruppen auf als Schweine
(PAPP et al. 2013b)) setzen praktizierende Tierdrzte den zugelassenen bovinen RV-Impfstoffen beim
Schwein ein. Wissenschaftliche Untersuchungen oder Fallberichte zur Erfolgsquote gibt es nicht.
Mdglicherweise sorgt eine gegen VVP6 gerichtete Immunitat fir Immunreaktionen; diese Relevanz von
VP6 als immunogenem Protein der RVs wurde bereits beim Menschen beschrieben (AIYEGBO et al.
2013; AIYEGBO et al. 2014). Eine protektive Wirkung von VP6 Antikorpern ist jedoch nicht

abschliellend bewiesen. Schlussendlich gehen mit dramatischen Durchfallgeschehen und Umwidmung



eines Rinderimpfstoffes h&ufig auch Managementumstellungen und Hygieneverbesserungen einher.

Somit kann der Anschein entstehen, dass der Einsatz des bovinen Impfstoffs erfolgreich war.

Neben dem Einsatz eines zugelassenen Impfstoffs bieten einige Firmen bestandsspezifische Impfstoffe
mit inaktivierten RVs an. Diese sogenannten autogenen Impfstoffe beinhalten inaktivierte Pathogene,
welche zuvor aus dem entsprechenden Stall isoliert worden sind. Unter Einsatz passender virologischer
oder mikrobiologischer Anzuchtverfahren wird ein oder mehrere Erreger vermehrt und anschlielend
inaktiviert und mit Adjuvans versehen. Im Falle der RVAs wird das isolierte RV in Zellkultur vermehrt.
Die Herstellung ist erschwert durch die teilweise sehr langsame Adaptation von RVs an die Wirtszellen
in der Zellkultur. Zusammen mit der zu empfehlenden vorhergehenden Typisierungen, zahlreicher
Adaptationspassagen sowie dem im Idealfall folgenden Produktionsprozess der Vakzine ergeben sich
so haufig obsolete Herstellungs-/Lieferzeiten, die hinter der Varianz der RVs und den eng getakteten
Zeitplanen der modernen Schweinehaltung zuriickbleiben. Insbesondere die Notwendigkeit von
Blindpassagen zum Zwecke der Virusadaptation in der Zellkultur benétigt mehrere Wochen. Wahrend
dieser Zeit bleibt unklar, ob eine Virusvermehrung in der Zellkultur in der flir die autogene
Impfstoffproduktion erforderlichen Gréenordnung erfolgreich ist. Sollte das entsprechende RV sich
nicht an die Zellkultur adaptieren, zeigt sich folglich ein Scheitern erst nach vielen Wochen und macht
das Verfahren somit wenig praxistauglich. Somit wére ein zugelassener Impfstoff dringend erforderlich,
wenn auch die Auswahl der enthaltenen Stdamme aufgrund der hohen Diversitat und Variabilitat im Feld
schwierig ist. Eine Kreuzreaktivitét ist nur bedingt beschrieben worden (BOHL et al. 1984). Vor allem
aber mindern Unterschiede der G- und P-Typen zwischen RVAs im Impfstoff und den zirkulierenden
die Wirksamkeit von RVA-Vakzinen sehr. (SAIF und FERNANDEZ 1996)



3 Geleitwort zu Publikation 1

Im Rahmen der RVA Diagnostik stellt sich regelmaRig die Frage nach zirkulierenden oder gar
dominierenden Genotypen. Die moderne Schweineproduktion ist epidemiologisch stark vernetzt. Dies
ist ein Resultat der vorherrschenden Arbeitsteilung der verschiedenen Aufzucht- und Maststufen und
des daraus resultierenden Handels lebender Tiere. Damit einher geht die standige Gefahr von
Verschleppung und Verbreitung von Krankheitserregern zwischen verschiedenen Betrieben. Dieser
Umstand bedeutet eine teils regionale oder gar Uberregionale Zirkulation verschiedener RVAs
unterschiedlicher Spezies. Durch zunehmende Internationalisierung in der Landwirtschaft besteht auch
die Mdglichkeit von grenzubergreifend gleichen RV-Spezies. Ziel unserer Arbeit war die Analyse und
Erfassung der dominant vorkommenden G- und P-Typen der RVAs.

Ergebnisse
e 27 unterschiedliche Genotypen-Kombinationen wurden nachgewiesen
o Davon 8 verschiedene G-Typen und 7 verschiedene P-Typen

o Héufigste G-Typen (VP7): G9 (38 %), G4 (31 %), G5 (14 %), G11 (6 %)

o Haufigste P-Typen (VP4): P[23] (37 %), P[6] (29 %), P[32] (18 %), P[13] (9 %)

o Haufigste G/P-Kombinationen: G9P[23] (23 %), G4P[6] (19 %), GIP[32] (8 %)

e Einige Genotypen-Kombinationen sind regional sehr dominant, einige weit Uber die
Bundesrepublik verbreitet und einige sind regional dominant und ebenso in unterschiedlichen
Bundeslandern vorkommend

e Regionen mit grolen Schweinepopulationen scheinen das Hervortreten dominanter RVA-
Populationen zu begtnstigen

e G- und P-Typen sind teilweise identisch mit Daten aus Deutschlands angrenzenden Staaten
Belgien und Dénemark: G4, G5, G9, G11 sowie P[6] und P[23]

e Die G-Typen G4, G5 und G9 sowie die P-Typen P[6] und P[23] haben eine lberregionale
Bedeutung Uber grof3e Entfernungen in ganz Europa

e RVA mit der Kombination G9P[32] wurde haufig in Deutschland nachgewiesen, aber sonst

nirgends in Europa beschrieben

Schlussfolgerung

Im Vergleich mit anderen européischen Landern wie zum Beispiel Belgien, Danemark, Slowenien,
Spanien und GroRbritannien konnten wir ebenfalls weit verbreitete RVA-Genotypen nachweisen.
Zusatzlich erlaubten unsere ermittelten Daten den Vergleich mit Daten aus angrenzenden
Nachbarlandern und somit die Beschreibung einiger tiberregional vorkommender oder sogar dominanter

Genotypen und G-P-Typ-Kombinationen. Schlussendlich konnten unsere Daten die Informationsliicke



zirkulierender und dominanter RVA-Typen in Deutschland schlieRen und tragen zur Identifikation

potenzieller Impfstoffkandidaten bei.

Arbeitsanteil des Promovenden:

Probenauswahl und Zusammenfihrung der Metadaten, Etablierung der PCR-Methoden (in
Absprache mit den anderen Autoren), diagnostische Durchfiihrung und Auswertung der
Ergebnisse, Interpretation der Ergebnisse (in Absprache mit den anderen Autoren), Erstellen
samtlicher Grafiken, Auswahl der Sequenzen fur Dendrogrammerstellung, Auswertung und

Interpretation der Dendrogramme, Verfassen des Manuskripts
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3.1 Publikation 1: Epidemiological analysis of porcine

rotavirus A genotypes in Germany
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Group A porcine rotaviruses are a global threat to animal health in stock breeding. While certain genotypes have
Rotavirus shown predominance in other countries, data from Europe's second largest swine population is still scarce.
Pig.!ers Therefore, porcine rotaviruses taken from different areas of Germany were genotyped to create a basis for
Swine comparison with data from neighboring countries. In addition, the potential predominance and regionality based
g:::;‘g; on regions (federal states) have been investigated by examining 101 samples.

Regionality The study revealed the dominance of the VP7 genotypes G9, G4, G5 as well as VP4 genotypes P[23], P[6], P
G-type [32]. The most common genotype combinations were GOP[23], G4P[6], and G9P[32]. Analysis focusing on the
P-type regionality aspect revealed that areas with high pig populations promote the emergence of dominant genotype

combinations. However, pig populations in Germany cannot be considered individually and therefore results
were put into international context, taken from already published genotyping data. In consequence, our data
contributes to the fundamental understanding of regional and supraregional rotavirus epidemiology. The de-
tected genotypes provide a basis for prospective porcine rotavirus surveillance, that first of all helps to identify
interspecies transmission. Furthermore it may provide supporting data for the selection of particular genotypes,

suitable for the production of porcine rotavirus A vaccine candidates.

1. Introduction

Rotaviruses (RVs) can affect the health of mammalia and birds
causing severe diarrhea and subsequent dehydration. RVs are re-
sponsible for globally 215.000 child deaths per year (Tate et al., 2016).
Although the incidence of rotavirus (RV) infections is correlated with
the gross national product, it is a global threat (Patel et al., 2013). In
consequence, human RV vaccine programs have been established all
over the world. In piglets, diarrhea and subsequent clinical symptoms
are most frequently observed from 7 to 60 days (Zimmerman, 2012),
but also younger piglets are affected. Germany has the second largest
pig livestock in the European Union (Agriculture, forestry and fishery
statistics op., 2016 p.103). Recent data seize 27 million pigs, including
7.9 million piglets (Federal Statistical Office 2017, p.19). RVs not only
cause massive consequences for animal welfare, but also for economic
efficiency with regard to routine production schedules within farms.
Differences in breeding procedure, herd size, and the multifactorial
character of diarrhea complicate the definition of specific economic
losses caused by RV diarrhea. However, they can be substantial, taking
into account an average mortality rate of 5% and 1 kg lower average
weight at weaning. Even though porcine RV diarrhea is a widely spread

* Corresponding author.
E-mail address: oliver.wenske@web.de (0. Wenske).

https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2017.12.014

infectious disease no licensed vaccine for pigs is available in Europe.
Hence, Germany's high swine population, situated in Central Europe,
can be seen as an indicator for relevant circulating RV genotypes. RVs
are classified into ten groups (A-J) which are based on the antigenic
characteristics of VP6, one of the structural proteins. Group I and J can
be defined preliminary (Banyai et al.,, 2017; Mihalov-Kovacs et al.,
2015). Of clinical and economical relevance for pigs are groups A, B, C,
E and H, whereas diagnostic in livestock breeding mainly is focused on
rotavirus A (RVA), which is considered to be the primary cause of
diarrhea in pigs (Marthaler et al., 2014). RV genus belongs to the family
of Reoviridae and is a nonenveloped virus, featuring a double-stranded
and segmented RNA genome. The particles are triple-layered, in which
the structural proteins VP4 and VP7 form the outer layer. Sequence
analysis of the glycoprotein VP7 (G-type) and the protease sensitive
protein VP4 (P-type) genes is a widely accepted method to determine
RV genotypes. In 2008, the Rotavirus Classification Working Group
proposed the extended full-genome sequence classification system,
which is based on the sequence data of all 11 gene segments
(Matthijnssens et al., 2008). Based on the dual typing system (G-/P-
types) many genotype studies for porcine RVA have been published as
recently reviewed by Vlasova et al. (2017) and Papp et al. (2013).
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Nonetheless, data on present RV genotypes in pigs bred in Germany is
not available and thus comparison to data taken from studies world-
wide, especially to neighboring EU-countries is difficult. Since German
pigs and piglets are exported alive, it is crucial to see RV epidemiology
in an international context and porcine RVA genotyping data is re-
quired for comparison with international epidemiologic studies. For
this reason we designed this study to evaluate whether RVA with spe-
cific genotypes in German pigs show a regional distribution and if the
possible pattern fits in the European context. In addition, we in-
vestigated whether particular G- and P-genotypes and their combina-
tions are emerging thus providing a basis for comparison with already
available data from other countries.

2. Materials and methods

2.1. Origin of samples

The study was performed using 101 fecal swabs, feces, and small
intestine samples that had been sent to Vaxxinova GmbH diagnostic
facility between March 2016 and March 2017. The samples which were
proven RVA or RVA and rotavirus C (RVC) positive were organized by
the federal states and administrative districts they came from. Two
different samples from every available administrative district were
chosen randomly for RVA genotyping.

2.2. RNA preparation

The nucleic acid extraction was performed using Qiagen MagAttract
96 cador Pathogen Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's instructions with 10% fecal solutions in Phosphate-
Buffered Saline (PBS) respectively fecal swabs mounted in PBS. Tissue
samples were pretreated with a ball mill before performing the nucleic
acid extraction.

2.3. RT-qPCR assay rotavirus A, C

The samples were tested for the presence of RVA and RVC RNA
using the modified method previously described by Marthaler et al.
(2014).

2.4. One-step amplification of gene segments 4 (VP4) and 9 (VP7)

The extracted RNA was used for VP7- and VP4-gene amplification
using primers previously described by Fujii et al. (2012), Gentsch et al.
(1992), Isegawa et al. (1993), Iturriza Gémara et al. (2004) and
Simmonds et al. (2008). The amplification of the gene segments was
carried out in a one-step polymerase chain reaction (PCR) utilizing the
qScript” XLT 1-Step RT-PCR Kit (Quantabio, Beverly, MA) following the
manufacturer's instructions using the forward and reverse primer
(10 pmol) and underwent 5 min at 95 °C followed by immediate chilling
in ice cold water. Next, mastermix was added and the reaction was
carried out under the following conditions: reverse transcription for
20 min at 48°C, 3 min initial denaturation at 94 °C, 30 cycles of 15s
denaturation at 94°C, 40s at the primer-dependent annealing tem-
perature described below, 50 s elongation at 68 °C, followed by a final
extension for 10 min at 72 °C.

Annealing temperatures for primers were 50°C for Bov4Com5/
Bov4Com3 (Isegawa et al., 1993) and VP4F/VP4R (Simmonds et al.,
2008), 55°C for VP7F/VP7 R (Fujii et al., 2012) and VP7-F/VP7-R
(Iturriza Gémara et al., 2004), and 47 °C for con 2/con 3 (Gentsch et al.,
1992).

Every scheduled sample (see 2.1) underwent amplification with one
primer pair for the VP7 and one for VP4 gene segment. The PCR pro-
ducts were analyzed on 1,5% agarose gels and visualized under UV
light. If the result was negative, i.e. no amplicon was present at the
expected base pair length, the amplification was repeated with the
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13

Veterinary Microbiology 214 (2018) 93-98

other previously described primer pairs until the amplification was
successful. In case none of the primers for VP7 or VP4 or even both lead
to a band the sample was defined as nontypeable.

PCR products from positive samples were purified and sequenced at
Seqlab Sequence laboratories (Gottingen, Germany) via Sanger se-
quencing with the same primers used for the PCR.

2.5. Sequence analysis

Sequence data was analyzed using the software Chromas (version
2.6.4; Technelysium Pty Ltd) and for the determination of genotypes
the RotaC genotyping tool was applied (Maes et al., 2009). In addition,
all sequences were compared with sequences available from NCBI blast
genbank database (NCBI Resource Coordinators, 2016) under the de-
fault settings.

3. Results
3.1. Rotavirus genotypes in german pig population

The samples used for determining RV genotypes in the German pig
population originated from ten different federal states. Overall, we
found 27 different genotype combinations in the 79 typeable samples.
Among these, 8 different G-types (depicted in Fig. 1) and 7 different P-
types (depicted in Fig. 2) could be detected. 22 samples were untype-
able. The most frequent VP7 genotypes were G9 (38%), G4 (31%), G5
(14%) and G11 (6%). Prevalent VP4 genotypes were P[23] (37%), P[6]
(29%), P[32] (18%), and P[13] (9%). The outstanding dominant gen-
otype combinations were G9P[23] (23%), G4P[6] (19%), and GOP[32]
(8%). Only two samples could be defined by either G- or P-type since
their sequence results laid below the cut-off value of 80% as proposed
for VP4 and VP7 by Maes et al. (2009). Therefore, they are considered
to be new genotypes (suggested GX and P[X]), which were not yet
described.

3.2. Genotype prevalence in federal state-centered view

Analyzing the genotype distribution on a narrow federal state based
level, we found a high occurrence of genotype G9 in specific combi-
nations. Hereby, G9P[23] represents the most common genotype
combinations in the district of Baden-Wiirttemberg, Saxony-Anhalt as
well as Thuringia and belongs to the dominant combinations in Lower
Saxony, North Rhine-Westphalia, and Bavaria. The most frequent RV
combination found in North Rhine-Westphalia and Lower Saxony is
G4P[6]. The third noticeable genotype combination is G9P[32], one of
the dominant types in Lower Saxony and North Rhine-Westphalia.

Getting focused on the absolute distribution of RV genotypes, five
noticeable combinations are emerging. In addition to the regional
dominance as described in the above-mentioned paragraph, G9P[23] is
collaterally present in seven different federal countries. The same
conclusion can be made for G4P[6] which is in fact dominant in some
regions, but is additionally widely spread over five different federal
countries. The third dominant genotype G9P[32], was only detected in
two different federal states. In contrast to this, two genotypes (G4P[23]
and G5P[23]) weren't noticeable under the aspect of dominance within
single federal states, but are widely spread throughout five different
federal states each. Additionally, these states are located in different
directions of Germany. The occurrence of all genotype combinations
found within the federal states is listed in Table 1.

4. Discussion
4.1. Regional emerging genotypes and genotype combinations

The collected data shows the predominance of certain RVA geno-
type combinations as well as specific VP7 and VP4 genotypes. It is
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noticeable that G- as well as P-types show clear dominance patterns on
a national point of view with widely spread types all over Germany
(Fig. 3). Analyzing the genotype combinations revealed that the three
frequently found combinations G4P[6], G9P[32] and, to a smaller ex-
tent, G9P[23] are mainly concentrated on the regions with the highest
density of pig farms. G9P[32] was only found with a high frequency in
North Rhine-Westphalia and Lower Saxony (see Table 1), the two fed-
eral states with the biggest swine populations (Federal Statistical Office,
2017). The genotype combination G5P[13] was exclusively found in
Lower Saxony and Thuringia. These two combinations can be seen as
examples for geographic regional occurrence with high dominance. On
the other hand, the genotype combination G9P[23] was detected geo-
graphically more widespread in seven of ten federal states with high
frequency (Table 1). Other genotype combinations, e.g. G4P[23] and
G5P[23], were detected less frequently but spread over many federal
states.

D 4% A
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Fig. 1. Distribution of porcine group A rotavirus G-typing (VP7) genotypes
from Germany (GX: suggested new genotype); n = 79.

Since most of the samples from this study were taken in North
Rhine-Westphalia and Lower Saxony, the results can be considered
representative for the German pig population. For further studies, it
might be useful to gather a comparable number of samples from every
federal state in relation to the livestock population. In context with the
dynamic market on pigs and piglets it is clear that Germany must be
seen on its whole and federal borders can only give a theoretical divi-
sion (Lentz et al., 2016). As a consequence, our results must be set in the
European context as depicted in Fig. 4.

4.2. Detected genotypes in the european and global comparison

Since pigs are transported and traded internationally and the RVs
occur ubiquitous, it is essential to compare the described porcine RVA
genotypes from our study with data as compiled recently by Vlasova
et al. (2017). Especially the data gained from North Rhine-Westphalia

Fig. 2. Distribution of porcine group A rotavirus P-typing (VP4) genotypes
from Germany (P[X]: suggested new genotype); n = 79.
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Regional distribution of genotype combinations of porcine rotavirus A arranged by sample origin.

Regional distribution of genotype combinations of porcine rotavirus A

Federal states

Igenotvpe combinations INRW [BW [BA I3 TmMw

JLs

[sN [sT [sH [TH total

G1P[7) 1

G2P[23] 1

G2P[27]

G2P[32] 1

G2P[34]

G3P[6]

G3P[32] 1

N Y R A

G4P[6] — 1

G4P[13]

-

G4P[23] 1 1

G4P[32] 1

G5P6]

G5P[13]

GSP[23] 1 1 1

G5P[27] i

G5P[32)

[

GIP[6] 1

G9P[13] il 1

N|s R |e|un|w|=|w|v|e

GoP[23]

I
=
co

[Gop(32]

G11P[6]

G11P[13] 1

G11P[27]

G11P[32] 1

G26P[X] il

GXP[6) 1

_
NI GE

Abbreviations: NRW (North Rhine-Westphalia), BW (Baden-Wiirttemberg), BA (Bavaria), BB (Brandenburg), MW (Mecklenburg-West Pomerania), LS (Lower Saxony), SN (Saxony), ST

(Saxony-Anhalt), SH (Schleswig-Holstein), TH (Thuringia).

Schleswig-
Holstein
n=3
G4P(23] (33,33%)
Lower Saxany GA4P(32] (33,33%)
n=19 G9P(23] (33,33%)
G3P[6]  (5,3%)
G4P[6]  (26,3%)
Gar[23]  (53%)
G4r(32)  (5,3%) North Rhine-
G5P[13]  (5,3%) Westphalia
GSP[32)  (53%) n=18
GOP[6]  (10,5%)
GOP[23]  (15,7%)
ozl (s || S 155N
G1IP[32] (5,3%) G2P[23]  (5,5%)
4 G3p[32]  (55%)
Gap(6]  (38,8%)
GSP[23]  (5,5%)
GOP[13]  (5,5%)
GoP[23]  (11,2%)
: i GOP[32]  (17%)
I Pig population B
Number of pigs

(individuals) per 100
hectare agricultural land

[ Novalue available
| Baden-
Wiirttemberg

Oo-2s s
[ 25-300 I

GapP[e]  (14,3%)

I. 300,600 GaP[23] (14,3%)

B s00-900 I G9P[23] (57,1%)

G11P[32] (14,3%)

900 and more

0 40 50 120 160km

Mecklenburg-
West Pomerania
n=4
G2P[32]  (25%)
G4P[23]  (25%)
G9P(13]  (25%)
G11P[13] (25%)
Saxony-Anhalt
n=9
Brandenburg
n=2 G4P[6]  (11,11%)
GSP(23] (50%) | | Gap[13] (11,11%)
GIP(6] (50%) | | Gap[23] (11,11%)

GSP[6]  (11,11%)
GSP[23] (11,11%)
GOP[23] (33,33%)
G11P[27] (11,11%)

Saxony

n=4
G2P[27] (14,3%) G2P[34] (25%)
G5P[13] (28,6%) GA4P[6]  (25%)
G5P[23] (14,3%) GIP[6] (25%)
G9P[23) (42,8%) G11P[6] (25%)

Bavaria
n=6
GXP[6]  (16,66%)
G4P(32] (16,66%)
G5P[23] (16,66%)
G5P[27] (16,66%)
GIP[23] (33,33%)

Fig. 3. Density of pig population displayed together with porcine rotavirus A genotype combinations and their prevalence and distribution in Germany.
The distribution and prevalence (percent) of the detected rotavirus A genotype combinations together with the density of the German pig population is displayed. The samples were
available from 10 out of 16 federal states. (map was modified with our genotyping results from www.atlas-agrarstatistik.nrw.de (2010), Federal Statistical Office (Destatis), 2017)

and Lower Saxony as the two most important centers of pig production
in Germany show that the intense pig and piglet trade contributes to the
emergence and distribution of porcine RVA.

Analyzing the G-/P-types separately it is noticeable that Germany
shares the G-genotypes G4, G5, G9, G11 in addition to the P-genotypes
P[6] and P[23] with its directly neighboring countries Belgium and
Denmark. Hereby, G4 and P[6] are also dominant in Denmark and are
even important in the more distanced countries Slovenia, Spain and the
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United Kingdom. G5 is the third frequent G-genotype in Germany and is
also dominant in the United Kingdom and Slovenia. The genotypes G9
and P[23] are most often found in Germany similar to the situation with
regard to G9 in Spain (Vlasova et al., 2017). Since the Spanish pig
population is even bigger than the German, the dominance of G9 in
both countries underlines the possibility that the emergence of rota-
viruses group A (RVAs) with this genotype might be accelerated by
large swine populations. These previously described patterns lead to the
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Ireland: G-types G2, G4, GS,
GY, G11
P-types P(6], P[7], P[13],
P13/122], P[26], P[32]

United Kingdom: G-types G2,
G3, G4, G5, G9, G11

P-types P[6], P[7], P[8], P[13],
P(23), P[32]
combinations: GAP[6], G5P[7]

Netherlands: G4P[6], G3P([7]

Spain: G-types G3, G4, GS, G10,
G12

P-types P(6], P[8], P[23]
combinations: G9P[8], G10P[6),
G612p[8)
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Belgium: G-types G2, G3, G4, G5, G9,
G11
P-types P[6], P[7], P[13], P[23], P[27)
combinations: G3P[6], G4P[6],
GSP[6), G4P(7], GSP(7), GIP[7),
G9P(13), GIP[23), G2P[27), G11P[27],
G4P[11]

Denmark: G-types G3, G4, G5, G9,
G11
P-types P[6], P[23], P[32), P[10]
combinations: G4P(6), G11P(32]

(6]

, P[34], P[
dominant combin
G4P[6),

Poland: G-types G3, G4, G5
P-serotypes P6, P7

Hungary: P[6] (less data)

Slovenia: G-types G1, G2, G3, G4,
GS, G6, G10, G11
P-types: P[6], P[7], P[9], P[13],
P[27]
combinations: G3P|6], G4P(6],
GSPI7]

p(26]

Italy: G-types G2-like, G3, G4,
G5, G6, GY
P-types P(6], P[7], P[13], P[23],

Fig. 4. German porcine rotavirus A genotypes and genotype combinations in comparison to selected data from selected countries in Europe; data other than Germany adopted (abridged)
from Vlasova et al. (2017) and Midgley et al. (2012); enumeration of data from Germany in order of frequency.

conclusion that the circulating porcine RVs share specific G- respective
P-genotypes within an area of adjacent countries. On the other hand,
specific RVAs seem to have an extended distribution since they are also
well established in more distanced European countries. Another finding
is the nationally limited emergence of genotypes within big swine po-
pulations as it can be described for G2, which was in central Europe
only detected in Belgium and Germany. Another case can be described
for P[13] which was found to be widely spread in Germany but was,
within Germany's neighboring countries, only described in Belgium.
Even more striking is P[32] which was found to be the third important
P-genotype in Germany but was only detected in Denmark and none of
the other countries sharing a border with Germany (Vlasova et al.,
2017). The fact that should be highlighted here is that Spain and
Denmark are very important pig producers in Europe with high pro-
duction rates.

On the other hand, G10 and G12 e.g. are two of five G-genotypes in
Spain which were not found in Germany. Additionally, G3 and P[7] are
extremely wide spread in Europe but were of very low prevalence in
Germany. G9P[23] and G9P[32] were found relatively frequently in
Germany. In Europe, G9P[23] was only found in Belgium and G9P[32]
was not detected anywhere else in Europe. However, apart from the
focus on the genotype combination, the G-type G9 and the P-type P[23]
individually are numerous (Vlasova et al., 2017). P[32] was at least
described in Denmark, Ireland and the United Kingdom. The combi-
nation G4P[6] was very often found in Germany which was also the
case in the adjacent countries Denmark and the Netherlands and also in
Slovenia and the United Kingdom (Vlasova et al., 2017). These ob-
servances give good indications that RVA epidemiology is, with some
exceptions as in the case of G4P[6], more or less regionally or nation-
ally restricted. Whether common patterns and dominancies in different
countries are the consequence of RV spread through direct or indirect
vectors or even interspecies transmission remains unclear as long as full
genome sequencing or extended classification (Maes et al., 2009) is not
routinely established for porcine RVs.

Having reviewed globally important porcine RVs, Papp et al. (2013)
found G3, G4 G5, G9 and G11 widely spread and important for porcine
RV epidemiology. These G-types were also found in our samples. Fur-
thermore, they listed G5, G3 and G4 globally and in Europe as the most

frequent found G-types. As depicted in Fig. 1, our results differ, espe-
cially with regard to G9. For P-genotypes our results are comparable to
previous published data in Europe (Papp et al., 2013). Two samples in
our study showed the genotypes G26 respectively P[34] which were
both only described in Vietnam (Anh et al., 2014; Vlasova et al., 2017).
G26 is described in humans as the result of a presumed interspecies
transmission from pigs (Agbemabiese et al., 2017; My et al., 2014).
Along with the fact that some porcine-relevant RVs seem to stand out
globally, the change of predominant genotypes over a period of time
might also play a very important role (Papp et al., 2013), emphasizing
the need for constant RV surveillance. Obviously, some RVAs with
specific genotype combinations might either be very infectious and well
adapted and/or very resistant due to their viral characteristics so they
spread over numerous countries. On the other hand, besides the re-
gional or supraregional dominant genotypes, we found a large number
of only rarely described genotypes. Hence, less samples were available
from this type of areas which can also be a reason for the lack of de-
tected dominant porcine RVA types in some areas. Nevertheless, the
transfer of RVAs of the same genotype or genotype combination is not
restricted by a regional border which is not surprising since trade pat-
terns are compromising bigger structures than a federal border. Ad-
ditionally, a high density of pig populations with the corresponding
intense trade efforts can be considered important for the appearance of
supraregional RVAs of specific genotype combinations.

4.3. Phylogenetic dendrograms

To get a first insight on transmission and isolate relationships we
built two phylogenetic dendrograms (as also performed by Amimo
et al., 2013) for the suitable VP4 and VP7 sequences. Therefore we
chose all suitable VP7 and VP4 sequences from the most frequent found
RVA isolate types G9P[23], G4P[6] and G9P[32] and for VP4 we chose
the sequences from the isolates with the G9P[23] and the G4P[6]
typing results. In both cases, the best match from the NCBI database
was added to the tree, many isolates had identical matches. Both phy-
logenetic dendrograms can be found as supplement 1 and 2. The den-
drogram for VP4 revealed that the sequence 146860 was identical with
179743. Interestingly, both samples stem from the same federal state.
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The G-type of these two samples, however, differs. Moreover, some
sequences matched best to human RVAs but neither identity in the
BLAST nor the dendrogram could underline direct correlations between
the two species human and pig. Finally, some RVA sequences, as well
for VP7 as for VP4, clustered as regionally closely isolated samples
together. However, in other cases regionally distant isolates also clus-
tered together.

5. Conclusion

The above conducted comparison of our results with results found in
other European countries (Papp et al., 2013; Vlasova et al., 2017), re-
vealed numerous VP7 and VP4 genotypes in Germany, which were also
found in other countries. Collateral to globally important genotypes, we
found porcine RVA genotypes in Germany with a supraregional epi-
demiology within neighboring countries. Evaluating the data on a re-
gional focused view reveals that dense pig populations seem to accel-
erate the promotion of country-specific genotypes and genotype
combinations. Facing growing globalization with consequences also for
animal and meat trade, epidemiologic data should be kept updated and
compared regularly (Lentz et al., 2016). Our study offers data that can
be used for epidemiologic comparison and long-term observation of
changes in dominant genotypes among porcine RVA population. It
might be helpful to make further efforts on the infectious mechanisms
of RVs to better understand the frequent finding of specific genotypes
and their combinations. The lack of a licensed porcine vaccine for the
immunization against RVA is affecting the German pig breeding pro-
foundly since animal welfare and piglet rearing are negatively influ-
enced by RV diarrhea. Thus, epidemiologic studies on RVA are a crucial
step to evaluate possible vaccination strains.
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Supplement 1: Phylogenetic analysis of the partial nucleotide sequences available for structural protein VP4
from the porcine RVAs with the dual typing results G9P[23] and G4P[6] identified in our study. The triangle
marks available porcine VP4 RVA sequences generated from NCBI. The square marks available human VP4
RVA sequences generated from NCBI.

Abbreviations federal states: SH: Schleswig-Holstein, BW: Baden-Wiirttemberg, TH: Thuringia, NI: Lower
Saxony, ST: Saxony-Anhalt, NRW: North Rhine-Westphalia, BY: Bavaria, SN: Saxony

The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method [1]. The optimal tree with the sum
of branch length = 1.67226494 is shown. The percentage of replicate trees in which the associated taxa
clustered together in the bootstrap test (800 replicates) are shown next to the branches [2]. The tree is
drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer
the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the Kimura 2-parameter method [3]
and are in the units of the number of base substitutions per site. The analysis involved 37 nucleotide
sequences. All positions containing gaps and missing data were eliminated. There were a total of 679
positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 [4].

1. Saitou N. and Nei M. (1987). The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology
and Evolution 4:406-425.

2. Felsenstein J. (1985). Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolution 39:783-791.

3. Kimura M. (1980). A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions through comparative studies of nucleotide
sequences. Journal of Molecular Evolution 16:111-120.

4. Kumar S., Stecher G., and Tamura K. (2016). MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger
datasets.Molecular Biology and Evolution 33:1870-1874.
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Supplement 2: Phylogenetic analysis of the partial nucleotide sequences available for structural protein
VP7 from the porcine RVAs with the dual typing results G9P[23], G9P[32] and G4P[6] identified in our
study. The triangle marks available porcine VP7 RVA sequences generated from NCBI. The square marks
available human VP7 RVA sequences generated from NCBI.

Abbreviations federal states: SH: Schleswig-Holstein, BW: Baden-Wirttemberg, TH: Thuringia, NI: Lower
Saxony, ST: Saxony-Anhalt, NRW: North Rhine-Westphalia, BY: Bavaria, SN: Saxony

The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method [1]. The optimal tree with the
sum of branch length = 2.08173450 is shown. The percentage of replicate trees in which the associated
taxa clustered together in the bootstrap test (800 replicates) are shown next to the branches [2]. The tree
is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to
infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the Kimura 2-parameter
method [3] and are in the units of the number of base substitutions per site. The analysis involved 58
nucleotide sequences. All positions containing gaps and missing data were eliminated. There were a total
of 579 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 [4].

1. Saitou N. and Nei M. (1987). The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic trees. Molecular
Biology and Evolution 4:406-425.

2. Felsenstein J. (1985). Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolution 39:783-791.

3. Kimura M. (1980). A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions through comparative studies of
nucleotide sequences. Journal of Molecular Evolution 16:111-120.

4. Kumar S., Stecher G., and Tamura K. (2016). MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger
datasets.Molecular Biology and Evolution 33:1870-1874.
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4  Geleitwort zu Publikation 2 (Manuskript, unverdffentlicht)

Nachdem die epidemiologische Situation von RVA in Deutschland analysiert wurde (siehe 3.1
Publikation 1), sollten vergleichend die Charakteristika der Epidemiologie von RVC untersucht und
beschrieben werden. Da wie eingangs bereits beschrieben (siehe Kapitel 1 Einleitung) die Verbreitung
und Relevanz von RVC beim Schwein weitestgehend unklar ist, sollte erst das generelle Vorkommen
von RVC in Schweinen verschiedenen Alters untersucht werden. Dabei wurden 2596 Proben mittels
quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) auf das Vorkommen von RVA, RVC und der
Koinfektion RVA/RVC untersucht. Diese Untersuchung liefert die Grundlage fir die Einschatzung von
VVorkommen, Relevanz und betroffenen Altersgruppen in Deutschland. Erstmals wurden in so grof3em
Probenumfang Kot- und Organproben von deutschen Schweinen auf RVA und RVC analysiert, sodass
der Vergleich mit international erh&ltlichen Ergebnissen anderer Schweinepopulationen moglich wird.
Dartiber hinaus liefern die Daten die Grundlage zur Abschédtzung des Vorkommens von RVC. Dies
ermdglicht einen absoluten Vergleich mit Nachweisraten von RVA und somit eine Einschatzung der
diagnostischen Relevanz, ein Typisierungssystem fiir RVC flachendeckend zu etablieren.

Ergebnisse
e 760 untersuchte Schweinebestande

1032 Proben RV-positiv
e 42,1 % RVA positiv // 49,0 % RVC positiv // 8,9 % RVA/RVC Koinfektion

e Signifikante Korrelation zwischen Alter der Tiere und Infektionsstatus im Chi-Quadrat-Test
(Steigende Relevanz von RVC, je alter die Tiere werden; Aushahme: Einbruch bei Gruppe
»Absatzferkel)

e RVA & RVC von vergleichbarer Relevanz bei Saugferkeln

o Saugferkel zeigen RVC-Peak in der ersten Lebenswoche
o Generell haufigste RVC-Detektion in Gruppe Mast/Jungsau/Sau

e Koinfektion RVA/RVC bei abgesetzten Ferkeln am haufigsten - abnehmende Relevanz in

alteren Altersgruppen

Schlussfolgerung

Der frequente Nachweis von RVC, in vergleichbaren Dimensionen wie RVA, belegt die weite
Verbreitung von RVC in Schweinebestdnden. Unter den Saugferkeln weisen insbesondere sehr junge
Ferkel in der ersten Lebenswoche hohe RVC Infektionsraten auf. Die hohe Zahl von Tieren im Flatdeck
und auch bei Masttieren und Jungsauen/Sauen mit RVC-Infektion und RVA/RVC Kaoinfektion ist
auffallig. Unsere Ergebnisse belegen die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, eventuell mit
Probenmaterial von asymptomatischen Tieren. Des Weiteren verdeutlichen die Ergebnisse die

Sinnhaftigkeit von RVC-Untersuchungen als wichtigen Bestandteil von Durchfallprofilen fur Schweine.
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Abstract

Porcine rotaviruses (RVs) are one of the major causes for diarrhea among pigs of all ages, especially in
suckling and weaned pigs. We examined a total of 2596 diarrheic fecal samples for the presence of
porcine rotavirus A (RVA) and rotavirus C (RVC) using RT-qPCR. Evaluating the pigs” age data we
assessed the presence of RV infections in different age groups. Among all 1032 RV-positive samples
(39.8% of total samples) we found 435 samples positive for RVA (42.1%), 506 samples (49.0%) positive
for RVC and 91 samples (8.9%) positive for both viruses. We demonstrate frequent detection of RVA
and RVC in diarrheic pigs with balanced importance of both RV groups A and C in suckling piglets.
With increase in age RVC is more often detected in fecal samples from diarrheic pigs pointing towards
a more continuous clinical relevance of RVC versus RVA. The frequent finding of RVC gives ample
evidence for this virus to be involved in pig diarrhea directly or as a cofactor for other pathogens. The
correlation between age and RV excretion of pigs with was inquired with a Chi-Square Test with highly
significant results. Investigations on RVA and RVC detection among pigs in different age groups in
other countries gave partly inconsistent and/or inconclusive results. Here we present representative data

concerning the large pig population of Germany.
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Introduction

Rotaviruses (RVs) affect the health of children worldwide and are also responsible for 215.000 child
deaths per year globally (Tate et al. 2016). In addition to rotavirus (RV) infections in humans, a wide
range of animals, including piglets and pigs, are also susceptible. Suckling and weaned pigs suffer the
most from clinical signs of diarrhea. RV infections in piglets provoke dehydration and consequently
might even lead to death. This impairs animal welfare and also accounts for economic losses in pig
breeding and pig fattening units. RVs feature a segmented and double-stranded RNA genome and belong
to the family of Reoviridae. The viral capsid is triple-layered in which the both outer structural proteins
VP7 and VP4 are employed for the definition of the different viral G- and P-types. The antigenic and
genomic characteristics of the inner viral capsid protein 6 (VP6), however, are applied for the
classification of RVs. This classification encompasses ten RV groups (A-J), in which the groups I and J
are still tentative (Banyai et al. 2017; Mihalov-Kovécs et al. 2015). Detected RV species in pigs are A,
B, C, E and H (Marthaler et al. 2014). Group A rotaviruses (RVASs) have been described to be associated
with the highest clinical importance for pigs and humans (Marthaler et al. 2014; Theuns et al. 2016). In
addition, group C rotaviruses (RVCs) are also causing viral gastroenteritis in different animal species
(Marthaler et al. 2013) including pigs (Collins et al. 2008). Clinical and economical relevance is highest
in suckling and weaned pigs. The first description of group C rotavirus (RVC) was from a diarrheic
piglet more than 30 years ago (Saif et al. 1980). RVC is prospected to be of increasing importance for
human infections (Banyai et al. 2006; Sanchez-Fauquier et al. 2003) and a potential emerging pathogen.
RVC fails to replicate in cell culture for the most part. Therefore, research on RVC is less comprehensive
compared to studies on group A rotavirus (RVA). Being unattended in the past, RV diagnostic was
expanded to also include RVC in routine examinations. As investigations on RVA and RVC detection
frequencies among pigs in different age groups in other countries gave partly inconsistent and/or
inconclusive results (Katsuda et al. 2006; Marthaler et al. 2012), we set up a study to assess the
proportion of RVA, RVC and dual infections RVA/RVC among pigs of different age groups in Germany
to better understand RVC’s clinical relevance and age correlation. The results of the study with high
prevalence of RVC among fecal samples from pigs with diarrhea in different age groups underscores
the necessity to include RVC in routine diagnostic analyses in order to increase the accuracy in finding

relevant pathogens for diarrheic events.
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Materials and methods

Our investigations embraced a total of 2596 samples which arrived the diagnostic laboratory
(Vaxxinova GmbH) in Leipzig (Germany) between February 2016 and October 2017 for routine
diagnostic analyses. These samples originated from 760 different stables. Considering the preliminary
reports from the sending veterinarians and the fact that the samples weren’t part of monitoring
examinations all samples were from diarrheic pigs. The sample matrices ranged from fecal swabs over
feces to intestine tissue containing feces. All samples were solved in Phosphate-Buffered Saline and
underwent nucleic acid extraction using the Qiagen MagAttract 96 cador Pathogen Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) following the manufacturer’s instructions. Tissue samples were treated in a ball mill before

nucleic acid extraction.

The extracted nucleic acids were examined for the presence of RVA and RVC RNA executing the
modified method which was described by Marthaler et al. (2014). The statistical evaluation using a
Chi-Square Test was performed with the software IBM SPSS Statistics.

Results

Total detection rates

Analyzing a total of 2596 samples from diarrheic pigs for the presence of RVA and RVC revealed that
1032 samples were positive for at least one of the two tested RV groups. The positive samples originated
from 429 different stables. Of all samples tested positive for porcine RVA and/or RVC RNA, 435
samples (42,1%) were positive for RVA, 506 samples (49,0%) were positive for RVC and 91 samples
(8,9%) contained RVA and RVC RNA. These data were further arranged by age of the sampled animals.

Statistical analysis: Chi-Square Test

For the further investigation we performed a Chi-Square Test to examine a possible correlation between
the pigs” age and the RV infection status. We differentiated three age groups as depicted in figure 1 to
calculate the test. The Chi-Square Test revealed a highly significant correlation between age and
infection status with RVA and RVC as single or coinfection (Chi-Square (4) = 75,04, p<0,001, n=1032).

26



80.0% T

70.0% T n=53; RVCin percent; 70.7%

60.0% T

n=340; RVCin percent; 47.2%
L & n=113;RVCin percent; 47.7%

n
=}
Q
X
s
+

e RVA in percent
% 4 :
40.0% [ n=345;RVAin percent; 47.9% RVCin percent

=78; RVA in percent; 32.9% Coinfection in percent

30.0% T

Percentage shares per age group

n=46; Coinfection in percent; 19.4%

20.0% + -
. n=12; RVAin percent; 16.0%

10.0% T+ n=10; Coinfection in percent; 13.3%

n=35; Coinfection in percent; 4.9%

0.0% -
suckling pigs (n=720) weaned pigs/flatdeck pigs (n=237) fattening/gilts/sows (n=75)

Figure 1 Age group aggregation for Chi-Square Test (n=1032)

Lines represent the rotavirus A, C, and coinfection A/C shares in samples from different age
groups. Percentages refer to the portions in the particular age group. Numbers refer to absolute
sample numbers detected positive in the particular age group. Numbers of suckling pigs refer to
total numbers of suckling pigs investigated.
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Infections among different age groups

In this statistical calculation context, it was necessary to summarize the age groups as displayed in figure
1 to compare groups of adequate case numbers. Discovering the highly significant correlation of age
and infection we subdivided the age groups subsequently as detailed as possible. Numerous samples
were very well characterized by the veterinarians with particular age data from the examined pigs. This
enabled the dissection of the suckling pigs into smaller groups of animals (day 1-3, week 1, weeks 2-4).
(Fig. 2) This classification supports the highly important approach to monitor RV infection status in the
course of growing suckling piglets shortly after birth (1-3 days of age) and during their first week of
life. This group is followed by samples of pigs 2-4 weeks of age. The fifth and also most extensive group
are the suckling pigs in general which are of unknown age but per definition either younger than 21 or
28 days (grosse Beilage and Wendt 2013) depending on the breeding schedules within the different
farms. The next older group consists of weaned pigs and results from samples derived from flatdeck
pigs. The oldest group we analyzed encompasses fattening pigs, gilts and sows. Among all tested
samples we defined three status groups: RVA positive, RVC positive, coinfection of RVA and RVC.

The results are depicted in figures 1 to 3.

Not only the detailed age group aggregation (Fig. 2 and 3) but also the classification used for the initial
statistical examination (Fig. 1) illustrate the equal prevalence of RVA and RVC in fecal samples of
diarrheal suckling pigs and in general a more and more opposed detection frequency among these two
viruses in older age groups. The further the pigs proceed in the production/breeding process the more
often RVC was found. The peak is reached among fatteners, gilts and sows where RVC is almost five
times more frequently found than RVA and coinfections RVA/RVC (Fig. 1).

28



n=12; RVA in percent; 66.0%

n=27; RVCin percent; 50.0% n=35; RVCin percent; 51.5%

n=26; RVA in percent; 48.0% /

n=30; RVA in percent; 44.1%

=

=—PRVA in percent
RVCin percent

Coinfection in percent

n=5; RVC in percent; 28.0%

Percentage shares per age group

n=1; Coinfection in percent; 6.0%
n=1; Coinfection in percent; 2.0%

n=3; Coinfection in percent; 4.4%

1-3 days (n=54) week 1 (n=68) weeks 2-4 (n=18)
Figure 2 Detailed rotavirus infection status among suckling pigs (h=140)

Detailed presentation of rotavirus infections in different age groups of suckling pigs. Percentages refer
to the portions in the particular age group. Numbers refer to absolute sample numbers detected
positive. Age group "1-3 days" is depicted with circles since it encompasses a short and definite
period. All other groups are represented with lines since they comprise wider periods in animal
breeding.

29



50.0% n=277; RVAin percent; 48.0%
~

n=113; RVCin percent; 47.7%

n=273; RVCin percent; 47.0%

IS

0.0% 1

n=78; RVA in percent; 32.9% —RVAin percent
RVC in percent

30.0% +

Coinfection in percent

n=46; Coinfection in percent;
19.4%

Percentage shares per age group

20.0% 4

10.0% +

n=30; Coinfection in percent; 5.0%

0.0% 7
suckling pigs (n=580) flatdeck pigs (n=237)

Figure 3 Rotavirus infections among suckling and flatdeck pigs (n=817)
Detailed presentation of rotavirus infections. Percentages refer to the portions in the particular age
group. Numbers refer to absolute sample numbers detected positive in the particular age group.

Numbers of suckling pigs refer to samples without the detailed age information from figure 1 but
defined as suckling pig.
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Discussion
RVA infections

Analyzing the infection status among the suckling piglets we found a proportion of 48% to 66% RVA
positive in the RV positive samples in this age group (Fig. 2 and 3). Comparable results were also found
by other investigators (Janke et al. 1990; Marthaler et al. 2014; Theuns et al. 2016). Nonetheless, the
infection status with RVA seems to be dependent on the clinical status of the sampled animals. Collins
et al. (2008) examined asymptomatic piglets, Moutelikova et al. (2014) surveyed among clinical and
non-clinical animals and Lorenzetti et al. (2014) analyzed samples from Brazil where a RVA vaccine is
commercially available in pigs and thus RVA is less frequently found. After weaning we found a
particular excretion pattern: The older the pigs are, the less important becomes RVA in comparison to
RVC. (Fig. 3) More recent studies from Marthaler et al. (2012) indicated growing RVA positive sample
numbers the older the pigs with 100% positive RVA results in the samples from animals older than 55
days. Contrary to these results we reported a decrease in RVA positive samples from weaning to the
group fattening/gilt/sow (Fig. 1 & 3).

Due to different definitions among veterinarians, weaned pigs are most likely in the flatdeck, but age
definition encompasses a period of up to 6 weeks. As a result, we summarized weaned and flatdeck pigs.
Future study design could focus on detailed age data in weaned pigs and older flatdeck pigs to analyse

infection dynamics over time in the flatdeck.
RVC infections

Our examinations of RVC in suckling piglets found RVC as frequent as RVA with a peak in piglets in
the first week and a temporary decrease of frequency from the second week of life (Fig. 2). Examinations
from Marthaler et al. (2014) and Lorenzetti et al. (2014) had comparable conditions to our study. We
found RVC in diarrheal suckling piglets with a percentage of 47% (Fig. 1) which was also alike in the
above-mentioned studies. However, Marthaler et al. (2013; 2014) registered the most RVC infections
in very young piglets (1-3 days of age) whereas we located a peak some days later (Fig. 2).
Unfortunately, we might have missed some RVC positive cases in very young piglets due to improper
age information due to our study design. Katsuda et al. (2006), however, described a generally lower
importance of RVC in suckling piglets. It is possible, that the greater number of samples in our study
lead into a more precise analysis. Alternatively, RV group distribution could differ from continent to
continent or even between different countries as it was shown for RVA genotypes in Germany and
neighboring countries (Wenske et al. 2018). In contrast to the development of RVA percentages, RVC
portions become more and more important the further pigs grow. In numbers, RVC prevalence ranged
from 47,7% in the flatdeck to 70,7% in the group fattening/gilts/sows (Fig. 1). Marthaler et al. (2012;
2013; 2014) found inverse RVC detection rates which decreased from weaned pigs to pigs older 55 days

of age. Since our study listed the additional groups flatdeck and fattening/gilts/sows data is difficult to

31



compare. Another study also observed increasing numbers of RVC infections from nursing to finisher
group (Moutelikova et al. 2014) comparable to our results. Interestingly, these samples were mainly
from asymptomatic pigs. In contrast, we included samples which were sent to our lab due to diarrheic
events and RVC detection could be involved as a reason for diarrhea. Moreover, one might assume a
regionally lower incidence of RVC as shown in Thailand (Tuanthap et al. 2018). Nonetheless, RVs must
always be considered as a promoting factor for bacterial diarrhea. But also sole importance of RVC can
be assumed. Hence, Bohl et al. (1982) showed shortly after the first description of RVC, formerly called
Porcine Pararotavirus, high morbidity and mortality rates in piglets less than 72 h old. Even though this

study was performed with gnotobiotic pigs, clinical relevance of RVC must be strongly assumed.

RVA/RVC coinfections

Observing RVA and RVC infections automatically leads to the specific case of coinfections with
RVA/RVC. These coinfections among suckling piglets were detected in 5% of our positive samples and
mounted up to 20% in weaned pigs. (Fig. 1) In older pigs, coinfection percentages decreased again. Data
from Janke et al. (1990) and Marthaler et al. (2012; 2014) also revealed highest RVA/RVC coinfection
numbers in weaned pigs. Data from Germany on RVA and RVC infection status in pigs from Otto et al.
(2015) underline the frequent finding of RVA and RVC in German piglets. The clinical relevance can
be assumed since Collins et al. (2008) found no RVA/RVC coinfections in asymptomatic pigs.
Moreover, infection studies of gnotobiotic calves with bovine RVA and RVC lead to more severe
histopathological lesions (Chang et al. 1999) than single infections which substantiates the above

mentioned thesis.

Comparison with RV infections among specific age groups of pigs with other published data illustrates
differences but also similarities to our study. On the one hand, study design might play an important role
in causing differences in RVA and RVC detection rates. On the other hand, viral infections in humans
promote bacterial infections and the other way around (Bhavnani et al. 2012). However, correlation
between rotaviral infections and other pathogens could not be proven by Unicomb et al. (1996).
Therefore, the role of bacterial factors in RV infections and the mechanisms possibly involved must be

investigated in further studies.

Noticeable in our set of samples is a remarkably high proportion from RVA and/or RVC positive
samples to all examined samples (1032 positive/2596 general sample number). Currently some
companies in Germany offer autologous vaccines against RVA. No vaccine is in use against RVC. The
influence of RVA vaccination can reach such an extent that RVC could double in importance in pigs
younger 21 days (Marthaler et al. 2012). It is, however, unknown if so — how many pigs investigated in
this study were derived from farms with currently applied RVA vaccinations which might have
influenced the outcome of the results in these particular animals. Seeing the high number of investigated

fecal samples in the present study we believe that the possible influence of RVA vaccination on the
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results are of minor relevance. In general, we found remarkably high numbers of RVC positive samples
or RVA/RVC coinfections. Considering the fact that our samples were mostly from diarrheic pigs we
must consider the involvement of RVC as a diarrhea causing agent or a cofactor for other pathogens.
Since RVA and RVC do not induce cross protectivity (Bohl et al. 1982) both RV groups must be seen
as independent pathogens with discrete infection dynamics. In the future, investigations could combine
samples from symptomatic and asymptomatic pigs as proposed by Theuns et al. (2014). Hence, one

could evaluate the role of subclinical pigs as a permanent reservoir for RVC.
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Conclusion

With this study, we contribute novel data on RVA and RVC infections in German pigs in the context of
age. This resilient data was generated with a high number of samples. Statistical calculations showed a
highly significant correlation of age and RV infections. Since Germany is an important pig breeding
country with a big pig livestock (The German pig livestock comprises 26.4 million pigs with a
proportion of 7.6 million piglets (Federal Statistical Office 2019)), our data can be seen representative.
Thus, we could show the frequent detection of RVA and RVC in diarrheic pigs with balanced
importance of both RV groups A and C in suckling piglets. The older the pigs are, the more frequent
RVC is found in the samples. Albeit, among suckling pigs RVC detections are highest in the first week
of age (Fig. 2). This is in accordance with clinical experience, which indicates importance of RVC in
very young piglets. Older pigs” immunity might degrade the clinical importance to a subclinical but
epidemiologic important permanent excretion status. Hence, we see the strong advantage to include
RVC in virological examinations of diarrheic events. The frequent finding of RVC gives ample evidence
for the clinical relevance in pig diarrhea directly or as a cofactor for other pathogens. Since bacterial
factors were out of the scope of our study these could be an important approach for further investigations
in Germany following the example of studies which detected RV species in correlation with bacteria.
Hence, interaction between RV and bacterial pathogens is not terminally proven yet.

Limited cell culture growth of some RV groups confines in vitro and in vivo studies. Hence, further
investigation of these groups must be gained from field samples. With this study we proved the
contribution of RVC diagnostic to the investigation of diarrheic events and showed the urgent need to

include RVC in standard examination protocols.
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5 Diskussion

Infektionskrankheiten sind ein zentrales Thema der modernen Schweinehaltung. Neben Fitterung,
Stallbau und parasitdaren Erkrankungen wird dieser Problematik zu Recht eine grofle Relevanz
beigemessen. Dabei muss unterschieden werden zwischen bakteriellen und viralen Erregern.
Bakteriologisch ist bei der richtigen Auswahl von passenden Nahrmedien eine zuverlassige
Erregeridentifikation mit hoher Sensitivitat zu erreichen. Je nach zu untersuchendem Material kénnen
verschiedene Ubersichts- und Selektivmedien genutzt werden. Im Gegensatz dazu ist virologische
Diagnostik immer zielgerichtet und identifiziert nur Erreger, nach denen auch gesucht wird. Die Ursache
dafur findet sich in der Notwendigkeit von molekularbiologischen oder immunologischen Verfahren
zum Virusnachweis. Diese konnen nur verdachtsweise im Diagnostikumfang definiert werden. Der
Einsatz von Elektronenmikroskopie soll hier einmal auRer Acht gelassen werden, da diese Methode in
der klinischen Diagnostik nur selten durchgefihrt wird.

Wie wichtig die Auswahl des geeigneten Nachweissystems tatsdchlich ist, zeigt der Vergleich mit
Studienergebnissen anderer Autoren. MACHNOWSKA et al. (2014) beschrieben 0,8 % RVA positive
Proben aus Deutschland und damit eine deutlich geringere Nachweisrate als unsere Untersuchungen.
Allerdings fand die Probenahme in der genannten Studie an Schlachthéfen statt. Somit ist generell zu
erwarten, dass keine klinisch erkrankten Tiere dort eintreffen und in der Regel &ltere und somit
immunkompetente Tiere dort angeliefert werden. Unsere Untersuchungen hingegen basieren auf einer
Vorauswahl klinisch erkrankter Tiere.

Andere Autoren (ZHOU et al. 2016) fanden gar keine RVAs und nur sehr wenige RVCs in deutschen
Schweineproben. Bei der Interpretation muss jedoch beriicksichtigt werden, dass weniger Proben als in
der hier vorliegenden Studie untersucht wurden und zudem das Alter der untersuchten Tiere in der oben
genannten Publikation nicht klar einzugrenzen ist. Mdglicherweise wurden somit (iberwiegend altere
und somit immunkompetentere mit geringeren Ausscheidungsraten in die Studie einbezogen.
Interessanterweise basierten die Untersuchungen von ZHOU et al. (2016) und MACHNOWSKA et al.
(2014) zudem auch auf anderen Primer-/Sondensétzen als die unserer Methode. Somit ware auch,
unabhéngig von moglichen Einfliissen der beprobten Schweinepopulationen, ein Einfluss der Spezifitat
und Sensitivitat der RT-gPCR zu bertcksichtigen. Die aber wohl gravierendsten Faktoren bilden
Probenumfang und Anzahl der beprobten Betriebe. MACHNOWSKA et al. (2014) untersuchten 120
Proben aus 12 Betrieben. ZHOU et al. (2016) untersuchten 44 Proben diarrhdischer Schweine aus
Deutschland aus 3 verschiedenen Betrieben. In den vier anderen beprobten L&ndern waren die
Probenzahlen im &hnlichen zweistelligen Rahmen. Bezieht man nun die Ergebnisse von MARTHALER
et al. (2014) ein, ergibt sich ein logisches Bild. Dort wurden 7508 Proben von Schweinen aus Kanada,
Mexiko und den USA unter anderem auf das Vorhandensein von RVA und RVC untersucht. Die dabei

genutzten Primer- und Sondensequenzen waren auch Grundlage unserer PCR zum Nachweis von RVA
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und RVC. Folglich scheint es einen erheblichen Einfluss des Probenumfangs auf die Nachweisrate von
RVA und RVC zu geben. Dies lasst sich daraus ableiten, dass sowohl die hier vorliegende Studie als
auch die von MARTHALER et al. (2014) einen hohen Probenumfang und vergleichbare Nachweisraten
fir RVA und RVC aufwiesen. Der distinkte Einfluss der Primer-/Sondensequenzen hingegen ware ein
geeigneter Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen. Eine denkbare Studienreihe kdnnte einen
festgelegten Probensatz mit den RT-gPCR-Protokollen der zuvor beschriebenen Publikationen auf das
Vorhandensein von RVA und RVC hin untersuchen. Die erhaltenen Daten kdnnten zur Festlegung der
Sensitivitat der jeweiligen Protokolle genutzt werden. Dazu ware methodisch eine Verdinnungsreihe
mit absteigender Konzentration der RV-RNA herzustellen, um anschlieBend die Kkleinste zu
detektierende RNA-Konzentration zu bestimmen. Am zuverlassigsten wére dabei der Einsatz von
Plasmid-DNA, da im Gegensatz zu Feldmaterial die Ausgangskonzentration an DNA bekannt wére.
Beachtet werden muss jedoch, dass die Basensequenz flr jede zu untersuchende Primersequenz passend
synthetisiert werden musste. Da es sich bei Rotaviren bekanntermaflen um RNA-Viren handelt,
beinhaltet jede PCR eine vorangestellte Reverse Transkription, die aus der Basensequenz der RNA der
RVs komplementare DNA (cDNA) synthetisiert. In einem wie zuvor beschriebenen Versuchsaufbau
unter Einsatz von Plasmiden wiirde der Einfluss dieser Reversen Transkription vernachlassigt. Faktisch
wird er keinen bedeutenden Einfluss haben, da theoretisch ein einziger erfolgreich synthetisierter
cDNA-Strang genugt, um die nachfolgende PCR durchzufiihren. Nichtsdestotrotz wirkt sich die
Sensitivitat der Reversen Transkription limitierend auf die nachfolgende PCR aus und muss bei falsch
negativen Ergebnissen als moglicher Ansatz fir Optimierungen bedacht werden. Dementsprechend
sollte auch dieser Faktor in einem Versuchsaufbau analysiert werden, der spezifisch die Nachweisrate

verschiedener Primersatze untersuchen wirde.

5.1 Genotypisierung von RVA

Die Typisierung von RVA gewinnt zunehmend an Bedeutung. Dies resultiert aus den zuvor
beschriebenen genetischen Variabilitdten der RVs. Dementsprechend ergibt sich insbesondere im
internationalen Vergleich der Nachweisraten von RVA und RVC in Schweinebestdnden ein sehr
diverses Bild. Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen der vorliegenden Studie eine
deutschlandweite Typisierung und geografische Einordnung der RVA-Typen vorgenommen. Die
Eingrenzung der Typisierungen auf RVA ergab sich aus den folgenden zwei Grinden. Einerseits
existiert lediglich fir RVA ein etabliertes Typisierungstool (MAES et al. 2009), andererseits liegen fiir
RVA deutlich mehr Daten in Form von Publikationen und Sequenzen genotypisierter RVs vor, die zum
internationalen Abgleich genutzt werden kénnen. Neben den in Publikation 1 (siehe 3.1) beschriebenen
RVA-Genotypen, die sich im européischen Vergleich zahlreich wiederholen, offenbarten die hier
vorliegenden Untersuchungen das haufige Vorkommen von RVAs mit der Typenkombination GOP[32],
welche zuvor in Europa nicht beschrieben wurden. Darliber hinaus erfolgte in der vorliegenden Studie

der Nachweis von G26 und P[34], die jeweils nur in Vietnam beschrieben wurden. Das gleichzeitige
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Vorkommen von RVAs mit exklusiv nationalen und auch solchen mit auffallend geografisch weit
entfernt auftretenden G- und P-Typen fiihrt zu der Frage, wie eine derart hohe Variabilitat zu begriinden
ist. Insbesondere diese seltenen, nicht regularen RVA-Typen verdienen besonderes Augenmerk, da sie
potenzielle Reservoire neuen Erbguts sind und zur Varianz beitragen kénnten. Im Gegensatz zu den
verbreiteten und géngigen RVs stellen diese eine Quelle vollig neuer und merklich abweichender
Basensequenzen dar. Im Falle von Rekombinationen tragen diese seltenen Basensequenzen zu

merklicher Verénderung in den Genomen bei.

5.2 RVs als Zoonoseerreger

Wie im vorhergehenden Abschnitt bereits thematisiert wurde, ist eines der auffallendsten Merkmale der
RVAs ihre hohe genetische Diversitat. Fraglos kénnen im Rahmen der dualen Typisierung (G- und P-
Typen) lediglich Rickschlusse auf die Diversitat der beiden daflr kodierenden Genomsegmente
gezogen werden. Neben der Mdglichkeit der spontanen Mutation sind Rotaviren aufgrund ihres
segmentierten Genoms einer hoheren Wahrscheinlichkeit des Reassortments ausgesetzt. Dabei werden
Genabschnitte unterschiedlicher RV-Populationen untereinander ausgetauscht. Je nachdem, welche
Genomsegmente ausgetauscht werden, verandert sich auch die antigenetische Eigenschaft der RVs.
Dieses Reassortment kann dabei in zwei verschiedenen Szenarien stattfinden. Einerseits kann der
Genomaustausch stattfinden, wenn zwei verschiedene RV-Populationen in einer Schweineherde
zirkulieren oder Tiere mit unterschiedlichen RV-Infektionen aufgrund von Zukaufen oder Umstallungen
in Kontakt kommen. Andererseits konnen auch RV-Populationen, die in unterschiedliche Tierarten oder
dem Menschen vorkommen, Genomsegmente austauschen. Die Entstehung von human-animalen
Reassortanten beeinflusst die speziestibergreifende Infektiositat maRgeblich (STEYER et al. 2008).
Unter Umsténden wird ein RV plotzlich fur eine Spezies infektios bzw. pathogen, fur die es zuvor
apathogen war oder die es vorher nicht infizieren konnte. Untersuchungen anderer Autoren belegen dies
eindrucksvoll. Die Transmission events bilden dabei einen erheblichen evolutiven Vorteil fir die RVAs.
Die entscheidenden Faktoren sind insbesondere die verbesserte Adaptation an den Wirt in Verbindung
mit einem naiven Immunsystem (MARTELLA et al. 2010). Eine Transmission ist dabei einerseits
zwischen unterschiedlichen Tierarten moglich, wie von GHOSH et al. (2012) von Schwein auf Pferd
beschrieben wurde. Andererseits konnte aber auch die RV-Transmission von Tieren auf Menschen in
diversen Studien gezeigt werden, wie es zum Beispiel fir den Wechsel von RVs mit P-Typ [6] von
Schweinen auf Menschen dokumentiert wurde (HWANG et al. 2012; MUKHERJEE et al. 2009;
STEYER et al. 2008; ZELLER et al. 2012). Neben dem Kontakt von Mitarbeitern in der Landwirtschaft
und Tierhaltung mit RVs spielt auch die Ausbringung von Schweinedung und -mist eine Rolle bei der
Verbreitung von RVs (MARTHALER et al. 2013; MIYAZAKI et al. 2012; STEYER et al. 2008).
Unterstitzend wirkt hier auch die hohe Tenazitat der RVs in Fékalien mit Bestandigkeit der Infektiositét
von mehr als sechs Monaten (RAMOS et al. 2000). Zudem findet man vor allem in Entwicklungslandern

eine ungentigende Trennung von Stall- und Wohnbereichen vor. Dariiber hinaus werden Wasserquellen
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von Mensch und Tier gleichermalien genutzt, sodass ein regelméRiger Kontakt und somit Austausch

von RVs hochstwahrscheinlich ist.

Die hier vorliegenden Untersuchungen belegten bereits das haufige Auftreten von RVA mit dem
Genotyp G4P[6] bei Schweinen. Dass diese Transmissionen jedoch nicht nur in Entwicklungslandern
stattfinden, zeigen Untersuchungen aus Ungarn, in denen ebendiese Typen bei Kindern identifiziert
wurden. Die Autoren gehen von einer interspecies transmission aus, da Sequenzéhnlichkeiten zu
porzinen und porzin-abgeleiteten Stdmmen bestehen (PAPP et al. 2013a). PAPP et al. stellen die
Hypothese auf, dass Transmissionen, entgegen dem sonst haufig angenommenen Szenario, von
Menschen auf Schweine stattfinden. Somit wiederum wird die Infektion von Menschen mit porzinen
Stammen erleichtert, da in Folge des Reassortments RVs in Schweinen Genomabschnitte von RVs aus

Menschen besitzen. Diese Eigenschaft erleichtert porzinen RVs die Humaninfektion.

Folglich ist ein Monitoring der vorkommenden oder gar dominierenden Genotypen, wie man es in der
vorliegenden Arbeit fir G-/P-Typen in der deutschen Schweinepopulation durchgefiihrt hat, angebracht.
Dies ist unerlasslich, um die relevanten RVs und ihre Genotypen zu bestimmen. Dieses Monitoring
sollte in mehreren Tierarten, insbesondere den Nutz- und Begleittieren, stattfinden. In der Konsequenz
kénnen  Genotypen ausgemacht werden, welche in auffallend vielen Fallen von
Transmissionsereignissen auftreten. Diese Erkenntnisse sind auf der einen Seite wichtig flr die
Identifikation hédufig vorkommender RV-Genotypen. Auf der anderen Seite lasst dies auch
Ruckschlisse auf jene Genotypen der RVAs zu, welche besonders relevant sind flr
Transmissionsereignisse und somit als Reservoir neuen Erbmaterials anzusehen sind. Folglich sind RVs
dieser Genotypen dann auch als Triebkraft in der weiteren genetischen Variabilitat anzusehen. In der
Konsequenz kdnnen diese Ergebnisse zur Auswahl potenzieller Stamme fiir den Einsatz in animalen

und humanen Impfstoffen (siehe 5.7 VVakzinierung) eingesetzt werden.

41



5.3 Kilinische Relevanz und asymptomatische Trager

Im Rahmen dieser Studie lag der Fokus auf der Untersuchung von Probenmaterial, welches von Tieren
mit klinischer Diarrh¢ stammt. Zukiinftig wére auch die Beprobung von asymptomatischen Schweinen
aus Deutschland interessant. Asymptomatische Trégertiere kénnen gute Hinweise auf zukinftig relevant
werdende Genotypen der RVs geben, sogenannte ,.emerging genotypes® (COLLINS et al. 2010;
STEYER et al. 2008). Besonders interessant ist die Betrachtung asymptomatischer Tiere darliber hinaus
vor allem deswegen, weil dort mehrere RV Populationen in ahnlicher Auspragung nebeneinander
existieren und somit das Reassortment ermdglicht wird (MIYAZAKI et al. 2011). Im Gegensatz zu
Tieren mit klinischer Diarrho ist bei asymptomatischen Individuen davon auszugehen, dass sich keine
RV-Population dominierend behauptet und somit eine gréRere Vielfalt an RVs unterschiedlicher
Eigenschaften existiert. In einem geeigneten Versuchsaufbau wiirden gesunde Tiere aus verschiedenen,
nicht zusammenhangenden Populationen (ber einen definierten Zeitraum beprobt werden. Sollte mittels
gPCR ein positiver RVA-Nachweis erbracht worden sein, ist eine Sequenzierung des Mikrobioms die
optimale Losung. Diese Methode stellt sicher, dass alle RVs in den Proben erfasst werden.
Herkémmliche PCR-Methoden hingegen weisen tendenziell nur die dominierende respektive grofite
RV-Population nach. Die regelméRige Wiederholung der Probenahme bei denselben Tieren verfolgt
dann das Ziel, etwaige Verdnderungen in den vorkommenden RVs zu erkennen. Mittels
Sequenzabgleichen kénnte dann untersucht werden, ob Reassortments stattgefunden haben.

Generell gilt, dass die Erfassung und Uberwachung von RV-Typen in Schweinepopulationen konstant
und regelméRig erfolgen sollte, da die genetischen Eigenschaften und somit die Typenzugehdrigkeit der
zirkulierenden Viruspopulationen einer grofen Dynamik unterliegen. Verdeutlicht wird dies durch
Untersuchungen von MIYAZAKI et al. (2012), deren Studie gar wechselnde RVA Typen bei denselben
Schweinen in verschiedenen Stallabschnitten im Laufe der Aufzucht/Mast zeigen konnte. Es konnten
durch représentative Probenumfénge neben individuell vereinzelten auch dominierende RVA-Typen

identifiziert werden.

5.4 Nicht-typisierbare Rotaviren

Genau wie auch von anderen Autoren beschrieben, konnte mittels der Untersuchungen ein gewisser
Anteil (22 %) nicht-typisierbarer RVAs nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass mindestens die fur
VP4 und VP7 kodierenden Segmente (in der 11-Segment-Typisierung sogar aller 11 Genomsegmente)
in der PCR erfasst werden miissen, um eine Typisierung durchfiihren zu kénnen, limitiert die Anzahl
typisierbarer RVAs. Unter der Anforderung einer dualen Typisierung, wie in der vorliegenden Arbeit
angestrebt, fuhrt der Ausfall des G- oder P-Typs zum Ausbleiben eines Typisierungsergebnisses, da
dementsprechend nur einer der beiden Typen erfasst werden konnte. Dabei definiert vor allem die

Probenmatrix und die Probenherkunft die Erfolgsquote der Typisierung. Zum einen befinden sich
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erwartungsgemal viele PCR-Inhibitoren in den Matrizes Kot und Darmgewebe. Da die Typisierung von
RVAs aus zellkultureller Vermehrung fast ausnahmslos gelingt, scheint die Rolle der Inhibitoren aus
der Originalmatrix relevant zu sein. Eine Adaptation der RVAs an die Zellkultur ist jedoch nicht immer
maoglich. Des Weiteren sind bei der Vielzahl an Proben, die in dieser Studie untersucht worden sind,
verschiedenste Viruslasten von RVA zu erwarten. Dies wird vor allem durch verschiedene
Immunitétsstadien der beprobten Tiere bedingt, da diese zu mehr oder weniger starker Virusreplikation
in den Enterozyten fihren.

Auf der Ebene des Virusgenoms entstehen weitere Einfllisse durch die RNA-Qualitat. Aufgrund der
nachgewiesenen Stabilitat der Rotaviren (SOLBERG et al. 2009), bedingt durch das dreifach gekapselte
Doppelstrang-RNA-Genom, kénnen Typisierungsausfélle in Folge von Degradation bei RVs jedoch
vernachlassigt werden. Neben den eben beschriebenen Faktoren muss jedoch vielmehr auch die
molekularbiologische Typisierung an sich als Ursache fehlgeschlagener Typisierungen erwogen
werden.

Die Vielzahl an publizierten Optimierungsansatzen und dem Design neuer Primer zur Typisierung
belegt zweifelsohne, wie divers RVAs sind und dementsprechend schwierig die Typisierung direkt aus
Originalmaterial ist. Im Rahmen dieser Studie wurden drei VP4 und zwei VP7 Primerpaare eingesetzt,
um die Anzahl der Ausfélle in der Typisierung zu minimieren. SOLBERG et al. (2009) beschrieben fiir
humane RVAs in Ecuador fiir VP4 7-98 % und fur VP7 3-65 % Ausfélle in der Typisierung. Diese
Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, welch groRen Einfliissen die Nachweisraten unterliegen. In der zuvor
genannten Studie wird eine hohe Diversitat und somit schwankende Sequenzhomologie der Feldproben
und der eingesetzten Primer postuliert. Bei Typisierungsuntersuchungen von Schweineproben aus
Argentinien beschrieben PARRA et al. (2008) 73 % nicht-typisierbare RVAs. Aufféllig sind dabei
einerseits der grofle Anteil, andererseits auch die groBen Schwankung in der Zahl nicht-typisierbarer
RVAs. Unter diesen Aspekten sind die hier dokumentierten Typisierungsausfalle mit einem Anteil von
22 % (22/101) vergleichsweise selten. Dies spricht flir die Eignung der Primerauswahl und die Eignung

einer Typisierung mittels mehrerer Primer.

5.5 RVA Nachweise

Neben der zuvor beschriebenen Typisierung von RVAs wurden in der vorliegenden Arbeit die
Nachweisraten von RVA und RVC in klinisch erkrankten Schweinen verschiedener Altersklassen
untersucht. Die Ergebnisse belegen annahernd gleiche Haufigkeiten von RVA und RVC (42,1 %
RVA; 49,0 % RVC; 8,9 % RVA/RVC-Koinfektion). Zur genaueren epidemiologischen Untersuchung
werden Typisierungsdaten bendtigt. Damit ist es méglich, Verbreitung und Dynamik von RVA-
Populationen zu erfassen. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass der reine Nachweis von RVA keinen
Rickschluss auf einen Wechsel bzw. die genetischen Eigenschaften der erfassten RVAs zuldsst. Die

dualen Typisierungsergebnisse jedoch erlauben eine verbesserte Zuordnung. Folglich ist die duale
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Typisierung geeignet, epidemiologische Zusammenhénge, etwaige Neuinfektionen oder
Verschiebungen vorkommender RV-Typen zu erkennen. Demnach sollten im Besonderen die
Verbreitung sowie vorherrschende Genotypen-Kombinationen in regionalen RVA-Populationen
Uberwacht werden. Die Quelle neuen Genommaterials oder ganzer RVAs ist u.a. der globale Tier- und
Warenhandel sowie wachsende Reiseaktivitdten, auch von Menschen mit Tierkontakt.
Spezieslbergreifende Infektionen fuhren zur Entstehung neuer RVs (durch Rekombination von
Genmaterial) und kénnen nur erkannt werden, wenn humane und animale RV-Infektionen tberwacht
werden. Fiir das veterinarmedizinische Monitoring ist mindestens die Uberwachung der
Nutztierbestdnde anzuraten, da diese grofe, epidemiologisch vernetzte Populationen mit hohen
Tierzahlen darstellen. Unter veterindrmedizinischen Aspekten gilt es aulerdem, potenzielle RVA
Stdmme zu identifizieren, die geeignete Kandidaten fiir eine Impfstoffentwicklung sein kénnten (siehe
5.7 Vakzinierung).

5.6 RVC Nachweise

Im Vergleich zu Untersuchungen porzines RVA betreffend liegen zu porzinem RVC relativ wenige
Untersuchungen vor. Fur die deutsche Schweinepopulation gibt es (berhaupt keine aktuellen
publizierten Daten. Vor diesem Hintergrund galt das Interesse dem Vorkommen sowie der
Altersverteilung klinischer RVC Infektionen. Diese Untersuchungen bilden die Grundlage fiir weitere
Typisierungen porziner RVCs. Im Gegensatz zu RVA gibt es Hinweise darauf, dass porzine und humane
RVCs geringe genetische Ubereinstimmungen in den Sequenzen von VP4 und VP7 aufweisen
(RAHMAN et al. 2005). Ahnlich starke Unterschiede zwischen porzinen und humanen Stimmen
zeigten PHAN et al. (2016) fur Sequenzen des Virusproteins 6. Weiteres Monitoring ist trotzdem
ausgesprochen wichtig, da die Relevanz von RVC fur die deutsche Schweinepopulation von Bedeutung
zu sein scheint. Darlber hinaus bleibt aufzuklaren, inwieweit porzine RVCs evolutionar junger sind und
erst mit der Zeit haufiger arteniibergreifend infizieren oder generell eher artspezifisch sind. Einen
denkbaren Ansatz zur weiteren Aufklarung dieser Frage kdnnten phylogenetische Untersuchungen
geben. Zu diesem Zweck sollten Sequenzdaten von RVAs und RVCs verglichen werden. Eine
entsprechende Isolateauswahl entstammt sinnvollerweise einerseits Bestdnden mit Doppelinfektionen
RVA/RVC sowie Bestanden mit ausschlieRlichem Nachweis von RVA oder RVC. Die Proben sollten
des Weiteren von asymptomatischen und klinisch erkrankten Tieren stammen. Die mit den
Genomsequenzen durchgefuhrten phylogenetischen Untersuchungen wirden die genetische Distanz
zwischen den RVAs und RVCs erfassen. Sollten die RVCs in engem phylogenetischen Zusammenhang
stehen, wirde dies fiir eine geringere Diversitét sprechen. Dies wiirde darlber hinaus entweder geringere
genetische Variabilitdt oder sogar evolutiondr gesehen kiirzere Existenz, im Vergleich zu RVA,
bedeuten. Die erhaltenen Informationen mdissten dann weiterhin mit der klinischen Relevanz in

Verbindung gesetzt werden. Insbesondere RVCs aus Monoinfektionen mit klinischer Symptomatik
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sollten einem weiteren phylogenetischen Sequenzvergleich mit Isolaten aus anderen Tierarten und
Menschen unterzogen werden. Die erhaltenen Daten wiirden Auskunft tber die speziesubergreifende
Relevanz geben. Allerdings ist eine sinnvolle Umsetzung derzeit nicht méglich. In Ermangelung eines
harmonisierten Typisierungsschemas fir RVC konnten keine RVCs desselben Genotyps ausgewdhlt
werden. Folglich ist eine groRe genetische Varianz zu erwarten, da eine Vorauswahl von RVCs des

gleichen Genotyps nicht mdglich ware.

Die hier vorliegende RVC-Studie sowie auch andere bereits erwédhnte Publikationen haben jedoch den
haufigen Nachweis von RVC bei Mensch und Tier beschrieben. Zukinftig ist also zunehmende
Forschung auf dem Bereich der RVC-Typisierung zu erwarten. Nicht zuletzt, da auch in der

Humanmedizin RVC als potenziell pathogenes RV angesehen wird.

5.7 Vakzinierung

Das ubiquitére Vorkommen von RVs in Stallumgebungen von Schweinen bedeutet ein allgegenwartiges
pathogenes Potenzial. Ursachlich sind die hohen Viruskonzentrationen im Kot infizierter Tiere, geringe
Infektionsdosen sowie die auf’ergewodhnlich hohe Tenazitat und Langzeitstabilitat. Eine Elimination aus
der Haltungsumgebung ist anndhernd unmdglich (SAIF und THEIL 1990). Da Schweine jedoch
agammaglobulindmisch geboren werden (SAIF und FERNANDEZ 1996), ist die Aufnahme kolostraler
Antikdrper unabdingbar. Entgegen der mdglichen Vermutung, das ubiquitdare Vorkommen stimuliere
das maternale Immunsystem ausreichend, reichen Antikdrpertiter bei Rindern regelméaBig nicht aus, um
die Kélber langfristig vor RV-Durchfallen zu schiitzen (SAIF und FERNANDEZ 1996). Diese Tatsache
lasst sich vergleichbar auf Sauen und ihre Ferkel lbertragen. Da Ferkel jedoch kurze Zeit nach der
Geburt mit RVs infiziert werden kénnen, ist eine protektive Immunitét erforderlich. Bestenfalls wird
diese initial durch passive Immunisierung Uber Kolostrum gewahrleistet. Die immunologische
Konfrontation mit weiteren RV-Antigenen erfolgt anschlieBend optimalerweise unter dieser passiven
Immunitiat (SAIF und FERNANDEZ 1996). Mdglich ware diese Boosterung mit der gezielten
Antigenprasentation mittels einer mono- oder multivalenten Vakzine. Somit kdnnen auch Sauen mittels
Impfstoff in Umfang und Auspragung der Kolostrumqualitét beeinflusst werden. Daruiber hinaus ist die
RV-Vakzinierung der Sauen der Ferkelimpfung liberlegen, da sie einen geringeren Arbeitsaufwand und
Materialeinsatz bedeutet. Derzeit gibt es in Deutschland jedoch keinen zugelassenen RV-Impfstoff fir
Schweine. Dieses Fehlen hat massive ethische und 6konomische Konsequenzen zur Folge. Im Detail
erleiden somit unndtig viele Ferkel massive Diarrhd, welche mit Stérungen des Allgemeinbefindens
einhergehen kann. Okonomisch bedeutet der Mangel an Immunprophylaxe verringerte
Gewichtszunahme und erhéhten Personalaufwand. Die intensive Ferkelbetreuung und gegebenenfalls
verzogerte Umstallung aus Infektionsschutzgriinden bedeuten weitere Kosten. Zudem weisen die Ferkel
durch Diarrhé regelméBig inhomogene Gewichtsprofile auf, die fir die Stallgegebenheiten und

Vermarktung nachteilig sind.

45



Fir Rinder hingegen sind derzeit sieben RV-Impfstoffe zugelassen (PElI 2019a). Es ist nicht
verwunderlich, dass diese haufig umgewidmet werden. Problematisch ist jedoch, dass in vielen Féllen
die im Impfstoff eingesetzten RVAs nicht angegeben oder einige Jahrzehnte alt sind und teilweise von
anderen Kontinenten stammen. Eine antigenetische Ahnlichkeit zu regional vorherrschenden RVAs ist
sehr unwahrscheinlich. Hierbei muss jedoch unterschieden werden zwischen G- und P-Typ.
KOBAYASHI et al. (2007) diskutieren die hohere Speziesspezifitat von P-Typen im Vergleich zu G-
Typen unter Betrachtung der Verbreitung in verschiedenen Tierarten. Aufgrund dieser Theorie ware
eine Wirkung des bovinen Impfstoffs basierend auf G-Typ-Immunitét denkbar. Eine Infektionsstudie
ergab zwar die Wirkungslosigkeit eines bovinen Lebendimpfstoffs bei Ferkeln und konnte eine
wirksame Vermehrung des Impfstammes ausschlieen (LECCE und KING 1979), jedoch lassen sich
diese Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die zahlreichen Impfstdimme in bovinen Impfstoffen in
zahllosen Kombinationen mit Feldstdimmen (bertragen. Dies unterstreichen die Studienergebnisse von
ZISSIS et al. (1983), welche durchaus eine verringerte Virusausscheidung von Ferkeln, welche mit
bovinem RV immunisiert wurden, zeigen konnten. Erwéhnt werden sollte jedoch, dass die Challenge-
Versuche mit humanen RVs durchgefiihrt wurden. Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass keine

allgemeingultige Bewertung von speziesfremden Impfstdmmen maglich ist.

Grundlegend fir die Entwicklung eines RVA-Impfstoffs ist folglich die Erfassung der zirkulierenden
RVAs und ihrer entsprechenden antigenetischen Charakteristika. Aufgrund ihrer immunogenen
Eigenschaften sind die Gensequenzen der Genomsegmente, die fir VP4 und VP7 kodieren, daftir sehr
geeignet. Nach der Identifikation relevanter Genotypen koénnen entsprechende RVAs identifiziert
werden, welche fiir einen Impfstoff verwendet werden kdnnten. Die weitere Auswahl diirfte dann jedoch
von der Adaptation an die Zellkultur abhdngen. Diese ist unabkémmlich zur Virusvermehrung. Die
bevorzugte Eignung eines attenuierten Lebendimpfstoffs wurde bereits in der humanen RV-Forschung
gezeigt. Dabei fielen insbesondere die Vorteile der wiederholten Infektion, &hnlich einer Infektion mit
Wildtyp-RVs, simuliert durch Lebendvakzine, auf (KAPIKIAN et al. 1996). Aber auch konkret in einer
Studie mit Ferkeln konnte die Uberlegenheit einer Lebendvakzine gegeniiber einem Totimpfstoff
gezeigt werden. Demnach resultierte die starke Virusausscheidung trotz Vakzinierung mit einem
Totimpfstoff vermutlich aus der mangelhaften Ausbildung intestinaler Immunitat (WELTER und
WELTER 1990).

Sind entsprechende RV A-Isolate ausgewahlt, kdnnte ein porziner RVA-Impfstoff hergestellt werden.
Dieser ware trotz der nachgewiesen hohen Diversitdt der RVs einige Zeit nutzbar. Hinweisend sind
Erfahrungen aus der humanen RV-Impfstoffentwicklung, in welchen eine Kreuzimmunitat beobachtet
wurde, die auch bei heterologen G-/P-Typen zu wirksamem Schutz fuhrt (DESSELBERGER 2014;
VESIKARI et al. 2007). Wie bereits zuvor diskutiert, fehlten bisher flachendeckende Daten zu RVAs
in der deutschen Schweinepopulation. Nicht zuletzt deswegen mag es bisher keinen zugelassenen RVA-
Impfstoff fiir Schweine geben. Zudem schrankt die haufig angewandte Umwidmung des bovinen RV-

Impfstoffs die 6konomische Attraktivitit der porzinen Impfstoffentwicklung ein.
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Die Etablierung von autogenen Impfstoffen wird vor allem durch Hindernisse in der zellkulturellen
Vermehrung aufgehalten. Zudem erfordern die gesetzlichen Anforderung die Virusinaktivierung in
autogenen Impfstoffen. Wie zuvor beschrieben lassen jedoch Totimpfstoffe eine sehr begrenzte
Wirksamkeit, vor allem im Hinblick auf intestinale Immunitat, bei RVs erwarten. Bedingt ist dies vor
allem durch die Notwendigkeit der wiederholten Infektion mit RVs derselben Population zur
Ausbildung belastbarer Immunitéat. Inwiefern autogene Impfstoffe zur kolostralen Immunitét gegentiber
RVs beitragen wirden und entsprechend passive Immunitat an die Ferkel vermitteln ist aus Mangel an

wissenschaftlichen Untersuchungen unklar.
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Einleitung
Die deutsche Schweinepopulation ist eine der groften in Europa und ist Uberwiegend als

Intensivtierhaltung angelegt. Als Konsequenz daraus haben Jungtiererkrankungen eine grofe Bedeutung
im Hinblick auf Tierwohl und 6konomische Aspekte. Eine dieser Erkrankungen ist die Infektion mit
porzinen Rotaviren (RVs). Diese konnen Schweine aller Altersgruppen infizieren, fiihren jedoch
insbesondere bei Saugferkeln zu massivem Durchfall und in Folge dessen zu Dehydratation bis hin zum
Tod. Da porzine RVs ubiquitdr vorhanden sind, ist eine Infektion der neugeborenen Ferkel durch
Muttersauen oder die Umgebung beinahe unvermeidbar. Hinzu kommt die hohe antigenetische Vielfalt,
inshbesondere der immunogen wichtigen Proteine VP4 und VVP7 der RVs, welche die Schutzwirkung der
laktogenen, also Sauenmilch-vermittelten, Immunitdt begrenzt. Neben guter Hygiene und
professionellem Futtermanagement bliebe noch die Mdoglichkeit einer Impfung. Derzeit gibt es

allerdings in Deutschland keinen zugelassenen Impfstoff gegen porzine RVs.

Ziele der Untersuchungen

Die hohe Variabilitat und Diversitat der RVs ist bekannt, allerdings lagen keine Untersuchungen zum
Vorkommen in deutschen Schweinen vor. Diese Studie hatte einerseits das Ziel, zirkulierende, regional
dominierende Rotavirus-Typen der Gruppe A (RVAS) zu identifizieren. Zusatzlich traten Rotaviren der
Gruppe C (RVCs) vermehrt in den Fokus der Labordiagnostik. Bisher war jedoch unklar, in welchem
Umfang und welchen Altersgruppen RVCs bei Schweinen vorkamen. Auch diese Fragestellung sollte,

auch im Hinblick auf weltweit wachsendes Interesse an dieser Gruppe, beantwortet werden.

Material und Methoden

Fir die Typisierung der in Deutschland regional zirkulierenden RVAs wurden 101 Kot- und
Organproben von Schweinen mit klinischem Durchfall aus 10 Bundesldndern mit Hilfe des dualen
Typisierungssystems (G-/P-Typen) typisiert. Die dafur notwendigen Amplifikate der Genomabschnitte,
die fur die Virusproteine VP4 und VP7 kodieren, wurden unter Einsatz mehrerer Primerpaare aus

Publikationen anderer Autoren gewonnen und zur externen Sequenzierung weitergeleitet.
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Zusétzlich zur Typisierung wurde das Vorkommen von Rotaviren der Gruppe A (RVA) und C (RVC)
innerhalb verschiedener Altersgruppen von Schweinen untersucht. 2596 Proben von Schweinen mit
klinischer Diarrhd wurden mittels Realtime-Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion analysiert. Die
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe eines Chi-Quadrat-Tests auf den Zusammenhang zwischen Alter
und RVA/RVC-Infektionsstatus getestet.

Ergebnisse
In Deutschland konnten regional unterschiedliche VP4/\VP7 Kombinationen von RVA gezeigt werden,

welche sich teilweise zwischen den verschiedenen Bundeslandern unterschieden, aber insbesondere in
der schweinedichten Region im Nordwesten Deutschlands sehr &hnlich waren. Generell gesehen
dominierten die G-/P-Typen-Kombinationen G4P[6], GOP[32], GIP[23]. In weiteren Analysen wurde
das Vorkommen von RVA und RVC in verschiedenen Altersgruppen untersucht.

Dieses war bei Saugferkeln vergleichbar aufgeteilt. In den etwas dlteren Absatzferkeln verschiebt sich
dieses Verhaltnis zu Gunsten von RVA. Gleichzeitig steigt der Anteil von Absatzferkeln mit der
Doppelinfektion RVA/RVC. Bei Mastschweinen, Jungsauen und Sauen konnten wiederum
Uberwiegend RVC-positive Proben identifiziert werden; anndhernd fiinfmal so hoch wie die
Monoinfektion mit RVA oder RVA/RVC als Doppelinfektion. Die statistische Bewertung des Chi-
Quadrat-Tests ergab einen hochsignifikanten Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und dem
Infektionsstatus mit RVA/RVC als Einzel- oder Doppelinfektion.

Schlussfolgerungen

Die G-/P-Typen und Typen-Kombinationen zeigen regionale Dominanzen, die durch ortlich hohe
Schweinedichten begunstigt bzw. verstarkt werden. Der Vergleich mit anderen europdischen Landern
offenbart weit verbreitet vorkommende G- und P-Typen. Davon unberiihrt bleiben jedoch exklusiv in
Deutschland vorkommende oder sogar dominierende porzine RVs bestimmter Typen. Als Folge der
starken Vernetzung der Schweinebetriebe durch die Aufteilung in verschiedene Produktionsstufen
scheint die regionale Auspragung dominierender RVA-Populationen mit bestimmten G-/P-Typen
logisch. Aber auch uberregionale Ubereinstimmungen scheinen angesichts des intensiven Handels
logisch.

Bei der Analyse des RVA/RVC-Vorkommens in verschiedenen Altersgruppen féllt vor allem bei sehr
jungen Ferkeln das hohe RVC-Vorkommen auf. Leider treten diese RVC-Durchfélle so frih auf, dass
héufig aus Kostengrinden noch keine Diagnostik angestrebt wird, da Jungtierdurchfélle in der
intensiven Schweinehaltung regelméaRig toleriert und abgewartet werden. Mdoglicherweise wird das
RVC-Vorkommen in jungen Ferkeln somit sogar unterschatzt. Der deutliche Nachweis von RVC in der
deutschen Schweinepopulation l&sst allerdings auf einen sehr hohen Durchseuchungsgrad schliel3en.
Eine Infektion der Jungtiere mit RVC subklinisch erkrankter adulter Tiere ist somit sehr wahrscheinlich.
RVC muss somit nachweislich bei allen Durchfallgeschehen mit in Erwédgung gezogen werden und

dementsprechend diagnostisch in Untersuchungsprofile integriert sein.
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Introduction

The German pig population is one of the biggest in Europe and predominantly realised as industrial
livestock farming. As a consequence, piglet diseases have a high relevance under the aspects of animal
welfare and also economic aspects. One of these diseases is the infection with porcine rotaviruses (RVs).
These infect pigs of all ages, but mainly suckling piglets leading into massive diarrhea and,
consequently, into dehydration and even death. Porcine RVs are ubiquitous and thus infections from
sows or the environment to the piglets are almost inevitable. In addition, the high antigenic diversity,
especially of the immunogenic important proteins VP4 and VP7, limits the protection of lactogenic
induced immunity. Besides good hygiene and professional feed management, vaccines could be applied.

However, currently no licensed vaccine for porcine RVs is available in Germany.

Aims of the study

The high variability and diversity of RVs is well-known, however, no data for German pigs were
existent. This study aimed on the identification of circulating, regionally dominating porcine rotaviruses
of group A (RVAS). Additionally, rotaviruses of group C (RVCs) were in the focus since extent and
distribution in different age groups of German pigs was unclear. In the context of globally growing

interest in RVC this question should also be examined.

Materials and methods

For the typing of regionally circulating RVAs in Germany, 101 fecal and organ samples from pigs with
clinical diarrhea were analysed. The samples stemmed from 10 federal states and were typed with the
dual typing system (G-/P-types). The required genome sequence amplificates coding for the viral
proteins VP4 and VVP7 were obtained using several pairs of primers described from other authors.

Afterwards external sequencing was performed.

In addition to typing, the occurrence of RVA and rotavirus of group C (RVC) among different age

groups of pigs was examined. Hence, 2596 samples from diarrheic pigs underwent realtime-multiplex-
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Polymerase chain reaction analysis. Gathered data were investigated with a Chi-Square Test for the

correlation of age and RVA/RVC infection status.

Results

Regionally differing VP4/VVP7 combinations of RVA could be shown for Germany, which were partly
different among variable federal states. However, in the northwestern region with high pig population
densities, combinations were noticeably similar. Overall, the G-/P-type combinations G4P[6], GOP[32],
and G9P[23] were dominating. In further analysis we focused on the distribution of RVA and RVC in
different age groups.

Whereas shares were comparable in suckling pigs, the proportions shifted in the weaned pigs to RVA.
Parallel, numbers of weaners with the double infection RVA/RVC increased. In fatteners, gilts, and
sows, however, RVC was the dominating RV group. In numbers, almost five times as high as the single
infection with RVA or the double infection RVA/RVC. The statistical evaluation of the Chi-Square Test
revealed a highly significant correlation between the animals” age and the infection status RVA/RVC as

single or double infection.

Conclusion

As well G-/P-types as type-combinations show regional dominancies, favoured respectively amplified
and intensified by locally high pig population densities. Furthermore, comparison with other European
countries reveals widespread G- and P-types. Additionally, there are also porcine RVA types exclusively
found and some even dominating in Germany. This regional specificity of distinct G-/P-types could be
a logical consequence of the partitioned but cross-linked pig production system. Nonetheless,
supraregional similarities are also logical due to distinct pig trade.

The analysis of RVA/RVC incidence in different age groups reveals the remarkably high RVC presence
in very young piglets. Unfortunately, these RVC diarrhea occur very early and diagnostic is obsolete
due to financial reasons. Hence, diarrhea episodes are tolerated and temporised regularly. Possibly, RVC
relevance in young piglets might be underestimated. However, the explicit RVC detection rates in the
German pig population suggest infestation. Infections from subclinical sickened adult pigs to piglets are
therefore highly probable. Consequently, RVC must be verifiably considered in every diarrheal case and

thus must be included in diagnostic profiles.
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