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1. Allgemeine Angaben
Abschlussbericht Gber das Projekt zum 15. September 2017.
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E-Mail: timo. homeier@fli.de

1.2 Thema

Nicht-invasives Echtzeit -Monitoring der Tiergesundheit von
Mastschweinen mittels automatischer Aktivitatserfassung

1.3 Ort der Versuchsdurchflihrung
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ITT  Institut fir Tierschutz und Tierhaltung, Dr. Lars Schrader, +49 5141 3846-101
Doérnbergstr. 25/27

29223 Celle

IMVZ Institut fir molekulare Virologie und Zellbiologie, Dr. Axel Karger +49 38351 7 -1247
IfE Institut fir Epidemiologie, Dr. Timo Homeier, +49 38351 7 -1505

Sidufer 10

17493 Greifswald - Insel Riems



2. Hintergrund, Problemstellung und Stand der Forschung

Art und Umfang von Verhaltensaktivitat spiegelt das Tierwohl und auch den
Gesundheitsstatus eines Tieres wider. AuRerdem kdnnen hieriber die Auswirkungen von
Veranderungen im Management (z. B. Fiutterungsumstellung, Stallklimadnderungen etc.) in
Echtzeit gemessen werden. Die Erfassung von Bewegung im Raum mittels
Tragheitssensoren ist im Rinderbereich eine etablierte Methode (Lahmheitsdiagnostik,
Brunsterkennung). Fir das Schwein liegen jedoch kaum Untersuchungen vor. Ein Modell zur
Prifung dieser Zusammenhénge beim Mastschwein ist die Gabe von Mykotoxinbelastetem
Futter, was bei Schweinen zu erhohter Aktivitat am Futtertrog und gleichzeitigem
Riuckgang der Futteraufnahme fihrt. Ein leistungsfahiges Mikrobiom im Darm ist eine
wesentliche Grundlage fir die Gesundheit und Leistungsfahigkeit eines Tieres. Auch das
Mikrobiom sollte durch Verabreichung von Mykotoxin -belastetem Futter verandert werden.

3. Ziele des Vorhabens

Ziel des Vorhabens ist zu prufen, ob und welche Aktivitatsprofile zur Tierwohl -
/Leistungsdetektion beim Schwein (im Sinne eines Syndrom Surveillance) geeignet sind.
Dazu werden Tragheitssensoren verwendet, die individuelle Bewegungsdaten der Tiere
liefern. Als m° gl i che edhow Al ternative wi r d di e
Bewegungssensoren erfasst. Spezifische Aktivitdtsparameter werden mit Indikatoren flr
das Tierwohl/ die Leistungsfahigkeit korreliert (klinische Parameter, Mikrobiomanalyse).
Die Untersuchung wird in zwei Tiergruppen vergleichend durchgefuhrt (mit und ohne
Mykotoxin-Belastung im Futter). Mykotoxin -belastetes Futter sowie ein ansonsten
identisches Futter werden vom ITE zur Verfigung gestellt.

4. Arbeitspakete
Futterungsversuch

Im Rahmen eines Fltterungsversuches werden zwei Gruppen Mastschweine gebildet. Die
Kontrollgruppe erhédlt ein bedarfsgerechtes Futter, die Versuchsgruppe wird mit
identischem Futter aber mit entsprechenden Anteilen Mykotoxin -belasteten Getreides
geflttert. Beide Gruppen b estehen aus jeweils 16 Tieren. Der Versuch wird im Ublichen
Mastabschnitt von ca. 28 kg bis 120 kg Lebendmasse mit kommerziellen
Masthybridschweinen mehrphasig durchgefihrt.

Aktivitatserfassung

Ziel ist es, die Eignung von an individuellen Schweinen befes tigten Tragheitssensoren zur
Erkennung erkrankter Einzeltiere sowie die Eignung handelstblicher Bewegungsmelder zur
Erkennung von Krankheitsgeschehen in einer Gruppe von Schweinen zu prufen. Validiert
werden diese Aktivitatsdaten mit der herkdmmlichen, abe r sehr arbeitsaufwéndigen
Videoanalyse sowie durch Prufung der Zusammenhange zwischen Aktivitatsmustern und
den Ergebnissen der klinischen und bakteriologischen Analysen.

Die friihzeitige Erkennung von Abweichungen in den Bewegungsmustern ist ein wertvolles
Werkzeug fur die Gesundheitskontrolle von Tierbestéanden. Ziel ist es, die Detektion mittels
telemetrischer Bewegungsdaten in Echtzeit zu ermdglichen. Es werden Parameter fiir eine
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automatisierte  Uberwachung ermittelt, die eine unmittelbare Einleitung von
Gegenmallnahmen ermdglichen.

Mikrobiomanalyse

Der Einfluss der Fuitterung aber auch von Stress spiegelt sich in Verdnderungen im
Mikrobiom von Schweinen wieder. Die Dynamik des Mikrobioms wird schnell und
vergleichsweise kostenginstig Uber die Analyse von Redriktions -Fragment-Langen
Polymorphismen von PCRFragmenten analysiert. Weiterhin wird geprift, ob sich die
MALDITOF Massenspektrometrie auch zur Charakterisierung von Mikrobiota im Darm
eignet.

5. Ergebnisse der Arbeitspakete

Fltterungsversuch

Der Versuch begann am 12.07.2016 mit 32 Borgen der Hybridherkunft BHZP mit einer
mittleren Lebendmasse (LM) von 28,9 kg (x 1,74 kg). Diese wurden zufallig auf zwei Abteile
mit einer Flache von je 14,5 m 2 zu je 16 Tieren aufgeteilt. Das Futter wurde trocken,
mehlférmig in jeweils einem Trockenfutterautomat ad libitum gegeben.

Der Versuch dauerte 84 bzw. 85 Tage. Danach wurden die Tiere geschlachtet. Angelegt war
die Futterung des Versuches als dreiphasige Mast. Die Futterumstellung von Anfangsmast
(AM) auf Mittelmast (MM) bzw. Endmast (EM) erfolgte fur beide Gruppen am 15. bzw. 36.
Versuchstag.

Wasser stand den Tieren aus Nippeltrénken ad libitum zur Verfugung. Das Futter war so
konzipiert, dass es den Empfehlungen der GfE (2006) entsprach. Um das Verhalten der
Tiere bei der Futterumstellung zu beeinflussen, wurde dies bei Umstellung auf MM von der
Zusammensetzung kaum veréandert, nur dem Bedarf angepasst (Tabelle 1). Allerdings
wurde fur den Abschnitt der MM im Futter der Gruppe 1 Mykotoxin-belasteter Mais
eingesetzt, in der Gruppe 2 der entsprechende Kontrollmais. Die Belastung des Futters der
Gruppe 1 betrug 5,33 mg Deoxynivalenol (DON) je kg Futter und lag damit deutlich tber
dem Richtwert flr Schweinefutter von 0,9 mg/kg Futter (EG 576, 2006). Das Futter der
Gruppe 2 lag mit 0,03 mg DON deutlich darunter. Diese Unterschiede im Futter fihrten zu
einem Rickgang der Futteraufnahme der Tiere der Gruppe 1 im Vergleich zur Gruppe 2 von
395 g/Tier und Tag, was auch die LM-Entwicklung deutlich beeinflusste (Tabelle 2). Die
Tiere wurden mit einer mittleren LM von 124,8 kg (+ 5,84 kg) geschlachtet.

Bei der Umstellung auf EM-Futter wurde die Rezeptur deutlich verandert (Tabelle 1), um
auch hier die Aktivititen der Tiere bezlglich der Futteraufnahme zum Zeitpunkt der
Futterumstellun g zu beeinflussen.

Die Tiere wurden wéchentlich einzeln gewogen und es wurde versucht , von jedem Tier
eine Spontankotprobe zur mikrobiellen Untersuchung zu gewinnen. Diese wurde sofort bei
080 °C eingefroren. Ebenso wurde das nicht verbrauchte Fut ter aus dem Automaten
zurtickgewogen.

Auf eine statistische Auswertung wird verzichtet, da der Futterverbrauch nur jeweils der
Gruppe (n = 1) zugeordnet werden kann.

Der Futterverbrauch der Tiere der Gruppe 1 betrug im Abschnitt der AM 1 .875 g, im
Abschnitt der Mittelmast 2 .157 g und im Abschnitt der EM 3.877 g pro Tier und Tag.
Entsprechend verbrauchten die Tiere der Gruppe 2 1828 g, 2552 g bzw. 3878 g pro Tier



und Tag. Im Mittel nahmen die Tiere der Gruppe 1 im Abschnitt der AM 962 g, im Abschnitt

der MM 1029 g und im Abschnitt der EM 1.244 g pro Tier und Tag zu. Die Tiere der Gruppe
2, die im Abschnitt der MM Mykotoxin-belastetes Futter erhielten, nahmen entsprechend

980 g, 1.189 g bzw. 1.134 g pro Tier und Tag.

Tabelle 1: Futterzusammensetzgrund wertbestimmende Inhaltsstoffe (in g/kg)

Anfangsmast (AM) Mittelmast (MM) Endmast (EM)
Gerste 372,5 421,0 538,5
Weizen 300,0 280,0 200,0
Mais 100,0 100,0 -
Sojaextraktionsschrot 48 160,0 135,0 50,0
Rapsextraktionsschrot -- -- 100,0
Trockenschnitzel -- -- 50,0
Sojadl 25,0 25,0 35,0
Vitamine und Mineralstoffe 30,0 30,0 25,0
Lysin-HCI 6,0 5,0 1,5
DL-Methionin 3,0 2,0 --
L-Treonin 2,5 15 --
L-Tryptophan 1,0 0,5 --
ME MJ/kg 13,5 13,5 13,2
Rohprotein 169 158 148
Rohfett 45 46 55
Rofaser 38 38 56
Lysin 11,6 10,3 7,5

Tabelle 2: Futteraufnahme und Lebendmassezunahme der Versuchstiere (in g/Tier und Tag)

Versuchswoche Futteraufnahme Lebendmassezunahme
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 1 Gruppe 2

1 1.589 1.607 748 830
2* 2.161 2.049 1.271 1.129
3** 1.692 2.268 663 1.108
4x 2.448 2.857 1.070 1.370
o** 2.362 2.531 1.333 1.089
6> 3.291 4.366 1.276 1.219
L 3.321 3.232 1.235 1.188
g 3.536 3.500 985 955
grx* 4.255 3.964 1.485 1.561
10*** 4.051 3.924 1.265 1.327
11 4.439 4.451 1.372 1.041
12 4.245 3.727 1.092 727

* Anfangsmastfutter
** Mittelmastfutter (in der Gruppe 1 mykotoxinbelastet)
***Endmastfutter
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Aktivitatserfassung - Bewegungsmelder
Einleitung

Schweine reagieren wie die meisten Saugetiere auf Beeintrachtigungen ihrer Gesundheit
oder auf andere Stressoren mit Veradnderungen ihrer Verhaltensaktivitdt. Da in der
Gruppenhaltung von Mastschweinen meist alle Tiere einer Gruppe von infektiosen
Erkrankungen betroffen sind und auch die Erkrankung eines Einzeltieres sich aufgrund der
Gruppendynamik auf die Gesamtaktivitat der Gruppe auswirken kann, kénnte es mdoglich
sein, ein Monitoring der Tiergesundheit auch lber die Erfassung der Gesamtaktivitat einer
Gruppe zu erreichen. Dies wurde in diesem Projektteil getestet. Technisch wurde die

Gruppenaktivitat kontinuierlich mittels handelsiblicher Bewegungsmelder erfasst.

Material und Methoden

Zur Erfassung der Gesamtaktivitdt der Gruppe wurden handelstibliche Bew egungsmelder
eingesetzt (Hersteller: GEV, Produktbezeichnung: Bewegungsmelder 12 V, LBM 120°, Typ:
LBM 926), die oberhalb der Buchten so angebracht wurden, dass jeweils eine Bucht nahezu
komplett erfasst werden konnte. Die von den Bewegungsmeldern ausgegebenen Daten
(Spannungsanderungen) wurden auf Datenloggern (USB3 Spannungsdatenlogger der Firma
lascar electronics, mit 3,6 V Lithium -Batterie Y2 AA) gespeichert, die so programmiert
waren, dass in Intervallen von 10 Sekunden registriert wurde, ob eine Be wegung in der
Bucht wahrgenommen wurde oder nicht (0/1). Diese Werte wurden dber 10 -Minuten-
Intervalle aufsummiert, so dass fiir die Auswertung je Stunde sechsWerte vorlagen.

Ergebnisse

Eingegangen wird hier nur auf die Ergebnisse der Versuchsbucht (Mykotoxin-haltiges Futter
vom 26.07.16 bis zum 15.08.16), da die Aufzeichnungen aufgrund technischer Probleme nur
an wenigen Tagen ausgewertet werden konnten. An diesen Tagen waren die Werte der
Kontrollbucht jedoch mit denen der Versuchsbuc ht vergleichbar. Aufgrund der
Fragestellung wird auch nur auf den Zeitraum um die Behandlung herum eingegangen. Die
Ergebnisse werden nur deskriptiv dargestellt, weil es sich um ein Pilotprojekt mit nicht
ausreichender Anzahl an Versuchswiederholungen hancelt.

In Abb.1 ist deutlich der circadiane Rhythmus der Aktivitat in der Versuchsbucht zu
erkennen, mit hoheren Aktivitaten am Tag als in der Nacht. Erkennbar ist weiterhin, dass
die Tagesaktivitdten in den ersten etwa 4 Tagen nach Einstallung (15.07.16) abnehmen,
wahrend die Werte nachts ab etwa der Nacht vom 27.07. auf 28.07.16 zuzunehmen
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Abb. 2: Aktivitdtswerte (dimensionslos) tagsuber {@8 h, blaue Saulen) und nachts (rote Saulen)

der Versuchsgruppe einen Tag nach Einstallung (am 15.07.16) bis zum 13.09.16 (wegen technischer
Probleme fehlen die Werteom 29.07. bis 31.07. und vom 29.08. bis 31.08.16). Der griine Balken
markiert die Tage, wéhrend derer mit Mykotoxin belastetes Futter vorgelegt wurde.

Auch bei dieser Darstellung ist zu erkennen, dass die Aktivitdt nachts geringer war als

tagsiiber und die Aktivitat tagsiiber an den ersten vier Tagen nach Einstallung hoéher
erscheint, als an den Folgetagen. Bei dieser Darstellung scheint die Aktivitdt nachts ab

etwa dem 01.08.16 hoher zu liegen als an den vorhergehenden Tagen, um im Verlauf der
letzten Tage im August, also nach erneuter Umstellung auf das Normalfutter , wieder
abzufallen.

Diskussion

Die Ergebnisse zeigen =zundchst, dass sich mit vergleichsweise kostengiinstigen,
handelsuiblichen Bewegungsmeldern die Aktivitat einer Gruppe von Schweinen erfassen und
sich hieraus kurzfristige (z. B. circadiane) und langfristige Aktivitdtsveranderungen Uber
Tage und Wochen erkennen lassen. Ob die hier dargestellten Ergebnisse relevante
Veranderungen anzeigen, lasst sich mit dieser Pilotuntersuchung nicht valide prif en, da
hierzu mehrere Versuchswiederholungen notwendig wéren.

Moglicherweise zeigt die Abnahme der Aktivitat Uber die ersten Tage nach der Einstallung
jedoch den Gewohnungsprozess der Tiere an die neue Umgebung und die bisher
unbekannten Gruppenmitglieder an. Die hodhere Aktivitatt am Tag wirde dann das
Explorationsverhalten der Tiere und Rangauseinandersetzungen anzeigen, beides
Aktivitdten, fur die bekannt ist, dass sie in den ersten Tagen nach Umstallung und
Umgruppierung vermehrt auftreten.

Der Anstieg der Aktivitat nachts einige Tage nach Beginn der Vorlage von mit Mykotoxin -
belastetem Futter kbnnte eine Reaktion auf dieses Futter anzeigen, von dem die Tiere
deutlich geringere Mengen aufnehmen. Ursache fur die erhdohte Aktivi tat nachts kdnnte
eine unzureichende Sattigung der Tiere sein, durch die es nachts, d. h. in der Ruhephase,
zu mehr Aktivitaten der Tiere kommt. Hierzu kénnte auch passen, dass die Aktivitat nachts
einige Tage nach Umstellung auf das Normalfutter wieder ab zufallen scheint.

Auch wenn diese Pilotuntersuchung keine validen Schlisse zulésst, zeigt sie, dass sich
weitere Untersuchungen mit mehr Versuchswiederholungen lohnen wirden. Die hier
offline, d.h. nach Versuchsende, ausgewerteten Daten lassen sich probl emlos auch online
auswerten. Mit angepassten Grenzwerten lie3e sich diese Methode mit vergleichsweise
geringem Aufwand in ein kostenglnstiges nicht-invasives Echtzeit-Monitoring der
Tiergesundheit von Mastschweinen integrieren.

Aktivitdtserfassung - Beschleunigungssensoren
Einleitung

Die Tiere werden individuell mit Tragheitssensoren ausgestattet, die kontinuierlich fir die
drei Bewegungsachsen die jeweiligen Beschleunigungen aufzeichnen und speichern.
Gleichzeitig erfolgen Videoaufzeichnungen der individuell markierten Tiere. Dies
ermoglicht eine liickenlose Uberwachung der individuellen Aktivitat. Eine Auswertung kann
somit sowohl auf Ebene der Gruppe als auch auf Einzeltierebene erfolgen . Daher ist es
mdglich, sowohl Einflisse, die gleichmaflig auf den gesamten Bestand einwirken, zu



erkennen (z. B. Anderung der Qualitat des Futters) als auch individuelle Veranderungen zu
erfassen (z. B. Infektionskrankheiten) .

Material und Methoden

Die Tiere wurden zu Versuchsbeginn mit Ohrmarken-Sensoren SMARTBOW Eartag EOp8er
Firma Smartbow (Smartbow GmbH, Jutogasse 3, 4675 Weibern, AUSTRIAausgestattet. Die
Sensoren messen die Beschleunigung in den drei Achsen des Raumes in eineFrequenz von
10 Hz und Ubertragen die Messwerte Uber zwei Empfangsgerate (Wallpoints) an einen
Server. Auf dem Server werden die Daten bis zur Auswertung gespeichert.

Fir die Auswertung werden die Daten in die Software R eingelesen und analysiert. Es
werden die Gesamtbeschleunigungen innerhalb von verschiedenen Zeitfenstern (1 Minute,
10 Minuten, 1 Stunde und 6 Stunden) hinsichtlich ihrer Varianz untersucht. Mittels
verschiedener Schwellenwerte wird eine Klassifizierung in aktiv/inaktiv vorgenommen . Die
betrachteten Schwellenwerte  innerhalb des  Dbetrachteten Zeitfensters sind
Standardabweichungen gréRer als 0,05 x g, 0,1 x g und 0,2 x g. Wird innerhalb des
untersuchten Zeitfenster s eine Standardabweichung oberhalb des Schwellenwertes
gemessen, so wird dieses Zeitfenster als aktiv gewertet.

Ergebnisse

Zu Beginn des Versuches kam es zu einigen Verlusten an Ohrmarken (insgsamt acht). In
fast allen Fallen konnte die Fltterungstechnik als Ursache identifiziert werden.  Bei der
Futteraufnahme verhakten sich einige Tiere mit den Ohrmarken in den Futtertrégen,
sodass die Ohrmarken anschlieRend herausgerissen wurden. Eine Modikation der Trége
|0ste dieses Problem, sodass es im weiteren Verlauf des Versuchs zu keinen nennenswerten
Ausfallen der Sensorenmehr kam.

Die Datenverlustrate betrug nur etwa 1 % . Insgesamt wurden wéhrend des Versuchs etwa
100 GB Beschleunigungsdaten afgezeichnet.

Signifikante Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe konnten nicht festgestellt
werden. Interessant ist, dass bei der Auswertung der Gesamtaktivitat von allen Tieren
beider Gruppen deutliche Trends festgestellt werden konnten. Etwa bis zum 20.08. sinkt
die Aktivitat kontinuierlich ab, danach steigt sie fir etwa ein e Woche wieder an. Am
deutlichsten sichtbar wird dieses Muster bei einem Schwellenwert von 0,1 X g in einem
Analysezeitfenster von 6 Stunden (Abb. 3).



colour

T,

.Ml

I

Aug 01 Aug 15 Sep 01 Sep 15 Okt 01
Index
Abb. 3 In schwarz: aufsummierte Aktivitat aller Tiere im Versuch innerhalb ve&tuhden
Zeitfenstern und einem Schwellenwert fir die Aktivitdt (dh. Standardabweichung der
Gesamtaktivitat innerhalb des Zeitfensters) von 0,1 x g. In rot: gleitenddittelwert der
Aktivitatswerte Uber 100 Werte

I
&
[ _l.l

=1 g

e —
—
e ——
S —

200

Activity

Diskussion

Die Ohrmarken wurden von den Tieren sehr gut toleriert, lediglich zu Versuch sbeginn kam
es durch inkompatible Einrichtungsgegenstande zu Verlusten von Sensoren. Nach der
Behebung kam es zu keinen weiteren Verlusten. Das System zeichnete wéhrend des
gesamten Versuchszeitraumes Daten auf. Die Verlustrate von Daten von etwa 1 % ist
unvermeidbar und absolut unschédlich fir die nachfolgende Analyse.

Die beschriebene Trendumkehr etwa am 20.08. deckt sich mit der Umstellung auf das
Endmastfutter. Die andere Zusammensetzung des Endmastfutters fuhrt unmittelbar nach

der Futterumstellung zu einer relativen Verringerung der Futteraufnahme. Neben dieser

geschmacklichen Komponente weist das Endmastfutter einen niedrigere n Energiegehalt
auf. Beides, verringerte Futteraufnahme und niedrigerer Energiegehalt fihrt zu einer
verstarkten Aktivitat in Form einer Nahrungssuche In der letzten Augustwoche kommt es
dann erneut zu einer Trendumkehr: die Aktivitat sin kt wieder und gleichzeitig steigen die
Futteraufnahmen. Hier scheint es zu Adaptationen des Stoffwechsels zu kommen, der
Ansatz von Fett erhéht sich, wahrend der Proteinansatz reduziert wird . In der Folge



konnten dann mit etwa einer (oder sogar zwei) Wochen Verzdgerung deutlich gesteigerte
Lebendmassezunahmen ab der 9. Versuchswochegemessen werden

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Bewegungsmelder macht deutlich, dass das
sensorgestiitzte System ein deutlich detaillierteres Monitoring des Tierb estandes
ermdglicht. Auswirkungen von Veradnderungen der Futtermittel (z. B. des Energiegehaltes)
koénnen direkt in Form von geanderter Aktivitdit gemessen werden. Insofern ist es mdglich ,
die Leistungsfahigkeit des Bestandes zu tberwachen.

Mikrobiomanalyse - PCRRFLP-Analyse
Einleitung und Problemstellung

Ansatz fir die Untersuchungen zur Mikrobiota der Schweine war die Uberlegung, dass
Veranderungen im Tierwohl sich auch in der Zusammensetzung der Mikrobiota und/oder in
einer Verschiebung der prozentualen Anteile verschiedener Mitglieder der Mikrobiota
messen lassen kénnten. Da in der Studie eine vergleichsweise grofRe Anzahl an Tieren tber
einen grol3en Zeitraum longitudinal beprobt wurden, bot es sich an, die Dynamik in der
Mikrobiota der Schweine in die Analysen einzubeziehen. Untersetzt wurden die
Uberlegungen auch dadurch, dass in einer der Versuchsgruppen uber einen langeren
Zeitraum Mykotxin-belastetes Futter verabreicht wurde . Methodisch kam die PCR
Restriktions-Fragment-Langen-Polyphormismen-Analyse  (PCRRFLPAnalyse) mit  vier
verschiedenen Restriktionsenzymen zur Anwendung. Die erhaltenen Restriktionsmuster
wurden dokumentiert , einheitliche Matrizes erzeugt, genetische Distanzen bestimmt und
anschliel3end Clusteranalysen durchgefuhrt.

Material und Methoden

In die Untersuchungen wurden 32 Schweine einbezogen, die in zwei Untersuchungsgruppen
von jeweils 16 Tieren pro Gruppe unterteilt wurden. Die Tiere wurden in Schweine -
Versuchstierstallen des FLI am Standort Braunschweig gehalten. Von allen Tieren wurden
Kotproben rektal im wochentlichen Rhythmus e nthommen. Dazu wurde das wochentliche
Wiegen der Tiere genutzt, so dass jede Probe auch eindeutig dem jeweiligen Schwein

zugeordnet werden konnte. Insgesamt standen Proben von 13 Untersuchungszeitpunkten
(vom 12.07.2016 bis zum 04.10.2016) fur jedes Schwein (LebendmasseBereich von ca.
29 kg bis 125 kg) zur Verfiigung. Lediglich zwei Schweine schieden vorzeitig aus dem
Versuch aus. Bei diesen Tieren fehlen Proben von einigen Untersuchungszeitpunkten. Von
der dritten bis zur finften Untersuchungswoche wurd e der Gruppe 1 Mykotoxin-belastetes
Mastfutter verabreicht. Die Lagerung der Kotproben erfolgte bei -80 °C.

Die DNA wurde von allen Kotproben mittels kommerzieller Praparationskits (ZR Fecal DNA
MiniPrep, Zymo Research, Irvine, CA, USA) nach den Vorgaben és Herstellers extrahiert.
Die Qualitat der DNA wurde nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel (1 %)
optisch beurteilt (Abb. 4), die DNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop 1000
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt.



Abb. 4: AgaroseGelelektrophorese von ausgewahlten DNZ&parationen aus dem Kot der
Versuchsschweine (Tierec110).

Die Analyse der DNAProben erfolgte nach Castillo et al. [1]. Ein 580 bp Fragment der 16S-

rRNA wurde aus jeder DNA mittels PCR amplifiziert, wobei Primer eingesetzt wurden, die

spezifisch fir die konservierten Sequenzen, die die variablen Regionen V3, V4 und V5
flankier en, genut zGTACGGGBAGGLCAGCAGBTO( 56 [ f or wa+ d] ,
CCGTCWATTCMTTTGAGTBT6 [reverse]) . Die Ampl iOfuliAksatz i on er
im Thermal Cycler CFX96 (BieRad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland) mit

folgenden Bedingungen: Ein Denaturierungsschritt fir 4 min bei 94 °C, anschlieBend 35

Zyklen mit Denaturierung bei 94 °C (1 min), Annealing bei 45 °C (1 min) mit eine r
Increasing-Temperatur von 0.1 °C pro Zyklus, Extensionbei72é C (1 min 15 sec) u
finalen Extensionsschritt bei 72 °C (15 min). Im nachsten Schritt erfolgte der
Restriktionsverdau aller PCR-Fragmente (jeweils 10 ul) mit jeweils vier verschiedenen
Restriktionsenzymen (Rsd, Hpall, Hhal, Alul [New England Biolabs GmbH, Frankfurt/M,
Deutschland]). Der Verdau wurde fur alle Enzyme in den jeweiligen Restriktionspuffern bei

37 °C fur 4 Stunden durchgefuhrt. Fir die Auftrennung der Restriktionsfragmente wurden

2 % Agarosegelegenutzt. Die Ergebnisse wurden als .tif -Files im Geldokumentationssystem

generiert. Die Analyse der Restriktionsmuster erfolgte mit verschiedenen Tools in

BioNumerics Vers. 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien) Fir den paarweisen

Vergleich der Restriktionsprofile und der Erstellung der Dendrogramme wurden einheitliche

Matrizes mittels des Hierarchical Clustering Explorer 3.0 unter Nutzung der Manhattan

Distanz erzeugt.

Ergebnisse und Diskussion

Fir die PCRRFLP wurden 4 Restriktionsenzyme ausgewhlt, die in der Literatur bei
analogen Studien beschrieben sind [1, 2]. In die Analyse der Restriktionsprofile wurden bei
Hhal bis zu 16, bei Hpall bis zu 14, bei Rsd bis zu 12 und bei Alul bis zu 13 klar
differenzierbare Banden einbezogen. Bei der Kombi nation der Ergebnisse fur alle 4 Enzyme
fur jedes Schwein zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurde jeweils ein Pattern erzeugt,
das zwischen 21 und 35 Banden pro Profil aufwies.
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Abb.5: Agarosegelelektrophorese der Restriktiofsagment-LangerPolymorphismenAnalyse
nach AlutRestriktionsverdau an den 13 unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten bei Tier 14
(Lane 1, 7, 13 und 17100-bp-Marker, Lane 2- Probe 12.07.16, Lane -3Probe 19.07.16, Lane 4
Probe 26.07.16, Lane BProbe 02.08.16, Lane-@°robe 09.08.16, Lane -8robe 16.08.16, Lane 9
Probe 23.08.16, Lane X@Probe 30.08.16, Lane 11Probe06.09.16, Lane 12Probe 13.09.16, Lane
14 - Probe 20.09.16, Lane 3robe 27.09.16, Lane X6°robe 04.10.16).

Die individuellen Patterns der einzelnen Schweine variierten an den 13 Untersuchungs -
zeitpunkten nur unwesentlich (Beispiel Tier 14, Abb. 5). Die einzige Ausnahme stellt das
Tier 4 dar. In diesem Fall sind in allen Restriktionsmustern deutliche Veranderungen an den
drei letzten Untersuchungszeitpunkten nachweisbar. Die Cluster erreichen hier nur eine
Ahnlichkeit von ca. 45 % bis 80% (siehe Abb.6 und Abb. 7).

Beim Vergleich der Patterns zwischen den einzelnen Tieren sind die Unterschiede ebenfalls
sehr gering. Die Ahnlichkeit der Cluster liegt bei mehr als 90 %. GroRere Differenzen
zwischen den beiden Gruppen konnten ebenfalls nich t beobachtet werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Mikrobiota bei den untersuchten Schweinen
stabil zu sein scheint und auch bei gleichen Haltungs - und Fitterungsbedingungen sich tber
einen langeren Zeitraum kaum verdndert. Selbst die (Uber dem Richtwert liegende
Belastung mit Mykotoxinen scheint keinen entscheidenden Einfluss zu haben.
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Abb.6: Agarosegelelektrophorese der Restriktiofsagment-LangerPolymorphismenAnalyse
nach HhalRestriktionsverdau an den 13 unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten bei Tier 4
(Lane 1, 7, 13 und 17100-bp-Marker, Lane 2- Probe 12.07.16, Lane -3Probe19.07.16, Lane 4
Probe 26.07.16, Lane 5Probe 02.08.16, Lane-&Probe 09.08.16, Lane-8Probe 16.08.16, Lane9
Probe 23.08.16, Lane X(Probe 30.08.16, Lane XIProbe 06.09.16, Lane tZProbe 13.09.16, Lane
14 - Probe 20.09.16, Lane 3robe Z7.09.16, Lane 16Probe 04.10.16).

Die im Tier 4 beobachteten Unterschiede in den Restriktionsmustern in den Proben aus den
drei letzten Untersuchungswochen lassen sich mit keinen anderen Beobachtungen im
Bewegungsmuster des Tieres korrelieren.
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Abb.7: Dendogramm (unweighted pair group method with arithmetic mean [UPGMA],
Manhattan distance) zeigt die genetischen Distanzen in den Hpastriktionsmustern beim Tier 4
zu den 13 Untersuchungszeitpunkten.
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Mikrobiomanalyse - MALDI-TOF MS Analyse von Kotproben
Einleitung

Die Identifizierung von Bakterien durch MALDI-TOF Massenspektromé&ie hat sich in den

letzten Jahren als diagnostische Standardmethode durchgesetzt. Dartiber hinaus wurde in

vielfaltigen Publikationen gezeigt, dass die Methode nach geringfligigen Anpassungen auch

fer die Charakterisierung anBErgebnsse erAdR.iSo findet sed he
lineare MALDITOF MS inzwischen vielfaltige Verwendung z. B. zur taxonomischen

Einordnung von Arthropoden und Mollusken, zur Charakterisierung von Zellen des
Immunsystems [1] oder auch zur Prifung der Qualitédt von Lebensmit teln [2]. Die breite

Verwendung MALDITOF MS begrindet sich vor allem durch ihre hervorragende
Reproduzierbarkeit, geringe Analysekosten, Hochdurchsatzfahigkeit und die hohe

Flexibilitat beztglich des Analysenmaterials.

Ziel

Innerhalb des Projektes sollte die Anwendbarkeit der MALDI-TOF MS zur Detektion von
Veranderung des Mikrobiomes erprobt werden. Wahrend die ldentifizierung von einzelnen
Bakterienkolonien durch MALDFTOF MS Routine ist, stellt die Charakterisierung von
Gemischen von Bakterien eine Herausforderung dar [3]. Die detaillierte Erfassung
mdglichst vieler Bestandteile des Mikrobioms wurde deswegen nicht angestrebt, sondern
vielmehr die Klarung der Frage, ob die in anderen Teilen des Projektes bereits
nachgewiesenen Mikrobiomveranderungen durch MALDITOF Massenspektren
nachvollziehbar sind und ob sich Referenzspektren generieren lassen, mit deren Hilfe
Kotproben Mikrobiomen bestimmter Zusammensetzung zugeordnet werden kdnnen.

Ergebnisse
a) Material

In einem Blindversuch wurden Kotproben von drei Tieren untersucht, von denen eines nach
Untersuchung von Dr. Geue im Untersuchungszeitraum deutliche Anderungen des
Mikrobioms aufwies (Tier 4). Die Proben der beiden anderen Tiere (Tiere 17 und 20) waren
unauffallig.

b) Bakterienpraparation aus Kotproben

Zunachst war es erforderlich, ein Protokoll zur Anreicherung von Bakterien aus Kot (4, 5)

fur die vorliegenden Proben anzupassen. Dabei kam es insbesondere darauf an,
ausschlieBlich MSkompatible Reagenzien zu verwenden. Die Anwendbarkeit des
modifizierten Protokolls wurde durch eine Keimzahlbestimmung bestétigt. Aus den

isolierten Bakterien konnten mit Standardmethoden [6] reproduzierbar Spektren hoher
Qualitat aufgenommen werden (Abb . 8).
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Abb. 8: Ubersichtsspektren im typischen Massenbereich fiir lineare MALOF Massenspektren
von Bakterien (links) und Detailausschnitt daraus (rechts) von zwei unabhangigen Praparationen
aus der gleichen Kotprobe (Tier 1, #6). Die Praparationen liefern sehr gubdegzierbare Spektren,
eine Voraussetzung zur Generierung auswertbarer Referenzspektren.

c) Korrelation mit dem Futterwechsel

Mit der entwickelten Praparationsmethode wurden Referenzspektren der vorhandenen
Proben generiert. Aufgrund der erwarteten hohen Komplexitat der Spektren, ist es
erforderlich, die fur die Auswertung von homogenen Proben entwickelte kommerzielle
Software (MALDI Biotyper, ClinProTools, beide Bruker) entsprechend anzupassen und, falls
notwendig, durch eigene Skripten zu erganzen [7]. Dennoch konnten bei den drei
vorliegenden Spektrenserien interessante zeitliche Verlaufe festgestellt werden, die
zumindest bei Tier 4 gut mit der Futterumstellung korrelierten (Abbildung 9). Von
besonderer Bedeutung scheinen dabei eine Masse um die 6880 Da und ein Massentriplet
um die 6.500 Da zu sein.
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Abb. 9 In der oberen Reihe sind die Massenspektren der Tiere 4, 17 und 20 in ihrem zeitlichen
Verlauf (von unten nach oben) dargestellt. Der MassenbereichA¢kse)reicht von 6200 Da bis
7.200 Da. Die Futterzusammensetzung (AM, MM und EM) ist links angegeben. Die rot und blau
hervorgehobenen Bereiche um.3D0 Da bzw. @880 Da lassen den zeitlichen Verlauf der
Veranderung der Spektren erkennen. In der unteren Reihe wurden die Intensitaten wai z
Massenpeaks gegeneinander aufgetragen, die die einzelnen Gruppen (AM, MM und EM) besonders
gut trennen. Die Farben der einzelnen Proben entsprechen denjenigen in der oberen reihe (rot: AM,
gran: MM, blau: BMV).

Diskussion

Die aus den Kotproben der drei Schweine préparierten Bakterien kénnen zur MALDI-TOF MS
verwendet werden. Die erhaltenen Spektren zeig en einen zeitlichen Verlauf, der durchaus
futterbedingt sein konnte. Dafir spricht die starke Veranderung der Spektren jeweils zum
Zeitpunkt der Futterum stellung bei Tier 4. Allerdings wurden diese sehr markanten
Veranderungen bei den beiden anderen Tieren nicht beobachtet. Dennoch gelingt auch bei
diesen durch Selektion geeigneter Massen eine Trennung in frihe (AM und MM) und spate
(EM) Mastphase. Verbessrungen der Analyse durch die Anwendung von Verfahren der
multivariaten Statistik scheinen moglich. Kritisch zu sehen ist die doch recht hohe Varianz
der Spektren zwischen den einzelnen Tieren. Um diese zu verbessern, sind weitere
Versuche zur Praparation der Bakterien notwendig.
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6. Zusammenfassung und Ausblick
Aktivitatserfassung

Sowohl das bewegungsmelder- als auch das sensorgestitzte System ist zur Erfassung der
Aktivitat der Tiere geeignet. Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Bewegungsmelder
macht deutlich, dass das sensorgestiitzte System ein deutlich detaillierteres Monitoring des
Tierbestandes ermdglicht. Auswirkungen von Veréanderungen der Futtermittel (z. B. des
Energiegehaltes) konnen direkt in Form von gednderter Aktivitait gemessen werden.
Insofern ist es mdglich, die Leistungsfahigkeit des Bestandes zu Gberwachen.

Die Anzahl der Tiere, die mit Sensoren ausgestattet werden mussen, um ei ne Aussage auf
den Zustand des Gesamtbestandes zuzulassen, wird in erster Linie durch das erwartete
Ausmald der Verdnderungen beeinflusst. Im untersuchten Versuchsaufbau war es trotz
Ausstattung aller Tiere mit Sensoren nicht méglich, Unterschiede zwischen Versuchs und
Kontrollgruppe zu identifizieren. Es werden daher weitere Versuche durchgefuhrt,  bei
denen durch Infektionen starkere Veranderungen der Aktivitat herbeigeflihrt werden.
Hierbei wird es dann mdglich sein, Versuchs von Kontrollgruppen zu unters cheiden.

Mikrobiomanalyse

Die PCRRFLRAnalyse des Mikrobioms deutet darauf hin, dass die Mikrobiota bei den
untersuchten Schweinen stabil zu sein scheint und sich auch bei gleichen Haltungs- und
Futterungsbedingungen dber einen langeren Zeitraum kaum verandert. Selbst die
Fltterung von Mykotoxin -belastetem Futter (DONGehalt deutlich tGber dem Richtwert )
scheint keinen entscheidenden Einfluss zu haben. Im Gegensatz dazu zeigen die in der
MALDITOF MS basierten Analyse des Mikrobioms erzeugten Spektren einen zeitlichen
Verlauf, der durchaus futterbedingt sein kénnte. Daflr spricht die starke Veranderung der

Spektren jeweils zum Zeitpunkt der Futterumstellung bei einem Tier. Allerdings wurden



diese sehr markanten Verdnderungen bei den beiden anderen Tieren nicht beobachtet.
Dennoch gelingt auch bei diesen durch Selektion geeigneter Massen eine Trennung in frihe
(AM und MM) und spate (EM) Mastphase.

Beide fur die Mikrobiomanalyse angewendeten Methoden sind mdglicherweise zu grob, um
mdgliche Veranderungen in der Mikrobiota nachweisen zu kénnen bzw. erfordern noch
weitere Untersuchungen und Analysen um die Aussagekraft zu verbessern Sie sind zwar
verhaltnismafig preiswert, k6 nnen aber zundchst nur als Orientierung fur grol3ere
Veranderungen angesehen werden.

Deutlich bessere, aber auch kostenintensivere Verfahren sind Mikrobiom analysen auf der
Basis von 16S*RNASequenzierungen. Deshalb soll vom Tier 4, bei dem mogliche
Veranderungen in der Mikrobiota in den letzten Untersuchungswochen durch beide
Analysemethoden identifiziert wurden, eine solche sequenzbasierte Mikrobiomanalyse
angeschlossen werden. Dazu werden Proben vondrei Untersuchungswochen ine Probe vor
den Veréanderungen, zwei Proben aus den letzten Untersuchungswochen) mittels 16S-rRNA
Sequenzierungen analysiert.



