IUEPPR

Verbesserung des Verstandnisses zur Epidemiologie der Pest der kleinen Wieder-

kduer-Erkrankung

Forderkennzeichen: 2813ERA074

KURZDARSTELLUNG

Das IUEPPR-Projekt hat vornehmlich zum Ziel die Rolle
von Wildtieren in der Epidemiologie des Virus der Pest der
kleinen Wiederkauer (PPRV) in Afrika, der Turkei und po-
tentiell bei einem Eintrag nach Europa zu untersuchen und
damit besser einschatzen zu kénnen. Zur Verbesserung von
Uberwachungsprogrammen werden schnelle und sensitive
diagnostische Tests entwickelt, vorzugsweise unter Ver-
wendung nicht-invasiv genommener Proben. Mittels ,next
generation sequencing” (NGS) generierte Volllangense-
quenzen ermoglichen eine Anpassung molekular-diagnos-
tischer Nachweissysteme. Potentielle inter- und intra-Spe-
zies spezifische Sequenzvariationen kénnten auf genetische
Parameter hinweisen, die Einfluss auf eine Ubertragung
zwischen Wild- und Nutztieren haben. Zur Identifikation
von Ubertragungswegen zwischen Wild- und Nutztieren
und Pathogenese in unterschiedlichen Wirtsspezies werden
tierexperimentelle Studien durchgefiihrt. Die im Rahmen
der Tierversuche generierten Referenzproben, werden wie-
derum fir die Validierung diagnostischer Nachweissysteme
verwendet.

VORHABENSCHWERPUNKT UND ERA-NET

Peste-des-petits ruminants (PPR) ist eine wirtschaftlich wich-
tige Erkrankung von Schafen und Ziegen und eine ernsthafte
Bedrohung fiir Kamele und viele gefdhrdete Wildtiere, wie An-
tilopen und Bergziegen. Unser Verstdndnis der geografischen
Verbreitung der Krankheit hat sich durch die Analyse der Aus-
breitung von PPR in Afrika, den Nahen Osten und Asien verbes-
sert. Nachdem die Krankheit die Tirkei und Marokko erreicht
hat, bedroht PPR nun auch Europa.

Eine wichtige Erkenntnis im Rahmen der Eradikation der Rin-
derpest war, dass Biiffel zwar biologisch kompetente Wirte
sind, aber aufgrund ihrer PopulationsgroRe nicht in der Lage
sind, das Virus ldnger als 4 Jahre zu halten und somit als kurz-
fristiges Reservoir und Vektor fiir die Infektion anderer Wild-
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und Haustierarten dienen. Die Situation bei der PPR ist véllig
unbekannt und Annahmen, die auf der Rinderpest basieren,
sind nur schwer auf PPR Ubertragbar, da die Empfanglichkeit
verschiedener Tierarten sowie deren Funktion bei der Ubertra-
gung des PPRV unterschiedlich sind. Dariiber hinaus werden
die Erregeriibertragung und die Epidemiologie maRgeblich von
variablen Zucht- und Vermarktungssystemen, sozialer Organi-
sation und 6kologischer Dynamik beeinflusst.

Diese Studie wird sich darauf konzentrieren, unser Wissen tber
die PPR-Epidemiologie im Feld zu verbessern, indem a) Wild-
tierpopulationen identifiziert werden, die mit PPR infiziert sind
und die als kurz-/langfristige Reservoire firr das Virus und/oder
als Indikatoren fiir die Viruszirkulation fungieren kénnen, b) das
Risiko identifiziert wird, das PPR fir Wildtiere, Nutztiere und
die Lebensgrundlage der Landwirte darstellt. Wichtig ist hier-
bei, dass der schnelle Nachweis von PPR-Virus/Antigen in
Wildtier-/Feldproben mit neuen Nachweismethoden, ein-
schlieRlich Sequenzierungstechniken der nachsten Generation
(NGS) und Pathogenitatsstudien an experimentellen Zieltieren,
unser Verstandnis der Epidemiologie von PPR verbessern kann.

Ziele:

1. Klérung der Rolle von Wildtieren bei der Entstehung von
PPR in Afrika, der Tiirkei und moglicherweise in Europa un-
ter Verwendung eines Risikoanalyse-Ansatzes

2. Verbesserung der Uberwachungsmethoden in Wildtierha-
bitaten unter Verwendung von nicht-invasiven Proben-
ahme-Methoden

3. Entwicklung schneller und empfindlicherer diagnostischer
Tests

4. Untersuchung der Pathogenitdt von PPRV bei Hauswieder-
kduern im Rahmen von experimentellen Studien

5. Generierung eindeutiger und vollstdndiger Genomsequen-
zen fiir PPRV unter Verwendung von NGS

ERGEBNISSE

Um die mogliche Rolle von Wildtieren bei der Entstehung von
PPR mit Hilfe eines Risikobewertungsansatzes zu untersuchen,



wurden serologische und virologische Proben an der Schnitt-
stelle von Wildtieren und Nutztieren (kleine Wiederkiuer) in
Tansania, Kenia, Uganda und Siid Sudan gesammelt. Gleichzei-
tig wurden auch Daten und Proben aus Kasachstan und der
Mongolei gewonnen, wo PPR erst kiirzlich in den Jahren 2014
bzw. 2016 aufgetreten ist und im letztgenannten Land mehr als
15.000 Todesfalle bei Nutztieren und eine 54%ige Sterblichkeit
bei Wildtierarten wie Steinbdcken, Gazellen und Wildschafen
verursacht hat. Seren, Tupfer- und Gewebeproben von Nutztie-
ren mit klinischer PPR wurden auch aus der Demokratischen
Republik Kongo, der Elfenbeinkiiste, Algerien, Marokko,
Mosambik und der Tiirkei gesammelt. Diese Studien zeigten
eine Reihe wichtiger Ergebnisse; darunter:

Der epidemiologische Nachweis von PPR bei Wildtieren in Af-
rika ist immer noch unklar, aber das Vorhandensein von PPR-
spezifischen Antikérpern bei Wildtieren in diesen Studien deu-
tet darauf hin, dass ein Ubergreifen des Virus von Nutztieren
auf Wildtiere ein wichtiges Risiko darstellt, wobei es nur be-
grenzte Beweise fiir eine Zirkulation des Virus innerhalb von
Wildtierpopulationen gibt. In Afrika scheint das Risiko, dass
Wildtiere signifikant zur Persistenz von PPR in endemischen
Zonen beitragen, nach unseren Ergebnissen gering zu sein, aber
es besteht immer noch die Méglichkeit, dass das Virus moglich-
erweise durch einige Bovidae und afrikanische Biiffel tibertra-
gen wird. Gezieltere Forschung mit einem verbesserten diag-
nostischen Ansatz ist notwendig, um zu beweisen, dass PPR
nichtin Wildtieren erhalten werden und unabhangig zirkulieren
kann.

Im Rahmen der schnellen Erkennung von PPR im Feld zur Frith-
warnung und Vorbeugung von Ausbriichen haben wir die Sen-
sitivitdt neu entwickelter PPRV-RT-PCR-Assays mit fiinf verof-
fentlichten PPRV-RT-PCR-Assays verglichen. Dabei zeigte sich,
dass drei der neu entwickelten Assays, die auf das N-, H- oder
L-Gen abzielen, und die beiden empfindlichsten veroffentlich-
ten PCR-Assays (Polci et al. 2013, Batten et al. 2011), die auf das
N-Gen abzielen, eine dhnliche Sensitivitat fir den Nachweis von
Referenz-PPRV-Stammen jeder der vier Linien aufweisen. Die
Weiterentwicklung des Immunocapture-ELISA wurden an be-
kannten viralen Linien optimiert und an einer Vielzahl von Mat-
rices validiert, darunter orale, nasale oder rektale Abstriche. Zu-
satzlich zum lateral flow device (LFD) auf der Basis von H-Anti-
korpern, der in Pirbright validiert wurde, entwickelte CIRAD ei-
nen LFD auf der Basis des N-Gens. Der Nachweis des Virus aus
Milchproben und Kotproben infizierter Ziegen wurde als nicht-
invasive Methode der Probengewinnung gezeigt.

Um die molekulare Epidemiologie von PPR zu untersuchen, ha-
ben wir zum ersten Mal die Viren der Linie III sequenziert und
unter Verwendung der gesamten Genomsequenzen aller vier
Linien weltweit die Evolutionsrate (die Nukleotid-Substituti-
onsrate und das ungefihre Jahr der Entstehung von PPRV) ge-
schatzt. Ein phylogeographischer Ansatz schitzte die Wahr-
scheinlichkeit fiir das erste Auftreten der einzelnen Linien; Se-
negal fir Linie I, Nigeria/Ghana fir Linie II, Sudan fir Linie III
und Indien fir Linie IV. Wir fanden heraus, dass die mittlere
evolutiondre Substitutionsrate des kompletten PPRV-Genoms
auf 9,09 x 10-4 (95% HPD 2,13 x 10-4 4-1,64 x10-3) geschatzt
wurde.

Des Weiteren haben wir das Protokoll fiir die Next-Generation-
Sequenzierung von PPR-Viren standardisiert. Die Arbeit wurde
in dem Bemiihen durchgefiihrt, einen kosteneffektiven Ansatz
zur Sequenzierung des gesamten PPRV-Genoms mit einer ro-
busten, einfachen und zuverldssigen Methodik zu entwickeln,
um vollstdndige Genomsequenzen aus originalem klinischem
Material und kultivierten Proben zu erhalten. Zusétzlich zur
vollstdndigen Genomanalyse haben wir durch die Durchfiih-
rung einer partiellen N-Gen-Analyse von PPR-Viren in ver-
schiedenen Teilen der Welt die Verwandtschaft der Viren un-
tereinander und die grenziiberschreitenden Bewegungen auf-
gezeigt.

Im Projekt war das Friedrich-Loeffler-Institut in den Ar-
beitspaketen 2 (Rapid detection of PPR in the field for early
warning and prevention of outbreak), 3 (Molecular epidemiol-
ogy of PPR using next-generation sequencing technology) und
4 (Host specific pathogenicity studies for PPR) involviert. Die
Optimierung der molekularen Diagnostik von PPRV stand im
Fokus des Arbeitspaketes 2. Es konnte gezeigt werden, dass vi-
rale RNA nach PPRV-Infektion bis zu 3 Wochen bei Schweinen,
bis zu 11 Wochen bei Ziegen, mindestens 3 Wochen bei Schafen
und bis zu 2 Wochen bei Neuweltkameliden in unterschiedli-
chen Untersuchungsmaterialien nachgewiesen werden kann.
Die real-time PCR stellt damit das sensitivste Nachweisverfah-
ren von PPRV dar. Im Arbeitspaket 3 wurde ein standardisiertes
Protokoll fiir die Vorbereitung von Proben zur PPRV-Volllan-
gengensequenzierung mittels next-generation sequencing ent-
wickelt und kann fir aktuelle und zukiinftige Ausbruchsanaly-
sen genutzt werden. Im Rahmen des Arbeitspaketes 4 wurden
umfassende Pathogenese-Studien in verschiedenen Tierarten
mit PPRV durchgefiihrt.

FAZIT

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Tierversuche mit
Rindern, Kameliden, Schafen, Ziegen, Haus- und Wildschwei-
nen sehr bedeutende Unterschiede in der Ausscheidungsdyna-
mik und Pathogenese aufzeigten. Die Ergebnisse weilen darauf
hin, dass Rinder und Kameliden ,dead-end’ hosts fiir PPRV der
Linie 4 sind. Im Gegensatz dazu konnen PPRV-infizierte
Schweine und Schafe infektiéses PPRV auf Kontakttiere tber-
tragen und aufgrund der milden bis moderaten klinischen
Symptome zur unbemerkten Verbreitung von PPRV beitragen.
Ein geschlossener Ubertragungszyklus von PPRV zwischen
Schweinen und Ziegen konnte im Tierversuch gezeigt werden.
Die tatsachliche Rolle der Schweine und Wildschweine in der
Epidemiologie von PPRV sollte unbedingt weiter untersucht
werden.
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