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|  EINLEITUNG

Parapockenviren (PPV) sind oftmals unterschatzte Infektionserreger. Sie verursachen
nicht nur bei unseren Hauswiederkduern, sondern auch bei verschiedensten Wildtieren
und dem Menschen pustulése Dermatitiden, die in ihrer klinischen Ausprdgung von
mild bis gravierend reichen. Wenngleich die Infektion in der Regel gutartig und
selbstlimitierend verlauft, so kdnnen massive Krankheitsausbriiche, insbesondere unter
Schafen, doch zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten fiihren. Daneben haben sich in
den letzten Jahren Berichte tiber besonders schwere und chronische Krankheitsverlaufe
gehduft, die in einer Vielzahl der Falle schlieflich zum Tod der betroffenen Tiere
fuhrten (Abu & Housawi, 2009; de la Concha-Bermejillo et al., 2003; Abu Elzein &
Housawi, 1997; Gumbrell & McGregor, 1997; Guo et al., 2003; Jeckel et al., 2011,
Mazur & Machado, 1989; Ndikuwera et al., 1992; Okada et al., 1987; Scagliarini et al.,
2011; Yeruham et al., 1994). Auch der Mensch kann, sofern seine Immunkompetenz
eingeschrankt ist, beispielsweise durch die Einnahme von Immunsuppressiva oder in
Zusammenhang mit einer Chemotherapie, schwer erkranken (Ara et al., 2008; Ballanger
et al., 2006; Gurel et al., 2002; Hunskaar, 1986; Rgrdam et al., 2013; Savage & Black,
1972). Neue potentielle Infektionsquellen fir Mensch und Tier ergeben sich aus dem
Nachweis von Parapockenviren bei Wildtieren. Im européischen Raum haben sich
Gamsen, Steinbdcke, Rothirsche, Rentiere und Seehunde empféanglich gezeigt (Huemer
et al., 2014; Klein & Tryland, 2005; Mauller et al., 2003; Scagliarini et al., 2011;
Tikkanen et al., 2004).

Obgleich bereits seit Langem bekannt ist, dass die Parapockenvirusinfektion eine
Zoonose ist, wurde die Beziehung zwischen dem Virus im Wiederkduerwirt und dem
Menschen bisher kaum untersucht. So war es ein Ziel dieser Arbeit, die Mdglichkeit
einer Rickverfolgung humaner Parapockenvirus-Isolate zum virusibertragenden Tier
mittels selbstentwickelter speziesdifferenzierender PCR-Protokolle zu verifizieren.
Gleichzeitig sollte tber die Sequenzierung eines korrespondierenden Viruspaares von
Schaf (B015) wund Mensch (B029) und dessen vergleichende molekulare
Charakterisierung auf Gesamtgenomebe geklart werden, inwieweit das Virus nach dem

Wechsel der Wirtsspezies genomischen Veranderungen unterworfen ist.

1987 wurde erstmals Uber ein Parapockenvirus bei neuseeldndischem Rotwild berichtet

(Horner et al., 1987). Dieses erwies sich einige Jahre spéter anhand vergleichender
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Restriktionsprofil-  und  DNA-Hybridisierungs-Analysen als  Vertreter  einer
eigenstandigen Parapockenvirusspezies (Robinson & Mercer, 1995). Die Beprobung
von Rothirschen im bayerischen Alpenraum im Rahmen eines Wildtier-Monitorings
sollte Aufschluss dartiber geben, ob das Virus auch unter deutschem Rotwild zu finden
ist. Nach der erfolgreichen Isolierung eines Parapockenvirus in Zellkultur konnte die
gewonnene DNA mittels next generation sequencing (NGS) sequenziert werden. Dies
ermdoglichte erstmals die umfassende und vergleichende genomische Charakterisierung

eines Parapockenvirus vom Rotwild.
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Il LITERATURUBERSICHT

1 Parapockenviren - Einfiihrung und Bedeutung

In der Taxonomie der Viren werden die Parapockenviren in die Familie der Poxviridae
eingeordnet und zahlen damit zu den groten und komplexesten aller Viren. Innerhalb
der Virusfamilie wiederum werden die Pockenviren in zwei Subfamilien unterteilt: die
Pockenviren der Insekten (Entomopoxvirinae) und die der Wirbeltiere
(Chordopoxvirinae). Unter letztgenannten bilden die Parapockenviren neben neun
weiteren ein eigenstandiges Genus, welches nach derzeitigem Stand des Internationalen
Komitees fiir Virustaxonomie (ICTV) vier Spezies umfasst (International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2012). Hierzu z&hlt das Orf Virus (ORFV) als Prototyp-Spezies,
das bei Schafen und Ziegen den sog. ,,Lippengrind* verursacht, wahrend bei Rindern
das Bovine Papuldre Stomatitis Virus (BPSV, auch Parapoxvirus bovis 1) sowie das
Pseudokuhpocken Virus (PCPV, auch Parapoxvirus bovis 2 oder Paravaccinia Virus)
von Bedeutung sind. Erst kirzlich wurde mit dem Parapockenvirus des Rotwildes in

Neuseeland (PVNZ) die vierte Spezies etabliert.

Das durch Parapockenviren hervorgerufene Krankheitsbild einer lokalen pustuléren
Dermatitis ist prinzipiell bereits seit mehreren Jahrhunderten bekannt. Erste schriftliche
Aufzeichnungen zum Auftreten der Erkrankung bei Schafen stammen aus dem Jahre
1787 (Steeb, 1787). Auch Edward Jenner fiel bereits im 19. Jahrhundert auf, dass es
unterschiedliche atiologische Agenzien als Verursacher der Euterpocken beim Rind
geben muss. Denn wahrend die Infektion mit echten Kuhpocken (,.true Cow Pox‘;
Vaccinia Virus) zu einem anhaltenden Schutz des Menschen gegen die gefahrlichen
Menschenpocken fuhrte, hatte eine Infektion mit den falschen Kuhpocken (,,spurious
Cow Pox‘*; Pseudokuhpocken Virus) keinerlei Schutzwirkung (Jenner, 1863). Eine
Erklarung dieser Beobachtung liefert aus moderner Sicht die fehlende Kreuzimmunitét
zwischen Ortho- und Parapockenviren. Ebenfalls seit mehr als 100 Jahren bekannt ist
die Tatsache, dass Parapockenviren auf den Menschen uUbertragen werden kdnnen
(Hansen, 1879). Dies bedingt, dass Parapockenviren zu den Zoonose-Erregern gehdren.
Die Infektion des Menschen gilt als Berufskrankheit und betrifft insbesondere alle

Personengruppen mit intensivem Kontakt zu Hauswiederk&uern.
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Bei Schaf, Ziege und Rind ist die Parapockenvirusinfektion heutzutage vordergriindig
wegen 6konomischer EinbuRen in Zusammenhang mit groReren Herdenausbriichen von
Bedeutung. Neben anderen Pockenvirusspezies, speziell dem Vaccinia Virus (VACV),
sind die Parapockenviren (berdies von besonderem Interesse, weil sie sich zur
Herstellung von rekombinantem Virus bzw. von Vektorvakzinen eignen. Bedingt durch
ihre besonderen Eigenschaften sind Pockenviren hierzu préadestiniert: sie besitzen ein
grolRes DNA-Genom mit nicht essentiellen Bereichen, die zur Insertion und Expression
von Fremdgenen gut geeignet sind. Darlber hinaus sind gerade die Parapockenviren in
ihrem Wirtsspektrum sehr beschréankt und nicht in der Lage sich systemisch zu
verbreiten, was die Sicherheit in der Anwendung erh6ht. Dennoch wirken sie
gleichzeitig auch in nicht permissiven Wirten stark immunstimulierend (Buttner &
Rziha, 2002; Haig & Mercer, 2008).

1.1 Viruscharakteristika

1.1.1. Virusaufbau und Replikation

Das Parapocken-Virion nimmt unter den Pockenviren eine morphologische
Sonderstellung ein. Im Gegensatz zu vielen anderen Familienvertretern erscheint es
nicht typisch ,ziegelsteinformig™, mit einer unregelmaBigen Anordnung der
Oberflachenproteine, sondern zeichnet sich durch eine ovoide Form und seine
charakteristisch regelmaRige Oberflachenstruktur aus (Nagington et al., 1964). Tubul&re
Proteinfilamente, die in spiraligem Verlauf in die duRere Membran eingelagert sind,
ergeben unter dem Elektronenmikroskop das unverkennbare Erscheinungsbild des
Virions, das an ein Wollkn&uel oder einen Bienenkorb erinnert. Die unversehrte Form
dieser Partikel bezeichnet man auch als M (Maulbeeren, mulberry)-Form. Dringen beim
Negativkontrastierungsverfahren schwermetallhaltige Salze (z.B. Uranlyacetat) in das
Virion ein, scheint es von einer feinen Hille umgeben und nimmt so die C (kapsulare,
capsulated)-Form an (Binns & Smith, 1992). Mit einer Grofke von durchschnittlich
260x160 nm ist das Parapocken-Virion aulBerdem etwas Kleiner als beispielsweise das
Vaccinia-Viruspartikel (ca. 300x240 nm) (Abdussalam & Cosslett, 1957; Nagington et
al., 1962; Nagington & Horne, 1962). Die individuelle Morphologie des
Parapocken-Virions ermdglicht seine unkomplizierte Abgrenzung zu anderen Vertretern

der Familie.
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Allen Pockenviren gemeinsam hingegen ist ihr komplexer Aufbau, der sich
grundsatzlich von dem anderer Viren unterscheidet. Im Inneren befindet sich ein
bikonkaves Core, welches die virale DNA sowie assoziierte Proteine (= Nukleokapsid
oder Nukleoprotein-Komplex) beherbergt. Zu beiden Seiten des Cores liegen in dessen
Einziehungen zwei linsenférmige Lateralkorper, Uber deren Funktion bisher noch
Unklarheit besteht. Kryoelektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass
es sich bei diesem klassischen Erscheinungsbild der Pockenviren moglicherweise um
Dehydratationsartefakte im  Zusammenhang mit der Praparation fir die
Elektronenmikroskopie handeln kdnnte (Dubochet et al., 1994). Neuere Arbeiten haben
dies jedoch teilweise bereits widerlegt (Spehner et al., 2004).

Ungeachtet der Tatsache, dass es sich um DNA-Viren handelt, findet die Replikation
der Pocken- und somit auch der Parapockenviren ausschlieBlich im Zytoplasma der
infizierten Zelle statt (Robinson & Balassu, 1981; Thomas et al., 1980). Diese
Besonderheit erklart sich durch eine weitgehend viruseigene Replikationsmaschinerie
mit Proteinen, die fur die Zellkern-unabh&ngige Transkription und Replikation des
Virusgenoms bendtigt werden und die von viraler DNA selbst kodiert werden. Die
intrazytoplasmatische Parapocken-Virusvermehrung hinterlasst allerdings - in Form
feiner filamentdser Veranderungen - auch Spuren im Zellkern (Pospischil & Bachmann,
1980).

Ein neuer Infektionszyklus (schematische Darstellung siehe Abbildung 1) wird durch
das Anheften eines infektidsen Viruspartikels (IMV- oder EEV-Partikel) initiiert. Bisher
ist kein spezifischer adsorptionsvermittelnder Zellrezeptor bekannt, vielmehr spielen
offenbar verschiedene Virusproteine sowie Glykosaminoglykane (GAG) auf der
Oberflache der Zielzelle eine wichtige Rolle (McFadden, 2005). Unter Verlust seiner
Membranhillen wird das Virus in die Zelle aufgenommen, wobei gleichzeitig die
Freisetzung des Cores erfolgt (inital uncoating) €. Dieses wird Uber Mikrotubuli
weiter ins Innere der Zelle, in den perinukledren Bereich, transportiert @. Es verfiigt
uber ein vollstandiges System zur Transkription friher Gene (engl. early genes), sodass
deren Transkription friihzeitig eingeleitet werden kann @). Zu den Produkten friiher
Gene zdhlen unter anderem immunmodulatorische Proteine, Replikations- und
Transkriptionsfaktoren. Mit der Entlassung des Nukleoprotein-Komplexes aus dem
Core ins Zytoplasma (secondary uncoating) @, wird die friihe Phase der Transkription

beendet und die Replikation des Virusgenoms (in Form eines Konkatemers) beginnt @.
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Die Synthese neuer viraler DNA wird beim Parapockenvirus erst verhdltnismaBig spéat
eingeleitet (ca. 4-8 Stunden post infectionem (p.i.)) (Robinson & Balassu, 1981;
Thomas et al., 1980), erfolgt beim Vaccinia Virus dagegen schon 1-2 Stunden p.i.
(Esteban & Holowczak, 1977). Zusétzlich wird jetzt auch die Transkription und
Translation intermedidrer Gene (engl. intermediate genes) initiiert @. Diese Prozesse
finden in sog. Virusfabriken (Virosomen) statt und werden im Wesentlichen durch die
Genprodukte friher Gene vermittelt, wohingegen die anschlieRende Phase der spaten
Genexpression @ wiederum durch die Genprodukte intermediérer Gene herbeigefiihrt
wird. Spédte Gene (engl. late genes) kodieren insbesondere fir Strukturproteine und
Proteine, die essentiell fur die Virion-Morphogenese sind. Sind alle Komponenten
vorhanden, wird der Zusammenbau der Viruspartikel (engl. virus assembly) eingeleitet
©: halbmondférmige Membranen umgeben die viralen Core Proteine sowie das
Virusgenom, das aus dem intermedidren Konkatemer prozessiert wird. Es entstehen
zunachst unreife Virionen, die sich anschliefend zu sog. intrazelluléren reifen Partikeln
(engl. intracellular mature virus = IMV oder MV) @ entwickeln. Diese besitzen
lediglich eine einfache Hillmembran und werden schlieflich durch Lyse der infizierten
Zelle freigegeben, oder aber zum Trans-Golgi-Netzwerk transportiert, wo sie mit zwei
weiteren Membranen versehen werden (Schmelz et al., 1994). Partikel dieser Art
werden als intrazellulare behullte Partikel (engl. intracellular enveloped virus = IEV)
@ bezeichnet. Tritt ein IEV-Partikel mit der Zellmembran in Kontakt, kommt es zur
Fusion der &uBeren Virusmembran mit der Zytoplasma-Membran und es entstehen
zellassoziierte Partikel mit zwei Lipiddoppelschichten (engl. cell-associated enveloped
virus = CEV) @. Nach Ablésung der CEV von der Zelloberflache werden diese als
extrazellulare behdllte Virionen angesprochen (engl. extracellular enveloped virus =
EEV oder EV) @. Wihrend die IMV- und EEV-Partikel vor allem der Ausbreitung der
Infektion im Organismus und auf den nachsten Wirt dienen, sind CEV die Partikel, die
die Virusweiterverbreitung von Zelle zu Zelle (cell to cell spread) verursachen. Die
Kenntnisse zum Replikationszyklus der Parapockenviren basieren im Wesentlichen auf
denen vom Vaccinia Virus, die bereits hinreichend bewiesen und beschrieben wurden
(Moss, 1996). Da Parapockenviren allerdings homologe Gene zu zahlreichen
replikationsessentiellen Genen des Vaccinia Virus besitzen (Delhon et al., 2004;
Hautaniemi et al., 2010; Mercer et al., 2006) und entscheidende Merkmale des
Replikationszyklus innerhalb der Familie der Pockenviren hoch konserviert sind (Moss,

2001), ist davon auszugehen, dass der Ablauf prinzipiell vergleichbar ist.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Abldufe wahrend der Pockenvirusinfektion einer Zelle
(modifiziert nach Modrow et al., 2008 und Skinner et al., 2012).

1.1.2. Virusgenom

Das Genom der Parapockenviren wird von einem linearen, doppelstrangigen
DNA-Molekul mit einer Lange von ca. 130-146 Kilobasenpaaren (kbp) gebildet. Die
DNA-Strénge sind an den Enden kovalent in Haarnadelstrukturen geschlossen (Menna
et al., 1979; Mercer et al., 1987). An den Genomenden findet man zusatzlich die sog.
inverted terminal repeats (ITR). Hierbei handelt es sich um tandemartige angeordnete
Nukleotidsequenzen, die an beiden Enden des Genoms identisch aber gegenldufig
orientiert sind (Fraser et al., 1990; Mercer et al., 1987). Sie weisen je nach Virus eine
variable Lange auf, bestehen bei Parapockenviren jedoch i.d.R. aus 1,2-3,9 kbp
(Delhon et al., 2004; Hautaniemi et al., 2010; Mercer et al., 1987, 2006). Typisch fir
das Genom der Parapockenviren ist der hohe Gehalt an den Basen Guanin und
Cytosin (= GC-Gehalt). Mit einem Anteil von 63-65 % ist dieser deutlich héher als bei
anderen Pockenviren. Eine Ausnahme hiervon bilden das ebenfalls GC-reiche
Molluscum contagiosum Virus (MOCV; 64 %) (Senkevich et al., 1996), das
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Eichhérnchen Pockenvirus (SQPV; 66 %) (Thomas, 2003) und das Krokodil
Pockenvirus (CPV; 62 %) (Afonso et al., 2006). Erste
Parapockenvirus-Gesamtgenomanalysen stammen aus dem Jahr 2004 von Delhon und
Kollegen. Sie untersuchten neben dem ORFV SAOQ0 (Ziege) und 1A82 (Schaf) auch
einen Vertreter der Spezies BPSV (AR02) und konnten zeigen, dass insgesamt 132
(ORFV) bzw. 133 Gene (BPSV) kodiert werden. Die spater sequenzierten Genome der
PCPV-Stamme VR634 und F00.120R verfuigen tiber 131 bzw. 134 Gene (Hautaniemi et
al.,, 2010). Im Zentrum des DNA-Genoms aller Vertreter der Subfamilie
Chordopoxvirinae findet man ein Set aus 88 konservierten Genen, die in der gleichen
Reihenfolge und Orientierung auftreten. Diese Kern-Gene (engl. core genes), welche
Homologien zu entsprechenden Genen im Vaccinia Virus-Genom aufweisen, kodieren
im Wesentlichen essentielle Proteine der Transkriptions- und Replikationsmaschinerie
(Gubser, 2004; Mercer et al., 2006; Upton et al., 2003). Demgegenuber sind am
links- und rechtsterminalen Bereich der DNA nicht-essentielle, oftmals Genus- oder
Spezies-spezifische Gene lokalisiert. Sie sind hauptsachlich fir die Virulenz des Virus
von Bedeutung oder spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen Virus und
Wirt. So werden hier beispielsweise auch Proteine kodiert, die bei der Regulation der
Immunantwort des Wirtes eine Rolle spielen (Seet et al., 2003a). Einzelne Gene bzw.
offene Leserahmen (engl. open reading frames, ORFs) liegen meist nicht tberlappend
vor und zwischen ihnen finden sich lediglich sehr kurze nicht kodierende Abschnitte.
Das Genom der Parapockenviren weist eine bemerkenswerte Plastizitat auf. Bei der
Adaptation des Virus an Zelllinien oder dem Passagieren in Zellkultur kann es bereits
frihzeitig (nach nur wenigen Passagen) zur Deletion und Translokation von Genen bzw.

ganzen Genombereichen kommen (Cottone et al., 1998; Hautaniemi et al., 2011).

1.1.3. Virulenzfaktoren

Parapockenviren haben eine Vielzahl von Strategien entwickelt das Immunsystem ihres
Wirtes zu torpedieren. Ziel dabei ist es, die Entzindungsreaktion sowie eine
(friihzeitige) antivirale Immunantwort zu modulieren bzw. zu inhibieren, sodass die
Etablierung der Virusinfektion und die lokale Virusreplikation gewahrleistet sind. Dem
Parapockenvirus stehen zu diesem Zweck verschiedene Virulenzfaktoren zur Verfligung
(die dazugehorigen Virulenz-Gene sind als ORF in Klammern angegeben):
Ankyrin-repeat / F-box-Proteine (008, 123, 126, 128, 129; BPSV auch 003+004),
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Pockenvirus Anaphase-férdernder Komplex-Regulator (014),
Interferon-Resistenz-Protein (020), Chemokin-bindendes-Protein (112),

GM-CSF / IL2-Inhibitor (117), NF-xB-Inhibitor (121), vIL10 (127) und VVEGF (132;
BPSV: 006).

Ankyrin-repeat / F-box-Proteine
(ORFs 008, 123, 126, 128, 129; BPSV auch 003+004)

Das Ankyrin (ANK)-repeat-Motiv ist eine gangige Sequenz aus 33 Aminoséauren, die
erstmals bei Hefen und Taufliegen beschrieben wurde (Breeden & Nasmyth, 1987),
aber unter allen zellularen Lebewesen (Bakterien, Archaeen, Eukaryoten) weit
verbreitet ist. Obwohl Ankyrin-repeat-Motive bei Viren selten sind, besitzen sie fast alle
Chordopoxvirinae (Mercer et al, 2005). Die ANK/F-box-Proteine der
Parapockenviren verfiigen Uber zwei Domanen: eine enthdlt das ANK-Motiv in
6-9 facher Wiederholung (N-terminal), bei der anderen handelt es sich um eine F-box
ahnliche Domane (C-terminal) (Mercer et al., 2005). ANK-Domanen werden mit
verschiedenen wichtigen Funktionen in Zusammenhang gebracht, darunter die
Signallibertragung von Zelle zu Zelle, Transkription, Immunantwort und Regulation des
Zellzyklus. Generell vermitteln sie Protein-Protein-Wechselwirkungen (Li et al., 2006;
Mosavi et al., 2004; Voronin & Kiseleva, 2008). Dagegen dienen F-box-Proteine der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen durch Ubiquitinierung (Ho et al.,
2006) - Zielproteine werden durch das Anhé&ngen von Ubiquitin markiert und
anschlieBend durch das Proteasom degradiert. Kirzlich gelang es nachzuweisen, dass
die F-box des ORFV mit dem zelluldren Ubiquitin-Ligase-Komplex interagiert und
funktionell aktiv ist (Sonnberg et al., 2008).

Wenngleich ANK / F-box-Proteine in hoher Zahl bei Pockenviren vorkommen, so ist
ihre Funktionsweise und konkrete Rolle in der Pathogenese doch kaum entschlisselt.
Sonnberg et al. (2008) regten die Theorie an, dass das Virus die ANK / F-box-Proteine
nutzt, um  dem  zellularen  Ubiquitin-Ligase-Komplex  seine  eigenen
Zielprotein-Praferenzen aufzuzwingen. Auf diesem Wege konnten unerwinschte

Proteine der Wirtszelle einfach entfernt werden.

Pockenvirus Anaphase-fordernder Komplex-Regulator (ORF 014)
Parapockenviren kodieren fir ein RING-H2-Protein mit Sequenzéhnlichkeit zur
Untereinheit 11 des Anaphase-fordernden Komplexes (engl. anaphase-promoting
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complex, APC). Dieser Enzymkomplex, der bei allen Eukaryoten vorkommt, spielt eine
entscheidende Rolle in der Regulation des Zellzyklus (Peters, 1999). Eine
Schlisselfunktion des APC ist, die Zelle in der GO / G1-Zellzyklusphase zu arretieren.
Um in die S-Phase einzutreten muss in der Zelle APC abgeschaltet werden. Das
ORFV-Homolog zu  APC11  wurde  Pockenvirus  Anaphase-fordernder
Komplex-Regulator (engl. poxvirus anaphase-promoting complex regulator, PACR)
genannt. Er ist ebenfalls beim Molluscum contagiosum Virus, dem Krokodil
Pockenvirus und dem Eichhérnchen Pockenvirus zu finden (Mo et al., 2009). PACR
tritt mit dem APC der Wirtszelle Giber APC2 in Verbindung und konkurriert dabei mit
APC11 um die Aufnahme in den APC (Mo et al., 2010). Es wird vermutet, dass ORFV
diesen Virulenzfaktor nutzt, um differenzierte Zellen der Epidermis zur Bereitstellung
zellulérer Faktoren zu zwingen, die die virale DNA-Replikation unterstiitzen. Mit Hilfe
von PACR kénnte das Virus die Zellen zum Ubergang in die S-Phase bringen und sich
damit optimale Replikationsbedingungen schaffen (Mo et al., 2009).

Interferon-Resistenz-Protein (ORF 020)

Die Wirtszelle ist in der Lage durch die Freisetzung von Interferonen auf das
Vorhandensein eines Pathogens (z. B. Virus) zu reagieren. Interferone sind v.a. fur ihre
antivirale Wirkung bekannt, die durch eine Hemmung der Virusreproduktion
bzw. -replikation zustande kommt, zusétzlich haben sie immunstimulierende und
proliferationshemmende Effekte (Samuel, 2001, Sen, 2001). Das
Parapockenvirus-Genom verflgt linksterminal tber ein Interferon-Resistenz (VIR oder
IFNR)-Gen, welches ortholog zu dem Vaccinia Virus-Gen E3L ist (Mclnnes et al.,
1998). Das entsprechende Genprodukt verhindert in virusinfizierten Zellen das
interferonvermittelte Abschalten der Proteinbiosynthese. Dies geschieht durch die
Bindung des Interferon-Resistenz-Proteins an virale Doppelstrang-RNA (ds RNA), die
uber die C-terminale Bindungsstelle des Proteins vermittelt wird (Mclnnes et al., 1998).
In der Konsequenz kann eine ds RNA-abhdngige Protein-Kinase (PKR) nicht mehr
interferonvermittelt aktiviert werden. Das wiederum fiihrt dazu, dass auch die
Inaktivierung eines speziellen Translations-Initiations-Faktors unterbleibt, die
andernfalls zur Unterdrickung der Proteintranslation fuhren und die Virussynthese
damit unterbinden wirde (Haig & Fleming, 1999). Zugleich wird der PKR auch eine

Rolle im Zusammenhang mit dem ,,programmierten Zelltod* (Apoptose) zugeschrieben,
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sodass VIR (ber die Inhibition der PKR auch den Untergang von Zellen verhindern
kann (Haig, 2001).

Chemokin-bindendes-Protein (ORF 112)

Wie die Vertreter der Genera Orthopox- und Leporipoxvirus exprimieren auch die
Parapockenviren ein Chemokin-bindendes-Protein (CBP) (Seet et al., 2003b).
Chemokine sind kleine sekretorische Proteine, die der Ubergruppe der Zytokine
angehoren. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Auslosung der Chemotaxis
(Wanderung entlang eines Chemokin-Konzentrationsgradienten) bei Immunzellen, die
so an den Ort einer Entzindung bzw. Infektion rekrutiert werden, aber auch bei der
homoostatischen Leukozytenwanderung durch die lymphatischen Organe (Baggiolini,
1998; Cyster, 1999). Entsprechend der Anordnung der Cystein-Reste am N-Terminus
unterscheidet man vier Chemokin-Untergruppen: CC, CXC, CX3C, XC (Rollins, 1997;
Zlotnik & Yoshie, 2000). Das CBP der Parapockenviren gehort den Typ |l
CC-Chemokin-bindenden-Proteinen (CBP II, auch vCCI) an. Sie binden mit hoher
Affinitat an CC-Chemokine und besetzen gezielt die Strukturen, ber die eine Bindung
zwischen Chemokin und dem zellularen Rezeptor vermittelt wird (Coufiago et al.,
2010). So unterbinden sie die entsprechende Wirkung des Chemokins. Seet et al.
charakterisierten 2003 das CBP des ORFV NZ2 genauer und stellten dabei fest, dass
dieses Uber ein einzigartiges Bindungsspektrum verfligt: es bindet nicht nur
CC-Chemokine, sondern dartber hinaus auch das C-Chemokin Lymphotaktin, das
chemotaktischen Einfluss vorwiegend auf Lymphozyten, natirliche Killerzellen,
neutrophile Granulozyten und B-Zellen besitzt (Huang et al., 2001). Weitere
Forschungsgruppen konnten demonstrieren, dass CBP die Einwanderung von
Monozyten und dendritische Zellen in das entziindete Gewebe sowie in die regionalen
Lymphknoten unterbindet (Lateef et al., 2009, 2010).

GM-CSF / IL2-Inhibitor (ORF 117)

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass es in Keratinozyten, die mit ORFV infiziert
wurden, zur Hochregulierung von Genen kommt, die fir inflammatorische Zytokine
kodieren (Lear, 1995). Hierzu z&hlt auch das GM-CSF kodierende Gen (engl.
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor). Waéhrend allerdings die
entsprechenden Genprodukte (z.B. IL8) in der beschriebenen Studie anschlieRend auch

messbar waren, konnte dennoch kein GM-CSF nachgewiesen werden. Eine Erklarung
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hierfur liefert der von ORFV exprimierte GM-CSF / IL2 inhibitory factor (GIF), der als
intermediéres / spates Genprodukt ca. 12-18 Stunden nach der Infektion der Zelle
gebildet wird (Deane et al., 2000). Er ist in der Lage ovines GM-CSF und Interleukin-2
(IL2) zu binden und somit zu inhibieren (Deane et al., 2000; Mclnnes et al., 2005).
GM-CSF stimuliert die Differenzierung von Progenitor-Zellen in neutrophile und
eosinophile Granulozyten, in Monozyten und Makrophagen und bewirkt im Rahmen
von Entzindungsprozessen die Rekrutierung und Aktivierung selbiger Zellen (Haig &
Fleming, 1999; McNiece, 1997). IL2 wird von T-Zellen erzeugt und fir die Aktivierung
von T-Zellen und naturlichen Killerzellen bendtigt, zusétzlich stimuliert es deren
Proliferation (Farner et al., 1997; Haig, 2001; Haig & Fleming, 1999). Mittlerweile
konnte auch in PCPV und BPSV ein entsprechendes GIF-Protein kodierendes Gen
nachgewiesen werden. Wéhrend allerdings das GIF aus PCPV sowohl ovines als auch
bovines GM-CSF und IL2 bindet, trifft dies fiir das GIF-Protein aus BPSV nicht zu - es
zeigte keine Bindungsaktivitat (Deane et al., 2009). Interessanterweise konnte bisher bei
keinem anderen Pockenvirus ein &hnliches Protein, das in der Lage ist diese beiden
Zytokine zu binden, nachgewiesen werden. Die genaue Rolle von GIF in der
Pathogenese der Parapockenviren konnte bisher nicht geklart werden (Haig & Fleming,
1999).

NF-kB-Inhibitor (ORF 121)

Bei NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) handelt es
sich um eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die jeweils durch Aneinanderlagern
Homo- bzw. Heterodimere bilden konnen. Diese binden spezifisch an bestimmte
Promoter-Sequenzen der DNA, die kB-Motive, und regulieren so die Expression davon
abhéngiger zellularer Gene. Eine Vielzahl von Genen wird auf diese Weise durch
NF-kB gesteuert, darunter solche, die bei Entziindung, Zellproliferation
und -differenzierung, Apoptose und der adaptiven Immunantwort von Bedeutung sind
(Oeckinghaus & Ghosh, 2009; Tripathi & Aggarwal, 2006; Vallabhapurapu & Karin,
2009). Dies konnte speziell auch fur Keratinozyten demonstriert werden (Pasparakis,
2009; Weisfelner & Gottlieb, 2003). Verschiedene Stimuli, u.a. Viren, kdnnen zu einer
Aktivierung von NF-kB fuhren (Mohamed & McFadden, 2009) und bewirken so die
verstarkte Transkription bestimmter Gene, die eine wichtige Rolle fir eine frihe
antivirale Immunantwort spielen. Pockenviren unterschiedlicher Genera verfiigen

jedoch (ber NF-kB-Inhibitoren, um diesen Mechanismus zu umgehen (Mohamed &
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McFadden, 2009). Der Parapockenvirus-spezifische ORF 121 des ORFV codiert einen
solchen NF-kB-Inhibitor, der durch seine Bindung an NF-xB-p65 dessen
Phosphorylierung und Translokation in den Zellkern verhindert und damit auch dessen
transaktivierende Wirkung unterbindet (Diel et al., 2011a). Dieser Wirkmechanismus ist
unter den pockenviralen NF-«B-Inhibitoren einzigartig (Diel et al., 2011a). Auch bei
den Genprodukten von ORF 002 und 024 handelt es sich um NF-kB-Inhibitoren (Diel et
al., 2010, 2011b), allerdings ist nur das durch ORF 121 kodierte Protein tatsachlich von
Bedeutung fir die Virulenz des Virus (Diel et al., 2011a).

vIL10 (ORF 127)

1997 wurde erstmals publiziert, dass ORFV virales Interleukin-10 (vIL10) exprimiert
(Fleming et al., 1997). Wéhrend vIL10 bereits friher auch bei Herpesviren
nachgewiesen werden konnte (Moore et al., 1990; Rode et al., 1993), war dies flr
Pockenviren neu. Im Saugetier spielt das anti-inflammatorische IL10, das von
Monozyten und TH2-Lymphozyten sezerniert wird, als Immunregulator eine wichtige
Rolle, indem es die Produktion verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine in
Makrophagen, Epi- und Endothelzellen sowie weiteren Zellarten unterbindet (Gritz,
2005; Moore et al., 1993; Slobedman et al., 2009; de Waal Malefyt et al., 1991). Ihm
fallt damit die Aufgabe zu, eine Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Mediatoren herzustellen, um so eine regulierte Immunantwort auf ein Pathogen zu

ermdglichen.

Das virale I1L10 der Parapockenviren ist ein Ortholog des Sauger-1L10 und verfugt Gber
die gleiche funktionelle Aktivitdt (Fleming et al., 2000). Sequenzanalysen haben
gezeigt, dass eine 80 %ige Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz von vIL10 des
ORFV zu ovinem 1L10 besteht; interessanterweise zeigen sich Unterschiede
ausschlieBlich in der N-terminalen Region, wéhrend die C-terminalen zwei Drittel von
ovinem und viralem IL10 zu 100 % identisch sind (Fleming et al., 2000). Diese
Ergebnisse flhrten zu dem Schluss, dass das Virus das entsprechende Gen im Laufe der
Evolution von seinem Wirt, in diesem Fall dem Schaf, ibernommen hat. ORFV vIL10
besitzt auRerdem eine 67 %ige Ubereinstimmung zu humanem IL10 (Fleming et al.,
2000). Auch bei anderen Parapockenvirusspezies konnten in der Zwischenzeit
IL10-&hnliche Gene belegt werden (Hautaniemi et al., 2010; Rziha et al., 2003).
Nachdem die Deletion des IL10-kodierenden Gens in rekombinanten ORFV bei

Versuchen mit Schafen zu deutlich weniger ausgepragten Lasionen flhrte, sah man die
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Kategorisierung von vIL10 als Virulenzfaktor bestatigt (Fleming et al., 2007). Durch
vIL10 wird die TNF-a- und IL8-Synthese in Makrophagen und Keratinozyten, ebenso
wie die Interferon-y-Produktion durch aktivierte Lymphozyten bereits frihzeitig
inhibiert (Fleming et al., 2000). Auf diese Weise gewinnt das Virus Zeit fir die
Replikation, ehe die adaptive Immunantwort greift (Haig et al., 2002). Da ovine
Keratinozyten kein IL10 exprimieren, ist es fur das Virus umso wichtiger, selbst dazu in
der Lage zu sein (Haig et al., 2002). Erst kirzlich wurde vIL10 auch mit der Regulation
von Hautreparaturprozessen in Zusammenhang gebracht. Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass die regelméBige Behandlung von Wunden mit vIL10 die
Reepithelisierung, Granulation des Wundbettes und Revaskularisierung beschleunigt
und gleichzeitig die Narbenbildung reduziert (Wise et al., 2014).

VVEGF (ORF 132, BPSV ORF 006)

Der erste beschriebene Virulenzfaktor der Parapockenviren war der virale vaskulére
endotheliale Wachstumsfaktor (engl. Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF)
(Lyttle et al., 1994). Ahnlich wie beim viralen 1L10 handelt es sich auch beim VWEGF
(als neue Untergruppe der VEGF-Familie als VEGF-E bezeichnet) um das virale
Homolog eines entsprechenden Sdaugerproteins (VEGF-A). Mitglieder der VEGF
Familie regulieren die Funktion und Proliferation endothelialer Zellen, die
GeféaBpermeabilitdt und aullerdem die Angio- und Lymphangiogenese (Ferrara, 2004;
Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Dies geschieht 0ber die Bindung an spezielle
VEGF-Rezeptoren. Dabei nimmt das VVEGF von ORFV eine Sonderstellung ein, weil
es sich als einziger Vertreter nur des VEGF-Rezeptors VEGFR-2, nicht aber des
VEGFR-1-Rezeptors (wie fir VEGF-A {(blich) bedient sowie des neuentdeckten
VEGF-Rezeptors Neuropilin-1 (Meyer et al., 1999; Wise et al., 1999). Das VVEGF von
BPSV, das dem Séauger-VEGF-A sehr viel dhnlicher ist, zeigt dagegen auch eine
Bindung an VEGFR-1 (Inder et al., 2007). Das Vorhandensein dieses Virulenzfaktors
wird mit dem typischen Bild der proliferativen und stark vaskularisierten Hautlasionen
bei einer Parapockenvirusinfektion in Zusammenhang gebracht, das histopathologisch
durch Kapillarprolifertion und -dilatation gekennzeichnet ist (Savory et al., 2000; Wise
et al., 2003). Es kommt zu einer Zunahme von endothelialen Zellen und BlutgefaRen in
der Dermis, einer Zunahme der Keratinozyten und einer Verdickung der Epidermis
(Wise et al., 2012). Dem Virus steht so eine erhohte Zahl an Zellen fur die Replikation
zur Verflgung (Haig & Mclnnes, 2002). Ein auffallendes Merkmal der viralen VEGFs
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ist ihre starke Sequenzvariation sowohl innerhalb einer Virusspezies als auch unter den
verschiedenen Spezies. So stimmen die beiden ORFV-Stdimme SAO00 und IA82 in
diesem Genbereich beispielsweise nur zu 38 % (Delhon et al., 2004), die beiden vom
Rotwild stammenden Parapockenviren HL953 und PVNZ 256/08 dagegen zu 100 %
(Publikation 2) in ihrer vWEGF-Aminoséuresequenz (berein. Vergleicht man die
VVEGF-Sequenzen der unterschiedlichen Parapockenvirusspezies miteinander, ergeben
sich Ubereinstimmungen zwischen 35-63 % (Hautaniemi et al., 2010). Trotz groRer
Sequenzunterschiede bleibt die Genfunktion dennoch erhalten, womit die Plastizitét der
Parapockenvirus-Genome auch auf der Basis einzelner Gene demonstriert ist. Da es sich
bei VWEGF um einen nicht-essentiellen Virulenzfaktor handelt, eignet sich der
entsprechende Genort zur Insertion und Expression von Fremdgenen - unter

Virulenzminderung des rekombinanten Trégervirus (Rziha et al., 2000).

1.1.4. Immunstimulation durch Parapockenviren

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften der Parapockenviren ist ihre Fahigkeit
selbst in inaktivierter Form den erregerunspezifisch reaktiven Teil des Immunsystems,
das sog. angeborene oder ,,innate “ (paraspezifische) Immunsystem zu aktivieren. Diese
phylogenetisch sehr alte Komponente des Immunsystems spielt eine entscheidende
Rolle in der Sofortabwehr unterschiedlichster Noxen und dient damit dem Schutz des
Organismus, noch bevor die spezifische Immunitdt Uberhaupt greifen kann. Die
Reaktionsart des angeborenen Immunsystems ist Uberdies von Bedeutung als
Weichenstellung fiir den Ubergang zu adaptiven Immunreaktionen. Die zahlreichen
Virulenzfaktoren, die von Parapockenviren im Laufe der Evolution entwickelt wurden,
dienten der optimalen Adaptation an den Wirt und scheinen in nicht-permissiven Wirten
und getrennt von der lokalen Manifestation in der Haut nach allen bisher vorhandenen

Kenntnissen keine Rolle zu spielen.

Unter den Parapockenviren findet der hochattenuierte ORFV Stamm D1701 als
Immunstimulans (auch Paramunititsinducer ,,PIND-ORF*) Verwendung. Dieser
Virusstamm ist in inaktivierter Form unter dem Handelsnamen Zylexis® (vormals
Baypamun®) bekannt. Er bewirkt eine Aktivierung mononukledrer Zellen des
peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cells), darunter
Makrophagen, NK-Zellen und T-Lymphozyten und fiihrt so gleichzeitig zur Bildung
zahlreicher Zytokine (Interferon a und vy, IL1, IL2, IL12, IL15, IL18, CSF, TNF)
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(Buttner, 1993; Buttner et al., 1995a; Mayr, 1999; Weber et al., 2003). Fachinger et al.
(2000) konnten zeigen, dass ORFV D1701 beim Schwein sogar im Sinne eines
Superantigens wirkt, wobei es zu einer Antigen-unabhéngigen Aktivierung und
Proliferation von T-Zellen kommt. Erst vor wenigen Jahren wurden die
immunstimulierenden Komponenten von ORFV charakterisiert. Insgesamt konnten in
einer Studie 27 ORFs bzw. Proteine mit (starker) immunmodulatorischer Aktivitat
identifiziert werden (Friebe et al., 2011).

Die Paramunisierung (paraspezifische Schutzimpfung) mit ORFV D1701 dient der
Prophylaxe und Metaphylaxe von infektiosen Erkrankungen (Castrucci et al., 1998,
2000; Hammerl et al., 1995; Hartmann et al., 1999; Kyriakis et al., 1998, 2002; Mayr et
al., 1991; Paillot, 2013; Strube et al., 1989; Winnicka et al., 2000; Ziebell et al.,
1997a, b) und Stresszustanden (Frerking et al., 1995; Siebert, 1988; Ziebell et al.,
1997a) und ist fir die Anwendung bei Hund, Katze, Rind, Schwein und Pferd
zugelassen. Aber auch andere Tierarten kdnnen von einer Behandlung mit ORFV
D1701 profitieren, wie beispielsweise die Regenbogenforelle (Ortega et al., 1996). Bei
der Hindin wurde Uberdies ein positiver Effekt von ORFV D1701 im Rahmen einer

Mammatumor-Behandlung festgestellt (Berg & Russe, 1994).

Die Stimulation der unspezifischen Immunitat durch ORFV D1701 fiihrt in bestimmten
Modellen zu einer signifikanten Reduktion der ausgeschiedenen Virusmenge bei
Belastung durch Pathogene (Castrucci et al., 2000). Dies ist insbesondere vor dem
Hintergrund crowding-assoziierter Erkrankungen (infektiose Faktorenkrankheiten,
hervorgerufen durch das Zusammenbringen vieler Tiere unterschiedlicher Herkunft)
von Relevanz, da die verminderte Virusausscheidung das Risiko einer raschen

Durchseuchung des gesamten Bestandes verringern kann.

Letztlich wurde auch fir den Menschen eine Reihe von Anwendungsmaglichkeiten fir
eine Immunstimulation durch inaktivierte ORFV beschrieben und deren Wirksamkeit
teilweise bereits belegt (Blttner et al., 1995a; Mayr, 1999; Mayr et al., 1986). Im
Mausmodell konnte auBerdem die Induktion einer antitumoralen Immunantwort durch
inaktivierte ORFV demonstriert werden (Fiebig et al., 2011; Rintoul et al., 2012). Dies
macht sie zu vielversprechenden Kandidaten in der Entwicklung neuer Therapeutika in

der Onkologie.
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2 Epidemiologie der Parapockenvirusinfektion

Parapockenviren treten ubiquitar in der Wiederkauerpopulation auf. Sie besitzen jedoch
im Gegensatz zu anderen Pockenviren ein deutlich engeres Wirtsspektrum, das sich in
der Hauptsache auf Hauswiederk&uer (Schafe, Ziegen und Rinder) beschréankt. In vielen
Regionen der Welt ist das Virus endemisch und fiihrt Jahreszeiten-unabhéngig zum
Auftreten einer kontagidsen pustuldren Dermatitis (engl. contagious pustular dermatitis;
CPD), die sich insbesondere im Kopfbereich sowie am Euter betroffener Tiere
manifestiert (Glover, 1928). Die Viruslbertragung erfolgt durch direkten Kontakt zu
infizierten Tieren oder indirekt Uber unbelebte Vektoren. In abgefallenen Borken und
Krusten bleibt das Virus lange Zeit infektids und kann so als Infektionsquelle fiir andere
Tiere dienen (McKeever & Reid, 1986; Nandi et al., 2011). Uber Fleisch und
Fleischprodukte infizierter Tiere kann es auflerdem zu einer Weiterverbreitung des

Virus auch uber grof3e Distanzen hinweg kommen.

Fur eine erfolgreiche Infektion muss das epitheliotrope Virus zunéchst tber (kleinere)
Haut- oder Schleimhautlasionen Zugang zu permissiven Zielzellen im Wirtsorganismus
finden. Erst nach einer mehrstiindigen Eklipse beginnt in Dermalfibroblasten und
Keratinozyten der sich regenerierenden Epidermis die Virusreplikation (Jenkinson et
al., 1990; McKeever et al., 1988). Im betroffenen Areal entwickelt sich schlieBlich ein
Exanthem, das die Stadien Papel, Vesikel und Pustel durchlduft, bis sich nach etwa
einer Woche Krusten formieren (Robinson & Balassu, 1981). Diese heilen im Laufe der
nachsten 3-9 Wochen in der Mehrheit der Félle komplikationslos ab und hinterlassen
keine Narben (Haig & Mercer, 2008). Allerdings bildet sich auch nach Uberstandener
Infektion keine belastungsfahige Immunitdt aus, sodass es immer wieder zu
Reinfektionen kommen kann (Mayr & Bdttner, 1990). Ein hohes Aufkommen
stacheliger Pflanzen auf der Weide (z. B. Disteln) kann durch das erhdhte Risiko kleiner

Hautverletzungen die klinische Manifestation begunstigen.

Obwohl i.d.R. v.a. Jungtiere betroffen sind, kénnen prinzipiell Tiere jeden Alters
erkranken. Ldmmer oder Ké&lber kénnen sich tber das Euter des Muttertiers infizieren,
aber auch ihrerseits das Virus tber L&sionen in der Maulschleimhaut beim Saugen auf
das Euter der Mutter oder das eines anderen Tieres (,,Fremdsaugen®) Ubertragen. Die
Morbiditat in der Herde ist haufig hoch und kann bis zu 100 % betragen (Gardiner et
al., 1967), wohingegen die Mortalitat bei guter Hygiene selten mehr als 1 % betrégt.

Kdnnen betroffenen Jungtiere aufgrund hochgradig schmerzhafter L&sion im Maul nicht
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mehr saugen oder kommt es zu Sekundé&rinfektionen durch Pilze oder Bakterien, kann
die Mortalitatsrate dagegen stark ansteigen (Darbyshire, 1961; Haig & Mercer, 1998;
Mazur & Machado, 1989; Robinson & Balassu, 1981). Als Virusreservoir gelten u.a.
kontaminierte Weiden und subklinisch infizierte Tiere, die zum unvorhersehbaren

(Wieder-)Auftreten der Erkrankung im Bestand fuhren kénnen.

3 Parapockenviren bei Nutz- und Wildtieren

3.1.  Parapockenviren bei Nutztieren

3.1.1. Parapockenviren bei Schaf und Ziege

Das Orf Virus, Parapockenvirus der kleinen Wiederkéuer, verursacht bei Schafen und
Ziegen den Lippengrind, auch als Orf, ansteckende Pustulardermatitis oder
wissenschaftlich korrekt als Ecthyma contagiosum bezeichnet. Im englischen
Sprachraum sind die Begriffe scabby mouth oder sore mouth gebrdauchlich. Ohne
Zweifel spielt ORFV unter den Parapockenviren eine besonders wichtige Rolle und ist
immer wieder fur umfangreiche und teilweise schwerwiegende Krankheitsausbriche in
der Schaf- und Ziegenpopulation verantwortlich. Gerade in L&ndern mit hoher
Schafproduktionsrate (China, Neuseeland, Australien) ist die Kontrolle der Erkrankung
von wirtschaftlicher Bedeutsamkeit. Finanzielle EinbuBen ergeben sich aus einer
erhohten L&mmersterblichkeit, dem schlechten Wachstum der Jungtiere und der
verminderten Produktivitat adulter Tiere durch einen schlechten Allgemeinzustand.

Generell unterscheidet man bei Schaf und Ziege vier Verlaufsformen der Erkrankung,
die durch eine entsprechend unterschiedliche Symptomatik gekennzeichnet sind. Bei der
labialen Form sind Blaschen und Pusteln (iberwiegend im Bereich der Nase, der Lippen,
der Ohren und der Augen lokalisiert. Sie tritt besonders haufig auf, verlauft aber
vielfach milde. Dahingegen sind bei der podalen Form die Klauen und hier besonders
der Kronsaum betroffen (Egerton, 2007). Da diese Veranderungen i.d.R. sehr
schmerzhaft sind, konnen oftmals Lahmheiten beobachtet werden. Die seltenere
genitale Form zeigt sich durch Effloreszenzen im Bereich der Schenkelinnenseite und
der Vulva bzw. des Praputiums (Billinis et al., 2012; Gouletsou & Fthenakis, 2010). Bei
Mutterschafen ist vielfach das Euter betroffen, was dazu fuhren kann, dass die Lammer
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nicht mehr geséugt und verstoBen werden. Charakteristisch fir die maligne Form ist der
besonders schwere Verlauf, der bei L&mmern hdufig zum Tod flhrt. Es treten
ausgepragte  blumenkohlartige ~ Wucherungen  und/oder  blutige  Lé&sionen
(,,bloody lesions*) an Haut und Schleimhé&uten auf, daneben kdnnen auch innere Organe
wie der Pansen mitbetroffen sein (Bouznach et al., 2013). Die Tiere zeigen ein schwer
gestortes Allgemeinbefinden, Fieber, Lymphknotenschwellungen und Odeme (v.a. am
Kopf). In vielen Fallen ist eine Nahrungsaufnahme nicht mehr oder nur noch
eingeschrankt mdglich, sodass die Tiere, wenn nicht manuell zugefittert wird,
verhungern konnen. Aufllergewdhnlich schwere Verlaufe werden immer wieder aus
verschiedenen Landern der Welt berichtet (Abu & Housawi, 2009; de la
Concha-Bermejillo et al., 2003; Abu Elzein & Housawi, 1997; Gumbrell & McGregor,
1997; Guo et al., 2003; Mazur & Machado, 1989; de Oliveira et al., 2012). Ob dabei
das individuell geschwaéchte Immunsystem der betroffenen Tiere oder eine erhéhte
Virulenz des verursachenden Virus der ausschlaggebende Faktor ist, bleibt bisher

ungeklart.

Bestimmte Rassen, wie die Burenziege, scheinen eine ausgepragte Empféanglichkeit fur
ORFV zu besitzen, wobei es besonders haufig zum Auftreten einer schweren
Symptomatik kommt (de la Concha-Bermejillo et al., 2003; Ndikuwera et al., 1992;
Scagliarini et al., 2012).

Im Laufe der Erkrankung kommt es zwar zu einer zelluldaren und humoralen
Immunantwort, dennoch besteht nur ein kurzer Immunschutz (Mayr & Biittner, 1992;
Robinson & Balassu, 1981). Ldmmer erhalten nach der Geburt iber das Kolostrum
maternale Antikorper, diese sind aber nicht protektiv und daher offensichtlich nicht
virusneutralisierend (Buddle & Pulford, 1984). Um den Bestand zu schiitzen und
insbesondere die Lammerverluste minimal zu halten, kénnen Schafe und Ziegen
geimpft werden. Hierzu verwendet man durch mehrfaches Passagieren in Zellkultur
attenuierte, avirulente Orf Virus-Stdmme. Der erste experimentelle Impfstoff dieser Art
stammt aus dem Jahre 1981 (Mayr et al., 1981). Obwohl der Impfschutz nicht
langfristig besteht und auch Reinfektionen nicht ganzlich verhindert werden konnen,
fuhrt die Impfung doch immerhin zu einer Abmilderung der klinischen Symptomatik
(Mclnnes et al., 2001; Nettleton et al., 1996). Kommerzielle Impfstoffe sind nur in

wenigen Landern mit wirtschaftlich bedeutender Schafproduktion zugelassen.
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3.1.2. Parapockenviren beim Rind

Im  Vergleich zur Orf-Krankheit der kleinen  Wiederkduer spielt die
Parapockenvirusinfektion beim Rind eine eher untergeordnete Rolle. Prinzipiell
unterscheidet man zwei unterschiedliche Krankheitsbilder: die Stomatitis papulosa,
verursacht durch BPSV sowie die Euter- oder Pseudokuhpocken, die durch PCPV

hervorgerufen werden.

Bei der Stomatits papulosa handelt es sich um zumeist gutartig verlaufende lokale
Entziindungsprozesse, die hauptsachlich Kélber und Jungrinder betreffen (Fraser &
Savan, 1962; Griesemer & Cole, 1960). Sie sind gekennzeichnet durch das Auftreten
einer erosiven bis proliferativen Stomatitis. Betroffene Bereiche sind das Flotzmaul, das
Zahnfleisch, die Zunge und der Gaumen (Jolly & Daniel, 1966). Eine auffallende
Symptomatik ist nur bei Jungtieren zu erwarten, adulte Rinder erkranken gewoéhnlich
nicht, kdnnen aber moglicherweise klinisch inapparent infiziert sein. Durch den Zukauf
solcher symptomfreier Tiere kann es insbesondere in GroRbetrieben nach
Stresssituationen zu Ausbrichen mit verhéltnismélig hoher Morbiditdt kommen. Dass
das Virus offensichtlich subklinisch im Wirtsorganismus persistieren kann, konnte 2011
von Dal Pozzo et al. gezeigt werden. Sie berichteten Uber das plotzliche Auftreten
typischer BPSV-Lésionen bei zwei urspriinglich symptomlosen Kalbern, mehr als 30
Tage nachdem diese in eine insektensichere Einrichtung der biologischen Schutzstufe 3
verbracht wurden. Man geht davon aus, dass solche ,,ruhenden Infektionen durch
Stress, wie beispielsweise beim Verbringen in eine neue Umgebung, reaktiviert werden
konnen. Vereinzelt treten auch im Zusammenhang mit BPSV schwere
Krankheitsverldaufe auf, bei denen der Osophagus oder Pansen in das
Krankheitsgeschehen involviert sein kann (Jeckel et al., 2011; Okada et al., 1987).
Daruber hinaus gibt es die Beschreibung chronischer Félle, die mit einer proliferativen,
nekrotischen Stomatitis einhergingen und letztlich zum Tod der Tiere fihrten (Yeruham
et al., 1994). Interessanterweise wurde BPSV in einigen Fallen auch als &tiologisches
Agens bei Infektionen des Euters identifiziert, wobei teilweise besonders schwere und

proliferative Dermatitiden auftraten (Inoshima et al., 2009; Leonard et al., 2009).

Wahrend BPSV v.a. in Kélbermastbetrieben von Bedeutung ist, spielt PCPV fast
ausschlieflich in der Milchviehhaltung eine Rolle. Typischer Manifestationsort fur
PCPV st das (laktierende) Euter, genauer die Zitzen und Euterhaut. Zu Beginn der

Erkrankung zeigen sich lokal Kleinere gerdtete oder geschwollene Areale. Hier
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formieren sich im weiteren Verlauf Papeln, die sich zu Blaschen und Pusteln
weiterentwickeln kénnen und schlieRlich nach einigen Tagen verkrusten (Divers, 2007).
Fallen die Krusten ab hinterlassen sie oftmals charakteristische ring- oder
hufeisenformige Areale (Merck Manual, 2013). Bei schlechter Melkhygiene (keine
Desinfektion der Zitzenbecher, (An)melken der Tiere mit der Hand ohne
Zwischendesinfektion) kann sich das Virus rasch im Bestand verbreiten. Wie die
Stomatitis papulosa verlaufen auch die Euterpocken in den meisten Fallen gutartig und
komplikationslos. Kommt es allerdings zu bakteriellen Sekundérinfektionen oder
verhindert das schmerzhafte Euter das Abmelken, kann eine Mastitis die Folge sein.
Dass auch PCPV nicht ausschlieflich in Form der Euterpocken auftritt, zeigen
Veroffentlichungen, in denen das Virus im Maulbereich von Kalbern bzw. Fressern
gefunden wurde (Cargnelutti et al., 2012; Yaegashi et al., 2013). Weder PCPV noch
BPSV sind demnach, wie friher klassischerweise angenommen, streng auf nur einen
Manifestationsort im Wirt beschrankt. Erst jungst konnte uberdies nachgewiesen
werden, dass das Virus auch flr die genitale Infektion eines einjahrigen Angus-Bullen
verantwortlich war, der papuldre Léasionen an Préputium und Penis aufwies (Black et
al., 2014).

Praventive ImpfmalRnahmen kommen zur Bekdmpfung von BPSV- bzw.
PCPV- Infektionen nicht zum Einsatz. Bedingt durch den milden, selbstlimitierenden
Verlauf, ist auch eine Behandlung nur selten notwendig, kann aber im Einzelfall

symptomatisch erfolgen.

3.2.  Parapockenviren bei Wildtieren

Dass Parapockenviren ein breiteres Wirtsspektrum besitzen als zundchst vermutet,
wurde offenbar, nachdem das Virus in zunehmendem Malie auch bei Wildtieren bzw.

anderen Tierarten entdeckt wurde.

Es konnte mittlerweile bei Dickhornschafen (Ovis canadensis) (Connell, 1954; Samuel
et al., 1975; Wilson & McFarlane, 2012), Dall-Schafen (Ovis dalli) (Dieterich et al.,
1981), Schneeziegen (Oreamnos americanus) (Hebert et al., 1977; Samuel et al., 1975),
Moschusochen (Ovibos moschatus) (Dieterich et al., 1981; Falk, 1978; Vikeren et al.,
2008), japanischen Serauen (Capricornis crispus) (Inoshima et al., 1999, 2001) und
Sichuan Taki (Budorcas taxicolor tibetana) (Guo et al., 2003) nachgewiesen werden.
Durch experimentelle Infektionen mit ORFV konnte auBerdem die Empféanglichkeit
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verschiedener Antilopenarten gezeigt werden (Lance et al., 1983). Auch im
européischen Raum wurde in den letzten Jahren das Auftreten von Parapockenviren bei
Wildtieren beobachtet, darunter Gdmsen (Rupicapra rupicapra) und Steinbtcke (Capra
ibex) (Huemer et al., 2014; Scagliarini et al., 2011). Wahrend jedoch keine Beweise fur
das Vorhandensein einer eigenen Parapockenvirusspezies bei den genannten
Wildwiederk&uerarten existieren, wurde bei den Hirschartigen das Parapockenvirus des
Rotwildes in Neuseeland (PVNZ) als separate Spezies etabliert. Horner et al.
untersuchten 1987 erstmals das Auftreten dieses Virus auf neuseelédndischen
Rothirsch-Farmen. Die betroffenen Tiere zeigten Lasionen im Maul- und Kopfbereich,
an den Ohren, dem Nacken und dem Bastgeweih. Nachdem schlie3lich die Isolation des
Virusstamms RD86 in Zellkultur gelang, konnte anhand vergleichender DNA Analysen
(RFLP-Analysen und DNA-Hybridisierungsversuche) gezeigt werden, dass das Virus
keiner der drei etablierten Spezies zuzuordnen ist, obgleich es sich eindeutig um ein
Parapockenvirus handelt (Robinson & Mercer, 1995). Ein Auftreten von PVNZ
auBerhalb Neuseelands erschien denkbar, wurde aber erst 2011 aus ltalien berichtet
(Scagliarini et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch fir Deutschland das
VVorkommen einer eigenstandigen Parapockenvirusspezies beim Rotwild belegt werden
(Publikation 2). Andererseits ist zu beachten, dass nicht jede Parapockenvirusinfektion
der Hirschartigen auf diese separate Rotwild-Virusspezies zurtickzufiihren ist, auch
ORFV oder PCPV kommen in Frage (Kuhl et al., 2003; Roess et al., 2010; Smith et al.,
1991).

In Skandinavien kam es seit den frilhen Neunziger Jahren immer wieder zu teilweise
schwerwiegenden Ausbriichen unter (semi-domestizierten) Rentieren, die oft mit einer
hohen Todesrate verbunden waren (Hautaniemi et al., 2010, 2011; Klein & Tryland,
2005). So starben beispielsweise im Winter 1992-1993 in Finnland mehr als 400
Rentiere (Blttner et al., 1995b). Den genannten Ausbrichen konnte letztlich ORFV
oder PCPV als ursachliches Virus zugeordnet werden. Dies deutet darauf hin, dass es
beiden Virusspezies gelungen ist, sich in der Wirtsspezies Rentier zu etablieren.
Immunsuppressive, Infektions- und Krankheits-begtinstigende Faktoren sind weder im

Wildtier noch bei Hauswiederk&uern retrospektiv exakt definierbar.

Im Jahre 1972 wurde in der Sowjetunion erstmals auch Uber das Auftreten von
Parapockenviren bei Kamelen berichtet (Rosliakov, 1972). In den né&chsten Jahren

folgten Publikationen aus verschiedenen anderen Landern: Mongolei (Dashtseren et al.,
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1984), Sudan (Ali et al., 1991), Kenia (Gitao, 1994; Munz et al., 1986), Libyen (Azwai
et al., 1996), Arabien (Abubakr et al.,, 2007; Housawi et al., 2004) und Indien
(Nagarajan et al., 2010, 2011). Die Erkrankung, die als contagious ecthyma of camels
oder Auzdyk bezeichnet wurde, betrifft in der Uberwiegenden Zahl der Félle die
Jungtiere. Unter den Kamelkalbern eines Bestandes kann die Morbiditat bis zu 100 %
betragen (Gitao, 1994).

Daneben konnen auch Nicht-Ungulaten von einer Parapockenvirusinfektion betroffen
sein. Nach der Erstbeschreibung 1969 (Wilson et al., 1969) bei einem Kalifornischen
Seelowen zeigten sich Robbenspezies aus verschiedenen Regionen der Welt
empféanglich (Becher et al., 2002; Miiller et al., 2003; Nettleton et al., 1995; Nollens et
al., 20064, b, c; Ohno et al., 2011; Osterhaus, 1995; Simpson et al., 1994; Tryland et al.,
2005). Lange Zeit bestand die Vermutung, dass es sich bei dem Parapockenvirus der
Robben um eine eigene Spezies handelt - dies scheint zwischenzeitlich durch
phylogenetische Studien bewiesen (Becher et al., 2002; Nollens et al., 2006a). Bis dato
wird das Virus von der ICTV jedoch nicht offiziell als separate Spezies gefihrt.

4 Parapockenviren beim Menschen

Parapockenviren sind Zoonose-Erreger und somit auf natiirlichem Wege vom Tier auf
den Menschen ubertragbar. Historisch bedingt wird die Erkrankung beim Menschen als
,,Melkerknoten* bezeichnet. Dies ist darauf zurlickzufilhren, dass zu Zeiten des
Handmelkens typische Lasionen v.a. an den Handen von Melkern zu finden waren, die
sich am Euter infizierter Tiere angesteckt hatten. Nach der Einfuhrung der
Melkmaschine ist dieser Ubertragungsweg selten geworden. Heutzutage infiziert sich
der Mensch meist tber kleine Wiederk&uer.

Waihrend die Erkrankung beim Menschen generell nur sporadisch auftritt, sind
Personengruppen, die berufsbedingt regelmélig Kontakt zu Wiederkdauern haben, einem
vergleichsweise hoheren Risiko ausgesetzt (z.B. Tierarzte, Landwirte, Schafer und
Schlachthofmitarbeiter). Die Ubertragung des Virus erfolgt iiber kleinere Verletzungen
nach direktem Kontakt zu einem infizierten Tier oder auf indirektem Weg, v.a. Uber die
Wolle von Schafen (Robinson & Petersen, 1983). Ferner besteht auch im Haushalt,
insbesondere bei der Zubereitung von Fleisch, die Gefahr einer Infektion; im

Zusammenhang mit dem islamischen Opferfest Eid al-Adha, bei dem Schafe und
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Ziegen rituell geschdchtet werden, treten gehduft humane Krankheitsféalle auf (Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2012; Nougairede et al., 2013; Uzel et al.,
2005).

Typischer Manifestationsort der Melkerknoten ist auch heute noch die Hand, nur in
seltenen Féllen sind andere Korperstellen, wie das Gesicht oder die Perianal-Region,
betroffen (Kennedy & Lyell, 1984; Revenga et al., 2001; Turk et al., 2014). Die
Hautverdnderungen, die meist singular auftreten, entsprechen dem typischen Bild einer
durch Parapockenviren verursachten pustuldaren Dermatitis. Auch wenn die L&sionen
bisweilen sehr gravierend erscheinen (Steinhart, 2005), ist der Krankheitsverlauf in der
Regel dennoch gutartig und die Abheilung erfolgt nach etwa ein bis zwei
Monaten - selbst ohne medikamentdse Behandlung. Bei immunsupprimierten Patienten
dagegen wird immer wieder von besonders schwerwiegenden Erkrankungen berichtet,
bei denen es zur Auspragung bizarr groRer, tumorartiger Wucherungen kommen kann,
sodass dieses Krankheitsbild auch als ,, giant orf* bezeichnet wird (Ara et al., 2008;
Ballanger et al., 2006; Gurel et al., 2002; Hunskaar, 1986; Rgrdam et al., 2013; Savage
& Black, 1972). Die Ursache fiir die stark proliferativen Gewebewucherungen in der
Haut ist bis heute nicht genau bekannt. Oftmals ist dann allerdings eine Behandlung
indiziert. Diese wurde lokal mit Cidofovir und Imiquimod bereits erfolgreich
durchgefuhrt (Geerinck et al., 2001; Lederman et al., 2007; Nettleton et al., 2000). Eine
besondere Gefahr stellen auch groRflachige Hautverletzungen bzw. -verluste dar. So
kam es 2012 auf der Verbrennungsstation eines turkischen Krankenhauses zur
nosokomialen Infektion von 13 Patienten mit ORFV (Midilli et al., 2013).

Prinzipiell ist die Ubertragung auf den Menschen nicht nur fiir ORFV (Bayindir et al.,
2011; Kitchen et al., 2014; Mercer et al., 1997; Turan et al., 2013) und PCPV (Abrahdo
et al., 2010; Mercer et al., 1997; Roess et al., 2010; Samemaleki et al., 2014), sondern
auch fir BPSV (Carson & Kerr, 1967; Holmes et al., 2011; MacNeil et al., 2010;
Schnurrenberger et al., 1980) beschrieben, wohingegen PVNZ noch nicht als
Zoonose-Erreger bestatigt werden konnte. Neben Hauswiederkauern kénnen tberdies
verschiedenste Wildtiere als Infektionsquelle fur den Menschen dienen. Fir
Moschusochsen, Rentiere, Gdmsen und Robben konnte dies bereits gezeigt werden
(Falk, 1978; Hicks & Worthy, 1987; Kitchen et al., 2014). Und auch Hirschartige sind
in der Literatur als Ubertrager beschrieben, jedoch wurde in diesen Fallen ORFV oder
PCPV, nicht PVNZ als zugrundeliegendes Virus identifiziert (Kuhl et al., 2003; Roess
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et al., 2010; Smith et al., 1991). Da alle (brigen Parapockenvirusspezies ein
ausgepragtes zoonotisches Potential besitzen, ist anzunehmen, dass dies auch auf PVNZ
zutrifft. Hypothetisch wére es demnach denkbar, dass sich der Mensch, beispielsweise

ein Jager beim Aufbrechen von Rotwild, mit PVNZ infiziert.

Zu einer Ubertragung von Mensch zu Mensch kommt es dagegen nur ausgesprochen
selten (Falk, 1978; Turk et al., 2014).

5 Diagnostik der Parapockenvirusinfektion

Da die Parapockenvirusinfektion sowohl beim Mensch als auch beim Tier vielfach
milde und selbstlimitierend verlduft, wird i.d.R. nur ein begrenzter diagnostischer
Aufwand betrieben. Allerdings kann die Abgrenzung von anderen gefahrlichen oder
tierseuchenrechtlich  relevanten  Erkrankungen von groRer Bedeutung sein.
Differenzialdiagnostisch kommen beim Wiederkéuer Infektionen mit Pestiviren
(BVDV), Herpesviren (BHV-1 und 2), Picornaviren (MKS-Virus), Reoviren (BTV) und
anderen Pockenviren (Schaf-, Ziegen-, Kuhpockenvirus, lumpy skin disease Virus) in
Betracht (Haskell, 2008; Selbitz et al., 2011). Beim Menschen kdnnen Anthrax (der
Haut), chronisch-papillomatése Pyodermien, eine Dermatitis ulcerosa, ein Panaritium
oder unterschiedliche kutane Tumoren ein &hnliches Krankheitsbild hervorrufen
(Steinhart, 2005). Die Gestalt und Lokalisation der L&sionen kann erste klinische
Hinweise geben und ermdglichen oft schon den Ausschluss anderer Pockenviren. Denn
wahrend hier i.d.R. generalisiert Lasionen auftreten, die klassischerweise einen
Pockennabel aufweisen, fehlt den Parapockenvirus-bedingten Ldsionen diese zentrale

Eindellung.

Weiterhin kann die Diagnostik einen wichtigen Beitrag zur Identifizierung von

subklinisch infizierten Tieren und zur Evaluierung der Herdengesundheit leisten.

Der Nachweis einer Parapockenvirusinfektion ist durch die alleinige oder kombinierte
Verwendung unterschiedlicher Testverfahren moglich. Generell kann der Erreger direkt
oder indirekt auf molekularbiologischem Wege (iber seine Nukleinsaure nachgewiesen
werden. Serologische Methoden, mit denen Virus-Antigene oder Antikorper detektiert

werden konnen, spielen eine untergeordnete Rolle.
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Als Diagnostikmaterial eignen sich Proben veranderter Hautstellen, insbesondere
Hautbiopsien, daneben konnen auch Geschabsel oder Krustenmaterial verwendet

werden.

5.1.  Erregernachweis

5.1.1. Virusisolation in Zellkultur

Die Isolation von Parapockenviren in Zellkultur gilt als langwierig und anspruchsvoll,
nicht zuletzt wegen des engen Zell- bzw. Wirtsspektrums dieser Viren. Nur auf diesem
Weg ist es aber mdglich ausreichend (vermehrungsfahiges) Virusmaterial fir
weitergehende wissenschaftliche Untersuchungen zu erzeugen. Erste erfolgreiche
Versuche zur Virusanzucht von Parapockenviren stammen von Andrew S. Greig aus
dem Jahre 1957. Ihm gelang es ORFV in embryonalen Hautzellen vom Schaf zu
kultivieren (Greig, 1957). Auch heute nutzt man gewohnlich Primarkulturen aus fetalen
Geweben von Schaf und Rind. Es kommen u.a. fetale ovine Nasenmuschelzellen (ovine
fetal turbinate cells, OFTu) (Delhon et al., 2004), primére Kalberhodenzellen (primary
calf testis cells) (Robinson & Mercer, 1995), fetale bovine Lungenzellen (bovine fetal
lung cells) (Kuroda et al., 1999; Menna et al., 1979; Wittek et al., 1980) und fetale
bovine Osophagus-Zellen (calf oesophagus cells) (Tikkanen et al., 2004, Publikation 1
und 2) zur Anwendung. Das Virus kann u.U. auch an ein Wachstum in Zellen anderer
Tierarten, beispielsweise an das in Vero-Zellen (Nierenzellen der Griinen Meerkatze),
adaptiert werden (Hussain & Burger, 1989; Rziha et al., 2000). Parapockenviren
verursachen in Zellkultur einen zytopathischen Effekt (CPE), der sich in der
Ballonierung und Abrundung von Zellen, dem Loslésen aus dem Zellverband und
schlielich der Zelllyse zeigt; es ist jedoch mdoglich, dass dieser CPE erst nach einigen
Blindpassagen zu beobachten ist (Li et al., 2012; Dal Pozzo et al., 2011; Suzuki et al.,
1993). Die Virusisolation in Zellkultur ist nicht immer erfolgreich. Die Grinde hierfr
sind oft nicht genau bekannt. Der schottische ORFV-Stamm ,, MRI-scab virus‘ etwa
vermehrt sich trotz intensiver Bemihungen nicht in Zellkultur und kann stattdessen nur
durch das Passagieren in Schafen erhalten werden (Bittner & Rziha, 2002). Es kann
spekuliert werden, dass die Zellkultur-Isolierung von Parapockenviren stets eine
Selektion einer bestimmten Viruspopulation hervorbringt, die nicht mehr die heterogene

Viruspopulation in einer L&sion reprasentiert. Gravierende Verénderungen im Genom
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nach Zellkulturpassagen weisen auf den Einfluss von Laborbedingungen auf die
Viruscharakteristika hin (Cottone et al., 1998; Hautaniemi et al., 2011). Auch die

unzureichend protektive Wirkung von Zellkultur-Impfvirus konnte damit in

Zusammenhang stehen.

-
-

Abbildung 2 Zytopathischer Effekt der Parapockenviren in Zellkultur (bovine fetale Osophagus Zellen).
Infizierte Zellen zeigen sich abgekugelt und balloniert. Locher im Zellrasen deuten auf eine bereits
beginnende Zelllyse hin. Aufgrund einer indirekten Immunmarkierung mit dem monoklonalen Antikérper
(mADb) 8D7 stellen sich infizierte Zellen dunkelrot dar. (Foto: Frau Heike Lang)

5.1.2. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Untersuchung (EM) ermdglicht die direkte
Visualisierung des Parapockenvirus. Da sie innerhalb von nur wenigen Stunden ein
Ergebnis liefern kann, dient sie oftmals einer raschen Primardiagnostik. In der
Negativkontrastierung (engl. negativ staining) zeigt das Parapockenvirus seine
charakteristische Wollkn&uelstruktur und ist dadurch i.d.R. von anderen Viren und
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insbesondere den Vertretern anderer Pockenvirus-Genera unterscheidbar (Nagington et
al., 1964). Eine daruberhinausgehende Typisierung ist allerdings nicht mdglich, da sich
alle Parapockenviren morphologisch identisch darstellen. VVoraussetzung fir die EM ist
das Vorhandensein einer ausreichend hohen Zahl an Viruspartikeln (10°-10%/ml)
(Hazelton & Gelderblom, 2003) in der Probe, wodurch der gréfite Nachteil dieser
Methodik, die geringe Sensitivitat, offenbar wird.

5.2.  Serologische Nachweismethoden

Der Wirtsorganismus reagiert auf die Parapockenvirusinfektion u.a. mit der Bildung
von Antikorpern. Die individuelle humorale Immunantwort fallt jedoch qualitativ und
quantitativ sehr unterschiedlich aus und die Hohe eines gemessenen Antikorpertiters
korreliert weder mit dem Schutz vor einer Infektion noch mit der rascheren Abheilung
der Lasionen (McKeever et al., 1987). Virusneutralisierende Antikérper sind, wenn
Uberhaupt, nur nach wiederholtem Antigenkontakt (boost) nachweisbar. Zugleich
konnte selbst auf Ebene monoklonaler Antikorper eine ausgepragte Uberschneidung in
der Antigenerkennung zwischen ORFV, PCPV und BPSV festgestellt werden (Lard et
al., 1991). Da Parapockenviren in der Wiederké&uerpopulation weit verbreitet sind, und
jeder Kontakt mit dem Virus die Bildung nicht-neutralisierender Antikdrper bewirkt, ist
die zu erwartende Seroprévalenz im Normalfall hoch. Nur wenn eine Herde als
immunologisch naiv in Bezug auf das Virus gilt, eignet sich die Serologie auch zu

diagnostischen Zwecken.

5.2.1. Western Blot

Beim Western Blotting erfolgt die Ubertragung von (Virus-)Proteinen auf eine
Membran. AnschlieBend kdnnen einzelne Proteinbanden unter Verwendung spezifischer
Antikorper identifiziert werden (Immunodetektion). Da das Verfahren vergleichsweise
arbeits- und materialintensiv  ist, spielt es fur die Diagnostik einer
Parapockenvirusinfektion keine Rolle. Gleichwohl wird der Western Blot zur
Beantwortung wissenschaftlicher Fragestellungen herangezogen. Er ermdglicht
beispielsweise die Identifizierung immunodominanter Proteine. Auf diese Weise
konnten v.a. ein entscheidendes Oberflachenprotein bestimmt werden, das im
Wirtsorganismus zur Stimulation einer starken humoralen Immunantwort fihrt: ein
39-45 kDa Protein, Produkt des PPV Gens F1L, welches ein Homolog des VACV
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Hullprotein-Gens H3L darstellt (Czerny et al., 1997; Housawi et al., 1998; McKeever et
al., 1987; Scagliarini et al., 2002; Thomas et al., 1980). Dartber hinaus kommt der
Western Blot als Kontrollmethode zum  Nachweis einer erfolgreichen
Fremdgenexpression durch rekombinantes Virus zum Einsatz (Fischer et al., 2003;
Rohde et al., 2013).

5.2.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA dient in erster Linie dem Nachweis von Antikorpern gegen Parapockenviren
im Rahmen epidemiologischer Studien. Er wird haufig eingesetzt, um die Verbreitung
der Parapockenviren in der Wildtierpopulation zu untersuchen (Huemer et al., 2014;
Inoshima et al., 1999; Nollens et al., 2006b; Suzuki et al., 1993) oder um die
Seroprévalenz bei Wiederkauern in bestimmten geographischen Gebieten zu bestimmen
(Azwai et al., 1995; Housawi et al., 1992; Sentsui et al., 2000). Daneben kommt der
ELISA  gelegentlich  auch  zur  Diagnose  oder  Bestdtigung  einer
Parapockenvirusinfektion beim Menschen zum Einsatz (Yirrell et al., 1994; Zeedan et
al., 2014). Nachdem eine Mikrotiterplatte mit dem gereinigten Virusantigen beschichtet
wurde, erfolgt die Zugabe der zu untersuchenden Testseren. Etwaige darin enthaltene
Antikorper werden schlieBlich mit Hilfe eines konjugierten Zweitantikrpers detektiert
(Chin & Petersen, 1995). Der Vorteil der Methode liegt darin, dass innerhalb relativ
kurzer Zeit eine Vielzahl an Proben gleichzeitig untersucht werden kann. Erst jungst
konnte durch ELISA-Studien gezeigt werden, dass Gamsen in den dsterreichischen und
italienischen Alpen eine Seropréavalenz von 23,5 % bzw. 9,5 % aufweisen und so ein

potentielles Virusreservoir in Europa darstellen kdnnten (Huemer et al., 2014).

ELISA zum Parapockenvirus-Antikdrpernachweis sind bisher noch nicht kommerziell
erhaltlich.

5.2.3. Immunfluoreszenz- und Immunperoxidasetest

Der Immunfluoreszenz- und der Immunperoxidasetest beruhen auf demselben Prinzip:
zellassoziiertes Virus (aus Probenmaterial oder Zellkultur) wird unter Verwendung
eines Immunkonjugates sichtbar gemacht. Der Unterschied ergibt sich aus der Art der
Antikorpermarkierung - sie kann mit einem Fluorochrom oder einer Peroxidase

erfolgen. Dementsprechend erfolgt das Sichtbarmachen der Antigen-Antikdrperbindung
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uber ein Fluoreszenzsignal oder durch das Umsetzen eines Substrates in Form einer
Farbreaktion. Wird das Antigen unmittelbar durch den Primarantikdrper markiert
spricht man von einer direkten Immunmarkierung, erfolgt sie erst durch einen
konjugierten Zweitantikdrper, handelt es sich um eine indirekte Immunmarkierung. Das
Verfahren kommt sowohl zur Detektion des Parapockenvirus (Housawi et al., 1998;
Inoshima et al., 2001; Sanchez et al., 1985; Zhao et al., 2010) als auch zum Nachweis
entsprechender virusspezifischer Antikdrper zum Einsatz (Huemer et al., 2014; Kitchen
et al., 2014; Osterhaus et al., 1994). AulRerdem ist es geeignet, das VVorhandensein und
die Lokalisation des Virus in der Zelle zu bestatigen. Allerdings ist i.d.R. keine
Speziesdifferenzierung moglich, wenn auch die Abgrenzung einer oder mehrerer
Spezies mit Hilfe eines Sets verschiedener monoklonaler Antikdrper in Einzelfallen

erfolgreich war (Housawi et al., 1998; Inoshima et al., 2001).

5.3.  Virusgenomnachweis

5.3.1. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) und
DNA-Hybridisierung

Zur RFLP-Analyse wird die Nukleinsdure des Virus mit einer Restriktionsendonuklease
verdaut. Anschlielend erfolgt die Auftrennung der fragmentierten DNA per
Gelelektrophorese, sodass sich ein Restriktionsfragmentprofil (engl. restriction oder
cleavage map) ergibt. Komparative Analysen des spezifischen Musters, das je nach
verwendetem Restriktionsenzym anders ausfallt, erlauben so die Identifikation des
Virus (Menna et al., 1979). Da sich die RFLP-Profile von ORFV, BPSV und PCPV
hinreichend unterscheiden, dient ihr Vergleich auch der Speziesdifferenzierung. Weil
aber die genomische Heterogenitét nicht nur zwischen den Spezies sondern auch unter
den Vertretern derselben Spezies sehr hoch sein kann (Gassmann et al., 1985; Robinson
et al., 1982; Wittek et al., 1980), ist eine Spezieszuordnung allein auf RFLP-Basis nicht
gerechtfertigt. In ahnlicher Weise kénnen auch Rekombinationsereignisse zwischen
zwei Virusspezies leicht zu einer Fehlinterpretation fiuhren (Binns & Smith, 1992).
Dennoch kommt die RFLP-Analyse v.a. beim Auftreten der Parapockenvirusinfektion
in einem neuen Wirt auch heute noch zum Einsatz und kann dabei wichtige Hinweise
auf die Virusspezies liefern (Guo et al., 2004; Hosamani et al., 2007; Inoshima et al.,
2002; Klein & Tryland, 2005; Mazur et al., 2000). Um das Ergebnis der RFLP-Analyse
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zu bestatigen, werden haufig zusétzlich DNA-DNA-Hybridisierungsversuche
durchgefiihrt. Verwendet man hierfir die hochvariablen terminalen Bereiche des
Genoms, erfolgt die Hybridisierung ausschliellich an die entsprechenden
Nukleotidsequenzen in der DNA der gleichen Virusspezies (Gassmann et al., 1985;
Robinson & Mercer, 1995).

5.3.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Der Nachweis der Parapockenviren gelingt besonders schnell und zuverlassig mittels
PCR. Da sie auBerdem unter geringem Arbeitsaufwand und in fast jedem Labor
durchgefuhrt werden kann, ist sie die mit Abstand wichtigste Diagnostikmethode.
Immer dann wenn eine Virusvermehrung in Zellkultur erfolglos war und / oder nur
geringe Mengen an DNA extrahiert werden konnten, gewahrleistet nur die PCR eine
sichere Diagnose. Mittlerweile existiert eine ganze Reihe von PCR-Protokollen, die der
Amplifikation unterschiedlicher Zielgene bzw. Zielgenfragmente der Parapockenviren
dienen und so deren spezifischen Nachweis erlauben. Dabei hat sich insbesondere die
PCR nach Inoshima et al. (2000) durchgesetzt, die auf der Detektion eines 554 bp
grolRen Fragmentes des B2L-Gens (= major envelope gene, ORF 011) basiert. Da es
sich dabei um ein hochkonserviertes Gen handelt, konnen alle Parapockenvirusspezies
gleichermal’en nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich darliber hinaus
PCR-Protokolle unter Verwendung von Zielsequenzen des VVEGF-Gens (Inoshima et
al., 2010; Scagliarini et al., 2011; Yang et al., 2014), des VIR-Gens (Inoshima et al.,
2010; Kottaridi et al., 2006; Li et al., 2013; Yang et al., 2014), des GIF-Gens (Yang et
al., 2014), des Topoisomerase-Gens (Nagarajan et al., 2011) und des ATPase-Gens
(A32L Gen) (Chan et al., 2009).

Wird die PCR konventionell durchgefuhrt, konnen die amplifizierten DNA-Fragmente
anschlieBend aus dem Elektrophorese-Gel ausgeschnitten werden und stehen so einer
Sequenzierung zur Verflgung. Die gewonnene Sequenz kann auf Nukleotid- oder
Aminosdure-Ebene mit Sequenzen, die bereits in der Genbank hinterlegt wurden,
verglichen werden, wodurch zum einen eine Verifikation des PCR-Ergebnisses, zum
anderen eine phylogenetische  Analyse zur Kléarung evolutionérer
Verwandtschaftsbeziehungen ermdglicht wird. Seit einigen Jahren kommen auch
quantitative Echtzeit-PCRs (g-PCRs) in der Parapockenvirus-Diagnostik zum Einsatz.

Sie dienen dem schnellen Probenscreening unter gleichzeitigem Nachweis aller
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Vertreter des Genus Parapoxvirus (Pan-Parapockenvirus-PCR; griechisch ,,pan“ = alles,
gesamt) (Nitsche et al., 2005) oder vorrangig dem Nachweis und der Quantifizierung
von ORFV (Gallina et al., 2006). Die Protokolle beider Ansétze haben die

Amplifikation kleinerer Fragmente des B2L-Gens zum Ziel.

Soll das gesamte Spektrum der Pockenviren abgedeckt werden, kann eine
Pan-Pockenvirus-PCR verwendet werden, bei der durch den Einsatz zweier Primerpaare
Pockenviren in Abhangigkeit von ihrem GC-Gehalt detektiert werden (Li et al., 2009).

5.3.3. Molekulare Virusspeziescharakterisierung

Auch die PCR bietet jedoch nicht die Moglichkeit einer umfassenden molekularen
Virusspeziescharakterisierung - sie gelingt nur durch die vollstandige Sequenzierung
des Virusgenoms. War die Gesamtgenomsequenzierung bis vor kurzem noch extrem
arbeits- und zeitaufwéndig, so konnen heutzutage mittels Next Generation Sequencing
(NGS) schon innerhalb von Tagen bis Stunden alle Rohdaten erzeugt werden (Metzker,
2010).

Unter dem Begriff NGS werden verschiedene neuartige Verfahren der
Hochdurchsatz-Sequenzierung zusammengefasst. Sie werden in Abgrenzung zu den
klassischen Sequenzierverfahren nach Maxam und Gilbert (Maxam & Gilbert, 1977)
und Sanger (Sanger et al., 1977; Sanger & Coulson, 1975) auch als
Sequenziermethoden der zweiten Generation bezeichnet (Bonetta, 2006). Die Stérke des
NGS liegt in der parallelen Sequenzierung einer enorm hohen Zahl an DNA-Molekilen.
Auch wenn sich die einzelnen NGS-Verfahren in Details unterscheiden, so werden in
allen Féllen drei Hauptschritte durchlaufen (Mardis, 2008): 1) das Erstellen einer
DNA-Bibliothek (Fragmentierung der DNA und Adapterligation), 2) die klonale
Amplifikation der DNA-Fragmente (an magnetische Kiigelchen gebunden mittels
emPCR (emulsion-based PCR) oder auf dem Sequenzier-Trdgerglas mittels
bridge-PCR) und schliellich 3) die eigentliche Sequenzierung (bei der das eingebaute
Nukleotid i.d.R. Uber ein Farb- oder pH-Signal detektiert wird).

Die generierten Daten konnen anschlieBend computerbasiert zu  einer
Gesamtgenomsequenz zusammengesetzt werden (assembly). Ist ein geeignetes
Referenzgenom vorhanden, kénnen die Reads (sequenzierte DNA Fragmente) mit Hilfe
einer Mapping-Software wie BWA (Li & Durbin, 2009) direkt auf das Referenzgenom
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gemappt (abgebildet) werden. Genomische Veranderungen wie Deletionen, Insertionen
oder Substitutionen kdnnen so vergleichsweise schnell identifiziert werden. Fehlt eine
entsprechende Referenz, kann alternativ ein de-novo-Zusammenbau durchgefihrt

werden, wobei Uberlappende Sequenzbereiche der generierten Reads genutzt werden.

Letztlich kdnnen einzelne Gene und deren mutmafliche Funktion definiert werden und
stehen somit in grofRer Zahl auch fir ausfuhrliche phylogenetische Analysen zur

Verfugung.
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Species members of the genus Parapoxvirus (PPV) within the family Poxviridae cause contagious pustular
dermatitis in small ruminants (Orf virus, ORFV) and mostly mild localized inflammation in cattle (bovine
papular stomatitis virus, BPSV and pseudocowpox virus, PCPV). All PPVs are known to be zoonotic, leading
to circumscribed skin lesions in humans, historically known as milker’s nodules. Human PPV isolates are
often ill defined concerning their allocation to an animal origin.

Here we present a comparative molecular analysis of a unique collection of 21 historic and recent

';zﬁ”':\f;ms human and animal PPV cell culture isolates (and two PPV DNA samples). Cell culture PPV propagation
BZL::ne was restricted to primary ruminant fibroblasts and was strictly kept at low passages to avoid genomic
ORF 032 changes by in vitro influences. For molecular arrangement of the isolate DNAs and their attribution to

established PPV species DNA fragments of the PPVs were generated by two different discriminating PCR
protocols, targeting the major part of the open reading frame (ORF) 011 (B2L gene) and the complete
ORF 032. Multiple sequence alignments and phylogenetic analysis of both genes resulted in affiliation
to the known PPV species. The sequences from the ORF 032 allowed discrimination of the isolate DNAs
at a higher resolution. Human PPV isolates could be clearly assigned to the PPV species belonging to the
reported or assumed animal host of transmission.

For the first time, a whole PPV genome sequence comparison of a human biopsy derived virus (B029)
andits ovine counterpart (B015) originating from adefined Orfoutbreakin Germany is provided, revealing
their well conserved relationship. Thus human PPVs can be molecularly retraced to the PPV species
indicating the animal of tr ion. After tr ion to the human host, molecular conservation of
the animal’s virus peculiarities indicative for a PPV species became evident.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

Species differentiation
Milker's nodule
Whole genome sequencing

1. Introduction (BPSV) and pseudocowpox virus (PCPV) mainly infect cattle but
are differentiated by the manifestation locus on the muzzle and
the teats, respectively. Parapoxvirus of red deer in New Zealand
(PVNZ) is a newly defined species of the genus and, so far, solely
relevant for infection of Cervids (Robinson and Mercer, 1995).
Additionally several new tentative species are a matter of

debate, such as camel contagious ecthyma virus, reindeer para-

Parapoxviruses (PPVs) are commonly known as causative agent
of infections and diseases worldwide, leading to a contagious
pustular dermatitis (CPD), especially in the region of the lips, nos-
trils, oral mucosa and teats of domestic and wild ruminants. They
are gaining importance primarily because of financial and eco-

nomic losses in connection with disease outbreaks in livestock and
because of their zoonotic potential.

In accordance with the current nomenclature there are four
established species within the PPV genus, which belongs to the
Chordopoxvirinae within the Poxviridae family:

The prototype member, Orf virus (ORFV) is endemic in most
sheep and goat raising countries. Bovine papular stomatitis virus

* Corresponding author. Tel.: +49 9131 68085389; fax: +49 9131 68085459.
E-mail address: mathias.buettner@lgl.bayern.de (M. Biittner).

0168-1702/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2013.12.015

poxvirus, muskox and seal parapoxvirus (Becher et al, 2002;
Dashtseren et al., 1984; Tikkanen, 2004; Vikeren et al., 2008).

All PPVs are known to be zoonotic and infect humans after
direct or indirect contact with infected animals, provoking local
skin lesions historically known as milker’s nodules (MN).

Albeit human PPV infections are considered to be rare and
rather fortuitous events, infection rates of individuals at risk (e.g.
slaughtermen, veterinarians, farmers and animal caretakers) are
way higher. Also people not occupationally handling animals can
get infected, particularly by visiting a petting zoo or by house-
hold exposure when handling contaminated furs, skin, or meat
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(Bayindir et al., 2011; Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), 2012). Mass infection of people has been described linked
toritual sheep slaughter in celebration of Islamic holidays “Feast of
Sacrifice” (Nougairede et al., 2013; Uzel et al., 2005).

The epitheliotropic PPVs enter via scarified or otherwise broken
skin and subsequently canreplicate locally in the human epidermis.
Occasionally large and painful nodules evolve which are mostly
localized on the hands; especially the index finger and less fre-
quently at other skin sites, presumably by smear infection. Disease
manifestation via localized lesions is benign and generally resolves
within max. 1-2 month (Leavell et al., 1968), even without any
medical treatment. However, there are individual cases described
in the literature of severe complications; often linked to immuno-
suppression (Gurel et al., 2002; Larcher et al, 2009; Lederman
et al,, 2007). A common feature of PPV is the stimulation of vas-
cular endothelial cells to proliferate leading to a tumor like clinical
outcome described as “giant orf” in man (Ballanger et al., 2006;
Geerincketal, 2001).Insheep, severe lesion development is known
as bloody lesion or cauliflower-like proliferation mostly compli-
cated by secondary bacterial infections. Recently some exceptional
co-infections with Vaccinia virus and ORFV or Vaccinia virus and
PCPV in cattle were reported from Brazil (Abrahdo et al, 2010;
Sant'Ana et al., 2013).

PPVs possess a linear double-stranded DNA genome, which is
approximately 130-150 kbp in size and exhibits an unusual high
GC content (~64%). While PPV isolates initially were defined by
their host origin and the circumstances of infection and disease
an increasing number of genomic data including whole genome
sequences are used to define PPV species (Delhon et al., 2004;
Hautaniemi et al., 2010; Mercer et al., 2006). The central region
of the genome contains 88 genes that are present in the subfamily
Chordopoxvirinae and mostly occur in a common order and orien-
tation. The ends of the genomes are cross linked. The PPV unique
and pathogenesis related genes are located in the terminal regions
of the genomes (Mercer et al., 2006). Interestingly Gassmann et al.
(1985) showed for the first time that the virus species ORFV, BPSV
and PCPV can be differentiated by probes corresponding to terminal
genomic regions.

A preferred target gene to generate PCR amplified DNA frag-
ments for sequence analysis and comparison of PPV DNA is the
open reading frame (ORF) 011 (B2L gene), the PPV orthologue of
the vaccinia virus Copenhagen (VACV) gene F13L, which encodes
the major envelope antigen p37K (Sullivan et al., 1994).

The PPV isolates of human origin mostly designated as PCPV are
often ill defined concerning the source of animal transmission and
they lack a clear position in nomenclature which should become
more transparent by molecular data.

In this study PCR fragment sequences of historic and recent PPV
isolates of national and international origin were compared. Two
different genomic target sites were chosen for PCR based sequence
generation. The major part of the coding region of the B2L gene
was used for PCR fragment sequencing as well as the complete open
reading frame 032 (ORF 032),another genomic region hypothesized
to contain sufficient sequence heterogeneity for differentiation
among the PPV species. A phylogenetic analysis should reveal PPV
species peculiarities especially focused on PPV isolates collected
from human cases in relation to the origin of animal transmission.

2. Materials and methods
2.1. Virus isolates
Most of the PPV isolates used in this study (n=23) were col-

lected in Germany (n=15) but in addition we could include DNA
from two BPSV cases from Scotland (C. McInnes, Moredun Research

Institute, Penicuik, Scotland), one BPSV isolate from Cameroon (K.
A. Lay, Tiibingen, Germany) and one from Iran (M. Hessami, Razi
Institute, Karaj, Iran). Also ORFV cell culture isolates from Scot-
land (C. McInnes, Moredun Research Institute, Penicuik, Scotland),
Sweden (Z. Dinter, Uppsala, Sweden) and Japan (D. Kretzdorn, Bayer
AG Monheim, Germany) as well asa human PPV isolate from France
(R.N. Charrel, Marseilles, France) were included in the study.

Acase of well reported ORFV transmission from sheep to human
which occurred during an Orf outbreak in a flock of sheep in Dith-
marschen (Schleswig Holstein, Germany) in 1996 led to successful
isolation of a human biopsy derived PPV (B029) as well as an ovine
counterpart (B015). This Orf outbreak came about in a group of 50
ewes and their offspring after they had been moved to the pasture
in early spring 1996. In consequence of having regular contact to
his infected sheep the owner of the herd developed a round, singu-
lar skin lesion with a diameter of approximately 1 cm on the inner
side of his left thumb. Biopsy material of this lesion was taken and
an electron microscopic examination revealed the presence of PPV
virions in high numbers.

The collection of PPVs investigated in this study includes one
virus isolated already in 1970 in Sweden and 22 PPVs collected
over the years until 2012. Detailed information about the PPV iso-
lates and the reference strains used for sequence comparison and
phylogenetic analysis is provided in Table 1.

2.2. Propagation in cell culture and viral DNA extraction

Suspensions of grinded scab or skin biopsy material in TE
bufferwere supplemented with Gentamycin (Bayer AG, Mohnheim,
Germany) to eliminate bacterial contamination. In some cases fil-
tration (0.45 pm) of the supernatants of tissue suspensions was
necessary to remove bacteria. The tissue debris cleared super-
natants were checked for PPV particles by transmission electron
microscopy (JEM-1400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan), using negative
staining with 1% aqueous uranyl acetate.

All virus-containing tissue supernatants were inoculated in
primary BVDV- and mycoplasma-free bovine cells either esopha-
gus cells (KOP, cell culture collection Friedrich-Loeffler-Institute,
Riems, Germany) or bovine lung or kidney fibroblasts. When
cytopathic effect (CPE) was visible under light microscopy exam-
ination, the infected cell cultures were incubated until complete
cell destruction had occurred. Once virus isolation had succeeded
the cell culture harvests were continued up to a maximum of five
passages.

Viral DNA was extracted from 200 pl of an ultra-centrifugation
pellet suspension (1ml) in TE buffer using a DNeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. At least 200 ml of debris cleared supernatant
of infected cell cultures showing complete cytopathic effect (CPE)
were ultra-centrifuged at 50,000 x g over 2.5 h in an Optima L90K
centrifuge (Beckmann Coulter, Krefeld, Germany). The concentra-
tion of the extracted DNA was determined (Nanodrop 1000, peQLab
Biotechnology, Erlangen, Germany ) and subsequently used as tem-
plate for PCR amplification.

Viral DNA from two PPV isolates (ORFV B029 and B015) was
used for whole genome sequencing. DNA from the second (B029)
or third (BO15) cell culture passage virus was extracted from 3
to 5ml of ultra-centrifugation pellet suspensions using a Pure-
gene Blood Core Kit A (QIAGEN, Hilden, Germany) as specified
by the manufacturer. DNA concentration and quality were veri-
fied by Nanodrop-measurements and DNA preparations of high
quality and a concentration of at least 200 ng/pl were submitted
to the whole genome sequencing unit (Laboratory for Functional
Genome Analysis, LAFUGA) at Gene Center, Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen, Munich, Germany.
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Table 1
Overview of the parapoxviruses included in this study.
PPV Isolate Host Host of Year of isolation  Country Reference GenBank ACC#  GenBank ACC#
species transmission ORFO11 (B2L) ORF 032
BPSV V660 Cattle - 1974 Germany Menna et al. (1979) KF478805 KF478817
BPSV V590 Cattle - 1975 Germany Wittek et al. (1980) b &
BPSV Iran Cattle = 1979 Iran Hessami et al. (1979) b h
BPSV B040 Cattle = 2001 Germany Dal Pozzo et al. (2011) b f
BPSV 30/03 Cattle - 2003 Cameroon Dal Pozzo et al. (2011) b KF478819
BPSV BPS 2/07 Cattle - 2007 Germany This study KF478806 KF478818
(udder)
BPSV EDI (DNA) Cattle - n/a Scotland Jeckeletal. (2011) n/a nfa
(esophageal
lesion)
BPSV C404 (DNA)  Cattle - nfa Scotland Moredun Research Institute nja nja
BPSV ARO2? Cattle - 2002 Arkansas,USA  Delhon et al. (2004) AY386265.1 AY386265.1
PCPV PCPV 3/07 Cattle - 2007 Germany This study KF478804 KF478816
PCPV F00.120R* Reindeer - 2000 Finland Tikkanen (2004) and GQ329669 GQ329669
Hautaniemi et al. (2010)
PCPV B074 Man Cattle 1995 Germany Nitsche et al. (2005) and KF478803 KF478814
Deane et al. (2009)
PCPV B021 Man Cattle 1997 Germany Nitsche et al. (2005) 3 KF478815
PCPV B005 Man Cattle 2003 Germany Nitsche et al. (2005) KF478802 KF478813
PCPV VRG34 Man Cattle 1963 New Zealand Friedmann-Kienet al. (1963)  GQ329670.1 GQ329670.1
and Gassmann et al. {1985)
ORFV OrfSweden  Sheep - 1970 Sweden This study o ”
ORFV B047 Goat - 1987 Germany Li et al. (2009) KF478799 KF478811
ORFV S-1 Sheep - 1983 Japan Kretzdom (1985) KF478801 KF478810
ORFV BO15 Sheep - 1996 Germany Cottone et al. (1998) KF478796 KF478807
ORFV B032 Sheep - 1999 Germany This study KF478797 KF478808
ORFV orf11 Sheep - 2000 Scotland Mclnnes et al. (2001) e k
ORFV B044 Goat - 2001 Germany This study KF478798 KF478809
ORFV B027 Man Sheep 1997 Germany Nitsche et al. (2005) £ k
ORFV B029 Man Sheep 1996 Germany Tikkanen (2004) e k
ORFV BO06 Man Sheep 2003 Germany This study KF478800 -
ORFV France 2011  Man Sheep 2012 France Nougairede et al.(2013) g KF478812
ORFV NZz2+ Sheep - 1982 New Zealand Robinson et al. (1982) and DQ184476 DQ184476
Mercer etal.(1987)
ORFV 1A82° Sheep - 1982 lowa, USA Delhon et al. (2004) AY386263 AY386263
ORFV SA00* Goat - 2000 Texas, USA Guoet al. (2003)and Delhon  AY386264.1 AY386264.1

etal.(2004)

@ Reference strains, corresponding sequences (ORF 011, ORF 032) for sequence comparison and phylogenetic analyses derived from Genbank.

b Sequence identical to BPSV strain V660.

€ Sequence identical to PCPV strain BO74.

4 Sequence identical to ORFV strain S-1.

© Sequence identical to ORFV strain BO15.

T Sequence identical to BPSV strain V660.

£ Sequence identical to BPSV strain BPS 2/07.
h Sequence identical to BPSV strain 30/03.

i Sequence identical to ORFV strain S-1.

k Sequence identical to ORFV strain B015.

2.3. Polymerase chain reactions

To check its PPV identity the DNA of all PPV cell culture isolates
was used as template in a real time PCR protocol (Nitsche et al.,
2005).

With DNA of verified PPV identity two different PCR proto-
cols were used to obtain DNA fragments for sequencing. Both
PCR targeted genomic DNA fragments were expected to lead to
an amplification product with template DNA from all PPVs and
sequence analysis should allow PPV species discrimination as well
as an origin determination in zoonotic-human infection.

2.3.1. Open reading frame ORF 011 (B2L)-PCR

This PCR protocol targets the well-known and commonly used
B2L gene (open reading frame ORF 011) locus, which is the PPV
orthologue of the vaccinia virus Copenhagen (VACV) gene F13L,
encoding the major envelope antigen p37K (Sullivan et al., 1994).

PCR amplifications were performed using the primer set
PPVO11-F (5 GTGCGCGAAGGTGTCGTCCA 3’) and PPVO11-R (5
ATGTGGCCGTTCTCCTCCATC 3'). The generated DNA fragment of
993bp represents the majority of the B2L gene coding region

(1137bp). A PCR protocol described by Guo et al.(2004) was modi-
fied because the forward primer sequence of this PCR was restricted
tothe ORFV NZ2 strain sequence showing various mismatcheswith
other PPV strains and thus was replaced by a new primer named
PPVO11-F.

The B2L-PCR protocol was performed as follows:

1 pl template DNA was added to 49 pl of the PCR reaction mix-
ture containing 0.5 pM of each primer, 200 M of each dNTP, 1X Q5
reaction buffer, 1X Q5 High GC Enhancer and 1 U of Q5 High Fidelity
DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich MA, USA).

DNA was amplified with a Thermal Cycler T3000 (Biometra,
Gottingen, Germany) with cycling conditions set to: 30 s of initial
denaturation followed by 35 cycles of 10sat 98 °C, 30 s at 65°C and
30s at 72°C, completed by a final elongation of 2min at 72 °C.

After amplification a 10 .1 aliquot of the PCR product was visu-
alized by electrophoresis in a 1% agarose gel stained with ethidium
bromide (0.003%).

2.3.2. Open reading frame ORF 032-PCR
A second PCR protocol was evaluated to target a region within
the ORF 032; the PPV orthologue of the VACV Copenhagen gene
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I3L encoding a DNA binding phosphoprotein (Delhon et al., 2004;
Hautaniemi et al., 2010; Mercer et al., 2006). This genomic region,
which refers to the nucleotide positions 33615-34472 within the
ORFV NZ2 strain genome, is expected to reveal heterogeneity
within the PPV species (personal communication Andrew A. Mer-
cer, University of Otago, New Zealand). Thus the corresponding
region in all of the available PPV genome sequences was com-
paratively screened (ClustalW) and subsequently used for primer
design. The following primer set was chosen for amplification of
the selected stretch within ORF 032, starting in the neighbor-
ing ORF 031 (forward primer) and including a part of the ORF
033 (reverse primer): PPV032-F (5° CGAGCTTTAAATAGTGGAAA-
CACAGC 3') and PPV032-R (5" GCACCATCATCCTGTACTTCCTC 3').
The resulting amplicons are approximately 1170bp in size. Reac-
tion mixture composition, thermal cycler conditions and post PCR
examination by gel electrophoresis were identical with the B2L-
PCR protocol, but the annealing temperature was set to 67 °C.

2.4. Purification of PCR products and nucleotide sequencing

DNA fragments were amplified to generate sequence informa-
tion for the B2L gene and the ORF 032 using the entire PPV DNA
collection. Subsequently extraction and purification of the PCR
products was performed. After long range wavelength UV expo-
sure, single DNA fragments became visible and were purified after
gel excision using an Agarose Gel DNA Extraction Kit according to
the manufacturer's protocol (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN,
Hilden, Germany). If the Gel-Extraction procedure lead to a subop-
timal DNA amount (<5-8 ng/pl) the DNA in question was Ethanol
precipitated in a second step.

To characterize the viral DNA of the PCR fragments from the 23
PPVs in more detail, the PCR products were sequenced and sub-
jected to molecular analysis.

DNA from amplicons of three independent PCR runs was
sequenced in both directions by EUROFINS (Ebersberg, Germany)
using the cycle sequencing technology on ABI 3730XL sequencing
machines with the PPV011- and PPV032-primer pair, respectively.
Partial B2L and complete ORF 032 nucleotide and aa sequences of
all PPV cell culture isolates (n=21) were deposited in GenBank (for
accession # see Table 1).

2.5. Sequence alignment and phylogenetic analysis

The ORF 011 (B2L) and ORF 032 sequence data of the tested
PPVs were aligned and compared with the available corresponding
ORFV, BPSV and PCPV reference sequences from GenBank (Gen-
Bank acc. #: SA00: AY386264.1; 1A82: AY386263; NZ2: DQ184476;
AR02: AY386265.1; VR634: GQ329670.1; F00.120R: GQ329669).

Multiple sequence alignments at both, nucleotide and deduced
amino acid levels, were constructed using the ClustalW program
(Thompson et al., 1994).

Calculation of the percent amino acid identities (aa Id) between
the analyzed ORF 011 (B2L) and ORF032 sequences, as well as of the
B029 genome ORFs with the reference ORFV IA82 ORFs was carried
out with MatGat 2.02 (Campanella et al., 2003).

Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were per-
formed with the MEGA 5.0 software (Tamura et al,, 2011) using
distance- as well as character-based methods. Based on the
deduced amino acid (aa) sequences of the partial ORF 011 (B2L)
(299 aa) and the complete ORF 032 (283 aa) four different phy-
logenetic trees were constructed for each of the two ORFs, using
the Neighbor-Joining-, the Minimum Evolution-, the Maximum
Parsimony- and the Maximum Likelihood method. The chosen
amino acid substitution model was the Jones-Taylor-Thornton
model (Jones et al., 1992). The significance of all deduced phylo-
genetic trees was verified by bootstrap analysis of 1000 replicates.

MEGA 5.0 was also used to compute pairwise distances (number of
amino acid substitutions per site) between the sequences.

2.6. Whole genome sequencing of B015 and B029

Sequencing libraries were prepared from 1 ng of genomic DNA
with the Illumina Nextera XT kit (Illumina, San Diego, CA, USA).
DNA is concurrently fragmented and adaptor-ligated by enzymatic
random transposition of an Illumina adapter sequence using the
so-called tagmentation reaction. Briefly, an exact amount of 1 ng
of double-stranded DNA was determined with the Qubit DNA HA
assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and subjected to a
10min incubation at 55°C with a transposase reaction mix from
the Nextera XT kit. The resulting products were amplified in a 12-
cycle PCR reaction with barcoded primers yielding sequence-ready
libraries. Libraries were analyzed on a Bioanalyzer DNA1500 chip
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) for assessment of correct insert size
distribution and for quantification. Finally denatured and diluted
libraries were clustered at 9 pM final concentration on a Miseq v2
flowcell and sequenced in paired end mode with a read length of
2 x 250 bp.

Raw fastq files were imported to a local instance of the
GALAXY workspace (Goecks et al, 2010). Reads were filtered
for a minimal 31-mer frequency of 10 using the kmernator
program (https://github.com/]GI-Bioinformatics/Kmernator) and
mapped with BWA (Li and Durbin, 2009) to the ORFV IA82 genome
sequence (GenBank acc. #: AY386263). Raw sequence reads were
deposited in the Sequence Read Archive (SRA) (SRA acc. #: BO15:
SRR946434; B029: SRR946435). A draft genome was generated by
assembling the Illumina reads into contigs using the programs
VELVET (Zerbino and Birney, 2008), SOAP (Li et al., 2010) and
SPAdes (Bankevich et al., 2012). The obtained contigs were man-
ually joined and scaffolded based on their alignment to the ORFV
IA82 genome sequence. Putative open reading frames of this draft
were annotated by orthology to the IA82 genome. The assembled
sequence data of ORFV B029 was deposited in GenBank (acc. #
KF837136). B0O15 reads were mapped to the draft B029 genome
in order to find differences between the two isolates.

B0O15 and B029 sequence data were inspected on the Integra-
tive Genomics Viewer (IGV) a high-performance visualization tool
for interactive exploration of large, integrated genomic datasets
(Robinson et al., 2011).

3. Results
3.1. Cell culture isolation of PPV

All samples yielding a positive PPV particle diagnosis in elec-
tron microscopy were used for tissue culture propagation attempts.
From the supernatants of 21 tissue samples from diseased men or
animals (Table 1) PPV could be isolated in primary bovine cells.
The occurrence of first signs of CPE lasted at least five days, in some
cases up to ten days. After harvest of the first cell culture passage
by repeated freeze thawing further cell passages were most effi-
cient by simultaneous inoculation at cell splitting. High titer virus
(>107 TCID50/ml) was regularly obtained after three cell culture
passages. The DNAs extracted from infected cell culture super-
natants were all tested positive in real time PCR also targeting the
PPV B2L gene (Nitsche et al., 2005).

3.2. Analysis of PCR derived DNA fragments

From all PPV isolates PCR amplicons of the expected sizes were
obtained. The nucleotide sequences of the DNA fragments obtained
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by PCR were translated into the corresponding amino acid (aa)
sequences, resulting in 299 aa of the B2L gene and the complete
aa sequence of the ORF 032 (283-288 aa).

Multiple sequence alignments including the deduced aa
sequences of the 29 PPVs (23 sequences from this study and six
reference sequences derived from GenBank) listed in Table 1 were
created for both genes, revealing an aa identity range of 75.6-100%
for the B2L gene and 64.7-100% for the ORF 032. The average per-
centaaidentities between the analyzed PPV species within ORF011
and ORF 032 are shown in Table 2.

While the number of variable sites in the partial B2L gene
sequences was rather low, the ORF 032 sequences showed numer-
ous aa substitutions distributed all along the protein sequence. This
can be observed among the members within a species as well as
between the different species. The average number of amino acid
substitutions per site in the 29 analyzed PPV sequences was 0.101

a)

Table 2
Average amino acid identities (%) between PPV species within ORF 011 (B2L) and
ORF032.

ORF 011 (B2L) ORF032

ORFV!  PCPV2  BPSV®  ORFV! PCPV2  BPSV?
ORFV! 985 94.5 81.7 96.4 87.1 65.8
PCPV2 99.1 817 916 67.2
BPSV? 975 92.7

123 Analyzed species: ORFV' n=14; PCPV? n=6; BPSV* n=9.

for the B2L gene and 0.266 for the ORF 032. In Fig. 1(a, b, c) the
multiple sequence alignments of the deduced amino acid
sequences of the complete ORF 032 are depicted. Each alignment
consists of five representative sequences attributed to the particu-
lar PPV species, including one reference strain.
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Fig. 1. Alignments of the deduced amino acid sequences of the complete ORF032 (283-288 aa) from the genomes of five ORFV(a), PCPV(b) and BPSV (c) isolates, respectively.
Corresponding reference sequences for ORF 032 are from ORFV strain NZ2 (acc. #: DQ184476), PCPV strain VR634 (acc. #: GQ329670.1) and BPSV strain ARO2 (acc. #:
AY386265.1). Dots indicate amino acid identity with the particular reference strain. Dashes represent amino acid deletions. Variable sites are highlighted in gray.
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Fig. 2. Maximum Likelihood trees constructed from the deduced amino acid sequences of two different genomic regions of 23 PPVs and six reference strains. Numbers at the
branching points indicate the bootstrap support calculated for 1000 replicates — only values higher than 70% are shown. The trees are drawn to scale, with branch lengths
measured in the number of substitutions per site. The analysis is based on 299 aa of the B2L gene (a) and 283 aa of the ORF 032 (b). PPV isolates originating from (small)
ruminants are marked by filled geometrical shapes, human PPV isolates are provided with unfilled forms. Evolutionary analyses were conducted in MEGAS (Tamura et al,,

2011).

To better visualize the genetic relationship of the PPV isolates
comparatively among themselves and to reference PPV genomes,
phylogenetic trees were constructed on the basis of aa alignments
for the ORFs 011 and 032 using different methods (specified under
2.5). The phylogenetic trees did not differ significantly, hence only
the maximum likelihood trees are presented (Fig. 2a, b). The two
trees share a similar basic structure and in both genomic loca-
tions the results revealed three distinct clusters with high bootstrap
support, each representing one of the PPV species, namely ORFV,
PCPV and BPSV. Despite the variability in the ORF 032 aa sequences
within species members, their attribution to the particular species
is still perceptible (Fig. 2b). Eight of the PPV isolates included in
the study can be found within the BPSV cluster, along with the
reference strain ARO2. While nearly all BPSV isolates in the B2L
sequence based tree (Fig. 2a) can be found on one single branch
(with the exception of BPS 2/07), the branching pattern in the ORF
032 sequence based tree (Fig. 2b) is much more diverse (Fig. 2b).
Additionally, it could be clearly demonstrated that BPS 2/07 belongs
to the BPSV species, although it has been isolated from the udder
of a cow.

The second cluster is formed by the PCPV isolates accord-
ing to the leader sequences given by PCPV F00.120R (reindeer)
and VR634 (human) as reference strains. Three German PPV

isolates (BO05, BO74, B021), derived from typical milker's nod-
ules of different patients that reportedly had contact to infected
cattle and one isolate from the teat of a cow (PCPV 3/07) can
be found in this group. It is remarkable, that the reindeer isolate
F00.120R, which clusters with the human PPVs in the B2L-
tree, is located on a separate branch based on the ORF 032 aa
sequences.

PPVs of sheep or goat origin and all human PPV infections that
developed after contact to infected small ruminants are clustered
in the ORFV group. Within this group PPVs of goat origin can be
found in close relationship with the SAOO reference genome that
has been obtained from an Orf infected goat. NZ2 and IA82 serve as
ORFV reference genomes of sheep origin.

Both phylogenetic trees indicatea high degree of relationship for
the “matching pair” B015 (sheep isolate) and B029 (human isolate),
which are linked to the Orf outbreak in Dithmarschen, Germany.
The 100% aa identity in the PCR fragment sequences of both tar-
geted genes confirms the close genetic relationship of both isolates
(Figs. 1a and 2a and b). To obtain a broad comparative basis about
the relationship of these two isolates whole genome sequencing
was applied.

Comparison of the molecular data of older and newer PPV iso-
lates did not show significant differences or changes, in addition
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no peculiar sequence features could be observed for PPV isolates of
different geographic origin.

3.3. Whole genome sequencing of B015 and B029

The genome sequences of ORFV B015 (sheep) and B029 (human)
were assembled into contiguous sequences of about 134,000 bp.
Hairpin loop sequences at the end of the genomes could not be
resolved by Next Generation Sequencing (NGS) due to ambigu-
ous mapping to ORFV reference genomes and failure to assemble
de novo. Like other parapoxviruses the B015 and B029 genomes
possess a remarkably high G +C content of approximately 64%.

Similarity to well defined proteins in the ORFV 1A82 reference
genome led us to predict 122 genesin the NGS generated sequences.
Numbering of the ORFs was adopted from Delhon et al. (2004) in
order to allow comparisons with other PPV genomes published so
far. Table 3 provides an overview of the individual ORFs in the B029
genome.

87 of the conserved 88 genes located in the genomic core region
could be identified in the BO15 and B029 genomes; ORF 110 (VACV
Copenhagen A34R) a putative EEV glycoprotein is not present.
Three additional ORFs (ORF 103, 109 and 134) that are not part
of the genomic core region were found to be missing as well.

Both ORFV genomes contain all of the known or putative PPV vir-
ulence factor encoding genes: the ankyrin like repeat (ANK)/F-box
protein genes (ORFs 008, 123, 126, 128, 129), the interferon-
resistance protein gene (ORF 020), the chemokine-binding protein
gene (ORF112), the GM-CSF inhibitory factor gene (ORF 117),
viral interleukin-10 gene (ORF 127) and viral vascular endothelial
growth factor gene (VWEGF, ORF 132). However, one of the (ANK)/F-
box protein genes (ORF 128) appears to be non-functional due to
minor insertions (nt position 128131: G and nt position 128135:
TGCC)in the left terminal part of the gene that cause a reading frame
shift that leads to a truncated translation product (stop codon after
25 base triplets).

In the region of ORFs 002, 111 and 118 ambiguous mapping
results prevented analysis of the sequences. However, the affected
ORFs seem to be considerably truncated or deleted and no func-
tional proteins are expected.

In summary, the comparative whole-genome-analysis of BO15
and B029 indicates an extraordinary high degree of conserva-
tion between the two isolates. Both present the same distribution
of 1245 identical single nucleotide polymorphisms (SNP) when
compared to the ORFV IA82 reference genome. This observation
matches the results from comparative analysis of the B015 and
B029 PCR fragments obtained in this study that show 100% aa iden-
tity. In the final analysis only two variations between these two
genomes could be determined: one SNP located in the non-coding
DNA region upstream of ORF 005 at nucleotide position 3404 (G
(B0O15) vs. A (B029)) and one missing nucleotide (G) in the B029
genome at nucleotide position 11936 which causes a reading frame
shift in ORF 013. The predicted B029 protein (function unknown) is
truncated by three amino acids and shows a reduced aa sequence
identity of 72.2% with the corresponding IA82 protein and may
therefore be dysfunctional, while theB015 protein is 92.4% identical
to the corresponding IA82 protein.

A high level of conservation of the analyzed genomes is also
obvious when compared to the ORFV IA82 reference genome. 108
(88.5%) of 122 proteins of the two isolates show an aa identity of
95% or higher with the corresponding ORFV 1A82 proteins, justify-
ing their ORFV species affiliation. Comparative genome-wide SNP-
and INDEL (insertion/deletion) analysis between B029 and IA82
revealed 1257 SNPs and 110 INDELs within the mappable genome
sequences. The percent aa identities between the identified B029-
and the corresponding IA82 ORFs are summarized in Table 3.

4. Discussion

As part of the PPV genomic core region both PCR amplified DNA
fragments used in this study are well conserved. Above all the B2L
gene is known to be conserved in PPV genomes. A PCR-protocol
resulting in a 594 bp fragment of the B2L gene has been widely
used for detection and diagnosis of PPVs and beyond that for iden-
tification of different PPV species (Hosamani et al., 2006; Inoshima
et al., 2000, 2001; Nagarajan et al., 2011; Scagliarini et al., 2011).
The PPVO11-primer pair used in this study allows the analysis of a
993 bp fragment of the B2L gene. Due to the high degree of conser-
vationoninter-and intra-species level within this gene the analysis
of large B2L fragments or the complete gene may lead to a more
reliable and more precise PPV species classification.

The PCR-amplified DNA fragment sequences obtained from the
B2L gene as well as from the ORF 032 allowed the resolution of
the genomic variation between 23 PPV isolates. Thus an accu-
rate allocation of PPVs to the appropriate established species is
possible. Additionally it may even allow the classification of new
PPVs. Especially the ORF 032 sequence derived phylogenetic tree
showed a highly diversified branching and consequently provides
an improved basis for the assessment of the relationship between
and within the PPV species. Combined phylogenetic analysis of ORF
011 and 032, possibly also as concatenated sequences and ideally
along with NGS of PPVs can be used as a valuable tool to determine
PPV species characteristics. If sole analysis of a smaller B2L frag-
ment, like the 554 bp fragment commonly used, provides the same
validity is questionable.

Serial cell culture passages and adaptation of PPV to growth in
cell lines can lead to substantial changes in the genome as proven
for the highly attenuated ORFV strain D1701 (Cottone et al., 1998).
Recently it was demonstrated that already after seven cell cul-
ture passages larger deletions within the PPV genome can occur
(Hautaniemi et al., 2011). Because of these findings our cell cul-
ture isolation was restricted to primary bovine cells and virus
passages were limited to a maximum of five. Since no original
lesion-derived DNA was available a direct comparison of the tar-
geted sequences was not possible, however based on the current
experiences we assume no major influence of the few cell culture
passages on aa sequence alterations. It should be noted that the
reference sequences used are also derived from culture grown PPV
strains (Delhon et al., 2004). Virus isolation in cell culture allows
production and purification of sufficient PPV as well as high quality
DNA thereof, providing the opportunity for further comprehensive
analyses, e.g. NGS.

Starting in the early 70s a unique collection of cell culture
derived PPV strains was established at the Institute of Medi-
cal Microbiology of the Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen,
Munich, Germany and was continued until now. PPV strains and
isolates from different countries worldwide were included in the
collection and comparatively analyzed in this study for the first
time.

Our findings on the relationship of the three PPV species with
each other are consistent with previous findings showing that the
evolutionary distance between BPSV and PCPV is much higher than
between PCPV and ORFV, despite the fact that BPSV and PCPV share
the same bovine host (Hosamani et al., 2006; Inoshima et al., 2001;
Thomas, 2003; Tikkanen, 2004). It cannot be ruled out that recom-
binants of PPVs in an individual host may occur. Therefore limited
sequence analysis within small genomic regions will not reveal
recombinant viruses. The latter will be subject of whole genome
sequence comparison ideally with a defined BPSV and PCPV repre-
sentative after simultaneous infection of cattle.

The fact that no considerable changes could be observed
within the analyzed DNA fragments of PPV isolates being more
than 40 years old and those isolated just recently point to a
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Table 3
PPV B029 open reading frames (ORFs) in comparison to the ORFV IA82 reference genome.
ORF ORFV B029* ORFV 1A82 Predicted function
Nucleotide Orientation Length (aa) % 1d° vs. Length (aa)
position ORFV 1A82
Start End
001 2624 3073 - 149 973 149 Unknown
002 ? ? unclear ? 117 Unknown
003 Not present Not present Not present - Not present Ankyrin/F-box protein
004 Not present Not present Not present - Not present Ankyrin/F-box protein
005 4037 4279 - 80 788 71 Unknown
006 presentin present in presentin present in VEGF
RTY (132) RT (132) RTY (132) RT (132)
007 4362 4844 - 160 938 159 dUTPase
008 4907 6457 - 516 971 516 Ankyrin/F-box protein
009 6625 7986 - 453 99.1 453 Unknown
010 8011 9942 - 643 99.8 643 EEV maturation protein
o011 10,012 11,148 - 378 98.9 378 EEV envelope phospholipase
012 11,177 11,446 - 89 933 89 Unknown
013¢ 11,754 11,984 + 76 722 79 Unknown
014 12,027 12,308 - 93 96.8 93 Modified RING finger protein
015 12,311 13,930 - 539 993 539 Unknown
016 14,000 14,779 - 259 97.7 259 Unknown
017 15,039 15,356 + 105 943 105 DNA-binding phosphoprotein
018 15,381 16,799 - 472 994 472 Poly-A polymerase catalytic subunit
019 16,807 18,984 - 725 99.2 725 Unknown
020 19,117 19,668 - 183 97.8 183 dsRNA-binding PKR inhibitor, interferon resistance
021 19,698 20,279 - 193 99.0 193 RNA polymerase subunit RPO30
022 20,366 22,069 + 567 99.8 567 Unknown
023 22,090 22,908 + 272 100 272 Membrane protein
024 22,968 23,846 + 292 96.2 288 Unknown
025 23,847 26,885 - 1012 99.7 1012 DNA polymerase
026 26,903 27,193 + 96 100 96 IMV redox protein, virus assembly
027 27,190 27,603 - 137 100 137 Virion core protein
028 27,590 29,755 - 721 97.2 718 Unknown
029 29,798 32,233 = 811 100 811 Unknown
030 32,416 33,381 - 321 994 321 DNA-binding virion protein
031 33,391 33,603 - 70 100 70 Unknown
032 33,610 34,467 - 285 98.2 285 DNA-binding phosphoprotein
033 34,500 34,736 - 78 974 78 IMV membrane protein
034 34,737 35,906 - 389 99.7 389 Telomere-binding protein
035 35,903 37,195 - 430 100 430 Virion core protease
036 37,201 39,252 + 683 99.6 683 RNA helicase NPH-1I
037 39,227 41,038 - 603 99.5 603 Metalloprotease, virion morphogenesis
038 41,375 42,070 - 231 99.6 231 Late transcription elongation factor
039 41,049 41,381 + 110 98.2 110 Unknown
040 41,995 42,408 - 137 100 137 Glutaredoxin 2, virion morphogenesis
041 42411 43,769 + 452 99.1 452 FEN-1 like endonuclease
042 43,771 43,962 + 63 100 63 RNA polymerase subunit RPO7
043 43,981 44,538 + 185 100 185 Unknown
044 44,535 45,731 - 398 99.5 398 Virion core protein
045 45,764 46,564 + 266 100 266 Late transcription factor
046 46,555 47,400 + 281 19.8 340 Myristylated protein
047 47,576 48,310 + 244 100 244 Myristylated IMV envelope protein
048 48,356 48,628 + 90 100 90 Unknown
049 48,635 49,891 - 418 98.6 418 Unknown
050 49921 50,700 + 259 99.6 259 DNA-binding virion core protein VP8
051 50,723 51,109 + 128 99.2 128 Membrane protein
052 51,063 51,518 +* 151 993 151 Membrane protein, morphogenesis
053 51,588 52,598 + 336 99.1 336 Poly-A polymerase small subunit VP39 PAPS
054 52,513 53,073 + 186 99.5 186 RNA polymerase subunit RPO22
055 53,024 53,527 - 167 100 167 Late membrane protein
056 53,611 57,480 + 1289 100 1289 RNA polymerase subunit RPO147
057 57,524 58,069 - 181 989 181 Thyrosine phosphatase, virus assembly
058 57,699 58,664 + 321 994 321 IMV, viral entry
059 58,669 59,682 - 337 98.8 338 IMV protein VP55, morphogenesis
060 59,683 62,097 - 804 99.9 804 RNA polymerase-associated protein RAP94
061 62,206 62,883 + 225 978 228 Late transcription factor VLTF-4
062 62,908 63,864 + 318 99.7 318 Topoisomerase type |
063 63,857 64,273 + 138 99.3 138 Unknown
064 64,308 66,833 + 841 99.5 841 mRNA capping enzyme large subunit
065 66,795 67,259 - 154 96.8 156 Virion protein
066 67,033 67,908 + 291 97.6 291 Virion protein
067 67,908 68,606 + 232 983 231 Uracil DNA glycosidase
068 68,620 70,983 + 787 99.7 787 NTPase
069 70,990 72,897 + 635 99.7 635 Early transcription factor VETFs
070 72934 73,506 + 190 989 190 RNA polymerase subunit RPO18
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Table 3 (Continued)

ORF ORFV B029* ORFV 1A82 Predicted function

Nucleotide Orientation Length (aa) %1d" vs. Length (aa)

position ORFV 1A82

Start End
071 73,536 74,210 + 224 100 224 NPH-PPH downregulator
072 74,200 76,116 - 638 99.8 638 NPH-I
073 76,179 76,745 - 188 989 188 Unknown
074 76,790 77,692 = 300 99.0 300 mRNA capping enzyme small subunit
075 77,700 79,337 - 545 100 545 Rifampicin resistance, membrane protein
076 79,358 79,810 - 150 100 150 Late transcription factor VLTF-2
077 79,849 80,523 - 224 100 224 Late transcription factor VLTF-3
078 80,520 80,768 - 82 976 82 Thioredoxin-like protein
079 80,779 82,806 - 675 99.9 675 Virion core protein P4b precursor
080 82,822 83,775 - 317 939 324 Virion core protein
081 83,814 84,332 + 172 100 172 RNA polymerase subunit RPO19
082 84,339 85,475 - 378 989 378 Unknown
083 85,511 88,036 - 841 99.8 841 Early transcription factor VETFL
084 87,699 88,610 b % 303 100 303 Intermediate transcription factor VITF-3
085 88,579 88,860 - 93 100 93 Late virion membrane protein
086 88,875 91,592 - 905 99.7 905 Virion core protein P4a precursor
087 91,607 92,617 + 336 99.7 336 Virion formation
088 92,618 93,403 - 261 97.7 261 Virion core protein
089 93,420 93,698 - 92 989 92 Virion membrane protein
090 93,722 93,994 - 90 97.8 90 IMV phosphorylated membrane protein
091 94,011 94,172 - 53 100 53 IMV membrane protein, putative virulence factor
092 94,173 94,442 - 89 989 89 Unknown
093 94,429 95,505 - 358 989 358 Myristylated protein
094 95,532 96,122 - 196 100 196 Phosphorylated IMV membrane protein
095 96,137 97,603 + 488 99.8 488 DNA helicase
096 97,575 97,847 - 90 956 91 Zn-finger protein
097 98,183 99,472 - 429 99.5 429 DNA polymerase processivity factor
098 97,858 98,184 + 108 100 108 Unknown
099 99,469 99,909 + 146 99.3 146 Holiday junction resolvase
100 99,932 101,074 + 380 100 380 Intermediate transcription factor VITF-3
101 101,099 104,584 + 1161 99.8 1161 RNA polymerase subunit RPO132
102 104,723 106,285 - 520 69.8 518 A type inclusion protein, fusion peptide
103 Not present Not present Not present - 522 Atype inclusion protein
104 107,918 108,190 - 90 95.6 90 Fusion peptide
105 108,231 108,653 - 140 100 140 IMV surface protein
106 108,669 109,613 - 314 98.7 314 RNA polymerase subunit RPO35
107 109,613 109,795 - 60 100 60 Virion morphogenesis
108 109,964 110,788 - 274 94.2 266 DNA packaging protein/ATPase
109 Not present Not present Not present - 159 EEV glycoprotein
110 Not present Not present Not present - 165 EEV glycoprotein
111 ? ? unclear ? 198 Unknown
112 112,675 113,562 + 295 86.9 286 Chemokine-binding protein
113 113,635 114,267 + 210 96.7 211 Unknown
114 114,311 115,351 + 346 98.3 346 Unknown
115 115,469 115,906 + 145 91.0 143 Unknown
116 115,975 116,646 + 223 84.6 234 Unknown
117 116,821 117,618 + 265 989 265 GM-CSF/IL-2 inhibition factor-like protein
118 ? ? Unclear® ? 221 Unknown
119 118,110 118,730 + 206 98.1 204 Unknown
120 119,182 119,766 + 194 90.0 199 Unknown
121 119,887 120,789 + 300 98.0 300 Unknown
122 120,843 121,814 + 323 98.1 323 Unknown
123 121,905 123,482 + 525 99.2 525 Ankyrin/F-box protein
124 123,517 125,118 + 533 98.1 532 Unknown
125 125,211 125,732 + 173 983 173 Apoptosis inhibitor
126 125,839 127,332 + 497 99.2 497 Ankyrin/F-box protein
127 127,410 127,970 + 186 96.8 186 iL-10
128 ? ? Unclear® ? 527 Ankyrin/F-box protein
129 129,711 131,273 + 520 98.7 520 Ankyrin/F-box protein
130 131,360 132,853 + 497 99.6 498 Protein kinase
131 132,816 133,490 + 224 96.4 225 Membrane protein
132 133,539 133,940 & 133 763 137 vascular endothelial growth factor-like protein (VEGF)
133 Not present Not present Not present - Not present Unknown
134 Not present Not present Not present - 149 Unknown

@ Unless specified otherwise ORFV B029 and BO15 ORFs are 100% identical.
b % 1d, percent amino acid identity.

¢ Ambigous mapping results, region could not be resolved.

d RT, right terminal genomic region.

¢ Differences in ORF 013 sequence between ORFV B029 and B015.
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high level of conservation for the ORF 011 (B2L) and ORF 032.
This is supported by the finding, that PPV isolates of different
geographic origins likewise do not show significant genomic vari-
ation within these regions on an intra-species level. According
to this individual species characteristics seem to be alterable
to a very limited extent and to be conserved over time and
space.

Comparison of the PPVs in both phylogenetic trees showed that
the reindeer isolate F00.120R can be found within the PCPV cluster
when considering the B2L sequence based tree (Fig. 2a), whereas it
appears on a separate branch in the ORF 032 derived tree (Fig. 2b)
- however still in close relationship to the PCPV group. This may be
generally due to the higher sequence variability in the ORF 032 or
it could be a host-influenced phenomenon but F00.120R obviously
remains a member of the PCPV species, as postulated by Hautaniemi
et al. (2010).

The PPV isolate BPS 2/07, which definitely originates from the
teat of an infected cow, has to be classified as BPSV. This classifica-
tion is supported by both phylogenetic analyses, based on the ORF
011 (B2L) and ORF 032 aa sequences. It is the first report describing
BPSV in a cow not affecting the muzzle but rather the typical PCPV
affection site. Recently, Yaegashiet al.(2013)reported the opposite
case presenting a PCPV isolated from the muzzle of a cow. These
molecular findings uncover that in PPV affected cattle both species
BPSV and PCPV are not necessarily restricted to a single manifes-
tation site (muzzle or teats). Thus the current PPV nomenclature
should be reconsidered.

The situation is similar with respect to human PPV isolates.
Man-derived PPVs or PPV-DNA is often ill defined simply as PCPV
disregarding the animal host of transmission. Historically the
milker's nodule cases certainly were mostly caused by viruses from
cow teats and PCPV (or BPSV) was the typical etiological agent
of human PPV infection. However nowadays close contact with
PPV infected bovine udder or teats plays a minor role as source of
infection for humans. In our experience consistent with worldwide
reports contact with small ruminants causes the majority of human
PPVinfections (Bayindir etal.,2011; Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 2012; Chahidi et al.,, 1993; Johannessen et al.,
1975; Karakas et al., 2012; Leavell et al., 1968; Nougairede et al.,
2013; Uzel etal., 2005). Phylogenetic analyses of eight human PPV
isolatesrevealed their ORFV (n=4)or PCPV (n =4) species affiliation
(Fig. 2a, b). The clustering of each human isolate was consistent
with its particular case report, declaring contact to either sheep
(ORFV) or cattle (PCPV). Hence our findings indicate that ORFV and
PCPV maintain their species peculiarities even after changing from
aruminant to a human host.

These findings are also well supported by the results of the
next generation sequencing of the ovine (B015) and the associ-
ated human (B029) PPV genomes, revealing complete congruence
except for two variations. This shows that ORFV B015 as well
preserved its integrity after changing the host species. By using
next generation sequencing we were able to confirm and extend
our previous results from phylogenetic analyses and to gain a
genome-wide insight into the molecular features of the two ana-
lyzed ORFV DNAs. For the first time sequence data are available
of an almost complete genomic DNA of a matching PPV pair
namely ORFV isolated from a sheep as source for human PPV infec-
tion that occurred during a local Orf outbreak in Dithmarschen,
Germany.

For future studies the PCR strategies as well as whole genome
sequencing can rapidly provide a molecular basis for species allo-
cation of human PPV infection as well as animal-derived PPV DNA.
In addition it might be helpful to elucidate genome-wide PPV
molecular peculiarities by application of the described strategies
to improve characterization of new PPV species candidates and to
update existing nomenclature.
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Parapoxvirus (PPV) infections are of worldwide importance, particularly in sheep and goat herds.
Owing to the zoonotic potential of all PPV species, they are a permanent threat to human health as
well. The virus is also known to affect wildlife, as reported for pinnipeds, red deer and several other
wild ruminants. PPVs found in red deer have been claimed as a unique species according to
certain genomic features. So far infection of wildlife has been recognized because of clinical
manifestation such as inflammation, stomatitis or typical pox-like lesions in the skin or mucous
membranes. Here we report the use of targeted molecular diagnostics for the presence of PPV
genomes in tonsil swabs of apparently healthy red deer in the Bavarian Alps. Out of 1764 swabs,
0.79 % tested positive for PPV genome presence. From one sample, PPV was successfully
isolated in cell culture. This virus became the subject of complete genome characterization using
next generation sequencing and various subsidiary PCR protocols. Strikingly, about a quarter of all
ORFs were found to be larger than the corresponding ORFs in the reference PPV genome
sequences used for comparison. To our knowledge this is the first genome-wide analysis that
confirms red deer PPV as a unique species within the genus Parapoxvirus in Europe. Persistence
of PPV in Alpine red deer indicates a source for virus transmission to susceptible livestock and
hunters. The findings provide a further example of wildlife animals playing an important role as an
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inconspicuous reservoir of zoonotic diseases.

INTRODUCTION

Members of the family Poxviridae infect a broad range of
vertebrates (subfamily Chordopoxvirinae) and insects (sub-
family Entomopoxvirinae). The subfamily Chordopoxvirinae
is subdivided into ten genera, one of which is the
genus Parapoxvirus (PPV). To date there are four confirmed
PPV species recognized by the International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV; http://ictvonline.org/
virusTaxonomy.asp): the prototype member orf virus
(ORFV) is endemic in most sheep- and goat-raising
countries, whereas bovine popular stomatitis virus (BPSV)
and pseudocowpox virus (PCPV) mainly infect cattle.
Parapoxvirus of red deer in New Zealand (PVNZ) was first
described by Robinson & Mercer (1995) and has become
established as a fourth PPV species.

Throughout the world, PPV is known as causative agent
of contagious pustular dermatitis in small ruminants

The GenBank/EMBL/DDBJ accession number for the HL953
sequence of red deer parapoxvirus is KM502564.

Two supplementary figures and one supplementary table are available
with the online Supplementary Material.

(ORFV). After PPV infection in cattle, mild localized
inflammation is commonly reported (bovine popular
stomatitis; pseudocowpox). Occasionally, severe cases of
contagious pustular dermatitis and bovine popular sto-
matitis occur, most likely linked to immune-suppressive
events or secondary bacterial infections (Abu Elzein &
Housawi, 1997; Guo et al, 2003; Inoshima et al., 2009;
Leonard et al., 2009). All PPVs can readily be transmitted
to humans through direct or indirect contact with infected
animals, which normally results in the development of
circumscribed skin lesions, historically known as milker’s
nodules.

PPV infection of domesticated ruminants is well recog-
nized by farmers, but reported infrequently, whereas the
recorded occurrence of PPV in wild animals mainly
originates from scientific investigations. Publications about
PPV wildlife infections refer to pinnipeds from North
America, Canada and Europe (Becher et al, 2002; Hicks &
Worthy, 1987; Roess et al., 2011; Tryland et al, 2005),
chamois from Austria and Italy (Kitchen et al, 2014;
Scagliarini et al., 2011), white-tailed deer from the United
States (Roess et al, 2010, 2013), red deer from New
Zealand and Italy (Horner et al., 1987; Robinson & Mercer,
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1995; Scagliarini et al., 2011), and finally reindeer and
musk oxen from Scandinavia (Falk, 1978; Tikkanen et al.,
2004). In the majority of diseased wildlife the aetiological
agent has been identified as either ORFV or PCPV, whereas
seal parapoxvirus has been suggested as a new tentative
species and so far PPVs originating from red deer have
been attributed to PVNZ.

Virus strain RD86 (originally known as deerpox virus, DPV)
was isolated from lesions on the velvet of a farmed deer in
New Zealand (Robinson & Mercer, 1995). Comparisons of
restriction endonuclease profiles and DNA hybridization
analysis revealed the conspicuous genetic distance from
other PPV species and led to its classification as a new
member of the genus. For many years PVNZ has not been
recognized outside New Zealand, although it has been
assumed that PPV might be present in red deer outside New
Zealand, especially in Europe, since red deer were originally
brought to New Zealand from this continent. In 2008, severe
cases of pustular stomatitis in wild ruminants (chamois, ibex
and red deer) were reported in the Italian Alps (Scagliarini
et al., 2011). Based on (partial) sequence information of two
genes, the B2L gene and the viral vascular endothelial growth
factor (VWEGF) gene, Scagliarini et al. (2011) proposed
PVNZ as causative agent of the disease in red deer.

Even though whole-genome sequence data are available at
least for one prototype species of PPV, little is known about
the whole-genome characteristics of PVNZ or other red
deer PPV. In general, PPVs possess a linear double-
stranded DNA genome that is approximately 140 kbp in
length and exhibits a notably higher G + C content (~64 %)
than most other poxviruses. The central genomic region of
all chordopoxviruses comprises 88 well-conserved genes.
These core genes usually occur in a common order and
orientation and encode proteins of the transcription and
replication machinery (Mercer et al, 2006; Upton et al.,
2003). Genes located outside the central genomic region,
however, are considered non-essential for in vivo growth
and tend to be genus- or even species-specific. They are of
particular importance concerning PPV virulence and
virus-host interactions. The ends of the genomes form a
typical terminal hairpin loop.

In the course of a survey about the occurrence of wildlife
tuberculosis we analysed 1764 tonsil swabs of apparently
healthy red deer in the Bavarian Alps; 14 of them tested
positive for PPV genome presence. From one swab sample,
PPV was successfully isolated in cell culture and was
therefore available in sufficient quantity for further
genome-wide molecular analysis. To our knowledge, this
is the first study that presents next generation sequencing
data of a European red deer PPV isolate and confirms the
status of red deer PPV as a separate species in close
relationship to PVNZ. We also show viral DNA presence in
tonsil swabs of macroscopically inconspicuous organs.
Thus, in addition to the extraordinary stability of PPV in
the environment, the possibility of virus persistence in
healthy host animals may contribute to pathogenesis.

Manifestation of disease via infection of small wounds in
the oral cavity will be promoted. Additionally, shedding of
the virus by apparently healthy animals may facilitate
virus transmission among wildlife (e.g. red deer) and to
susceptible livestock and hunters.

RESULTS

PCR

PCR results are summarized in Table 1, which also
provides further information about all PPV tonsil swabs
presenting a positive result in real-time PCR. In total, 14
(0.79 %) of 1764 swab-derived DNA preparations tested
positive for PPV genome presence, but yielded rather high
cycle threshold values (C; 33.5-39.8). For nine of the 14
samples the result could be confirmed for poxvirus high-
G+ C genomes by conventional PCR.

Mycobacterial DNA could not be detected in any of the
samples.

PPV isolate HL953

PPV HL953 could successfully be isolated in primary
bovine cells, and after five cell culture passages ultracen-
trifugation yielded high-titre virus (10° TCIDs, ml™").
Electron-microscopical examination of the HL953 con-
centrate revealed typical PPV virion particles in high
quantities.

Whole-genome sequencing of HL953. PPV HL953
sequences were assembled into a contiguous sequence of
>139 kbp; however, hairpin loop sequences at the end of
the genome, as well as the presumed first and last two
ORFs, could not be resolved by next generation sequencing
owing to ambiguous mapping and failure to assemble de
novo. The assembled genome showed a high G+ C content
of about 65 % — a feature common to all members of the
genus Parapoxvirus.

Based on their localization within the HL953 genome, their
orientation, the size of the predicted protein and their
similarity to well-defined proteins in other PPV reference
genomes, 130 genes were predicted in this genome. Table 2
provides an overview of the individual ORFs in the HL953
genome and their amino acid (aa) identity to available
reference genome sequences. ORFs are numbered accord-
ing to the original numbering introduced by Delhon et al.
(2004) to allow comparisons with other PPV genomes
available through GenBank.

All of the 88 conserved genes that constitute the minimal
essential chordopoxvirus genome backbone could be
identified in the HL953 genome sequence. The same is
true for a set of 12 genes (001/134, 005, 012, 012.5, 013,
024, 073, 113, 115, 124, 125, 006/132) that have been
shown to be present in all PPV genomes but not in other
chordopoxviruses sequenced to date. Of these, only the
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Table 1. PCR results and features of tonsil swabs testing positive for PPV genome presence by pan-PPV real-time PCR

Designation Year of sampling Bavarian county Age PCR results
Pan-PPV PCR  Pox high-GC PCR

D078 2011 Miesbach >2 years ct 36.34 +
F345 2012 Oberallgdu 1-2 years ct 33.62 +
F575 2012 Bad Tolz-Wolfratshausen 5-7 years ct 33.97 -
HL953 2012 Oberallgiu Calf ct 37.03 +
F1130 2012 Oberallgiu 3 years ct 33.47 +
F1134 2012 Oberallgiu Calf ct 36.26 +
F1392 2013 Oberallgiu Calf ct 37.01 =
F1396 2013 Oberallgiu 8 years ct 39.84 -
F1440 2013 Oberallgiu 1-2 years ct 38.27 =
F1441 2013 Oberallgiu Calf ct 36.10 +
F1575 2013 Traunstein 1-2 years ct 35.56 +
F1753 2013 Oberallgiu 3 years ct 34.46 -
F1755 2013 Oberallgiu 1-3 years ct 36.95 +
F2020 2013 Oberallgidu 1-3 years ct 38.22 =

HL953 ORF 001/134 could not be resolved by next
generation sequencing and thus its presence remains
unclear.

It is of particular note that 26.8 % of all deduced HL953
proteins were found to be (at least 4 aa) larger than the
corresponding protein in all PPV reference genomes
available for comparison (see Table 2). This applies
especially to ORF 007, encoding a deoxyuridine triphos-
phatase (dUTPase) that presumably consists of 499 aa in
the HL953 genome and hence appears to be more than
three times larger than every other described parapoxviral
dUTPase (Cottone et al, 2002; Delhon et al, 2004;
Hautaniemi et al., 2010).

Sequence homologies to defined BPSV, ORFV and PCPV
proteins were remarkably low (Table 2): only 38.6 % of the
predicted proteins showed an aa identity of 80 % or higher
when compared with the corresponding reference proteins.
In 81 ORFs (63.8%), the highest aa identity rates were
found within the BPSV AR02 genome, indicating a
comparatively close relationship of HL953 to this species.
ORFV 1A82 showed the highest aa identity in 14 ORFs
(11.0 %), ORFV SA00 in 15 ORFs (11.8 %), PCPV F00.120R
in 12 ORFs (9.4 %) and PCPV VR634 in 16 ORFs (12.6 %).
In some cases, two or more reference PPV ORFs showed
equal (highest) aa identities with the corresponding HL953
ORFE.

Comparative whole-genome analysis also revealed the pres-
ence of two BPSV-specific ANK proteins, encoded by ORF
003 and ORF 004, whereas ORF 118, so far only described in
ORFV, was absent. Major contiguous gene deletions — as
demonstrated for the PCPV genomes F00.120R (ORFs 116—
121) and VR634 (ORFs 118-120) — could not be determined
within the analysed HL953 sequence, even though the
ORFV-specific ORF 118 and in addition ORF 119 (function
unknown) are not present either. HL953 contains all of the
known or putative virulence-factor-encoding genes: several

ankyrin-like repeat (ANK)/F-box protein genes (ORFs 003,
004, 008, 123, 126, 129), the interferon-resistance protein
gene (ORF 020), the chemokine-binding protein gene (ORF
112), the GM-CSF inhibitory factor gene (ORF 117), the
viral interleukin-10 gene (ORF 127) and the viral vascular
endothelial growth factor gene (VWEGF, ORF 132). The
VVEGF-encoding gene is unique to PPV genomes but has
also been shown to be non-essential (Rziha et al, 2000).
Therefore, the existence and sequence peculiarity of HL953
VVEGF were of special interest. In Fig. 1, sequence align-
ments of the deduced vVEGF aa sequences of twelve PPVs of
different species are demonstrated. Despite the known
hyper-variability of the VWEGF gene, HL953 shows high
sequence homologies to other PPVs originating from red
deer. Strikingly, the vVEGF aa sequences of HL953 and the
Italian PVNZ 256/08 are 100 % identical. This is in contrast
to the VVEGF aa identities between HL953 and other PPV
species, ranging from 31 to 50 %. Similar results were found
by Ueda et al. (2007) for PVNZ RD86, which shows 37-54 %
aa identity to VVEGFs encoded by ORFV, PCPV and BPSV.

Phylogenetic analysis. To clarify the genetic relationship
between HL953 and available PPV reference genomes,
molecular phylogenetic analysis using the maximum-
likelihood method was applied. The resulting phylogenetic
tree (Fig. 2a) based on concatenated protein sequence
data of HL953 and seven PPV reference genomes revealed
four distinct clusters, three of them representing the PPV
species ORFV, BPSV and PCPV, whereas HL953 is arranged
on a separate branch. It becomes evident that HL953 is
genetically more closely related to BPSV AR02 than to any
other of the ORFV or PCPV species members, but cannot be
allocated to the BPSV species.

The phylogenetic analysis with other poxviruses (Fig. 2b)
reveals a relatively close relationship of HL953 to other
G + C-rich poxviruses, e.g. squirrelpox virus.
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Fig. 1. Amino acid alignment of the WWEGF sequences of twelve PPVs. GenBank accession numbers for VWEGF reference
sequences: PVNZ 256/08, ADQ42314.1; PVNZ 168/09, ADQ42313.1; PVNZ 348/09, ADQ42315.1; PVNZ RD86,
ABI96953.1; BPSV AR02, AAR98363.1; ORFV SA00, AAR98357.1; ORFV IA82, AAR98227.1; ORFV NZ2, ABA00650.1;
ORFV B029, AHH34315.1; PCPV VR634, ADC54031.1; PCPV F00.120R, ADC53897.1. PPVs originating from red deer are
shown in bold. Dots indicate identical and lines indicate missing aas in comparison with the leader sequence given by HL953.
Amino acid residues that are identical in all species are highlighted in grey. Alignment was performed with CLUSTAL w

(Thompson et al., 1994).

Restriction endonuclease digestion of DNA. The
fragments of Kpnl restriction endonuclease digestion of
HL953 DNA flanked by the DNA fragment patterns of
ORFV Orfll and D1701-B, BPSV V660 and PCPV B021
are shown in Fig. 3. Fragment patterns obtained from
HL953 DNA obviously do not resemble any of the patterns
generated by Kpnl treatment of DNA from ORFV, BPSV or
PCPV. Thus, the genetic distance of HL953 from other
PPV species is additionally supported by RFLP generated
by an enzyme that yields a high number of fragments
owing to its GC-rich palindrome.

Reactivity of monoclonal antibodies against Orf virus
with HL953. Testing of six PPV-specific mAbs in immune-
peroxidase staining of HL953-infected cells revealed
reactivity for mAbs 1D9, 8D7 and 10E6, whereas no
reactivity was detected with mAbs 2E5, 6E8 and 11D7

(Housawi et al., 1998). Table 3 provides an overview of the
reactivity of the mAbs tested with various PPVs in this
study compared with previous results from Housawi et al.
(1998). According to the reactivity of HL953 with the
indicated mAbs in infected permissive cells, a relationship
to the BPSV representative V660 is more likely than to
ORFV and PCPV.

Western blotting. Western blot experiments were
performed using PPVs of every species purified from
infected bovine oesophagus (KOP) cell supernatants.
Initially, mAb 6E8 was tested against PPV proteins of
ORFV D1701-A, PCPV B021, BPSV V660 and PPV HL953.
Monoclonal antibody 6E8 recognized a protein of about
39 kDa in D1701-A and B021, but it failed to detect any
virus protein in V660 and HL953 (Fig. S1, available in the
online Supplementary Material).
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Fig. 2. Phylogenetic tree reconstructed from (a) concatenated aa sequences of 125 proteins of PPV HL953 (KM502564),

ORFV (IA82, AY38626; SA00, AY386264.1; NZ2, DQ184476; B029, KF837136), PCPV (F00.120R, GQ329669; VR634,

GQ329670.1) and BPSV (AR02, AY386265.1) and (b) concatenated aa sequences of 16 conserved poxvirus proteins of PPV
HL953, ORFV 1A82, SA00, NZ2 and B029, PCPV F00.120R and VR634, BPSV ARO2 and other poxviruses: crocodilepox
virus (CRV, DQ356948), fowlpox virus (FPV, AF198100), molluscum contagiosum virus (MCV, U60315), myxoma virus (MYX,
AF170726), squirrelpox virus (SQPV, HE601899), vaccinia virus Copenhagen (VV-Cop, M35027) and modified vaccinia virus
Ankara (VV-MVA, U94848). Numbers on the branches indicate percentage bootstrap support calculated for 100 replicates.
The scale bar corresponds to 0.05 (a) or 0.1 (b) aa substitutions per site. Evolutionary analyses were conducted in MEGAG
(Tamura et al., 2013) using the maximum-likelihood method based on the JTT matrix-based model.
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Fig. 3. Restriction fragments after Kpnl DNA cleavage of ORFV
Orf11 (lane a), D1701-B (lane b), BPSV V660 (lane c), PCPV
B021 (lane d) and PPV HL953 (lane e).

When using serum from an Orf virus-hyper-immunized
rabbit, prominent protein bands at ~39-40, ~56 and
~60 kDa were marked in all samples. It is well known
though, that reactivity of polyclonal serum Abs with
proteins of different PPV species cannot be used for virus
species differentiation. Thus, the protein-marking pattern
of HL953 with rabbit serum antibodies also did not show a
species-differentiating reactivity. Negative control sera
from two non-infected rabbits did not show a detectable
reaction (Fig. S2).

DISCUSSION

In this study we present next generation sequencing data
and further molecular and serological analyses of a
European red deer PPV isolate from Germany.

To date, only one PPV found in red deer (RD86) has been
isolated in cell culture (Robinson & Mercer, 1995).
However, only virus propagation in cell culture allows
production and purification of sufficient PPV as well as
high quality DNA thereof. The successful isolation of PPV

HL953 from the tonsil swab of a red deer allowed the
extracted viral DNA to be used for next generation
sequencing and enabled us to gain a genome-wide insight
into the molecular features of the analysed DNA. On the
other hand, cell culture passages and adaptation of PPV to
growth in cell lines can lead to substantial changes in the
genome, as shown for the highly attenuated ORFV strain
D1701-B (Cottone et al., 1998). Recently, it was demon-
strated that after seven cell culture passages larger deletions
within the PPV genome can have already occurred
(Hautaniemi et al, 2011). Based on this information, virus
passages for the present study were limited to a maximum
of five.

The HL953 genome sequence revealed typical PPV genome
features. At the same time, electron microscopic examina-
tion showed characteristic PPV particles displaying the
distinct ‘ball of wool’ morphology. Thus, HL953 can
conclusively be assigned to the genus Parapoxvirus. The fact
that about a quarter of all HL953 ORFs were found to be
larger than the corresponding ORFs in the reference PPV
genome sequences may be indicative of the plasticity of
PPV genomes. The most striking difference in size was
found for HL953 ORF 007 (dUTPase). A literature search
revealed that even other large DNA viruses, like herpes-
viruses, are not equipped with a dUTPase of this size (e.g.
Epstein—Barr virus type 2 dUTPase: 278 aa). The unusual
size of ORF 007 in the HL953 genome sequence is the
result of a missing stop codon, possibly due to a reading-
frameshift mutation. While the initial part of ORF 007
shows homologies to other dUTPase genes, no homologies
— on the nucleotide or aa level — to parapoxvirus genes can
be found for the remaining two-thirds of ORF 007. For this
reason, however, it must be expected that HL953 does not
encode a functional dUTPase.

So far only a limited amount of (partial) sequence
information for single genes of PPV from red deer or
PVNZ is available for comparison. Concerning virulence
genes, the VWEGF gene sequences of four PPVs originating
from red deer are available: PVNZ RD86 from New
Zealand (Robinson & Mercer, 1995) and PVNZ 256/08,
348/08 and 168/09 from Italy (Scagliarini et al., 2011).
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a specific
proliferation-promoting protein that acts on endothelial
cells. In PPVs it is assumed to be an orthologue of the
mammalian VEGF-A (=VEGF) and has been detected in
all established species of the Parapoxvirus (Delhon et al.,
2004; Lyttle et al., 1994; Mercer et al, 2006; Ueda et al.,
2003, 2007). A remarkable feature of the vVEGF is the
exceptional high sequence variation at the inter- and intra-
species level. For example, the VWEGF sequences of 1A82
and SA00, isolates of the same species (ORFV), share
as little as 38% aa identity (Delhon et al, 2004).
Extraordinarily high sequence homologies between HL953
and the four PVNZ vVEGF sequences deposited in
GenBank, however, indicate that HL953 and the PVNZ
strains from New Zealand and Italy are members of the same
species. Even though comparative whole-genome sequence
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Table 3. Reactivity of six monoclonal antibodies generated against ORFV with proteins of different PPV species. Results from this
study are highlighted in grey; all other results originate from Housawi et al. (1998)

mAb BPSV ORFV Human Human Red Seal Squirrel
PPV PPV deer PPV PPV
(ORFV) (PCPV) PPV

V660 B177 D1701-A D1701-B B015 Nz2 Orf 11 B029 B074 HL953
1D9 + NT = +* NT + + NT + i - -
2E5 = NI NT = NT + + NT + — o &=
6E8 — = = + _ + + = =+ == = =
8D7 + NT NT + NT + + NT + aF + -
10E6 &+ NT NT + NT + + NT + a + =
11D7 - NT NT - NT + + NT + =

NT, Not tested.
*Negative result in Housawi et al. (1998).

analyses are required to ultimately confirm this presump-
tion, we were able to show by a phylogenetic analysis based
on 125 genes that HL953 is to be allocated to a species
separate from ORFV, BPSV and PCPV. This is further
confirmed by the results from RFLP analysis with Kpnl.
Reactivity of HL953 proteins with PPV-specific mAbs points
to a closer relationship between HL953 and BPSV (Table 3),
asis also indicated by the phylogenetic analysis (Fig. 2). It can
be concluded that PPV of red deer in fact forms a unique species
within the PPV genus and that HL953 is a representative of this
species. The extraordinary length of ORFs in the HL953
genome will be the subject of further research.

Out of 1764 tonsil swabs from hunted Alpine red deer, 14
(0.79 %) tested positive for PPV genome presence by PCR.
Affected animals appeared to be healthy and did not show
any lesions on their muzzle, head or antlers. This is in
contrast to previous reports on diseased red deer showing
mild to severe lesions or that even involved fatal clinical
outcomes (Horner et al., 1987; Robinson & Mercer, 1995;
Scagliarini et al., 2011). By demonstrating the presence of
PPV in tonsil swabs of red deer without any clinical signs,
the subclinical persistence of PPV in red deer became
evident. Virus persistence has already been assumed for
BPSV, where typical BPSV lesions were detected in two
formerly symptom-free calves 4 weeks after they had been
brought to an A3 facility (Dal Pozzo et al., 2011). It can be
hypothesized that persistent PPV infections (in wild
ruminants and other hosts) with periodical virus shedding
and lesion manifestation facilitate virus survival and spread
under promoting conditions.

It has not yet been clarified if natural transmission of
PVNZ to domestic animals is possible, but inoculation of
the virus into ORFV-susceptible sheep led to the formation
of mild lesions (Robinson & Mercer, 1995). In the Alpine
regions, cattle summer pastures are commonly co-inhab-
ited by red deer, allowing for virus transmission from
wild to domestic ruminants. Wild ruminants like reindeer,
musk oxen and chamois have already been proven to be an

animal source of PPV infection in humans (Falk, 1978;
Kitchen et al., 2014). The transmission of PPVs from
cervids to humans has been reported for white-tailed deer
and other deer species (Kuhl et al., 2003; Roess et al., 2010;
Smith et al., 1991). None of these cases, however, involved
the presence of PVNZ; the transmitted virus was found to
be ORFV or PCPV. Although zoonotic human infection
with PVNZ or related red deer PPV has yet to be
demonstrated, virus transmission to humans, e.g. to
hunters handling deer carcasses, should be considered a
potential risk.

METHODS

Parapoxviruses used in this study. The origin and features of all
PPVs included in this study are presented in Table S1. Reference
sequences of AR02, F00.120R, VR634, SA00, IA82 and NZ2 for
sequence and phylogenetic analyses were obtained from GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Sample collection. In the years 2011-2014, a large-scale tuber-
culosis-monitoring programme was executed in hunted red deer in
the Bavarian Alps. Swabs (Sigma-Transwab; Medical Wire &
Equipment) were taken by pathologists from tonsils of 1764 hunted
animals without clinical or macroscopic visible pathological signs at
the time of inspection. In the context of red deer tuberculosis
monitoring, swabs were sent to the laboratory of the Bavarian Health
and Food Safety Authority for further analysis and were stored at
—80 °C when not processed immediately for DNA extraction.

DNA extraction. After an incubation time of 1 h in 500 pl medium
(PBS with Ca and Mg, 1% Gibco antibiotic—antimycotic, 2%
Fungizone antimycotic and 0.3 % gentamicin), swabs were squeezed
out and 50 pl of the resulting suspension was subsequently used for
pooled DNA extraction (each pool comprising four samples) with a
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) following the manufacturer’s
instructions.

PCR

Pox high-GC-PCR and pan-PPV-PCR. The presence of poxviral and
parapoxviral DNA respectively was verified by two PCR assays.

http://virsgmjournals.org
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Pooled samples (n=4) were screened for PPV genome presence by a
pan-PPV real-time PCR, targeting a 95 bp fragment of the B2L gene
(Nitsche et al., 2006). If tested positive for PPV genome presence, the
relevant pool was resolved by using each sample separately as a
template in a second pan-PPV-PCR run.

Extracted DNA of swabs yielding a positive result in the pan-PPV-
PCR was subsequently analysed by the pox high-GC PCR assay, which
was designed to amplify high-GC content poxviruses (Li et al., 2010).

Verification of potential tuberculosis co-infections. In order to
clarify a potential co-occurrence of PPV and mycobacteria of the
Mycobacterium tuberculosis complex, extracted DNA was additionally
tested for the presence of mycobacterial DNA following a protocol
of the National Veterinary Reference Laboratory for Tuberculosis
(Federal Research Institute for Animal Health, Jena, Germany)
(Federal Research Institute for Animal Health, 2014).

PPV isolate HL953. PPV HL953 was isolated from a tonsil swab of a
red deer calf (Cervus elaphus) hunted in Oberallgdu, Bavaria, Germany
in January 2013. The animal was apparently healthy and PPV lesions
could not be observed.

Propagation in cell culture. Virus-containing medium (see above:
DNA extraction), free of bacterial contamination, was inoculated
in primary BVDV- and mycoplasma-free KOP cells (cell culture
collection, Friedrich-Loeffler-Institute, Riems, Germany). When
cytopathic effects became visible under the light microscope, the
infected cell cultures were incubated for 7 days until complete cell
destruction had occurred. Once virus isolation had succeeded, cell
culture passages were continued up to a maximum of five.

Virus concentration and viral DNA extraction. The debris-cleared
supernatants of infected cell cultures showing complete cytopathic
effects were ultracentrifuged at 50000 g for 2.5 h in an Optima L90K
centrifuge (Beckmann Coulter). The supernatant was checked for PPV
particles by transmission electron microscopy (JEM-1400; JEOL), using
negative staining with 1% aqueous uranyl acetate.

Viral DNA was subsequently extracted from 2 ml of resuspended
pellet of the fifth cell culture passage virus using a Puregene Blood
Core kit A (Qiagen) as specified by the manufacturer.

Next generation sequencing. Whole-genome sequencing libraries
were prepared as small insert (300-700 bp) paired-end libraries and
as long-jumping mate-pair libraries (insert sizes from 1.5 to 8 kb).
The paired-end libraries were prepared from 1 ng genomic DNA by a
tagmentation method (NexteraXT library prep kit; Illumina)
following the manufacturer’s protocol. The bar-coded library
was sequenced on a fraction of a 2 x 250 bp MiSeq Run, yielding
approximately 250 000 read pairs. Long-jumping mate-pair libraries
were prepared from 1 ng genomic DNA using the Nextera Mate-pair
kit from Illumina. Briefly, large adaptor-ligated fragments were
generated by tagmentation, circularized, exonuclease-digested to
enrich for circularized DNA, sonicated to small fragments and then
adaptor-ligated and amplified to obtain the finalized library. The bar-
coded library was sequenced on a fraction of a 2 x 150 bp Rapid Run
on a HiSeq1500 yielding approximately four Mio pairs containing the
junction adaptor. Paired-end and mate-pair reads were assembled
with VELVET by running the VelvetOptimizer routine in Galaxy
(Goecks et al., 2010). The contigs were aligned to related PPV
genomes to identify possible gaps. From the borders of putative gaps,
primer sequences were derived and gap-spanning PCR products were
generated. Sanger sequences from these amplicons were used for
manual gap-closing.

The assembled genome sequence of HL953 has been deposited in
GenBank under accession no. KM502564.

Sequence analysis. Illumina read pairs and the Sanger sequences
were aligned to the draft genome of HL953 with Bwa (Li & Durbin,
2009) and inspected on the Integrative Genomic Viewer, a high-
performance visualization tool for interactive exploration of large,
integrated genomic datasets (Robinson et al., 2011).

The Genome Annotation Transfer Utility (Gatu) (Tcherepanov et al.,
2006) was used to identify and determine ORFs putatively encoding
genes within the HL953 genome. Potential ORFs not covered by Gatu
were manually checked by using BLASTP, provided by the National
Center for Biotechnology Information (NCBI; https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome).

VEGF gene sequences of different PPV species available through
GenBank and of HL953 were aligned at both nt and aa levels with
cLUsTAL W (Thompson et al., 1994).

Phylogenetic analysis. Predicted protein sequences of HL953 and
protein sequence data of representatives of ORFV, BPSV and
PCPV were used to determine phylogenetic relationships within the
PPV genus. For this purpose, a maximum-likelihood tree was
reconstructed based on concatenated data of those proteins present
in all analysed PPV genomes, namely ORF 009-115 (excluding ORF
073.5), ORF 122-126 and ORF 129-132/006. Analyses were performed
with MEGA 6.0 software (Tamura et al., 2013), using the Jones-Taylor—
Thornton model for aa substitutions. The result was verified by
bootstrap analysis of 100 replicates.

To visualize the relationship of HL953 to other poxviruses, an
additional phylogenetic analysis, using 16 conserved poxvirus
proteins, was conducted. This set of proteins has already been used
by Gubser et al. (2004) to compare chordopoxviruses and includes
important proteins of the transcription and replication machinery
and structural components: vaccinia virus Copenhagen E9L, E9L, I7L,
I8R, GIR, J3R, J6R, H2R, H4L, H6R, DIR, D5R, D6R, D13L, A7L,
Al6L and A24R (D11L could not be identified in the squirrelpox virus
and thus was not included in the analysis). Poxviruses selected for this
analysis were crocodilepox virus, fowlpox virus, molluscum con-
tagiosum virus, myxoma virus, squirrelpox virus, vaccinia virus
Copenhagen and modified vaccinia virus Ankara. The maximum-
likelihood tree was generated as described above.

Restriction endonuclease digestion of DNA. One microgram of
DNA of HL953 and at least one member of every other PPV species
(Orf 11 and D1701-B (ORFV), V660 (BPSV) and B021 (PCPV)) was
used for comparative restriction endonuclease digestion with Kpnl
(Thermo Fisher Scientific). Restriction enzyme cleavage was
performed according to the instructions of the manufacturer, and
the resulting DNA restriction fragments were separated by agarose gel
electrophoresis on an ethidium bromide-stained 0.5 % agarose gel for
3hat60V.

Reactivity of monoclonal antibodies against Orf virus with HL953. A
set of six mouse mAbs (kindly provided by Peter Nettleton, Moredun
Research Institute, Edinburgh, UK) was tested for its reactivity with
HL953:1D9, 2E5, 6E8, 8D7, 10E6 and 11D7 (Housawi et al., 1998).
Monoclonal antibody 6E8 was also tested with BPSV V660 and B177,
ORFV D1701, B015 and B029, and the reactivity of mAb 1D9 with
D1701 and of mAbs 8D7 and 11D7 with V660 was determined.

For the indirect immunoperoxidase assay, KOP cells were simulta-
neously inoculated with PPV (100 pl per well) in a 6-well plate and
incubated for 3-4 days (37 °C, 5% CO,) until cytopathic effect was
visible. After discarding the cell supernatants and washing [washing
solution (ws) I] the cell culture plate three times, cells were fixed in
ethanol/methanol (3:1) for 20 min at 4 °C. The plate was washed (ws
I) again. The relevant mouse monoclonal antibody (1:500 in PBS
with 2% horse serum) was applied, followed by an incubation of 1 h
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at 37 °C in a humidity chamber and washing (ws IT) of the plate (three
times). This procedure was repeated using a horseradish-labelled rabbit
anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories) (1:500) as
secondary antibody. The cells in the plates were covered with the
substrate (Vector VIP substrate; Vector Laboratories), incubated for
15-20 min in the dark at room temperature, washed (ws I), and
examined under a light microscope (CKX41; Olympus). All washing
steps were conducted with ws T [Aqua bidest: ws IT (2: 1)] or ws IT (PBS
with 0.1 % Tween 20).

Western blotting. PPVs for Western blot analysis (HL953, D1701-A,
B021, V660) were grown in KOP cells up to a maximum of five passages
and subsequently purified by ultracentrifugation through a sucrose
cushion. Protein quantification was carried out with the BCA Protein
Macro Assay kit (SERVA Electrophoresis), a bicinchoninic acid-based
protein assay method. Viral proteins (5-6 pg) were resolved by SDS-
PAGE under denaturing and reducing conditions using a 12 % NuPage
Novex Bistris Mini Gel of the NuPAGE electrophoresis system (Life
Technologies, Invitrogen). Proteins were transferred to a 0.45 pm
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane with a Pierce Fast-Semi-
Dry Blotter (Pierce Biotechnology) and the PVDF membrane was
subsequently blocked overnight with Tris-buffered saline containing
0.05% Tween 20, 20% FBS and 2% BSA. Monoclonal antibody 6E8
(Santa Cruz Biotechnology), which has been shown to react with the
39 kDa immunodominant envelope protein in ORFV (Housawi et al.,
1998), and serum from an ORFV hyper-immunized rabbit (kindly
provided by C.-P. Czerny, Faculty of Agricultural Sciences, Institute of
Veterinary Medicine, Georg-August University, Gottingen, Germany)
were used as primary antibodies. Membranes were finally probed with
horseradish-labelled rabbit anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) or goat anti-rabbit IgG (Promega) followed by ECL
chemiluminescent substrate (Life Technologies, Invitrogen). The
resulting protein bands of the blots were visualized with a Fusion FX
Imaging System (Vilber Lourmat).

ACKNOWLEDGEMENTS

Parts of this project were funded by the Bavarian State Ministry of the
Environment and Consumer Protection (grant no. 11-39). We thank
S. Gellert for excellent technical support and M. Miiller for qualified
pathological examination and sampling of tonsil swabs from hunted
red deer.

REFERENCES

Abu Elzein, E. M. & Housawi, F. M. (1997). Severe long-lasting
contagious ecthyma infection in a goat’s kid. Zentralbl Veterinarmed B
44, 561-564.

Becher, P., Kénig, M., Miiller, G., Siebert, U. & Thiel, H.-J. (2002).
Characterization of sealpox virus, a separate member of the
parapoxviruses. Arch Virol 147, 1133-1140.

Cottone, R, Biittner, M., Bauer, B., Henkel, M., Hettich, E. & Rziha,
H. J. (1998). Analysis of genomic rearrangement and subsequent gene
deletion of the attenuated Orf virus strain D1701. Virus Res 56, 53—67.

Cottone, R, Biittner, M., Mclnnes, C. J., Wood, A. R. & Rziha, H.-J.
(2002). Orf virus encodes a functional dUTPase gene. | Gen Virol 83,
1043-1048.

Dal Pozzo, F., Martinelle, L., Gallina, L., Mast, J., Sarradin, P., Thiry,
E.,, Scagliarini, A, Biittner, M. & Saegerman, C. (2011). Original
findings associated with two cases of bovine papular stomatitis. J Clin
Microbiol 49, 4397-4400.

Delhon, G., Tulman, E. R, Afonso, C. L, Lu, Z, de la Concha-
Bermejillo, A., Lehmkuhl, H. D., Piccone, M. E., Kutish, G. F. & Rock,

D. L. (2004). Genomes of the parapoxviruses Orf virus and bovine
papular stomatitis virus. J Virol 78, 168-177.

Falk, E. S. (1978). Parapoxvirus infections of reindeer and musk ox
associated with unusual human infections. Br | Dermatol 99, 647—654.

Federal Research Institute for Animal Health (2014). Official
collection of methods for the sampling and investigation of materials
of animal origin for notifiable animal diseases. Method Collection
2014, 438-458.

Goecks, J., Nekrutenko, A, Taylor, J. & Galaxy Team (2010). Galaxy:
a comprehensive approach for supporting accessible, reproducible,
and transparent computational research in the life sciences. Genome
Biol 11, R86.

Gubser, C., Hué, S, Kellam, P. & Smith, G. L. (2004). Poxvirus
genomes: a phylogenetic analysis. | Gen Virol 85, 105-117.

Guo, J., Zhang, Z., Edwards, J. F., Ermel, R. W,, Taylor, C., Jr & de la
Concha-Bermejillo, A. (2003). Characterization of a North American
orf virus isolated from a goat with persistent, proliferative dermatitis.
Virus Res 93, 169-179.

Hautaniemi, M., Ueda, N., Tuimala, J., Mercer, A. A, Lahdenper3, J. &
Mclnnes, C. J.(2010). The genome of pseudocowpoxvirus: comparison
of a reindeer isolate and a reference strain. J Gen Virol 91, 1560-1576.

Hautaniemi, M., Vaccari, F.,, Scacliarini, A, Laaksonen, S,
Huovilainen, A. & Mclnnes, C. J. (2011). Analysis of deletion within
the reindeer pseudocowpoxvirus genome. Virus Res 160, 326-332.

Hicks, B. D. & Worthy, G. A. (1987). Sealpox in captive grey seals
(Halichoerus grypus) and their handlers. J Wildl Dis 23, 1-6.

Horner, G. W., Robinson, A. J., Hunter, R, Cox, B. T. & Smith, R.
(1987). Parapoxvirus infections in New Zealand farmed red deer
(Cervus elaphus). N Z Vet ] 35, 41-45.

Housawi, F. M., Roberts, G. M., Gilray, J. A, Pow, I, Reid, H. W.,,
Nettleton, P. F., Sumption, K. J., Hibma, M. H. & Mercer, A. A. (1998).
The reactivity of monoclonal antibodies against orf virus with other
parapoxviruses and the identification of a 39 kDa immunodominant
protein. Arch Virol 143, 2289-2303.

Inoshima, Y., Nakane, T. & Sentsui, H. (2009). Severe dermatitis on
cattle teats caused by bovine papular stomatitis virus. Vet Rec 164,
311-312.

Kitchen, M., Miiller, H., Zobl, A., Windisch, A., Romani, N. & Huemer,
H. (2014). Orf virus infection in a hunter in Western Austria,
presumably transmitted by game. Acta Derm Venereol 94, 212-214.
Kuhl, J. T., Huerter, C. J. & Hashish, H. (2003). A case of human Orf
contracted from a deer. Cutis 71, 288-290.

Leonard, D., Otter, A., Everest, D., Wood, A., Mclnnes, C. & Schock,
A. (2009). Unusual bovine papular stomatitis virus infection in a
British dairy cow. Vet Rec 164, 65.

Li, H. & Durbin, R. (2009). Fast and accurate short read alignment
with Burrows—Wheeler transform. Bioinformatics 25, 1754-1760.

Li, Y., Meyer, H., Zhao, H. & Damon, I. K. (2010). GC content-based
pan-pox universal PCR assays for poxvirus detection. J Clin Microbiol
48, 268-276.

Lyttle, D. J,, Fraser, K. M., Fleming, S. B., Mercer, A. A. & Robinson,
A. J. (1994). Homologs of vascular endothelial growth factor are
encoded by the poxvirus Orf virus. J Virol 68, 84-92.

Mercer, A. A, Ueda, N., Friederichs, S.-M., Hofmann, K., Fraser, K. M.,
Bateman, T. & Fleming, S. B. (2006). Comparative analysis of
genome sequences of three isolates of Orf virus reveals unexpected
sequence variation. Virus Res 116, 146—158.

Nitsche, A, Biittner, M., Wilhelm, S., Pauli, G. & Meyer, H. (2006).
Real-time PCR detection of parapoxvirus DNA. Clin Chem 52, 316—
319.

http://virsgmjournals.org

1461



1 PUBLIKATIONEN

79

S. Friederichs and others

Robinson, A. J. & Mercer, A. A. (1995). Parapoxvirus of red deer:
evidence for its inclusion as a new member in the genus parapoxvirus.
Virology 208, 812-815.

Robinson, J. T., Thorvaldsdéttir, H., Winckler, W., Guttman, M.,
Lander, E. S., Getz, G. & Mesirov, J. P. (2011). Integrative genomics
viewer. Nat Biotechnol 29, 24-26.

Roess, A. A, Galan, A, Kitces, E., Li, Y., Zhao, H., Paddock, C. D.,
Adem, P., Goldsmith, C. S., Miller, D. & other authors (2010). Novel
deer-associated parapoxvirus infection in deer hunters. N Engl ] Med
363, 2621-2627.

Roess, A. A, Levine, R. S, Barth, L., Monroe, B. P, Carroll, D. S, Damon,
I. K. & Reynolds, M. G. (2011). Sealpox virus in marine mammal
rehabilitation facilities, North America, 2007-2009. Emerg Infect Dis 17.
Roess, A. A, McCollum, A. M., Gruszynski, K., Zhao, H., Davidson,
W, Lafon, N., Engelmeyer, T., Moyer, B., Godfrey, C. & other authors
(2013). Surveillance of parapoxvirus among ruminants in Virginia
and Connecticut. Zoonoses Public Health 60, 543-548.

Rziha, H.-J,, Henkel, M., Cottone, R.,, Bauer, B., Auge, U., Gotz, F.,
Pfaff, E., Réttgen, M., Dehio, C. & Biittner, M. (2000). Generation of
recombinant parapoxviruses: non-essential genes suitable for inser-
tion and expression of foreign genes. | Biotechnol 83, 137-145.
Scagliarini, A., Vaccari, F., Turrini, F., Bianchi, A.,, Cordioli, P. &
Lavazza, A. (2011). Parapoxvirus infections of red deer, Italy. Emerg
Infect Dis 17, 684—687.

Smith, K. J., Skelton, H. G,, Ill, James, W. D. & Lupton, G. P. (1991).
Parapoxvirus infections acquired after exposure to wildlife. Arch
Dermatol 127, 79-82.

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S. (2013).
MEGA6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Mol
Biol Evol 30, 2725-2729.

Tcherepanov, V., Ehlers, A. & Upton, C. (2006). Genome Annotation
Transfer Utility (GATU): rapid annotation of viral genomes using a
closely related reference genome. BMC Genomics 7, 150.

Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994). CLUSTAL W:
improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and
weight matrix choice. Nucleic Acids Res 22, 4673-4680.

Tikkanen, M. K, Mclnnes, C. J., Mercer, A. A, Biittner, M., Tuimala, J.,
Hirveld-Koski, V., Neuvonen, E. & Huovilainen, A. (2004). Recent
isolates of parapoxvirus of Finnish reindeer (Rangifer tarandus
tarandus) are closely related to bovine pseudocowpox virus. J Gen
Virol 85, 1413-1418.

Tryland, M., Klein, J., Nordey, E. S. & Blix, A. S. (2005). Isolation and
partial characterization of a parapoxvirus isolated from a skin lesion
of a Weddell seal. Virus Res 108, 83—87.

Ueda, N., Wise, L. M,, Stacker, S. A, Fleming, S. B. & Mercer, A. A.
(2003). Pseudocowpox virus encodes a homolog of vascular
endothelial growth factor. Virology 305, 298-309.

Ueda, N., Inder, M. K., Wise, L. M., Fleming, S. B. & Mercer, A. A.
(2007). Parapoxvirus of red deer in New Zealand encodes a variant of
viral vascular endothelial growth factor. Virus Res 124, 50-58.
Upton, C,, Slack, S., Hunter, A. L., Ehlers, A. & Roper, R. L. (2003).
Poxvirus orthologous clusters: toward defining the minimum
essential poxvirus genome. J Virol 77, 7590-7600.

1462

Journal of General Virology 96



80 v DISKUSSION

IV DISKUSSION

1 Parapockenvirus-Nachweis mittels Pan-Parapockenvirus-PCR

1.1.  Detektion unterschiedlicher Parapockenvirusspezies

Als besonders nutzlich zur schnellen und hochsensitiven Detektion aller
Parapockenvirusspezies hat sich die Pan-Parapockenvirus real-time-PCR nach Nitsche
et al. (2005) erwiesen. Sie war in der Lage nicht nur ORFV, PCPV und BPSV sondern
auch PVNZ zuverlassig nachzuweisen und kam aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und
Spezifitdt auch zum Probenscreening der 1764 Tonsillentupfer vom Rotwild zum
Einsatz (Publikation 2). Da allerdings nur ein sehr kleines Fragment von 95 bp
amplifiziert wird, eignet sie sich nicht fiir eine weitergehende Charakterisierung der
erhaltenen PCR-Produkte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zu diesem Zwecke zwei konventionelle
Pan-Parapockenvirus-PCR-Protokolle entwickelt. Bei der Auswahl einer geeigneter
Zielsequenz wurde hierbei Folgendes beachtet: der zu amplifizierende Genort sollte
einerseits so hoch konserviert sein, dass alle Vertreter des Genus erfasst werden,
andererseits aber gleichzeitig Uber eine ausreichende Heterogenitét verfligen, sodass
eine anschlielende phylogenetische Analyse der DNA-Fragmente eine Klare
Speziesdifferenzierung erlaubt. Dazu wurde zundchst das ,,Standard-Gen* (B2L-Gen)
der  Parapockenvirus-Diagnostik ~ gewahlt,  welches ein  Ortholog  des
VACV-Copenhagen-Gens F13L ist. Genprodukt des B2L-Gens ist das
Haupthtll-Protein p42K, das bei allen Parapockenviren ein potentes Antigen ist und im
Wirtsorganismus zu einer starken Antikdrper-Antwort fuhrt (Sullivan et al., 1994). Von
dem insgesamt 1137 bp groBen ORF werden i.d.R. mit Hilfe des PCR-Protokolls nach
Inoshima et al. (2000) nur 554 bp amplifiziert. Da es sich jedoch um ein hoch
konserviertes Gen handelt (vgl. Publikation 1), sollte der Mangel an Heterogenitét durch
eine Erweiterung der Zielsequenz ausgeglichen werden (993 bp mit dem
PPVO011-Primerpaar; Publikation 1). Daneben wurde der ORF 032, Ortholog des VACV
Copenhagen Gens I3L, als zweiter PCR-Amplifikationsbereich ausgewahlt. Fir VACV

ist bekannt, dass es sich bei dem I3L kodierten Protein um ein Core-Protein handelt
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(Chung et al., 2006), das mit hoher Affinitat Einzelstrang-DNA bindet (ss DNA binding
protein) und bereits in der friihen bzw. intermedidren Phase der Infektion exprimiert
wird (Rochester & Traktman, 1998). Dementsprechend geht man davon aus, dass es
eine entscheidende Rolle im viralen Vermehrungszyklus spielt und mdglicherweise
auch in die DNA-Replikation und -Reparatur involviert ist (Rochester & Traktman,
1998). Da die mutmallliche Sequenzvariation dieses Gens zwischen den
Parapockenvirusspezies hoher war, sollte das entsprechende PCR-Protokoll der

verbesserten Speziesdifferenzierung dienen.

Es konnte gezeigt werden, dass beide PCR-Protokolle geeignet waren, alle untersuchten
Parapockenviren (n = 23) der Spezies ORFV, BPSV und PCPV zu detektieren. Das
Virusgenom war dariber hinaus in Proben von Mensch und Wiederk&uer gleich gut

nachweisbar.

Im Rahmen der Publikation 1 wurde fast ausschlieflich in Zellkultur isoliertes
Virusmaterial und daraus extrahierte DNA verwendet. Dies schlie3t jedoch nicht aus,
dass auch direkt aus klinischen Proben (Krusten / Lésionen) gewonnene DNA fir die
vorgestellten PCR-Ansdtze genutzt werden kann. Die bei den PCR-Ansatzen
eingesetzte DNA-Menge (template) war mit durchschnittlich 3-4 ng nur gering und
sollte daher auch ohne vorherige Virusvermehrung aus Probenmaterial gewonnen
werden koénnen. Ferner konnte die zur Verfligung gestellte DNA aus den schottischen
Proben EDI und C404, die ohne Zellkultur-Isolierung direkt aus den Ldsionen

gewonnen wurde, problemlos detektiert werden.

1.2.  Speziesdifferenzierung mittels phylogenetischer Analyse der DNA
aus PCR-Fragmenten

Die Sequenzierung der PCR-Produkte und die anschlieBende Verwendung ihrer
Aminosdure-Sequenz zur Erstellung phylogenetischer Stammb&ume konnte die
Uberlegene Speziesdifferenzierung auf Basis des ORF 032 bestatigen. Die hdhere
inner- und zwischenartliche Sequenzvariation im ORF 032 fuhrte zu einer
differenzierteren  Auftrennungsmaglichkeit der untersuchten  Parapockenviren
(Publikation 1, Fig. 2). Die entwickelten PCR-Protokolle ermdglichen somit zum einen
den allgemeinen Nachweis von Parapockenviren, zum anderen kann die Sequenz des
ORF 032 allein oder in Kombination mit der entsprechenden B2L-Sequenz des Virus

(auch als sog. concatenated sequence) im zweiten Schritt dazu genutzt werden, eine
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schnelle und zuverléssige Spezieszuordnung durchzufuhren. Ob die Verwendung eines
nur 554 bp grofRen Fragments des hoher konservierten B2L-Gens allein ebenso valide

ist, erscheint demgegentber zweifelhaft.

Eine genaue Einordnung des Virus in das taxonomische Gefiige ist aus klinischer Sicht
weitgehend irrelevant, da die Kenntnis der Virusspezies keine therapeutische
Konsequenz hat. Sie ist aber durchaus von wissenschaftlichem Interesse, sodass die
vorgestellte Diagnostikmethode zur Beantwortung epidemiologischer Fragestellungen
herangezogen werden kann, beispielsweise zur Aufkldrung der urséchlichen
Virusspezies einer pustuldren Dermatitis in einem (neuen) Wildtierwirt oder zur
Nachverfolgung mdglicher Ubertragungswege zwischen Haus-, Wildwiederkauern und

dem Menschen.

Es ist nicht auszuschliefen, dass Simultaninfektionen mit Parapockenviren zum
Auftreten von Rekombinanten fiihren konnten. Solche Rekombinationsereignisse
wirden jedoch durch die PCRs nicht erfasst bzw. nicht erkennbar, da insgesamt nur ein
sehr kleiner genomischer Bereich abgedeckt wird (etwa 1,5 % des Gesamtgenoms).
Auch eine eingehende molekulare Charakterisierung der Virusspezies kann letztlich
nicht Gber die Analyse eines oder zweier PCR-Fragmente gelingen, sondern bleibt der

Gesamtgenomsequenzierung vorbehalten.

1.3.  Molekulare Epidemiologie humaner Parapockenvirusinfektionen

Die Parapockenvirusinfektion des Menschen ist im Allgemeinen nur schlecht
charakterisiert. Da Personen mit einem berufsbedingt hoheren Risiko in vielen Féallen
mit der Erkrankung vertraut sind und daher auch ihren komplikationslosen und
selbstlimitierenden Verlauf kennen, unterbleibt ein Arztbesuch hdufig. Dies bedingt,
dass die Inzidenz humaner Félle letztlich unbekannt ist, vermutlich aber hoher liegt als
angenommen (Lederman et al., 2013). Auch wenn medizinischer Rat in Anspruch
genommen wird, ist die Anamnese des Patienten oft schon ausschlaggebend, um die
Diagnose ,,barnyard / farmyard parapoxvirus® (Bauernhof-Parapockenviren) zu stellen
(Shelley & Shelley, 1983). Dieser Sammelbegriff verdeutlicht, dass eine weitere

Differenzierung i.d. R. unterbleibt.

Unter Anwendung des ORF 011- und ORF 032-PCR Protokolls (Publikation 1) konnten

acht humane Parapockenvirus-Isolate erfolgreich einer Virusspezies zugeordnet werden.
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Ein vorberichtlicher Kontakt des Patienten zu Schafen oder zu Rindern stimmte dabei
mit der gefunden Virusspezies, ndmlich ORFV (n = 4) oder PCPV (n = 4), Uberein. Die
phylogenetische Analyse der PCR-Produkte ermdglicht demnach die Ruckverfolgung
zum virusubertragenden Tier, sofern es sich dabei um einen Hauswiederkauer handelt
und legt die Vermutung nahe, dass Parapockenviren ihre genomische Integritat auch
beim Wechsel von einem Wiederkduer- zu einem humanen Wirt wahren. Dass selbiges
auch fur BPSV gilt, lassen andere Berichte annehmen (Holmes et al., 2011; MacNeil et
al., 2010), konnte in dieser Studie aufgrund fehlender humaner BPSV-Fialle jedoch

nicht gezeigt werden.

Auch dann wenn kein Tierkontakt bekannt ist oder das virusiibertragende Tier keine
direkten Schllsse auf die Parapockenvirusspezies zuldsst, wie z. B. bei der Infektion des
Menschen Uber das Rentier (ORFV oder PCPV) (Hautaniemi et al., 2010; Klein &
Tryland, 2005; Tikkanen et al.,, 2004) oder U(ber andere Wirtstiere, deren
Empfanglichkeit fir Parapockenviren sich erst Uberraschend neu zeigt, kann Uber die
Kombination aus PCR und anschliel3ender phylogenetischer Analyse der PCR-Produkte

das &tiologische Agens aufgeklart werden.

Um zu entschlisseln, inwieweit sich das Virus nach einer Ubertragung vom Tier auf
den Menschen genomisch verandert oder stabil bleibt, wurde ein korrespondierendes
Paar zweier Parapockenvirus-Isolate von Schaf und Mensch mittels vergleichender
Gesamtgenomanalyse untersucht. Die Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt
diskutiert.

2 Gesamtgenomanalyse von Parapockenviren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das DNA-Genom dreier Parapockenvirus-Isolate
(B029, BO15 und HL953) mittels NGS nahezu vollstandig sequenziert und anschlieRend
zusammengesetzt. Einzelne Gene wurden manuell oder mit Hilfe eines Software-Tools
(Genome Annotation Transfer Utility, GATU) (Tcherepanov et al., 2006) annotiert und
konnten so fur weiterfihrende vergleichende Analysen verwendet werden. Die
Benennung einzelner Gene erfolgte in Anlehnung an die von Delhon et al. (2004)
eingefiihrte Nomenklatur. In der Genbank sind bereits vollstandige Genom-Sequenzen
der folgenden Virusisolate zu finden: ORFV 1A82 (Schaf) und SAQO (Ziege) (Delhon et
al., 2004), NZ2 (Schaf) (Mercer et al., 2006) und D1701-B (hoch attenuiert nach
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mehreren hundert Zellkulturpassagen) (McGuire et al., 2012), BPSV AR02 (Rind)
(Delhon et al., 2004), PCPV VR634 (Mensch nach Ubertragung vom Rind) und
F00.120R (Rentier) (Hautaniemi et al., 2010). Diese wurden als Referenzsequenzen

herangezogen.

Zur Gesamtgenom-Sequenzierung ist eine Virusisolierung und -vermehrung in
Zellkultur vorteilhaft, da so DNA in ausreichender Menge und Qualitdt gewonnen
werden  kann.  Allerdings ist aufgrund der hohen  Plastizitdt des
Parapockenvirus-Genoms zu beriicksichtigen, dass Mehrfachpassagen in Zellkultur zu
betrachtlichen Veranderungen im Genom filhren konnen (Cottone et al., 1998).
Hautaniemi et al. (2011) konnten zeigen, dass nach nur sieben Passagen bereits grélere
Deletionen zu beobachten sind. Um dieser Erkenntnis Genuge zu tun, wurde die Zahl
der Zellkulturpassagen in der vorliegenden Studie auf ein Maximum von flnf

beschrankt.

Dass die Virusisolate B029, B015 und HL953 dem Genus Parapoxvirus zuzuordnen
sind, wurde zunachst anhand positiver PCR-Ergebnisse in
Parapockenvirus-spezifischen-PCRs und des Nachweises typischer Virionen in der
Elektronenmikroskopie (vgl. Publikation 1 und 2) gezeigt. Diese Einordnung konnte
nach der Gesamtgenomsequenzierung auf DNA-Ebene bestatigt werden: die generierten
Sequenzen weisen einen Parapockenvirus-typischen GC-Gehalt von 64 bzw. 65 % auf,
verfiigen Uber die 88 konservierten, zentralen Kern-Gene, die allen Mitgliedern der
Subfamilie Chordopoxvirinae gemeinsam sind (Gubser, 2004; Mercer et al., 2006;
Upton et al., 2003) sowie dartiber hinaus tber ein Set von 12 Genen (001/134, 005, 012,
012.5, 013, 024, 073, 113, 115, 124, 125, 006/132), die als Parapockenvirus spezifisch
gelten (Hautaniemi et al., 2010).

Wenngleich die Gesamtgenomsequenzierung mittels NGS einzigartige Einblicke in die
Gesamtheit der molekularen Eigenschaften eines Pathogens liefert und
dementsprechend eine wertvolle Methodik darstellt, so ist auch sie nicht frei von
Schwéchen. Der hohe GC-Gehalt der Parapockenviren und das Vorliegen repetitiver
Nukleotidsequenzen koénnen die Sequenzierung erschweren (Kieleczawa, 2006;
Treangen & Salzberg, 2012). So traten insbesondere in der HL953 Genomsequenz
Licken auf, die zundchst noch mittels PCR und anschlielender Sanger-Sequenzierung
der PCR-Produkte geschlossen werden mussten. Die Sequenzierung der terminalen
Haarnadel-Strukturen ist ebenfalls nicht ohne weiteres moglich (Kieleczawa, 2006),
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weshalb die Sequenz der Genomenden der untersuchten Virus-DNAs fehlt. Wie jede
Technologie besitzen auch die verschiedenen NGS-Methoden eine gewisse Fehlerrate
(Henson et al., 2012; Loman et al., 2012). Die wichtigsten Nachteile sind jedoch eine
nur geringe Leseldange (ca. 50-150 bp pro Read) (Treangen & Salzberg, 2012), eine
hohere base call error rate (Ableitung der Basenabfolge von physikalischen Signalen)
und Plattform-spezifische Artefakte (Chen et al., 2014). Erscheint es zunachst noch als
Vorteil, dass pro Durchlauf enorme Datenmengen erzeugt werden, so stellt die
nachfolgende Auswertung eine entscheidende bioinformatische Herausforderung dar,
die ohne speziell ausgebildetes Personal und die entsprechende Hard- und Software

nicht zu bewaéltigen ist.

2.1.  Vergleich eines korrespondierenden ORFV-Paares von Schaf und
Mensch

Bei einem CPD-Ausbruch in Dithmarschen (Schleswig-Holstein) 1996 kam es zur
Virus-Ubertragung von Schaf zu Mensch. Das jeweilige Virus konnte aus
Krustenmaterial (B015, Schaf) bzw. Biopsie-Material (B029, Mensch) angeziichtet und
isoliert werden, sodass dieses einzigartige korrespondierende Viruspaar nach der

Sequenzierung vergleichend analysiert werden konnte.

Abbildung 3 Klinische Ausprédgung der Infektion mit dem Parapockenvirus B015 (Schaf) und B029

(Mensch). Das Schaf diente dabei als Infektionsquelle fir den Besitzer der Schafherde (Fotos: Frau Gisela
Diihrsen).

Unter Verwendung des Genoms des ORFV |A82 als Referenz, konnten in den
DNA-Sequenzen von B015 bzw. B029 122 ORFs identifiziert werden. Dabei erfolgte
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die Definition eines ORF ,manuell“, entsprechend seiner Orientierung, Lage im
Genom, Vorhandensein eines Start-/ Stopcodons und Sequenzhomologien mit
entsprechenden ORFs in der Referenz. Nach Veroffentlichung der Publikation 1
konnten mittels GATU sieben weitere ORFs identifiziert werden, die in Tabelle 2
aufgelistet sind, sodass sich die Zahl der ORFs auf insgesamt 129 erhoht. Der
Genbankeintrag (KF837136) wurde demgemaR aktualisiert.

Eine durchschnittlich 95,8%ige Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz einzelner
ORFs zu der des ORFV 1A82 Referenzgenoms zeigt in Einklang mit PCR-Ergebnissen
und Wirtstierspezies, dass es sich bei den Isolaten um ORFV handelt. Dies wird durch
das Fehlen BPSV-spezifischer Gene (ORF 003 + 004 und ORFV 133) (Delhon et al.,
2004) weiter gestltzt. Gene die der Spezies PCPV oder PVNZ vorbehalten sind, sind
demgegeniber bisher nicht in der Literatur beschrieben.

Das Mapping der BO15-Reads auf das fertiggestellte B029-Genom ermdglichte den
umfassenden Vergleich beider Virusgenomsequenzen. Die Tatsache, dass beide
Sequenzen nahezu vollstandig identisch sind und ferner in allen SNPs (single nucleotide
polymorphisms) und INDELs (Insertionen und Deletionen) gegentiber der Referenz
ubereinstimmen, l&sst den Schluss zu, dass auch nach einem Wechsel der Wirtsspezies
keine gravierenden Anderungen auf Genom-Ebene vorliegen und das Virus B015 somit
tatsachlich seine genomische Stabilitat nach Ubertragung auf den Menschen bewahrt
hat. Ob dies allerdings generell gilt oder es sich hier um einen Einzelfall handelt, bei
dem noch keine Wirtsadaptation stattgefunden hat, bleibt offen. Zusatzlich ist zu
berlicksichtigen, dass Zellkulturisolate untersucht wurden (vgl. Literaturtibersicht Punkt
5.1.1.). Letztlich konnten nur zwei Unterschiede zwischen den Isolaten BO15 und B029
erfasst werden, ein SNP vor ORF 005 und eine Einzelnukleotid-Deletion in der
Genomsequenz von B029 innerhalb des ORF 013. Wahrend der Austausch des
Nukleotids (von G (B015) nach A (B029)) an Position 3404 mit hoher
Wahrscheinlichkeit folgenlos bleibt, da es sich um einen nicht-kodierenden Bereich der
DNA handelt, fihrt der Verlust nur eines Nukleotids in ORF 013 zu einer
Leserasterverschiebung. Dies wiederum bedingt, dass das entsprechende Genprodukt
maoglicherweise funktionslos bleibt. Da jedoch nicht bekannt ist, welche Art von Protein
durch ORF 013 kodiert wird, ist die Einschatzung einer potentiellen biologischen

Konsequenz nicht moglich.
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2.2.  Molekulare Charakterisierung eines Parapockenvirus-lsolates vom
Rotwild aus Deutschland

Aus einem der 1764 untersuchten Rothirsch-Tonsillentupfer konnte erfolgreich ein
Parapockenvirus in Zellkultur isoliert werden (HL953). Erste Hinweise auf die
Virusspezies wurden durch eine RFLP-Analyse mit Kpnl gewonnen. Sie konnte zeigen,
dass das Restriktionsfragment-Profil von HL953 keinem der drei etablierten
Parapockenvirusspezies entsprach und lie?R daher die Vermutung zu, dass
maoglicherweise eine zusatzliche vierte Spezies vorliegt. Immunférbungen und
Westernblot-Analysen sind generell nicht geeignet die Spezieszugehdrigkeit von
Parapockenviren aufzuklaren. Die Reaktivitit von HL953 mit verschiedenen
monoklonalen Antikdrpern (mAbs) deutete jedoch zumindest eine vergleichsweise enge
Verwandtschaft mit BPSV an, die spéater auf Genomebene bestatigt werden konnte.

Die extrahierte HL953-DNA wurde schlieBlich genutzt, um daraus die erste (nahezu
vollstdndige) Genomsequenz eines Parapockenvirus vom Rotwild zu erstellen.
Insgesamt konnten 130 mutmalliche ORFs mit Hilfe von GATU definiert werden.
Auffallig dabei war, dass fast ein Drittel aller HL953-ORFs grofRer war als der
entsprechende ORF jedes Referenzgenoms. Vor dem Hintergrund, dass Deletionen
unidirektionale Ereignisse sind, es also wahrscheinlicher ist, dass ein Virus im Laufe
der Evolution Nukleotide verliert, anstatt in zahlreichen Genen hinzugewinnt, erscheint
es demnach denkbar, dass es sich bei HL953 um ein phylogenetisch vergleichsweise
altes Parapockenvirus handelt. Um dies genauer zu verifizieren sind weitere

Untersuchungen notig.

Offenbar besteht Uberdies ein relativ engeres Verwandtschaftsverhéltnis zwischen
HL953 und der Spezies BPSV; in insgesamt 81 ORFs zeigen sich die groften
Sequenzhomologien zwischen HL953 und der BPSV-Referenz ARO02. Zusétzlich
konnten in der HL953-Genomsequenz zwei vermeintlich BPSV-spezifische
ANK-Protein-Gene (ORF 003 + 004) lokalisiert werden. Der ebenfalls bisher nur in
BPSV beschriebene ORF 133 konnte nicht identifiziert werden, allerdings ist dabei zu
berticksichtigen, dass die HL953-Sequenz jenseits des ORF 132 mittels NGS nicht

erschlossen werden konnte.

Nichtsdestoweniger ist HL953 nicht der Virusspezies BPSV zuzuordnen. Die
phylogenetische Analyse von 125 ORFs, die in allen vollstandig sequenzierten

Parapockenviren gleichermalien zu finden waren, konnte eindeutig zeigen, dass HL953
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im phylogenetischen Stammbaum einen separaten Ast fur sich beansprucht (Publikation
2, Fig. 2). Das Auffinden einer -eigenstdndigen Parapockenvirusspezies bei
neuseelédndischen Rothirschen (PVNZ) (Robinson & Mercer, 1995) legt nahe, dass es
sich bei HL953 um ein Mitglied dieser Spezies handelt. Diese Annahme wird bestarkt
durch die vergleichende Analyse des VWVEGF (vgl. auch Literaturtibersicht Punkt 1.1.3).
Der einzigartige Virulenzfaktor vVEGF, der bereits bei allen Parapockenvirusspezies
nachgewiesen werden konnte (Delhon et al., 2004; Lyttle et al., 1994; Mercer et al.,
2006; Ueda et al.,, 2003, 2007), weist eine auBerordentlich hohe inner- und
zwischenartliche Sequenzvariation auf, sodass die VVEGF-Aminosauresequenz selbst
bei Vertretern der gleichen Virusspezies weit weniger als 50 % Ubereinstimmen kann
(Delhon et al., 2004). Dagegen entspricht die HL953-vVEGF-Sequenz zu 96-100 % der
anderer als PVNZ definierter Parapockenviren und macht die Einordnung von HL953
als PVNZ glaubhaft. Abschlielend geklart werden konnte dies durch einen
umfassenden Vergleich der HL953-Genomsequenz und der eines definierten
PVNZ-Isolates (als Standard gilt das neuseelédndische PVNZ-Isolat RD86). Jedoch steht

bisher keine entsprechende Sequenz in der Genbank zur Verfugung.

Neben dem vVEGF-kodierenden ORF 132 konnten auch Gene aller anderen definierten
und typischen Virulenzfaktoren der Parapockenviren (Delhon et al., 2004; Hautaniemi
et al., 2010; Mercer et al., 2006) bei HL953 nachgewiesen werden (siehe Publikation
2). Wenngleich das Hirschkalb, welches das Virus beherbergte, keine Haut- oder

Schleimhautlésionen zeigte, so beweist dies doch die potentielle Virulenz von HL953.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Gesamtgenomanalyse bestéatigt werden, dass
Rotwild auch in Deutschland Uber eine eigenstandige Parapockenvirusspezies verflgt

und HL953 ein Reprasentant dieser Spezies ist.

3 Phylogenetische Beziehung der vier Parapockenvirusspezies

Unter Verwendung eines Sets aus 16 konservierten Pockenvirus-Proteinen, kann das
Verwandtschaftsverhaltnis der Parapockenviren im Gefuge der Familie Poxviridae
Ubersichtsartig dargestellt werden. Dieses Set, das wichtige Proteine der
Transkriptions- und Replikationsmaschinerie sowie struktureller Komponenten
beinhaltet, wurde bereits in anderen Studien verwendet, um Pockenviren phylogenetisch

zu untersuchen (Gubser, 2004).
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Abbildung 4 Phylogenetischer Stammbaum (maximum likelihood tree) ausgewahlter Pockenviren,
basierend auf einem Set aus 16 konservierten Pockenvirus-Proteinen. Die Gattung der Parapockenviren ist
durch einen griinen Kreis markiert.

Der gezeigte Stammbaum (Abbildung 4) offenbart zunachst die Bildung eines separaten
Clusters durch die Parapockenviren, die demgemal ein eigenes Genus bilden und
bestarkt die Zugehdrigkeit von HL953 zu diesem Cluster. Dartiber hinaus wird ein
besonders nahes Verwandtschaftsverhaltnis der Parapocken zu dem Pockenvirus der
Eichhoérnchen (SQPV) erkennbar. Dieses ebenfalls auffallend GC-reiche Pockenvirus
wird mit dem massenhaften Sterben roter Eichhérnchen (Sciurus vulgaris) nach der
Einfuhr des Grauhornchens (Sciurus carolinensis) im Vereinigten Konigreich in
Verbindung gebracht (Mclnnes, 2006; Mclnnes et al., 2009; Naulty et al., 2013;
Thomas, 2003). Nachdem es zuné&chst als Parapockenvirus klassifiziert wurde (Rushton
et al., 2000; Sainsbury et al., 2000; Tompkins et al., 2002), konnten neuere Studien
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zeigen, dass es sich bei SQPV tatséchlich vielmehr um den Vertreter einer bis dato
unbekannten Gattung innerhalb der Subfamilie Chordopoxvirinae handelt (Thomas,
2003). Auch der vorliegende Stammbaum (Abbildung 4) unterstitzt diese These.
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Abbildung 5 Phylogenetischer Stammbaum (maximum likelihood tree) der Parapockenviren. Zur
Erstellung wurde jeweils die zusammengefligte Aminosduresequenz von 125 ORFs verwendet, die in
allen vollstandig sequenzierten Parapockenvirus-1solaten gleichsam gefunden wurden.

Bei der alleinigen Betrachtung der Gattung Parapoxvirus auf der Basis von 125 Genen
(Abbildung 5), zeigen sich vier unterschiedliche Gruppen, die den vier Virusspezies
entsprechen: ORFV, PCPV, BPSV und dem Parapockenvirus des Rotwildes. Dabei
wird auch hier die vergleichsweise nahe Verwandtschaft zwischen HL953 und der
Spezies BPSV offenbar. Besonders bemerkenswert ist tberdies die Tatsache, dass
PCPV, obwohl es sich mit BPSV dieselbe Wirtspezies (Rind) teilt, offensichtlich eine
sehr viel engere Verwandtschaftsbeziehung zu ORFV (Schaf, Ziege) besitzt.

4 Epidemiologie der Parapockenvirusinfektion beim
deutschen Rotwild

Es wird vielfach angenommen, dass subklinische Parapockenvirusinfektionen fiir das
Infektionsgeschehen eine wichtige Rolle spielen. Dass das Virus in der Lage ist

symptomlos im Wirtsorganismus zu persistieren wurde flir BPSV bereits beschrieben
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(Dal Pozzo et al., 2011), dabei scheint es wéhrend der symptomlosen Phase in
lymphatischem Gewebe beherbergt zu werden (lketani et al., 2002). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte in 0,79 % aller untersuchten Tonsillentupfer vom Rotwild
mittels PCR ein Parapockenvirus nachgewiesen werden, ohne dass die Tiere zum
Zeitpunkt der Probennahme Symptome einer Parapockenvirusinfektion aufwiesen. Es
ist demnach davon auszugehen, dass das Virus subklinisch in der Rothirschpopulation
verbreitet ist. Bisher wurde im Zusammenhang mit Parapockenviren beim Rotwild tber
eine milde bis oftmals sogar schwerwiegende Symptomatik berichtet (Horner et al.,
1987; Scagliarini et al., 2011), sodass es vorstellbar erscheint, dass es unter bestimmten
pradisponierenden Voraussetzungen (Immunsuppression, Stress) auch beim deutschen
Rotwild zu einer Reaktivierung des Virus mit der Ausbildung von Lé&sionen und
verstarkter Virusausscheidung kommen kann. Der Nachweis aller gangigen
Parapockenvirus-Virulenzgene im HL953-Genom unterstiitzt diese Annahme. Beweise
dafiir, dass das Virus auf naturlichem Wege vom Rothirsch auf Hauswiederkdauer
Ubertragen werden kann stehen noch aus, jedoch konnte gezeigt werden, dass die
experimentelle Infektion von Schafen mit PVNZ milde Lasionen hervorruft (Robinson
& Mercer, 1995). Beriicksichtigt man die Tatsache, dass HL953 eine noch deutlich
engere Verwandtschaft zu BPSV als zu ORFV aufweist, ist nicht auszuschliel3en, dass
das Virus auch an Rinder weitergegeben werden konnte. Gerade im alpinen Raum ist
ein Kontakt zwischen Rotwild und Rindern, die sich oft dieselben Sommeralmflachen
teilen, nicht selten. Dass es sich hier um eine wichtige Schnittstelle fir den
Erregeraustausch zwischen Wild- und Hauswiederkduern handelt, ist auch im

Zusammenhang mit anderen Infektionserregern beschrieben (Domogalla et al., 2013).

Da Parapockenviren Zoonoseerreger sind, konnte das Virus schlieBlich in &hnlicher
Weise auf den Menschen ubertragen werden. Auch dieses Szenario bleibt allerdings
zundachst noch spekulativ, da Parapockenviren vom Rotwild noch nicht als &tiologisches
Agens einer humanen Parapockenvirusinfektion nachgewiesen werden konnten.
Gleichwohl kann der Kontakt zu Hirschartigen zu einer Infektion des Menschen mit
ORFV oder PCPV fuhren (Kuhl et al., 2003; Roess et al., 2010; Smith et al., 1991). Da
nur HL953 erfolgreich in Zellkultur isoliert und somit eindeutig als Vertreter einer
separaten Parapockenvirusspezies beim Rotwild identifiziert werden konnte, bleibt
offen, ob es sich bei den Viren der tbrigen positiven Tupferproben ebenfalls um
Angehorige dieser Virusspezies handelt oder gegebenenfalls um ORFV oder PCPV.
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Der Kontakt zu gefallenem oder erlegtem Rotwild stellt demgemaR ein potentielles
Infektionsrisiko dar (beispielsweise flr Jager oder Wildhiter). Insbesondere dann wenn
Verletzungen an den H&nden bestehen, ist daher beim Umgang mit Rotwild das Tragen

von Handschuhen angeraten.

5 Ausblick

Der erfolgreiche Parapockenvirus-Nachweis aus Tonsillentupfern beim Rotwild hat
gezeigt, dass die Tonsillen, wenn sie auch nicht primédres Manifestationsorgan sind,
dennoch geeignet sind, das Vorhandensein des Virus im Organismus zu bestatigen. So
erscheint es vorstellbar, dass die Untersuchung von Tonsillentupfern auch in Zukunft
genutzt werden kann, um wichtige Erkenntnisse tUber die Verbreitung und das Auftreten
von Parapockenviren in der Haus- und Wildtierpopulation zu erhalten. Neben dem
Rothirsch haben sich in den letzten Jahren auch freilebende Gamsen und Steinbdcke in
Europa fir Parapockenviren empféanglich gezeigt (Huemer et al., 2014; Scagliarini et
al., 2011). Noch nicht geklart ist indes die Frage, ob es sich dabei jeweils um echte
Reservoirwirte handelt, die einen eigenstandigen Infektionszyklus in der Population
aufrechterhalten. Im Fall des Rotwilds erscheint dies aufgrund des Vorhandenseins
einer eigenen Virusspezies wahrscheinlich, Infektionen bei Gdmsen und Steinbdcken
(ORFV) dagegen kodnnten auch immer wieder neu Uber Hauswiederkéduer in die

Population eingetragen werden.

Durch umfangreichere Sequenzvergleiche kdnnte entschliisselt werden, ob es sich bei
den Parapockenviren des deutschen und neuseelédndischen Rotwildes um die gleiche
Virusspezies handelt. Angesichts der Tatsache, dass Rotwild wie jede andere Hirschart
in Neuseeland nicht urspringlich heimisch war, sondern erst im 19. Jahrhundert aus
Europa nach Neuseeland eingefiihrt wurde (Feldhamer, 2012), ist dies wahrscheinlich.
So konnte auch das Virus auf diesem Weg in das Land miteingeschleppt worden sein.
Zusétzlich erwiesen sich Parapockenviren (ber lange Zeit und weitentfernte
geographische Gebiete hinweg als genetisch stabil (vgl. Publikation 1), sodass das
deutsche bzw. européische und neuseelédndische Virus vermutlich auch heute noch in

sehr enger verwandtschaftlicher Beziehung zueinander stehen.

Dass auch die genaue Abklarung humaner Erkrankungsfalle durchaus von Relevanz

sein kann, wurde erst kirzlich durch einen Bericht aus den USA wieder deutlich
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(Osadebe et al., 2015). Das amplifizierte DNA-Fragment (RNA-Polymerase-Gen) des
nachgewiesenen Pockenvirus zZweier Humanfélle zeigte hohe
Sequenzibereinstimmungen mit  Vertretern der Genera Parapoxvirus und
Molluscipoxvirus, allerdings konnte das Virus weder als Mitglied des einen noch des
anderen Genus Klassifiziert werden, was die Autoren dazu veranlasste davon ausgehen,
dass es sich hierbei moglicherweise um ein neuartiges zoonotisches Pockenvirus
handelt.

Einen wichtigen Schlissel zur Aufklarung dieses und anderer Falle stellt die molekulare
Viruscharakterisierung mittels Gesamtgenomanalyse dar. Sie ermdglicht es, umfassende
Einblicke in die molekularen Eigenschaften eines Erregers zu erhalten. Kinftig wird sie
in weiterentwickelter Form zur Diagnostik direkt aus relevantem Probenmaterial eine
entscheidende Rolle spielen (Carpenter et al., 2013; Depledge et al., 2011; Hasman et
al., 2014), um bereits bekannte, besonders aber auch um neue Pathogene zu
identifizieren, zu charakterisieren und schlieBlich in die bestehende taxonomische

Ordnung einzuftigen.
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Die epitheliotropen Parapockenviren sind Mitglieder der Familie Poxviridae und treten
ubiquitdr in der Wiederkduerpopulation auf. Sie verursachen kontagidse, pustuldse
Haut- und Schleimhautlé&sionen, die meist auf den Bereich des Kopfes oder des Euters
beschréankt sind (Lokalinfektion). Die Erkrankung verlauft unter Auspragung milder bis
schwerwiegender Symptome und ist i.d.R. durch eine hohe Morbiditét, aber geringe
Mortalitdt gekennzeichnet. Derzeit existieren vier in das Genus eingeordnete
Virusspezies: ORFV (Schaf und Ziege), PCPV und BPSV (Rind), sowie PVNZ
(neuseeldndisches Rotwild). Mit Ausnahme von PVNZ konnte eine Ubertragung aller
Parapockenviren auf den Menschen nachgewiesen werden (Zoonoseerreger). Die
Infektion des Menschen fuhrt zum Auftreten lokal begrenzter Hautlésionen, die
historisch  bedingt als ,,Melkerknoten bezeichnet werden. Nach erfolgter
Parapocken-Diagnose werden Humaninfektionen unter Vernachldssigung der
viruslibertragenden Wirtstierspezies meist lapidar als erworbene Tierpocken oder

pauschal als PCPV bezeichnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine einzigartige Kollektion von 21 historischen und
aktuellen Parapockenvirus-Zellkultur-Isolaten von Mensch und Tier (sowie zwei
Parapockenvirus-DNA-Proben aus Schottland) untersucht. Dabei kamen zwei
selbstentwickelte diskriminierende PCR-Protokolle zur Anwendung, die einen sicheren
Nachweis der Parapockenviren erlauben. Die phylogenetische Analyse der DNA
Fragmente aus den PCR-Ergebnissen ermdglicht die Zuordnung zu einer der etablierten
Virusspezies sowie die Riickverfolgung humaner Parapockenvirus Isolate zum animalen

Ursprungswirt.

Uberdies wurden die DNA-Genome dreier Virusisolate mittels NGS sequenziert. Um
genomische Veranderungen durch in-vitro Einflisse auszuschlielen, wurde die Anzahl
der Zellkulturpassagen strikt niedrig gehalten. Die sequenzierten Virusgenome
offenbarten Parapockenvirus typische Eigenschaften: eine GroRe von rund 140 kbp,
einen hohen GC-Gehalt von 64-65 %, das Vorhandensein eines Sets aus 88 Genen, die
innerhalb der Subfamilie Chordopoxvirinae konserviert sind, sowie weiterer 12

Parapockenvirus-spezifischer Gene.
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Die vergleichende Analyse der Genomsequenzen eines Kkorrespondierenden
ORFV-Paares von Schaf (B015) und Mensch (B029) konnte zeigen, dass das Virus

auch nach einer Ubertragung auf eine neue Wirtsspezies seine genetische Integritat zu

nahezu 100 % bewabhrt.

Das Auftreten der Parapockenvirusspezies PVNZ war lange Zeit auf Neuseeland
beschrankt, obgleich eine weitere Verbreitung, insbesondere auch in Europa, fur
wahrscheinlich gehalten wurde. Im Rahmen eines Monitorings wurden 1764
Tonsillentupfer von Rotwild im bayerischen Alpenraum untersucht. In 14 (0,79 %)
wurde die Présenz von Parapockenvirus-DNA mit einer real-time-PCR nachgewiesen.
Aus einer Probe konnte erfolgreich ein Virus (HL953) in Zellkultur isoliert und seine
DNA anschlielend sequenziert werden, was in der ersten (nahezu) vollstandigen
Genomsequenz eines Parapockenvirus vom Rotwild resultierte. Tests auf klassische
biologische Eigenschaften sowie die eingehende molekulare Charakterisierung des
Virus mit phylogenetischer Analyse anhand von 125 Genen, ermoglichten seine
Identifizierung als Vertreter einer eigenen Parapockenvirusspezies beim Rotwild in
nachster Verwandtschaftsbeziehung zu PVNZ. Auffalligerweise war ca. ein Viertel aller
HL953-ORFs groRer als die entsprechenden ORFs in den verwendeten

Parapockenvirus-Referenzgenomen.

Das Fehlen klinischer Symptome beim infizierten Rotwild deutet darauf hin, dass es
persistierende, asymptomatische Infektionsverldaufe gibt. Hieraus ergibt sich eine
weitere potentielle Infektionsquelle fir empféngliche Nutztiere und den Menschen.
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The epitheliotropic parapoxviruses belong to the family Poxviridae and are found
ubiquitously among ruminants. They cause contagious pustular skin and mucosa lesions
that are generally localized at the head or udder. The disease exhibits mild to severe
symptoms and is normally characterized by a high morbidity but low mortality.

Currently the genus consists of four classified virus species: ORFV (sheep and goat),
PCPV and BPSV (cattle) and PVNZ (red deer from New Zealand). The transmission to
humans has been proven for all parapoxviruses (zoonotic agent), except for PVNZ. In
humans the infection causes circumscribed skin lesions, historically referred to as
,milker’s nodules”. When PPV-diagnosis is made, human infections are mostly
oversimplified as acquired animal pox or PCPV, disregarding the animal origin of virus

transmission.

In the present work a unique collection of 21 historic and recent human and animal PPV
cell culture isolates (and two DNA samples from Scotland) was investigated. Two
different discriminating PCR protocols were developed, to assure PPV detection.
Phylogenetic analysis of the DNA fragments from PCR results allowed for the
affiliation of the virus isolates to one of the established virus species as well as tracing

back the human PPV isolates to the animal host of origin.

Moreover the DNA genome of three virus isolates was sequenced by NGS. To avoid
genomic changes by in vitro influences cell culture passages were strictly kept at low
numbers. The generated virus genome sequences revealed typical features of PPVs: a
size of about 140 kbp, a high G+C content of 64-65 % and the presence of a set of 88
genes, which are conserved within the subfamily Chordopoxvirinae as well as 12
additional genes that are known to be PPV specific.

Comparative analysis of the genome sequences of a corresponding ORFV pair from a
sheep (BO15) and a contact person (B029) demonstrated that the virus preserves its

genomic integrity at almost 100 % even after the transmission to a new host species.

The presence of the PPV species PVNZ has long been restricted to New Zealand, albeit

a more widespread occurrence in other countries, especially in Europe, was assumed.
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In the context of a monitoring program 1764 tonsil swabs of red deer in the Bavarian
Alps were examined for the presence of PPV specific DNA using a real time PCR.
Fourteen samples (0.79 %) tested positive for PPV DNA. From one sample, a virus
(HL953) was successfully isolated in cell culture. Subsequently the viral DNA was
sequenced and yielded the first (nearly) complete genome sequence of a PPV of red
deer. In addition to classical biological features, detailed molecular characterization of
the virus, including a phylogenetic analysis based on 125 genes, allowed for its
classification as a member of a separate PPV species in red deer in close relation to
PVNZ. Strikingly, about a quarter of all HL953 ORFs were found to be larger than the

corresponding ORFs in the reference PPV genome sequences used for comparison.

The absence of clinical symptoms in infected red deer indicates the asymptomatic
persistence of the virus, creating another potential source of virus transmission to

susceptible livestock and humans.
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IX DANKSAGUNG

An dieser Stelle méchte ich all jenen danken, die mich und meine Arbeit in den letzten

Jahren unterstitzt haben.

Als erstes ein herzliches Dankeschon an Herrn Prof. Dr. Mathias Bdittner vom
Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit fir die Bereitstellung des
Themas und die Mdoglichkeit die Doktorarbeit in seiner Abteilung (Infektiologie)
auszufiihren. Dabei konnte ich stets auf ein offenes Ohr und seine umfassende
Unterstitzung zéhlen. Insbesondere mochte ich mich fiir das in mich gesetzte Vertrauen
bedanken, die verschiedenen Mdglichkeiten auch auBerhalb des LGL Erfahrungen zu

sammeln und zu wachsen und selbstverstéandlich fiir die hervorragende Betreuung.

Auch bei Herrn Prof. Dr. Gerd Sutter von der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen mochte ich mich fir die freundliche und
unkomplizierte Zusammenarbeit und die Ubernahme der Betreuung meiner Arbeit

bedanken.

Danke an Frau Gisela Diihrsen, die uns die Photographien von Schaf und Mensch nach

Parapockenvirusinfektion mit B015 und B029 zur Verfligung gestellt hat.

Dem Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt- und Verbraucherschutz (StMUV)

danke ich fur die Bereitstellung finanzieller Mittel.

Vielen Dank weiterhin an die Mitarbeiter des Genzentrums der Ludwig-Maximilians-
Universitat Mlnchen fiir die Sequenzierung der Virusisolate. Speziell Herrn Dr. Stefan
Krebs und Herrn Dr. Helmut Blum mdchte ich fir die umfassende Hilfe bei der

Sequenzauswertung, die vielen kreativen Ideen und die investierte Zeit danken.

Liebe Heike, liebe Susi euch danke ich von Herzen fur alles, was ihr mir beigebracht
habt. Daflr, dass ich immer auf euch zdhlen konnte und ihr mir echte Freundinnen
geworden seid. lhr habt die Messlatte fiir zuklnftige Kollegen aufierordentlich hoch

gelegt.

Liebe Hanna, danke fur deine hochkompetente Korrekturhilfe und dafur, dass du mir

seit vielen Jahren eine so gute Freundin bist.
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Ein groBes Dankeschon an euch liebe Oma, lieber Opa fur all eure Hilfe und
Unterstltzung. lhr habt mir die Mdglichkeit gegeben den Weg zu gehen, den ich

einschlagen wollte.

Liebe Mama, dir habe ich alles zu verdanken. Ohne dich ware ich buchstéblich nichts
und erst recht nicht, wer ich heute bin. Danke, dass du mir so viel gegeben und

ermdglicht hast und mich stets voll Liebe begleitest.

Danke Gina, dass du mir eine so grandiose Schwester bist. Ich wei3, wieso ich mich
von Anfang an auf dich gefreut habe. Ich kann mich glicklich schatzen, dass uns ein so
besonderes Band verbindet.
Kilian, danke, dass du mich immer wieder liebevoll iber meine Grenzen drangst.

Ohne dich waére es tiefdunkel.

<3



