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1.  APHAEA Projektbeschreibung
1.1 Ubergeordnete Aufgabenbeschreibung und Ziele

APHAEA (harmonised Approaches in monitoring wildlife Population Health, And Ecology and
Abundance; abgestimmte Verfahren zur Uberwachung der Gesundheit, Okologie und
Verbreitung von Wildtieren) ist ein noch existierendes Europaisches Expertennetzwerk im
Bereich Tiergesundheit und Wildtierforschung. Beteiligt an dem Projekt waren sieben
Lander. APHAEA diente weiterhin als Plattform flir eine Harmonisierung von Methoden zur
Bestimmung des Vorkommens von Wildtieren und deren Erregern, die fur die Human- und
Haustiergesundheit bedeutsam sind. APHAEA setzte Arbeiten des Uberwachungsnetzwerks
zu europaischen Wildtierkrankheiten der European Wildlife Disease Association (EWDA;
www.ewda.org), des Artemis Forschungsinstituts fur Wildtiergesundheit in Europa
(www.Artemiswildlifehealth.com) und des vom EU FP7 geforderten WildTech-Projekts
(www.wildtechproject.com) fort. APHAEA (1) entwickelte abgestimmte Methoden zur
Bestimmung des Vorkommens europaischer Schlisseltierarten, inklusive von Empfehlungen
zu einem abgestimmten Datenerfassungsverfahren des Monitorings; (2) harmonisierte
Beprobungsmethoden zum Monitoring der raumlichen und zeitlichen Verteilung von
besonders relevanten Pathogenen dieser Schlusseltierarten; (3) testete diese Methoden in
ausgewahlten Wirtstieren fur bestimmte Erreger; und (4) forderte die Anwendung solcher
abgestimmter Verfahren durch aktive Beteiligung von wichtigen europaischen Partnern
uber die gesamte Projektdauer.

Als Ausgangsbasis wurden die 31 wichtigsten Wildtiererreger verwendet, die im WildTech-
Projekt identifiziert wurden. Diesen 31 Pathogenen hat APHAEA 15 Schlusselwildtierspezies
zugeordnet. Berlicksichtigt werden hierbei verschiedene Habitate, Erreger und
»,Goldstandards“ zur Verteilung in verschiedenen Landern. Es wurde eine Harmonisierung
der Verfahren zum Monitoring, zur Beprobung und Datenerfassung auf europaischer Ebene
mit einer moglicher Erweiterung auf ein breiteres Wildartenspektrum angestrebt. Fir jede
Wirtstier/Erreger-Kombination wurde eine an die Lage angepasste Uberwachung und
Beprobung vorgeschlagen. Gegenwartig verwendete Standard-beprobungsverfahren und -
auswertungen wurden evaluiert, um Empfehlungen fur ein europaisch abgestimmtes
Beprobungsschema zu erstellen. Das Endprodukt dieses Prozesses waren Spezies- und
Diagnostikkarten mit harmonisierten Empfehlungen fur Populationsbestimmungs- und
Beprobungsverfahren des APHAEA-Konsortiums, die auf der APHAEA-Webseite
(www.aphaea.eu) veroffentlicht wurden. Zur Validierung der Ansatze wahlten die APHAEA
Partner drei ausgewahlte Kombinationen von Erregern und deren Wirte aus
(Fuchsbandwurm / Rotfuchs, Aujezky’sche Krankheit / Wildschwein, Tularamie /
Nagetiere). Zusatzlich wurde, um eine europaische Gesamtubersicht zu erhalten, ein
Fragebogen zu den Spezieskombinationen entwickelt und nach den Rickmeldungen aus den
Partnerlandern ausgewertet. Das Projekt involvierte aktiv die nationalen und europaischen
Experten in den relevanten Fachgebieten lUiber den gesamten Projektzeitraum, damit auch
zukunftig eine europaweite Anwendung der entwickelten Methoden gesichert ist.
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1.2 Projektziele, Workpackages und Verantwortlichkeiten des FLI

Im Rahmen des APHAEA-Projektes wirkte das FLI an allen 5 WPs des Projektes mit, die
insgesamt der Erfullung der in der Projektbeschreibung niedergelegten Aufgaben dienten.
In WP 3 Uibernahm das FLI die Leitung und Koordinierung der Forschungsvorhaben.

Das FLI fertigte im Rahmen von WP 1 (Harmonisierte Verfahren zur Abschatzung von
Wildtierpopulationsverteilungen) eine Liste der in Deutschland angewandten Verfahren zur
speziesbezogenen Wildtierpopulationsschatzung an und stellte diese gemeinsam mit den
Partnern in einen europaischen Kontext. Das FLI beteiligte sich in einem zweiten Schritt an
der Erstellung der Spezieskarten. Gemeinsam mit den Partnern wurden die europaweit
harmonisierten Protokolle entwickelt.

Die Aktivitaten fur Deutschland bei der Bereitstellung von Daten konzentrierten sich auf
Fuchs, Wildschwein und verschiedene Nagetierspezies. In Zusammenarbeit mit den
Landesbehorden galt es, praxisrelevante Datenquellen zu Populationsdichten dieser
Wildtierspezies auf Kreisebene zu identifizieren.

Milestone M1.1: Verfahren- und Literaturubersicht der Wildtierpopulationsschatzung
(Monat 6)

Milestone M1.2: Erstes harmonisiertes Konzept zu den Verfahren der Wildtierpopulations-
schatzung und Vorschlag von Methoden zur Kartendarstellung (Monat 15)

Milestone M1.3: Rickantwort von WP4 und Anpassung der Verfahren und Methoden an
Hand der Vorgaben der Wildtierexperten im Netzwerk (Monat 18)

Milestone M1.4: Validierung und erneute Anpassung der Verfahren nach der Validierung im
Feld (Monat 33)

Im Rahmen von WP 2 (Abgestimmte Beprobungsverfahren zum Monitoring der raumlichen
und zeitlichen Verteilung hochrelevanter Pathogene) entwickelte das FLI gemeinsam mit
den Partnern harmonisierte Diagnostik- und Beprobungsverfahren. Auch in diesem WP
beteiligte sich das FLI an der Entwicklung der harmonisierten Protokolle fir die
Diagnostikkarten und der Validierung von Beprobungsprotokollen mittels Simulationen,
insbesondere bei Pathogenen von Nagetieren. Bei den krankheitsbezogenen
Untersuchungen und der Evaluierung von neuen Methoden im Feld konzentrierte sich das
FLI auf Studien zum kleinen Fuchsbandwurm (Echinococcus multilocularis) und
Tularamieinfektionen (Francisella tularensis) bei Nagetieren. Bei E. multilocularis lag der
Schwerpunkt der Untersuchungen in der raumlichen und zeitlichen Verteilung von
Infektionen des Fuchses unter Beriicksichtigung der molekularen Typisierungsergebnisse
von Parasitenisolaten mit Hilfe von Mikrosatelliten-Analysen. Die Verfahren wurden in WP 2
harmonisiert und wurden im Rahmen der Evaluierung der Verfahren in WP3
landeribergreifend eingesetzt. Bei den Untersuchungen zur F. tularensis stand neben der
Standardisierung von verschiedenen Methoden zum Fang von Nagetieren und der Protokolle
zur Diagnostik, die Verbreitung und das Vorkommen der Tularamie im Mittelpunkt der
Analyse.



Milestone M2.1: Verfahren- und Literaturubersicht zum Monitoring von Wildtierkrankheiten
(Monat 6)

Milestone M2.2: Erstes harmonisiertes Konzept zu den Verfahren des Monitoring von
Wildtierkrankheiten und Bereitstellung der Untersuchungsergebnisse der Evaluierung und
Modellierung von Beprobungsschemata (Monat 15)

Milestone M2.3: Ruckantwort von WP4 und Anpassung der Verfahren und Methoden an
Hand der Vorgaben der Wildtierexperten im Netzwerk (Monat 18)

Milestone M2.4: Validierung und erneute Anpassung der Verfahren nach der Validierung im
Feld (Monat 33)

In WP 3 (Harmonisierten Verfahren werden beispielhaft fir ausgewahlte Wirtstiere und
ausgewahlte Pathogene getestet), dass das FLI leitete und koordinierte, wurden die bisher
entwickelten Verfahren und Konzepte in den einzelnen Partnerlandern validiert. Dabei
wurden als Hostspezies der Rotfuchs, das Wildschwein und verschiedene Nagetierspezies
ausgewahlt. Bei den Erkrankungen konzentrierte sich die praktische Evaluierung der
Verfahren aus WP 2 auf den kleinen Fuchsbandwurm beim Fuchs und die Aujezsky’sche
Erkrankung beim Wildschwein. Die in den Fallen mit standardisierten Methoden gefangenen
Nagetiere wurden mit den harmonisierten Protokollen auf Tularamie untersucht und die
Verfahren gegenuber den anderen Standards und den Simulationsergebnissen abgeglichen.
Zur Evaluierung der harmonisierten Methoden wurde im Rahmen des WP3 ein Fragebogen
entwickelt, mit dessen Hilfe in den Mitgliedsstaaten der EU Daten zu den ausgewahlten
Erreger-Wirts-Kombinationen abgefragt wurden.

Milestone M3. 1: Beginn der Validierungsstudie zum Rotfuchs (Monat 19)
Milestone M3.2: Beginn der Validierungsstudie zum Wildschwein (Monat 19)
Milestone M3.3: Beginn der Validierungsstudie zu selektierten Nagetierspezies (Monat 19)

Milestone M3.4: Validierungsstudie zum Rotfuchs abgeschlossen und zur Review an WP 1
und 2 ubergeben (Monat 30)

Milestone M3.5: Validierungsstudien zum Wildschwein abgeschlossen und zur Review an WP
1 und 2 Ubergeben (Monat 30)

Milestone M3.6: Validierungsstudien zu selektierten Nagetierspezies abgeschlossen und zur
Review an WP 1 und 2 iibergeben (Monat 30)

Im Rahmen von WP 4 (Entwicklung eines Europaischen Netzwerkes zu Wildtierkrankheiten)
entwickelte das FLI eine interaktive Webseite zur Unterstitzung der Netzwerkaktivitaten
(www.aphaea.eu). Die Webseite ermoglicht die Verbreitung von Diagnostik- bzw.
Spezieskarten, Publikationen und Literaturiibersichten sowie von Projektergebnissen unter
der Thematik der  Harmonisierung von  Monitoring-, Beprobungs- und
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Datenerfassungsverfahren auf europaischer Ebene fir die Projektpartner, relevante
Behorden und wissenschaftlichen Experten. Weiterhin beteiligten sich alle Wissenschaftler
auch mittels der Webseite an den Diskussionen und Validierung der vorgeschlagenen
Verfahren im Rahmen des Netzwerkes und der Prasentation der Ergebnisse z.B. auf
Konferenzen und Symposien mit den Wildtierexperten und Entscheidungstragern in
Deutschland und Europa.

Milestone M4.1: Externe Stakeholder-Gruppen und Experten aus Deutschland werden
bereitgestellt (Monat 2)

Milestone M4.2: Konsultation von europaischen Partnern auBerhalb des APHAEA-Projektes
zur Benennung von Methoden zur Populationsbestimmung und Krankheitsiberwachung in
Wildtierbestanden (Monat 6)

Milestone M4.3: Bereitstellung der harmonisierten Verfahren aus WP 1 und WP 2 zur
Review (Monat 15)

Milestone M4.4: Feedback der Experten auf dem ersten Workshop des Netzwerkes zu den
harmonisierten Verfahren aus WP 1und WP 2 (Monat 17)

Milestone M4.5: Prasentation der Validierungsdaten aus den Feldversuchen und Vorstellung
der endgultigen Verfahren auf dem zweiten Workshop des Netzwerkes mit den
Stakeholdern und Experten (Monat 34)

Das FLI liefert fir WP 5 (Konsortium Management & Koordination) die entsprechenden
Berichte und stellt die Forschungsergebnisse bzw. Publikationen zur Verfiuigung.

M5.1: Die WP-Leiter wurden offiziell benannt und das Kickoff-Treffen hat stattgefunden
(Monat 2)

M5.2: Erster Jahresbericht wurde vom EMIDA Buro akzeptiert (Monat 14)
M5.3: Zweiter Jahresbericht wurde vom EMIDA Bliro akzeptiert (Monat 25)

M5.4: Letzter Jahresbericht wurde vom EMIDA Biiro akzeptiert (Monat 36)
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1.3 Kommunikation und Kooperation

In dem Projektvorhaben wurden regelmaBig Projekttreffen durchgefiihrt, wechselweise bei
den Partnerinstitutionen, wie z.B. einmal auch im BMEL in Berlin. Weiterhin hat man sich
2012 und 2014 auf der Konferenz der European Wildlife Association (EWDA) getroffen, die
in enger Verbindung mit dem Projekt steht, so dass hier die Netzwerktatigkeit mit der
Prasentation von Ergebnissen verbunden werden konnte. Auf diesen Konferenzen wurde
das Projekt vorgestellt, Zusammenarbeit und Datenfluss von beteiligten und noch nicht
beteiligten Institutionen bzw. Landern initialisiert. Im ersten Jahr nahm aufBerdem eine
Mitarbeiterin an der ISVEE-Konferenz (Weltkonferenz der Veterinarepidemiologen, -
statistiker und -Okonomen) teil, um die Grundlagen und Zusammenarbeit fir die
statistische-mathematische Entwicklung der harmonisierten Surveillance-Schemata und
Beprobungsverfahren zu erarbeiten. Im letzten Projektjahr wurde das Abschlusstreffen als
Satellitenveranstaltung des Third International One Health Congress (IOHC 2015)
organisiert, um ein moglichst groBes Publikum zu erreichen. RegelmaRige Telekonferenzen
(i.d.R. alle 2 Monate) erganzten den Kommunikationsfluss zwischen den Projektpartnern.

Das FLI knlipfte im Rahmen des Projektes Kontakte mit den zustandigen Behorden der
Bundeslander (z.B. Jagd-, Naturschutz- und Veterinarbehorden), um die notwendigen
Daten zu Wildtiervorkommen und -krankheiten fur das Projekt zu generieren. Fur die
notwendigen direkten Absprachen waren die Mitarbeiter vor Ort, um die vorhandenen
Datenbanken der Bundeslander zu begutachten. Der Fang von Nagetieren in ausgewahlten
Bundeslandern im Rahmen der Tularamieuntersuchungen zur Evaluierung der
Uberwachungsschemen war ein weiterer Grund fiir Dienstreisen im Inland.

1.4 Abweichungen von der urspriinglichen Projektplanung

Aufgrund der Erkrankung einer Projektmitarbeiterin von November 2012 bis Ende Juni 2013
kam es zu Verzogerungen bei der Erstellung des Stichprobenbereichs einer jeden Spezies-
und Diagnostikkarte als Beitrag zum WP 1 und WP 2, da hierzu statistische Kenntnisse und
Analysen der Mitarbeiterin Voraussetzung fur den Abschluss der Arbeiten zu diesem
Milestone waren. Jedoch hatte dieser Ausfall keine Auswirkungen auf die Fertigstellung der
Karten, da die Review der einzelnen Spezies- und Diagnostikkarten sehr viel Zeit in
Anspruch nahm. Es erfolgte ausschlieBlich eine Anpassung der zeitlichen Vorgaben auf
einen spateren Berichtszeitraum. Der Schwerpunkt der Arbeiten wurde nach Rickkehr der
Mitarbeiterin in Abstimmung mit den Projektkoordinatoren auf Erstellung, Versand und
Auswertung des Fragebogens gelegt.

Die personellen Umbesetzungen in der Arbeitsgruppe von Dr. Ulrich fuhrten zu einer
geringfligig verzogerten Kontaktaufnahme mit externen Partnern, die sich an der
Abundanz- und Francisellenuntersuchung beteiligen. Durch Festlegung der Herbstsaison
2014 als Probennahmezeitraum wurde die Projektbearbeitung nicht beeintrachtigt.
AuBerdem erfolgte eine erste Pilotstudie zum Vorkommen von F. tularensis anhand von
bereits in Deutschland gesammelten Proben.
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AuBerdem kam es zu Verzogerungen im WP 2 durch die Standortverlagerung des Instituts
fur Epidemiologie von Wusterhausen auf die Insel Riems. Labortatigkeiten waren nur in
begrenztem Umfang moglich. Durch die Verlangerung des Arbeitsvertrages der
betreffenden Projektmitarbeiterin konnten diese Ruckstande aufgeholt werden. Die
Verzogerungen haben keine Auswirkungen auf die Aussichten fur die Erreichung der Ziele
des Vorhabens.

Durch die kostenneutrale Verlangerung des Projektes konnte alle Projektziele bis zum Ende
der Forderperiode erreicht werden.

1.5 Ausgabenplanung und Verwendung der Mittel

Im Rahmen des Projektes wurden insgesamt Mittel in Hohe von 398.656,11 € verausgabt.
Der groBte Teil davon wurde fir die Finanzierung der Personalkosten verwendet
(315.701,56 €). Ohne die finanzierten Stellen unter den Positionen 0812 und 0817 ware die
Durchfuhrung des Projektes am FLI (bspw. die Erstellung der interaktiven Webseite als
Unterstutzung der Netzwerkaktivitaten) nicht moglich gewesen.

Es fielen Uber den Forderzeitraum Sachmittel in Hohe von 39.794,76 € an. Diese wurden
hauptsachlich fur die Untersuchungen zum kleinen Fuchsbandwurm und im Rahmen der
Nagetieruntersuchungen fur die Nukleinsaureisolationen und die molekulare
Artbestimmung von Kleinsaugern verwendet, die sich morphologisch nicht bestimmen
lieRen.

In der Position Reisemittel wurden Mittel in Hohe von 29.010,69 € verausgabt. Die Mittel
wurden fur die jahrlichen Projekttreffen, fur Probensammlung und fur die Vorstellung der
Ergebnisse auf nationalen und internationalen Konferenzen verwendet (z. B. ISVEE-
Konferenz in Mexiko). Dabei wurde darauf geachtet, die Meetings zeitlich und raumlich so
zu legen, dass moglichst wenige Reisekosten anfallen.

In der Position 0850 wurden antragsgemal 14.149,10 € fur einen Applikations-Server fir die
Simulationsarbeiten im Rahmen des Projektes verausgabt.

Alle im Projekt getatigten Ausgaben waren notwendig. Es wurde wirtschaftlich und
sparsam mit den Mitteln umgegangen.

2. Wissenschaftlich-technische Ergebnisse des Vorhabens
2.1 Harmonisierung der Methoden

Im Rahmen von WP1 (Harmonisierte Methoden, um das Vorkommen von Wildtierwirtsarten
in Europa abzuschatzen) und WP2 (Harmonisierte Methoden flir die Beprobung und die
Diagnostik von Wildtiererregern in Europa) wurden ,Artenkarten“ (WP1) und
,Diagnostikkarten“ (WP2) entwickelt und auf der APHAEA Webseite (www.aphaea.eu)
publiziert.
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Zuerst waren sie nur intern als Entwurfe fur Diskussionen und Riickmeldungen von externen
Projektpartnern und das FLI sichtbar. Danach wurden die Karten von Experten auBerhalb
des Konsortiums einer Review unterzogen. Im Gesamten haben sich 52 Reviewer aus 19
Landern an dem Prufungsprozess beteiligt. Nach der Korrektur durch die Autoren und
Uberpriifung durch die Reviewer wurden die Karten auf dem externen Teil der Webseite
veroffentlicht und waren dementsprechend fur alle Benutzer der Webseite sichtbar.

In WP1 wurden von Autoren des FLIs vier von zehn Artenkarten erstellt und an allen Karten
als Reviewer mitgearbeitet: fur Fuchs und Waschbar und entsprechend der okologischen
Ahnlichkeiten zwei Artenkarten fiir Nagetiere, eine fiir die Feldmaus (Microtus arvalis), die
Rotelmaus (Myodes glareolus), die Gelbhalsmaus (Apodemus flavicollis), die Waldmaus
(Apodemus sylvaticus), die Wuhlmaus (Arvicola amphibius), die Westschermaus (Arvicola
sapidus) und eine fur die Hausratte (Rattus rattus), die Wanderratte (Rattus norvegicus)
und die Hausmaus (Mus musculus species complex). Die Artenkarten der Nagetiere wurden
in enger Zusammenarbeit mit langjahrigen Partnern des Julius Kihn-Instituts in Munster,
Deutschland, erstellt. Alle zehn erstellten Artenkarten des Konsortiums konnen der Tabelle
1 entnommen werden (s.a. Kapitel 2.3; http://aphaea.org/cards/species).

Tabelle 1: Bisher publizierte Artenkarten des APHAEA-Konsortiums

Red deer

Wild boar
Lagomorphs
Badger

Roe deer

Rattus und Mus
Voles / Mouses
Wild birds (general)
Mouflon

Chamois

In WP2 wurden sieben von 21 Karten von Autoren des FLIs geschrieben (Aujeszkysche
Krankheit, Alveolare Echinokokkose, Hepatitis E-Virus, Lymphozytares Choriomeningitis-
Virus, Tollwut, Q-Fieber, Hantaviren). Wobei insbesondere bei allen Diagnostikkarten die
Mitarbeiter des Projektes sowie die Nationalen Referenzlaborleiter des FLI mit ihrer
Kompetenz auf dem Gebiet der Diagnostik hilfreich zur Seite standen und in die Erstellung
miteinbezogen wurden. Alle 21 erstellten Artenkarten des Konsortiums konnen der Tabelle
2 entnommen werden (s.a. Kapitel 2.3; http://aphaea.org/cards/diagnosis).
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Tabelle 2: Bisher publizierte Diagnostikkarten des APHAEA-Konsortiums

Anaplasmosis

Anthrax

Aujeszky's Disease
African swine Fever
Bluetongue

Brucellosis
Echinoccocose
European Brown Hare Syndrom
Tularemia

Hepatitis E

Avian Influenza

Bovine tuberculosis
Rabies

West Nile virus infection
Classical Swine Fever
Hantavirus infection
Listeriosis

LCV infection
Toxoplasmosis
Trichinellosis
Campylobacter infection

2.2 Validierung von harmonisierten Methoden
2.2.1 Fallstudie Fuchs und E. multilocularis

Im Rahmen von WP3 (Validierung von harmonisierten Methoden bei ausgewahlten Wirt -
Erreger Paaren) und den Echinococcus multilocularis Untersuchungen wurden Proben mit
Finnland, Polen und den Niederlanden ausgetauscht. Zusatzlich wurden 100 deutsche
Flichse untersucht.

Im Falle von den Niederlanden (interner Projektpartner) und von Polen (externer
Projektpartner) wurden DNA-Proben fiir die Genotypisierung mit drei mitochondrialen
(cox1, nd1 und atp6) und einem mikrosatelliten (EmsB) Marker an das FLI gesendet.
Finnland hat 222 Fuchsdarme an das FLI gesendet. Die Proben wurden mittels zweier
Methoden (IST and SCT) untersucht und die Ergebnisse den finnischen Partnern mitgeteilt.
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Abbildung 1: EmsB Profile in Brandenburg.

Um die Methoden zu vereinheitlichen, wurden 90 Filichse aus Brandenburg und zehn aus
Nordrhein-Westfalen untersucht. Von jedem Fuchs wurden finf adulte Echinococcus
multilocularis Wurmer isoliert, die DNA wurde von jedem Wurm separat extrahiert. Mit
Hilfe der oben genannten mitochondrialen Marker und den EmsB mikrosatellit Markern
wurden die Proben ebenfalls genotypisiert. Zusammenfassend konnte in Brandenburg eine
genetische Diversitat festgestellt werden. Es wurden vier EmsB Profile fiir Brandenburg und
Nordrhein-Westfalen festgestellt. Die Hauptprofile waren D und G (Abbildung 1). Profil G
wurde clusterartig hauptsachlich im Nordwesten Brandenburgs festgestellt. Profil D bildete
ein zweites Cluster des EmsB Profils und wurde hauptsachlich im zentralen und sudlichen
Brandenburg gefunden. Die Cluster wurden durch statistische Analysen bestatigt (Moran’s

).

Mithilfe der mitochondrialen Marker konnten vier cox1-, zwei nd1- und vier atp6- Typen
gefunden werden (Abbildung 2). Ein Fuchs wies in zwei mitochondrialen Markern aller fuinf
Wurmsequenzen einen Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) auf. Innerhalb eines
Durchmessers von 20 km im Nordwesten Brandenburgs wurde ein SNP in der atp6-Sequenz
der Wurmsequenz dreier Fuchse gefunden. Ein weiterer SNP konnte in der cox1- Sequenz
der Wurmsequenz zweier Filichse nachgewiesen werden. Diese Flichse waren
80 km entfernt voneinander erlegt worden.
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Abbildung 2: Fiichse mit Sequenzunterschieden in mindestens einer Wurmsequenz und einem mitochondrialen
Marker.

Zusatzlich zu den Probenuntersuchungen wurden Daten ausgetauscht. Das FLI bekam fur
die Wirt-Erreger Kombination Fuchs und E. multilocularis Daten aus Finnland, den
Niederlanden, Italien und Deutschland. Sowohl die Fuchs- als auch die Parasitendaten
wiesen eine hohe Heterogenitat auf. Finnland stellte beispielsweise Daten von
Schneespuren und Jagdzahlen uber 25 und 18 Jahre auf regionaler oder nationaler Ebene
zur Verfugung. Im Gegensatz dazu konnte Italien fiir Wirt und Parasit nur Daten einer
Region Uber sechs Jahre liefern. Deutschland, eine historische Region fiir E. multilocularis,
stellte Jagddaten aus Baden-Wurttemberg Uber fast 60 Jahre und fur Thuringen und
Brandenburg uber 20 Jahre zur Verfiigung. Die Niederlande, die in den letzten Jahren auf
diesem Gebiet einige wissenschaftliche Studien durchgefuihrt haben, haben ebenfalls
sowohl Wirts- als auch Erregerdaten uber 16 Jahre zur Verfugung gestellt. Diese Daten
waren hinsichtlich der Zeitintervalle und der Regionen jedoch sehr unterschiedlich. Von
der Schweiz wurden Daten der Fuchspopulationen der Kantone bereitgestellt. E.
multilocularis Pravalenzdaten werden innerhalb der nachsten Monate von einem anderen
Kooperationspartner erwartet.

Zusammenfassend konnte hinsichtlich der Diagnostik von E. multilocularis Infektionen in
Fiichsen ein wesentliches MaB an Vereinheitlichungen erreicht werden. Beziglich der
Monitoring-Aktivitaten der Fuchsdichte und von E. multilocularis bedarf es weiterer

12



Vereinheitlichungen. Die Arten- und Diagnostikkarten stellen einen ersten Schritt dar. Die
Verwendung einheitlicher Beprobungsprotokolle und verbesserte Tests werden in der
Zukunft notwendig. Der Daten- und Probenaustausch innerhalb des Netzwerkes
funktionierte gut und sollte beibehalten werden. Fir die raumliche Verteilung von E.
multilocularis in Endwirten (wild lebende Fleischfresser) existieren verlassliche Daten,
historische Daten sollten allerdings hin und wieder Uberpruft werden. In endemischen
Regionen ist ein geringerer Monitoring-Aufwand gerechtfertigt. Momentan miussen aus
rechtlichen Griinden Lander mit einem ,,E. multilocularis-frei“-Status jahrlich Uberpruft
werden. Es werden Studien benotigt, um den kausalen Zusammenhang (z.B. Fall-Kontroll-
Studien) zwischen Infektionen im Endwirt und der humanen AE zu untersuchen
(Bestimmung von Risikofaktoren).

2.2.2 Fallstudie Nagetiere und Tularamie

Da die Feldmaus (Microtus arvalis) bekannt daflir ist, Francisella tularensis zu beherbergen
(Kaysser et al., 2008), haben sich die Untersuchenden auf diese Nagetierart konzentriert,
um die Ziele von WP3 bezlglich Nagetieren/Francisella tularensis zu erfullen.

Oy

(074

FR

Abbildung 3: Uberwachungsfallen in Deutschland (DE), der Tschechei (CZ), der Schweiz (CH) und Frankreich
(FR), wo Nagetiere gefangen wurden oder geplante Fangstellen fiir Francisella Untersuchungen. An bestimmten
Stellen wurde das Fangen nach dem APHAEA Standardprotokoll durchgefiihrt. In der Schweiz und an zwei Orten
der Tschechei wurde das Standartprotokoll nicht angewendet, trotzdem wurden diese Stellen in die Francisella
Untersuchungen miteinbezogen, um die geografische Abdeckung der Studie zu vergroBern.
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Eine anfangliche Pilotstudie von Blutproben von 1.375 kleinen Saugetieren von 50 Stellen in
neun deutschen Bundeslandern, die aus dem “Rodent-borne pathogens” Netzwerk
(Koordinator: Dr. R.G. Ulrich; siehe Ulrich et al., 2008) stammten, wurden von unserem
Kooperationspartner (Dr. Roland Grunow (Robert Koch-Institut, Berlin) auf Francisella-
reaktive Antikorper getestet. Keines der untersuchten Tiere zeigte eine spezifische
Reaktivitat. In einer zweiten Pilotstudie wurden 768 Leber-DNA-Proben durch eine tul4-
specific real-time PCR(qPCR) fir Francisella-spezifische DNA untersucht (Dr. Herbert
Tomaso, Institute of Bacterial Infections and Zoonoses, FLI, Jena). Die Proben wurden im
Rahmen eines Monitorings von kleinen Saugetieren zwischen 2010 und 2012 aus vier
Regionen Deutschlands gewonnen (Abbildung 1). Erneut war keines der untersuchten
Nagetiere, einschlieBlich der Feldmaus positiv in der gqPCR. In einer dritten Pilotstudie
wurden von einer Stelle Brandenburgs, an der zuvor ein humaner Tularamie Fall und
verseuchte Wasserproben aufgetreten waren, 30 Nagetiere und Spitzmause, im einzelnen
20 Rotelmause (Myodes glareolus), vier Gelbhalsmause (Apodemus flavicollis), drei
Brandmause (A. agrarius) und drei Spitzmause gesammelt. Eine molekulare Analyse,
durchgefuhrt von Dr. Christoph Schultze (Landeslabor Berlin-Brandenburg, Frankfurt/Oder)
ergab keine Francisella-positiven Proben.

Nagetierfallen in Beobachtungsstellen Mecklenburg-Vorpommerns, Thiringens und Baden-
Wirttembergs wurden im Fruhling und Sommer 2014 verwendet, um das Standardprotokoll
zu testen (Abbildung 4). Im Herbst 2014 wurde eine einheitliche Fangstudie fir
verschiedene europaische Lander geplant. Insgesamt wurden 76 Partner in 28 europaischen
Landern kontaktiert. SchlieBlich resultierte aus Nagetierfallen von drei Stellen in
Deutschland die Sammlung von 85 Feldmausen. Zusatzlich stammten die Feldmause aus der
Schweiz, freundlicherweise von Olivia Beerli (Institute of Parasitology, University of Zurich,
Switzerland) zur Verfligung gestellt, und der Tschechei (Dr. Marta Heroldova, Institute of
Vertebrate Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno, Czech Republic; Dr.
Gerald Heckel, Institute of Ecology and Evolution, Bern, Switzerland) (Abbildung 3).
Weitere Wiihlmause werden von einem franzosischen Partner (Dr. Emilie Tricaud, Institut
Claude Bourgelat, Laboratoire de Toxicologie, BIOLYTICS, Marcy-l'Etoile, France) erwartet,
sind aber noch nicht am FLI eingetroffen.

Die Fange der drei Stellen in Deutschland resultierten wahrend der drei Jahreszeiten in
2014 insgesamt in 154 Feldmausen. Das lasst fir die Stellen in Thiringen (TH), in Baden-
Wirttemberg (BW) und in Mecklenburg-Vorpommern (MV) auf eine Haufigkeit von 34,7,
12,2 bzw. von 10,8 pro 100 Fallennachten im Herbst schlieBen (Abbildung 4; fuir sechs Tiere
standen keine Milzprobe fir die Untersuchung mittels qPCR zur Verfigung). Die
Haufigkeiten an den Stellen der Tschechei waren 26,6, 35,0 und 48,6.
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Abbildung 4: Ergebnisse der Feldmausfange von Wiesen dreier Beobachtungsstellen in Deutschland und
Ergebnisse der molekularen Francisella Untersuchungen.

Die tul4-qPCR Untersuchungen der deutschen Wihlmause ergaben von 148 untersuchten
vier Francisella-positive Proben. Alle vier positiven Proben stammten von der
Uberwachungsstelle in Thiiringen. Die molekulare Typisierung, die mittels einer
konventionellen duplex PCR durchgefiihrt wurde, ergab Francisella tularensis subspecies
holarctica. An den zwei anderen Stellen in Deutschland wurde keine Probe positiv
getestet. Auch die molekularen Untersuchungen der 36 tschechischen Proben ergaben
keine positiven Ergebnisse, wohingegen fuinf der 158 Wuhlmause aus der Schweiz PCR-
positiv waren. Diese stammten alle von einer Untersuchungsstelle. Die Untersuchungen
wurden von PD Dr. Herbert Tomaso, Jena, durchgefiihrt.

2.2.3 Simulationsstudie zum Fangprotokoll der Nagetiere

Um das standardisierte Schlagfallenprotokoll zu beurteilen, wurde eine Simulationsstudie
durchgefiihrt. Um das Simulationskonzept fiir die Uberwachung von Nagetierbedingten
Erregern zu entwickeln, wurden Daten Uber das Vorkommen der Rotelmaus innerhalb des
Studiengebiets (Waldgebiet in der Nahe von Heimerdingen in Baden-Wurttemberg,
Deutschland) verwendet. In Abhangigkeit der geschatzten Populationsdichte wurde die
Anzahl der Individuen als fixe Parameter und wahrend der kurzen Simulationsperiode
(maximal drei Tage) als konstant angenommen. Weiterhin wurde die Erregerpravalenz
wahrend eines Simulationslaufes als konstant angesehen. Auf der Basis von
Haufigkeitsdaten wurde ein neues Simulationsmodel entwickelt.

15




G

APHA

Mit Hilfe der vorhandenen Populationsdichteschatzungen wurde zuerst die
Rotelmauspopulation innerhalb eines Rasters gemodelt. Das Fangen wurde anhand von
Fangwahrscheinlichkeiten und den individuellen Bewegungsmustern simuliert. In
Abhangigkeit des Simulationsszenariums konnte entweder das Fangen mit einer Schlagfalle
oder die Einfang-Markieren-Wiedereinfang- Methode gewahlt werden. Es wurden bis zu funf
Uberpriifungen der Fallen simuliert. Eine Sensitivititsanalyse der Populationsdichte, der
Populationsverteilung innerhalb des Modelrasters und der Fangwahrscheinlichkeit zeigte
die Bedeutung von Haufigkeitsdaten zusammen mit Informationen uber die An- oder
Abwesenheit des Erregers. Eine hohe Variabilitat der Dichte, welche im Feld haufig
vorkommt, kann flir eine niedrige Erregerpravalenz ein zusatzliches Problem darstellen.
Die simulierten Pravalenzen fur zufallig infizierte Individuen reflektieren die
angenommenen Werte mit einem hohen MaB an Genauigkeit, wenn (1) der Wert fir die
Populationsdichteschatzung hoch ist, (2) die Fangwahrscheinlichkeit maRig bis hoch ist, (3)
wenn mindestens drei bis funf Kontrollen der Fallen durchgefiihrt werden und (4) wenn
Lebendfallen oder mehrere Schlagfallen per Raster verwendet werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Beispiel fiur ein Simulationsergebnis einer zufallig verteilten Infektion mit einer 10%igen Pravalenz
innerhalb einer Population mit einer geschatzten Dichte von 174,3 Individuen per ha. Die
Fangwahrscheinlichkeit wurde als 44 % angenommen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass unsere Untersuchungen die Feldmaus als
potentielles Reservoir fur Francisella tularensis bestatigen und seine zeitlich und ortlich
begrenzte Anwesenheit in dieser Nagetierart aufzeigen. Die Vereinheitlichung der
Untersuchungen von Nagetieren und nagetierbedingten Erregern sollte fortgefiihrt und die
Erfahrungen dieses Projekts und dem Netzwerk “Rodent-borne pathogens” in Deutschland
genutzt werden.

Schlussendlich hat das APHAEA-Projekt den Weg fir zukinftige Projekte beziglich
harmonisierter Methoden, um das Ziel von Wildtieriberwachung und Surveillance in
Europa zu erfullen, geebnet. Besonders wurde der Grundstein auch dafur gelegt,
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Krankheiten durch bessere Diagnostik gefolgt von Wissen und dem Vergleich von Daten zu
verhindern.

2.2.4 Fragebogen zur Harmonisierung von Methoden

In WP3 wurden zusatzlich Fragebogen entwickelt, um die vereinheitlichen Methoden
abzufragen (Sonnenburg et al., 2017). Die Fragebogen uber die drei Wirt-Erreger
Kombinationen wurden innerhalb der EU Mitgliedstaaten verteilt. Insgesamt wurde 70
Fragebogen aus 19 europaischen Landern zuriickgesendet (Abbildung 6). Detaillierte Zahlen
sind in Tabelle 3 dargestellt.

Abbildung 6: Karten der teilnehmenden europdischen Lander fiir alle drei Wirt-Erreger Kombinationen.
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Tabelle 3: Anzahl der ausgefiillten Fragebogen und der teilnehmenden Lander fur die drei
Wirt-Erreger Kombinationen

Wildschwein & Fuchs & Echinococcus Feldmaus & Francisella
Aujeszkysche krankheit multilocularis tularensis
Anzahl der al.J'sgef'ullten 31 2 17
Fragebogen
Teilnehmende Lander 13 11 13

Von sieben Landern wurden alle drei Fragebogen zuruckerhalten, von funf Landern nur
zwei verschiedene Wirt-Erreger Kombinationen und sechs Lander stellten nur einen
ausgeflllten Fragebogen zur Verfugung.

Durch vereinheitlichte Protokolle sammelten die Fragebogen detaillierte Informationen
beziiglich historischer Daten, momentan verfligbarer Daten oder Daten, die gegebenenfalls
in Zukunft zuganglich gemacht werden konnten uber das Vorkommen der Wirte und dem
Auftreten der Erregern fir jede der Wirt-Erreger Kombinationen. Es wurden auch
Informationen iber verwendete oder in Zukunft verwendbare Methoden, um Dichten und
Pravalenzen zu messen, zusammengetragen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Wildtieriberwachungen und Schatzungen uber
das Vorkommen von Wildtierpopulationen in Europa durchgefuihrt werden, sie allerdings
zwischen den Landern in ihrem Fokus, der Intensitat und den Methoden variieren. Durch
die Entwicklung einheitlicher Methoden fiir Populationsschatzungen, die Beprobung und die
Diagnostik von bedeutenden Wildtierkrankheitserregern und deren Wirtsspezies, hat
APHAEA sowohl einen hervorragenden Grundstein gelegt, um Methoden innerhalb Europas
zu vereinheitlichen als auch eine Basis geschaffen, um ein weiteres Spektrum an
Wildtierarten abzudecken.

2.3 Europaisches Wildtierkrankheiten Netzwerk

Im Rahmen von WP4 (Entwicklung eines europaischen Wildtierkrankheiten-Netzwerkes)
wurde die APHAEA Webseite durch das FLI aufgebaut und unter www.aphaea.eu
veroffentlicht. Die Webseite wird genutzt, um Partner miteinzubeziehen, Informationen
uber das Projekt zu verbreiten und um Dokumente der Workshops und der Arten- und
Diagnostikkarten zu teilen. Zusatzlich diente die Webseite als Instrument, um die Karten
zu Uberprifen. Insgesamt sind 24 Institute aus 16 europaischen Landern involviert und auf
der Webseite registriert. Priifer der Karten sind teilweise nicht registriert aber trotzdem in
das Netzwerk miteinbezogen.

Die Webseite wurde ebenfalls im Rahmen von WP5 (Konsortium Management) genutzt, um
zwei Konsultationsworkshops mit externen Partnern und ein Satellitensymposium innerhalb
des IOHC (International Health Congress), zu unterstutzen. Zusatzlich wurden einige
Newsletter verbreitet. Mittlerweile hat sich die Webseite zu einem Hub fur das
europaische Netzwerk entwickelt und wird auch in weiteren Projekten als Basis dienen,
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wie z.B. dem Projekt Enetwild der European Food and Safety Agency (EFSA), um das sich
die Konsortiummitglieder erfolgreich beworben haben.

Auf den folgenden Seiten sind Screenshots von einigen wenigen Bereichen der APHAEA-
Webseite dargestellt, um einen Eindruck des vielfaltigen Angebots und der Moglichkeiten
zu erhalten.
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Etiology

African swine fever virus (ASFY), only member of the genus Asfirusin the family Astndndae

Affected species (wildlife, domestic animals, humans)

ASFY Infects mainly suids: the Warthog [Phacochoerus sficamus]. the Bushpig | Potamochoerus lanvatus), the Red River Hog (Potamochoerus porous), the Glant
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Brief description of the species/group of species: basic ecology and its relevance from an epidemiological
perspective

The species in this review have been grouped due to their synanthropic nature. Both genera are highly adaptable to the human environment and have consequently

spread worldwide. Their commensal nature requires methodological adaptations that make them suitable species for this review. Various pathogens have been

identified previously with pathogen-specific methods (for reviews see Meerburg et al., 2009; Ulrich et al., 2009; Himsworth et al., 2013), but recently also using next-
generation sequencing (Phan et al., 2011; Sachsenrader et al., 2014). The species were found to carry also non-zoonotic pathogens, such as herpesviruses (Ehlers et

al., 2007) and papillomaviruses (Schulz et al.. 2012), but here only pathogens with zeonctic potential are summarized.
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3. Zusammenfassung

Europa ist in zunehmendem MaBe von Humaninfektionen oder Infektionen von Nutztieren
betroffen, flr die auch Wildtiere empfanglich sind. Beispiele aus jlingster Vergangenheit
sind das Auftreten der Afrikanischen Schweinepest in Polen und den baltischen Staaten in
der Wildschweinpopulation, das Wiederauftreten der Tuberkulose bei Tieren in vielen
Landern mit verschiedenen Wildtierwirten einschlieBlich Huftieren und Dachsen sowie die
mit Hasen und Kaninchen in Verbindung stehende Leishmaniose beim Menschen in Spanien.
Die fur Europa so charakteristische Diversitat machte es hingegen sehr schwer, sowohl den
Krankheitserreger als auch die Wildtierwirte in einer einheitlichen und zentral koordinier-
ten Weise zu uberwachen.

Das EU-Konsortium APHAEA (EMIDA ERA-NET) hat Instrumentarien entwickelt, um eben
diese Liicken zu schlieBen. Dazu zahlen zum einen ,,Krankheitskarten*, mittels derer fir
die wichtigsten Krankheiten an der Schnittstelle von Wildtieren, Nutztieren und Mensch
einheitliche Beprobungs- und Diagnostikprotokolle erstellt wurden und zum anderen
»opezieskarten® mit Reviews zu verschiedenen Methoden der Populationsschatzung sowie
Empfehlungen Uber die am besten geeignete Methode in Abhangigkeit verschiedener
raumlicher Skalen. Daruber hinaus hat sich APHAEA auch zum Ziel gesetzt, ein
europaisches Netzwerk zur Wildtiergesundheit zu etablieren, das Uber das Projektende
hinaus aktiv bestehen soll und damit zu einer nachhaltig verbesserten Uberwachung der
Wildtiergesundheit in Europa beitragen wird. Eine eigens eingerichtete Webseite
(www.APHAES.eu), jahrliche Tagungen sowie Konsultationsworkshops mit externen
Partnern und Interessensgruppen ermoglichen die aktive Teilnahme und den
Informationsaustausch.

In Zusammenarbeit mit einem erweiterten Netzwerk kooperierender Partner erstellte
APHAEA einen Fragebogen und flihrte grenzubergreifende Umfragen mit standardisierten
Methoden zu ausgewahlten Erreger-Wirt Kombinationen wie beispielsweise der
Aujeszkyschen Krankheit in Wildschweinen, Francisella tularensis in Nagetieren und
Echinococcus multilocularis in Fuchsen durch. Dieser Versuch deckte die Starken und
Schwiachen des aufzubauenden europaischen Uberwachungssystems auf.

Ein Hauptziel des Netzwerks zur Uberwachung der Wildtiergesundheit ist es, bereits seit
langer Zeit bestehende internationale Gesundheitsiiberwachsungssysteme fur Nutztiere
und Menschen durch die Entwicklung eines Fruhwarnsystems fur das (Wieder)Auftreten von
durch Wildtiere ubertragene Krankheiten zu vervollstandigen.
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3. Summary

Europe is increasingly concerned about infections of humans or domestic livestock that are
shared with wildlife. Recent examples include: the emergence of African Swine Fever in
Poland and the Baltic countries in relation with wild boar; the re-emergence of animal
tuberculosis in many countries in relation with different wildlife hosts including ungulates
and badgers; and the lagomorph-related increase of leishmaniosis in human in Spain.
However, Europe’s characteristic diversity makes it difficult to monitor both the disease
agents and their wildlife host populations in a harmonized and coordinated way.

The EU consortium APHAEA (EMIDA ERA-NET) has set up tools that aim to overcome these
limitations. First, “Disease Cards” including recommended sampling and diagnhostic
protocols are now available for the most relevant diseases shared between wildlife and
livestock or humans. Second, host “Species Cards”include reviews on abundance
estimation methods and recommendations of the most suitable methods at different
spatial scales. Additionally, APHAEA also aims at strengthening a European Wildlife Health
Network that will continue beyond the end of the project and contribute to sustained and
improved wildlife health surveillance in Europe. A specific website (www.APHAEA.eu) and
annual meetings as well as consultation workshops with external partners and stakeholders
facilitate participation and information exchange.

In collaboration with an extended network of collaborating partners, APHAEA performed a
questionnaire and transnational surveys using standardized methods on selected pathogen
and host binomial including Aujeszky’s disease virus in wild boar, Francisella tularensis in
rodents and Echinococcus multilocularis in foxes. This exercise revealed the strengths and
weaknesses of this incipient European monitoring scheme.

One goal of this wildlife health surveillance network is to complement longer established
international health surveillance programs for domestic animals and people, and in this
way to contribute to early warning of emergence and re-emergence of wildlife-related
diseases.
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