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Pathogene Erreger des Menschen

 60% sind zoonotischen Ursprungs    

(Wiederkäuer, Fleischfresser, Vögel, Primaten)

 15% werden als „emerging“ bewertet 
(davon > 70% zoonotisch)

 25% ebenfalls in Haus- und Wildtieren

Woolhouse and Gowtage, 2005

„Zoonoses from wildlife represent the most 
significant, growing threat to global health of all EID.“

Jones et al., 2008



Belastungen durch Infektionskrankheiten

Agrikulturelle 
Gemein-
schaften

Jäger-Sammler

Industrielle Gemein-
schaften, Handel, 
Kolonisierung

Verbesserte Ernährung, 
Hygiene, Impfstoffe, 
Antibiotika

Jones et al., 2013
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Mbio, 2013, 4: e00598-13

“Virome” aller Wildtierarten?
 Detektion mit degenerierten Primern (PCR, Chips)
 Detektion mittels Metagenomanalyse
 Sind ca. 10 Milliarden US $ ausreichend?
 Was ist das zoonotische Potenzial all dieser Viren?

“A minimum of 320,000 mammalian viruses 
awaiting discovery”



Übersetzen nach Riems:
Vor 1967 mit dem „Virusjäger“

Erstausgabe 1928



„Damals“ „Heute“

Garza & Dutilh, 2015
10.1007/s00018-015-2004-1



NGS-Technology

→ Verschiedene
Plattformen

→  Enormes Potential:
Milliarden Nukleo-
tide/Ansatz werden
sequenziert

→  Molekulare Analyse
ganzer Genome
(whole genome;
WGA), Populationen
und Mikroöko-
systeme 

→ NGS ermöglicht
Metagenomics



Hostspecies Matrix Sequencing	platform Reads Pathogen-Reads %	Pathogen-ReadsPathogen
Sheep Vaccine 454 130302 4188 3,214 	Poxviridae

26 0,020 	Herpesviridae
149 0,114 Canine	distemper	virus

Snake Lung illumina	MiSeq 11237 1002 8,917 Nidovirus
Snake Organpool illumina	MiSeq 977901 12735 1,302 Retrovirus

44 0,004 Nidovirus
Goat Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 1543266 201 0,013 BTV-27
Goat Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 2172715 110423 5,082 BTV-y
Goat Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 2431150 310935 12,790 BTV-z
Squirrel CNS,	saliva,	heart,	kidney,	liver,	spleen illumina	MiSeq 17751808 28 0,000 Bornavirus
Cattle Serum 454 27413 7 0,026 Schmallenberg	virus
Turtle Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 210407 79538 37,802 Cardiopicornavirus
Turtle Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 91570 74949 81,849 Cardiopicornavirus
Turtle Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 142879 36350 25,441 Cardiopicornavirus
Turtle Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 36419 32131 88,226 Orthoreo
Lynx Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 61953 16110 26,004 Calicivirus
Pig Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 3148090 2149161 68,269 porcine	Astrovirus
Cattle Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 2008444 1862 0,093 bovine	Astrovirus
Penguin Cell	culture	supernatant Ion	Torrent 1388762 9992 0,719 Herpesvirus

illumina	MiSeq 902219 10229 1,134 Herpesvirus
Penguin Cell	culture	supernatant Ion	Torrent 970744 6022 0,620 Herpesvirus

illumina	MiSeq 750535 4548 0,606 Herpesvirus
Trout Cell	culture	supernatant 454 130100 141 0,108 Paramyxovirus
Fish Cell	culture	supernatant illumina	MiSeq 361380 288129 79,730 Orthomyxovirus
Pig Serum illumina	MiSeq 306993 260000 84,692 Mycoplasma
Dog Fluid	from	pericardium;	DNA illumina	MiSeq 595239 86 0,014 Plasmodium

19 0,003 Leishmania
Dog Fluid	from	pericardium;	RNA 1338224 11 0,001 Plasmodium

4 0,000 Leishmania
Dog Fluid	from	pericardium	+	EDTA;	DNA 982460 150 0,015 Plasmodium

59 0,006 Leishmania
Dog Fluid	from	pericardium	+	EDTA;	RNA 26696 4 0,015 Plasmodium

2 0,007 Leishmania
Pig Feces illumina	MiSeq 1000000 10376 1,038 	Porcine	epidemic	diarrhea	virus

NGS-Genomsequenzierung ≠ Metagenom-Analyse!



Gilbert JA, Dupont CL (2011). Ann Rev Mar Sci 3: 347-71

Was ist Metagenom-Analyse?

The basic definition of metagenomics is the 
analysis of genomic DNA from a whole community.

Metagenomics is the application of modern 
genomics techniques to the study of communities 
of microbial organisms directly in their natural 
environments, bypassing the need for isolation 
and lab cultivation of individual species.

Chen K, Pachter L (2005). PLoS Comput Biol 1(2): e24.



Metagenomics Workflow

Probe !
(aber welche??)

NGS!

Datenanalyse!

Confirmation by 

qPCR

Virusisolierung



„Pathogen detection in a metagenomic dataset is 
finding the needle in a haystack“

Probleme der Metagenom-Analyse

• Nachweis einer „bekannten“ 
Nadel?

• Sind es unbekannte Erreger,
die jedoch verwandte Sequenz-
einträge in Datenbanken 
haben?

• Sind es unbekannte
Sequenzen ohne Verwandte
in Datenbanken?

• Hoher manueller Aufwand
(und „gut feeling“) bei der 
Auswertung erforderlich!



„Pathogen detection in a metagenomic dataset is 
finding the needle in a needlestack“

Probleme der Metagenom-Analyse



„Pathogen detection in a metagenomic dataset is 
finding the one needle in a needlestack that

is different from another needlestack. “

Probleme der Metagenom-Analyse

Gesundes Tier/Bestand Krankes Tier/Bestand



Gaaanz viel Tier, viel Bakterien, gaaanz wenig Virus!

• Rindergenom: 

2.97 Gbp

• Circovirusgenom: 

1768 b

→ Massenverhältnis 
CV:Cattle = 1:1,679,864



• Große Datenbanken: Lange Rechenzeiten für 
Abgleiche (Monate!)

• Zu kleine Datenbanken: Wichtige Sequenzen 
eventuell nicht repräsentiert?

Datenanalyse – ein Nadelöhr



Analyse mit „RIEMS“



Beispiel 1: SBV
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Early detection – Wachsamkeit!



Datenanalyse- Beispiel SBV



Institute of Diagnostic Virology

SBV – transmission and pathogenesis 

<2% !

Days post infection
up 

to 50%

Acute infection 
Viral RNA loads 

Pregnancy cattle 9 months 

Pregnancy sheep 5 months Malformation, abortion  

or stillbirth months  

after acute infections   

SBV infection cycle



Beispiel 2:
Neues 
zoonotisches 
Bornavirus
(VSBV-1)



Wie alles begann:

 Drei Fälle tödlicher Enzephalitis by Züchtern von Bunthörnchen in 
Sachsen-Anhalt (2011, 2013)

 Bunthörnchen (Sciurus variegatoides), stammten aus Zentral-
Amerika, wurden als Haustiere nach Deutschland importiert

 Klinik, pathologisch-anatomische und histopathologische 
Veränderungen im Einklang mit dem Bild 
einer viralen Enzephalitis

 Bunthörnchen als einziger gemeinsamer
anamestischer Faktor: Zoonotische Herkunft 
des Erregers ? Stadt Borna



Var. Squirrels - Analysen

Einzelnes Hörnchen aus Haltung von Patient 3 beprobt:

• Alle Routineuntersuchungen (Viren, Bakterien, Parasiten) negativ.
• Metagenom-Analyse initiiert:

- MiSeq-Lauf zur Metagenom-Analyse
- 5 Sequenzfragmente (reads) mit 70.3% - 81.2% Identität zu BoDV
- Gezielte Homologiesuche nach BoDV-ähnlichen Sequenzen

ergibt 23 weitere reads
- Whole-genome sequencing ergibt ein Virusgenom von 8798 

Nukleotiden
- Nahezu identische Sequenzen aus Hirngewebe des Hörnchen und

Patient #3
- 6 weitere Hörnchen viruspositiv mit nahezu identischen Sequenzen



Phylogenetische Analyse 

Hoffmann et al., NEJM 2015



Immunhistologie VSBV-1

Immunhistochemischer Nachweis von VSBV Antigen
im ZNS (gesunder) Hörnchen und des Patienten 1.



Serologischer Nachweis

• Seropositive Reaktionen mit
Serum und Liquor von 
Patient #3 gegenüber BoDV-
infizierter Zellkultur

• Bestätigung durch Uni 
Giessen (Tierärztliche Fakul-
tät) mit akkreditierter
serologischer Methodik.





Atypische Pestiviren

Weitere Beispiele …



Schlussfolgerungen

• Metagenom-Analyse ist ein universelles und 
machtvolles Werkzeug zur Entdeckung uner-
warteter und unbekannter Erreger

• Schlüssel zum Erfolg ist die Abundanz des Erregers 
im Metagenom der untersuchten Probe

• Strategische Planung der Probenauswahl und 
–vorbereitung erforderlich

• Optimierte Datenaufbereitung und -analyse sowie 
geeignete Datenbanken sind unverzichtbar 



Verringerung der Biodiversität (Wildtiere) und
der genetischen Vielfalt (Nutztiere)

 Hohe Biodiversität bedingt einen Verdünnungs-
effekt von Pathogenen

 Geringe Biodiversität begünstigt wenige  
Arten/Vektoren und bedingt u.U. höhere 
Pathogenprävalenzen

 Geringe genetische Vielfalt erhöht das Risiko 
für “uniforme“ Pathogenesen

Roche & Guegan, 2011



Scavenging
livestock

Backyard
farming

Small scale
commercial farming

Industrial
farming

Vielfalt versus Masse
Erreichbarkeit

Wildtierkontakte

Biosicherheit

Genetische Vielfalt

Populationsdichte



OneHealth –
Vergangenheit und Zukunft der Infektiologie

Friedrich Loeffler: 

OneHealth Forscher

par excellence



Des Menschen 
ganzes Unglück 
kommt von seinem 
Unvermögen, alleine 
in einem stillen 
Raum sitzen zu 
können.

Blaise Pascal, 1623-1662



Herzlichen Dank für ihre Aufmerksamkeit!

Medienquellen auf Anfrage vom Vortragenden erhältlich.


