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I EINLEITUNG 

Parapockenviren (PPV) sind oftmals unterschätzte Infektionserreger. Sie verursachen 

nicht nur bei unseren Hauswiederkäuern, sondern auch bei verschiedensten Wildtieren 

und dem Menschen pustulöse Dermatitiden, die in ihrer klinischen Ausprägung von 

mild bis gravierend reichen. Wenngleich die Infektion in der Regel gutartig und 

selbstlimitierend verläuft, so können massive Krankheitsausbrüche, insbesondere unter 

Schafen, doch zu erheblichen wirtschaftlichen Verlusten führen. Daneben haben sich in 

den letzten Jahren Berichte über besonders schwere und chronische Krankheitsverläufe 

gehäuft, die in einer Vielzahl der Fälle schließlich zum Tod der betroffenen Tiere 

führten (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 

eingeschränkt 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; Rørdam et al., 2013; Savage & Black, 

1972). Neue potentielle Infektionsquellen für Mensch und Tier ergeben sich aus dem 

Nachweis von Parapockenviren bei Wildtieren. Im europäischen Raum haben sich 

Gämsen, Steinböcke, Rothirsche, Rentiere und Seehunde empfänglich gezeigt (Huemer 

et al., 2014; Klein & Tryland, 2005; Müller 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 Wiederkäuerwirt und dem 

Menschen bisher kaum untersucht. So war es ein Ziel dieser Arbeit, die Möglichkeit 

einer Rückverfolgung humaner Parapockenvirus-Isolate zum virusübertragenden Tier 

mittels selbstentwickelter speziesdifferenzierender PCR-Protokolle zu verifizieren. 

Gleichzeitig sollte über die Sequenzierung eines korrespondierenden Viruspaares von 

Schaf (B015) und Mensch (B029) und dessen vergleichende molekulare 

Charakterisierung auf Gesamtgenomebe geklärt werden, inwieweit das Virus nach dem 

Wechsel der Wirtsspezies genomischen Veränderungen unterworfen ist. 

1987 wurde erstmals über ein Parapockenvirus bei neuseeländischem Rotwild berichtet 

(Horner et al., 1987). Dieses erwies sich einige Jahre später anhand vergleichender 
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Restriktionsprofil- und DNA-Hybridisierungs-Analysen als Vertreter einer 

eigenständigen Parapockenvirusspezies (Robinson & Mercer, 1995). Die Beprobung 

von Rothirschen im bayerischen Alpenraum im Rahmen eines Wildtier-Monitorings 

sollte Aufschluss darüber 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 

ermöglichte erstmals die umfassende und vergleichende genomische Charakterisierung 

eines Parapockenvirus vom Rotwild.  
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II LITERATURÜBERSICHT 

1 Parapockenviren - Einführung und Bedeutung 

In der Taxonomie der Viren werden die Parapockenviren in die Familie der Poxviridae 

eingeordnet und zählen damit zu den größten 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 eigenständiges Genus, welches nach derzeitigem Stand des Internationalen 

Komitees für Virustaxonomie (ICTV) vier Spezies umfasst (International Committee on 

Taxonomy of Viruses, 2012). Hierzu zählt das Orf Virus (ORFV) als Prototyp-Spezies, 

das bei Schafen und Ziegen den sog. „Lippengrind― verursacht, während bei Rindern 

das Bovine Papuläre Stomatitis Virus (BPSV, auch Parapoxvirus bovis 1) sowie das 

Pseudokuhpocken Virus (PCPV, auch Parapoxvirus bovis 2 oder Paravaccinia Virus) 

von Bedeutung sind. Erst kürzlich wurde mit dem Parapockenvirus des Rotwildes in 

Neuseeland (PVNZ) die vierte Spezies etabliert.  

Das durch Parapockenviren hervorgerufene Krankheitsbild einer lokalen pustulären 

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 ätiologische Agenzien als Verursacher der Euterpocken beim Rind 

geben muss. Denn während die Infektion mit echten Kuhpocken („true Cow Pox―; 

Vaccinia Virus) zu einem anhaltenden Schutz des Menschen gegen die gefährlichen 

Menschenpocken führte, hatte eine Infektion mit den falschen Kuhpocken („spurious 

Cow Pox―; Pseudokuhpocken Virus) keinerlei Schutzwirkung (Jenner, 1863). Eine 

Erklärung dieser Beobachtung liefert aus moderner Sicht die fehlende Kreuzimmunität 

zwischen Ortho- und Parapockenviren. Ebenfalls seit mehr als 100 Jahren bekannt ist 

die Tatsache, dass Parapockenviren auf den Menschen übertragen werden können 

(Hansen, 1879). Dies bedingt, dass Parapockenviren zu den Zoonose-Erregern gehören. 

Die Infektion des Menschen gilt als Berufskrankheit und betrifft insbesondere alle 

Personengruppen mit intensivem Kontakt zu Hauswiederkäuern. 
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Bei Schaf, Ziege und Rind ist die Parapockenvirusinfektion heutzutage vordergründig 

wegen ökonomischer Einbußen in Zusammenhang mit größeren Herdenausbrüchen von 

Bedeutung. Neben anderen Pockenvirusspezies, speziell dem Vaccinia Virus (VACV), 

sind die Parapockenviren überdies von besonderem Interesse, weil sie sich zur 

Herstellung von rekombinantem Virus bzw. von Vektorvakzinen eignen. Bedingt durch 

ihre besonderen Eigenschaften sind Pockenviren hierzu prädestiniert: sie besitzen ein 

großes DNA-Genom mit nicht essentiellen Bereichen, die zur Insertion und Expression 

von Fremdgenen gut geeignet sind. Darüber hinaus sind gerade die Parapockenviren in 

ihrem Wirtsspektrum sehr beschränkt und nicht in der Lage sich systemisch zu 

verbreiten, was die Sicherheit in der Anwendung erhöht. Dennoch wirken sie 

gleichzeitig auch in nicht permissiven Wirten stark immunstimulierend (Büttner & 

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 „ziegelsteinförmig―, mit einer unregelmäßigen Anordnung der 

Oberflächenproteine, sondern zeichnet sich durch eine ovoide Form und seine 

charakteristisch regelmäßige Oberflächenstruktur aus (Nagington et al., 1964). Tubuläre 

Proteinfilamente, die in spiraligem Verlauf in die äußere Membran eingelagert sind, 

ergeben unter dem Elektronenmikroskop das unverkennbare Erscheinungsbild des 

Virions, das an ein Wollknäuel 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 Hülle umgeben und nimmt so die C (kapsuläre, 

capsulated)-Form an (Binns & Smith, 1992). Mit einer Größe von durchschnittlich 

260x160 nm ist das Parapocken-Virion außerdem 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 ermöglicht seine unkomplizierte Abgrenzung zu anderen Vertretern 

der Familie.  
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Allen Pockenviren gemeinsam hingegen ist ihr komplexer Aufbau, der sich 

grundsätzlich 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 linsenförmige Lateralkörper, über deren Funktion bisher noch 

Unklarheit besteht. Kryoelektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass 

es sich bei diesem klassischen Erscheinungsbild der Pockenviren möglicherweise um 

Dehydratationsartefakte im Zusammenhang mit der Präparation für die 

Elektronenmikroskopie handeln könnte (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 ausschließlich im Zytoplasma der 

infizierten Zelle statt (Robinson & Balassu, 1981; Thomas et al., 1980). Diese 

Besonderheit erklärt sich durch eine weitgehend viruseigene Replikationsmaschinerie 

mit Proteinen, die für die Zellkern-unabhängige Transkription und Replikation des 

Virusgenoms benötigt werden und die von viraler DNA selbst kodiert werden. Die 

intrazytoplasmatische Parapocken-Virusvermehrung hinterlässt allerdings - in Form 

feiner filamentöser Veränderungen - auch Spuren im Zellkern (Pospischil & Bachmann, 

1980). 

Ein neuer Infektionszyklus (schematische Darstellung siehe Abbildung 1) wird durch 

das Anheften eines infektiösen Viruspartikels (IMV- oder EEV-Partikel) initiiert. Bisher 

ist kein spezifischer adsorptionsvermittelnder Zellrezeptor bekannt, vielmehr spielen 

offenbar verschiedene Virusproteine sowie Glykosaminoglykane (GAG) auf der 

Oberfläche der Zielzelle eine wichtige Rolle (McFadden, 2005). Unter Verlust seiner 

Membranhüllen wird das Virus in die Zelle aufgenommen, wobei gleichzeitig die 

Freisetzung des Cores erfolgt (inital uncoating) ❶. Dieses wird über Mikrotubuli 

weiter ins Innere der Zelle, in den perinukleären Bereich, transportiert ❷. Es verfügt 

über ein vollständiges System zur Transkription früher Gene (engl. early genes), sodass 

deren Transkription frühzeitig eingeleitet werden kann ❸. Zu den Produkten früher 

Gene zählen unter anderem immunmodulatorische Proteine, Replikations- und 

Transkriptionsfaktoren. Mit der Entlassung des Nukleoprotein-Komplexes aus dem 

Core ins Zytoplasma (secondary uncoating) ❹, wird die frühe Phase der Transkription 

beendet und die Replikation des Virusgenoms (in Form eines Konkatemers) beginnt ❺. 
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Die Synthese neuer viraler DNA wird beim Parapockenvirus erst verhältnismäßig spät 

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). Zusätzlich wird jetzt auch die Transkription und 

Translation intermediärer Gene (engl. intermediate genes) initiiert ❻. Diese Prozesse 

finden in sog. Virusfabriken (Virosomen) statt und werden im Wesentlichen durch die 

Genprodukte früher Gene vermittelt, wohingegen die anschließende Phase der späten 

Genexpression ❼ wiederum durch die Genprodukte intermediärer Gene herbeigeführt 

wird. Späte Gene (engl. late genes) kodieren insbesondere für Strukturproteine und 

Proteine, die essentiell für die Virion-Morphogenese sind. Sind alle Komponenten 

vorhanden, wird der Zusammenbau der Viruspartikel (engl. virus assembly) eingeleitet 

❽: halbmondförmige Membranen umgeben die viralen Core Proteine sowie das 

Virusgenom, das aus dem intermediären Konkatemer prozessiert wird. Es entstehen 

zunächst unreife Virionen, die sich anschließend zu sog. intrazellulären reifen Partikeln 

(engl. intracellular mature virus = IMV oder MV) ❾ entwickeln. Diese besitzen 

lediglich eine einfache Hüllmembran und werden schließlich 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 intrazelluläre behüllte Partikel (engl. intracellular enveloped virus = IEV) 

❿ bezeichnet. Tritt ein IEV-Partikel mit der Zellmembran in Kontakt, kommt es zur 

Fusion der äußeren Virusmembran mit der Zytoplasma-Membran und es entstehen 

zellassoziierte Partikel mit zwei Lipiddoppelschichten (engl. cell-associated enveloped 

virus = CEV) ➀. Nach Ablösung der CEV von der Zelloberfläche werden diese als 

extrazelluläre behüllte Virionen angesprochen (engl. extracellular enveloped virus = 

EEV oder EV) ➁. Während die IMV- und EEV-Partikel vor allem der Ausbreitung der 

Infektion im Organismus und auf den nächsten 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 Abläufe während 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, doppelsträngigen 

DNA-Molekül mit einer Länge von ca. 130-146 Kilobasenpaaren (kbp) gebildet. Die 

DNA-Stränge sind an den Enden kovalent in Haarnadelstrukturen geschlossen (Menna 

et al., 1979; Mercer et al., 1987). An den Genomenden findet man zusätzlich die sog. 

inverted terminal repeats (ITR). Hierbei handelt es sich um tandemartige angeordnete 

Nukleotidsequenzen, die an beiden Enden des Genoms identisch aber gegenläufig 

orientiert sind (Fraser et al., 1990; Mercer et al., 1987). Sie weisen je nach Virus eine 

variable Länge 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 für 

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 höher 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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Eichhörnchen 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 SA00 (Ziege) und IA82 (Schaf) auch 

einen Vertreter der Spezies BPSV (AR02) und konnten zeigen, dass insgesamt 132 

(ORFV) bzw. 133 Gene (BPSV) kodiert werden. Die später sequenzierten Genome der 

PCPV-Stämme VR634 und F00.120R verfügen über 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). Demgegenüber sind am 

links- und rechtsterminalen Bereich der DNA nicht-essentielle, oftmals Genus- oder 

Spezies-spezifische Gene lokalisiert. Sie sind hauptsächlich für 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 überlappend 

vor und zwischen ihnen finden sich lediglich sehr kurze nicht kodierende Abschnitte. 

Das Genom der Parapockenviren weist eine bemerkenswerte Plastizität auf. Bei der 

Adaptation des Virus an Zelllinien oder dem Passagieren in Zellkultur kann es bereits 

frühzeitig (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 Entzündungsreaktion sowie eine 

(frühzeitige) antivirale Immunantwort zu modulieren bzw. zu inhibieren, sodass die 

Etablierung der Virusinfektion und die lokale Virusreplikation gewährleistet sind. Dem 

Parapockenvirus stehen zu diesem Zweck verschiedene Virulenzfaktoren zur Verfügung 

(die dazugehörigen 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-fördernder Komplex-Regulator (014), 

Interferon-Resistenz-Protein (020), Chemokin-bindendes-Protein (112), 

GM-CSF / IL2-Inhibitor (117), NF-κB-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 gängige Sequenz aus 33 Aminosäuren, die 

erstmals bei Hefen und Taufliegen beschrieben wurde (Breeden & Nasmyth, 1987), 

aber unter allen zellulären 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 verfügen über zwei Domänen: eine enthält das ANK-Motiv in 

6-9 facher Wiederholung (N-terminal), bei der anderen handelt es sich um eine F-box 

ähnliche Domäne (C-terminal) (Mercer et al., 2005). ANK-Domänen werden mit 

verschiedenen wichtigen Funktionen in Zusammenhang gebracht, darunter die 

Signalübertragung 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 Anhängen von Ubiquitin markiert und 

anschließend durch das Proteasom degradiert. Kürzlich gelang es nachzuweisen, dass 

die F-box des ORFV mit dem zellulären 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 entschlüsselt. 

Sonnberg et al. (2008) regten die Theorie an, dass das Virus die ANK / F-box-Proteine 

nutzt, um dem zellulären Ubiquitin-Ligase-Komplex seine eigenen 

Zielprotein-Präferenzen aufzuzwingen. Auf diesem Wege könnten unerwünschte 

Proteine der Wirtszelle einfach entfernt werden.  

Pockenvirus Anaphase-fördernder Komplex-Regulator (ORF 014) 

Parapockenviren kodieren für ein RING-H2-Protein mit Sequenzähnlichkeit zur 

Untereinheit 11 des Anaphase-fördernden 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 

Schlüsselfunktion des APC ist, die Zelle in der G0 / 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-fördernder 

Komplex-Regulator (engl. poxvirus anaphase-promoting complex regulator, PACR) 

genannt. Er ist ebenfalls beim Molluscum contagiosum Virus, dem Krokodil 

Pockenvirus und dem Eichhörnchen Pockenvirus zu finden (Mo et al., 2009). PACR 

tritt mit dem APC der Wirtszelle über 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 

zellulärer Faktoren zu zwingen, die die virale DNA-Replikation unterstützen. Mit Hilfe 

von PACR könnte das Virus die Zellen zum Übergang 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. für ihre 

antivirale Wirkung bekannt, die durch eine Hemmung der Virusreproduktion 

bzw. -replikation zustande kommt, zusätzlich haben sie immunstimulierende und 

proliferationshemmende Effekte (Samuel, 2001; Sen, 2001). Das 

Parapockenvirus-Genom verfügt linksterminal über ein Interferon-Resistenz (VIR oder 

IFNR)-Gen, welches ortholog zu dem Vaccinia Virus-Gen E3L ist (McInnes 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 

über die C-terminale Bindungsstelle des Proteins vermittelt wird (McInnes et al., 1998). 

In der Konsequenz kann eine ds RNA-abhängige Protein-Kinase (PKR) nicht mehr 

interferonvermittelt aktiviert werden. Das wiederum führt dazu, dass auch die 

Inaktivierung eines speziellen Translations-Initiations-Faktors unterbleibt, die 

andernfalls zur Unterdrückung der Proteintranslation führen und die Virussynthese 

damit unterbinden würde (Haig & Fleming, 1999). Zugleich wird der PKR auch eine 

Rolle im Zusammenhang mit dem „programmierten Zelltod― (Apoptose) zugeschrieben, 
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sodass VIR über 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 Übergruppe der Zytokine 

angehören. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Auslösung der Chemotaxis 

(Wanderung entlang eines Chemokin-Konzentrationsgradienten) bei Immunzellen, die 

so an den Ort einer Entzündung bzw. Infektion rekrutiert werden, aber auch bei der 

homöostatischen 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 gehört den Typ II 

CC-Chemokin-bindenden-Proteinen (CBP II, auch vCCI) an. Sie binden mit hoher 

Affinität an CC-Chemokine und besetzen gezielt die Strukturen, über die eine Bindung 

zwischen Chemokin und dem zellulären Rezeptor vermittelt wird (Couñago 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 über ein einzigartiges Bindungsspektrum verfügt: es bindet nicht nur 

CC-Chemokine, sondern darüber hinaus auch das C-Chemokin Lymphotaktin, das 

chemotaktischen Einfluss vorwiegend auf Lymphozyten, natürliche 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 entzündete 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 für inflammatorische Zytokine 

kodieren (Lear, 1995). Hierzu zählt auch das GM-CSF kodierende Gen (engl. 

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor). Während allerdings die 

entsprechenden Genprodukte (z. B. IL8) in der beschriebenen Studie anschließend auch 

messbar waren, konnte dennoch kein GM-CSF nachgewiesen werden. Eine Erklärung 
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hierfür liefert der von ORFV exprimierte GM-CSF / IL2 inhibitory factor (GIF), der als 

intermediäres / spätes 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; McInnes 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 Entzündungsprozessen die Rekrutierung und Aktivierung selbiger Zellen (Haig & 

Fleming, 1999; McNiece, 1997). IL2 wird von T-Zellen erzeugt und für die Aktivierung 

von T-Zellen und natürlichen Killerzellen benötigt, zusätzlich 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. Während allerdings das GIF aus PCPV sowohl ovines als auch 

bovines GM-CSF und IL2 bindet, trifft dies für das GIF-Protein aus BPSV nicht zu - es 

zeigte keine Bindungsaktivität (Deane et al., 2009). Interessanterweise konnte bisher bei 

keinem anderen Pockenvirus ein ähnliches 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 geklärt werden (Haig & Fleming, 

1999). 

NF-κB-Inhibitor (ORF 121)  

Bei NF-κB (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 können. Diese binden spezifisch an bestimmte 

Promoter-Sequenzen der DNA, die κB-Motive, und regulieren so die Expression davon 

abhängiger zellulärer Gene. Eine Vielzahl von Genen wird auf diese Weise durch 

NF-κB gesteuert, darunter solche, die bei Entzündung, Zellproliferation 

und -differenzierung, Apoptose und der adaptiven Immunantwort von Bedeutung sind 

(Oeckinghaus & Ghosh, 2009; Tripathi & Aggarwal, 2006; Vallabhapurapu & Karin, 

2009). Dies konnte speziell auch für Keratinozyten demonstriert werden (Pasparakis, 

2009; Weisfelner & Gottlieb, 2003). Verschiedene Stimuli, u. a. Viren, können zu einer 

Aktivierung von NF-κB führen (Mohamed & McFadden, 2009) und bewirken so die 

verstärkte Transkription bestimmter Gene, die eine wichtige Rolle für eine frühe 

antivirale Immunantwort spielen. Pockenviren unterschiedlicher Genera verfügen 

jedoch über NF-κB-Inhibitoren, um diesen Mechanismus zu umgehen (Mohamed & 



II LITERATURÜBERSICHT 29 

 

McFadden, 2009). Der Parapockenvirus-spezifische ORF 121 des ORFV codiert einen 

solchen NF-κB-Inhibitor, der durch seine Bindung an NF-κB-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-κB-Inhibitoren einzigartig (Diel et al., 2011a). Auch bei 

den Genprodukten von ORF 002 und 024 handelt es sich um NF-κB-Inhibitoren (Diel et 

al., 2010, 2011b), allerdings ist nur das durch ORF 121 kodierte Protein tatsächlich von 

Bedeutung für 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). Während vIL10 bereits früher auch bei Herpesviren 

nachgewiesen werden konnte (Moore et al., 1990; Rode et al., 1993), war dies für 

Pockenviren neu. Im Säugetier 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 (Grütz, 

2005; Moore et al., 1993; Slobedman et al., 2009; de Waal Malefyt et al., 1991). Ihm 

fällt damit die Aufgabe zu, eine Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen 

Mediatoren herzustellen, um so eine regulierte Immunantwort auf ein Pathogen zu 

ermöglichen. 

Das virale IL10 der Parapockenviren ist ein Ortholog des Säuger-IL10 und verfügt über 

die gleiche funktionelle Aktivität (Fleming et al., 2000). Sequenzanalysen haben 

gezeigt, dass eine 80 %ige Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz von vIL10 des 

ORFV zu ovinem IL10 besteht; interessanterweise zeigen sich Unterschiede 

ausschließlich in der N-terminalen Region, während die C-terminalen zwei Drittel von 

ovinem und viralem IL10 zu 100 % identisch sind (Fleming et al., 2000). Diese 

Ergebnisse führten zu dem Schluss, dass das Virus das entsprechende Gen im Laufe der 

Evolution von seinem Wirt, in diesem Fall dem Schaf, übernommen hat. ORFV vIL10 

besitzt außerdem eine 67 %ige Übereinstimmung zu humanem IL10 (Fleming et al., 

2000). Auch bei anderen Parapockenvirusspezies konnten in der Zwischenzeit 

IL10-ähnliche 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 ausgeprägten Läsionen führte, sah man die 
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Kategorisierung von vIL10 als Virulenzfaktor bestätigt (Fleming et al., 2007). Durch 

vIL10 wird die TNF-α- und IL8-Synthese in Makrophagen und Keratinozyten, ebenso 

wie die Interferon-γ-Produktion durch aktivierte Lymphozyten bereits frühzeitig 

inhibiert (Fleming et al., 2000). Auf diese Weise gewinnt das Virus Zeit für die 

Replikation, ehe die adaptive Immunantwort greift (Haig et al., 2002). Da ovine 

Keratinozyten kein IL10 exprimieren, ist es für das Virus umso wichtiger, selbst dazu in 

der Lage zu sein (Haig et al., 2002). Erst kürzlich wurde vIL10 auch mit der Regulation 

von Hautreparaturprozessen in Zusammenhang gebracht. Im Mausmodell konnte 

gezeigt werden, dass die regelmäßige 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 vaskuläre 

endotheliale Wachstumsfaktor (engl. Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF) 

(Lyttle et al., 1994). Ähnlich wie beim viralen IL10 handelt es sich auch beim vVEGF 

(als neue Untergruppe der VEGF-Familie als VEGF-E bezeichnet) um das virale 

Homolog eines entsprechenden Säugerproteins (VEGF-A). Mitglieder der VEGF 

Familie regulieren die Funktion und Proliferation endothelialer Zellen, die 

Gefäßpermeabilität und außerdem die Angio- und Lymphangiogenese (Ferrara, 2004; 

Ferrara & Davis-Smyth, 1997). Dies geschieht über 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 für VEGF-A üblich) bedient sowie des neuentdeckten 

VEGF-Rezeptors Neuropilin-1 (Meyer et al., 1999; Wise et al., 1999). Das vVEGF von 

BPSV, das dem Säuger-VEGF-A sehr viel ähnlicher 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 Hautläsionen 

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 Blutgefäßen in 

der Dermis, einer Zunahme der Keratinozyten und einer Verdickung der Epidermis 

(Wise et al., 2012). Dem Virus steht so eine erhöhte Zahl an Zellen für die Replikation 

zur Verfügung (Haig & McInnes, 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-Stämme SA00 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 vVEGF-Aminosäuresequenz überein. Vergleicht man die 

vVEGF-Sequenzen der unterschiedlichen Parapockenvirusspezies miteinander, ergeben 

sich Übereinstimmungen zwischen 35-63 % (Hautaniemi et al., 2010). Trotz großer 

Sequenzunterschiede bleibt die Genfunktion dennoch erhalten, womit die Plastizität der 

Parapockenvirus-Genome auch auf der Basis einzelner Gene demonstriert ist. Da es sich 

bei vVEGF um einen nicht-essentiellen Virulenzfaktor handelt, eignet sich der 

entsprechende Genort zur Insertion und Expression von Fremdgenen - unter 

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

1.1.4. Immunstimulation durch Parapockenviren 

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften der Parapockenviren ist ihre Fähigkeit 

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 Immunität überhaupt greifen kann. Die 

Reaktionsart des angeborenen Immunsystems ist überdies von Bedeutung als 

Weichenstellung für den Übergang 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 Paramunitätsinducer „PIND-ORF―) Verwendung. Dieser 

Virusstamm ist in inaktivierter Form unter dem Handelsnamen Zylexis® (vormals 

Baypamun®) bekannt. Er bewirkt eine Aktivierung mononukleärer Zellen des 

peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cells), darunter 

Makrophagen, NK-Zellen und T-Lymphozyten und führt so gleichzeitig zur Bildung 

zahlreicher Zytokine (Interferon α und γ, IL1, IL2, IL12, IL15, IL18, CSF, TNF) 
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(Büttner, 1993; Büttner 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-unabhängigen 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 Aktivität 

identifiziert werden (Friebe et al., 2011). 

Die Paramunisierung (paraspezifische Schutzimpfung) mit ORFV D1701 dient der 

Prophylaxe und Metaphylaxe von infektiösen 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 Stresszuständen (Frerking et al., 1995; Siebert, 1988; Ziebell et al., 

1997a) und ist für die Anwendung bei Hund, Katze, Rind, Schwein und Pferd 

zugelassen. Aber auch andere Tierarten können von einer Behandlung mit ORFV 

D1701 profitieren, wie beispielsweise die Regenbogenforelle (Ortega et al., 1996). Bei 

der Hündin wurde überdies ein positiver Effekt von ORFV D1701 im Rahmen einer 

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

Die Stimulation der unspezifischen Immunität durch ORFV D1701 führt 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 (infektiöse 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 für den Menschen eine Reihe von Anwendungsmöglichkeiten für 

eine Immunstimulation durch inaktivierte ORFV beschrieben und deren Wirksamkeit 

teilweise bereits belegt (Büttner et al., 1995a; Mayr, 1999; Mayr et al., 1986). Im 

Mausmodell konnte außerdem 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 ubiquitär in der Wiederkäuerpopulation auf. Sie besitzen jedoch 

im Gegensatz zu anderen Pockenviren ein deutlich engeres Wirtsspektrum, das sich in 

der Hauptsache auf Hauswiederkäuer (Schafe, Ziegen und Rinder) beschränkt. In vielen 

Regionen der Welt ist das Virus endemisch und führt Jahreszeiten-unabhängig zum 

Auftreten einer kontagiösen pustulären Dermatitis (engl. contagious pustular dermatitis; 

CPD), die sich insbesondere im Kopfbereich sowie am Euter betroffener Tiere 

manifestiert (Glover, 1928). Die Virusübertragung erfolgt durch direkten Kontakt zu 

infizierten Tieren oder indirekt über unbelebte Vektoren. In abgefallenen Borken und 

Krusten bleibt das Virus lange Zeit infektiös und kann so als Infektionsquelle für andere 

Tiere dienen (McKeever & Reid, 1986; Nandi et al., 2011). Über Fleisch und 

Fleischprodukte infizierter Tiere kann es außerdem zu einer Weiterverbreitung des 

Virus auch über große Distanzen hinweg kommen.  

Für eine erfolgreiche Infektion muss das epitheliotrope Virus zunächst über (kleinere) 

Haut- oder Schleimhautläsionen Zugang zu permissiven Zielzellen im Wirtsorganismus 

finden. Erst nach einer mehrstündigen 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 schließlich ein 

Exanthem, das die Stadien Papel, Vesikel und Pustel durchläuft, bis sich nach etwa 

einer Woche Krusten formieren (Robinson & Balassu, 1981). Diese heilen im Laufe der 

nächsten 3-9 Wochen in der Mehrheit der Fälle komplikationslos ab und hinterlassen 

keine Narben (Haig & Mercer, 2008). Allerdings bildet sich auch nach überstandener 

Infektion keine belastungsfähige Immunität aus, sodass es immer wieder zu 

Reinfektionen kommen kann (Mayr & Büttner, 1990). Ein hohes Aufkommen 

stacheliger Pflanzen auf der Weide (z. B. Disteln) kann durch das erhöhte Risiko kleiner 

Hautverletzungen die klinische Manifestation begünstigen. 

Obwohl i. d. R. v. a. Jungtiere betroffen sind, können prinzipiell Tiere jeden Alters 

erkranken. Lämmer oder Kälber können sich über das Euter des Muttertiers infizieren, 

aber auch ihrerseits das Virus über Läsionen in der Maulschleimhaut beim Saugen auf 

das Euter der Mutter oder das eines anderen Tieres („Fremdsaugen―) übertragen. Die 

Morbidität in der Herde ist häufig hoch und kann bis zu 100 % betragen (Gardiner et 

al., 1967), wohingegen die Mortalität bei guter Hygiene selten mehr als 1 % beträgt. 

Können betroffenen Jungtiere aufgrund hochgradig schmerzhafter Läsion im Maul nicht 
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mehr saugen oder kommt es zu Sekundärinfektionen durch Pilze oder Bakterien, kann 

die Mortalitätsrate 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 führen können.  

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 Wiederkäuer, 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 gebräuchlich. Ohne 

Zweifel spielt ORFV unter den Parapockenviren eine besonders wichtige Rolle und ist 

immer wieder für umfangreiche und teilweise schwerwiegende Krankheitsausbrüche in 

der Schaf- und Ziegenpopulation verantwortlich. Gerade in Ländern mit hoher 

Schafproduktionsrate (China, Neuseeland, Australien) ist die Kontrolle der Erkrankung 

von wirtschaftlicher Bedeutsamkeit. Finanzielle Einbußen ergeben sich aus einer 

erhöhten Lämmersterblichkeit, dem schlechten Wachstum der Jungtiere und der 

verminderten Produktivität 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 Bläschen und Pusteln überwiegend im Bereich der Nase, der Lippen, 

der Ohren und der Augen lokalisiert. Sie tritt besonders häufig auf, verläuft aber 

vielfach milde. Dahingegen sind bei der podalen Form die Klauen und hier besonders 

der Kronsaum betroffen (Egerton, 2007). Da diese Veränderungen i. d. R. sehr 

schmerzhaft sind, können oftmals Lahmheiten beobachtet werden. Die seltenere 

genitale Form zeigt sich durch Effloreszenzen im Bereich der Schenkelinnenseite und 

der Vulva bzw. des Präputiums (Billinis et al., 2012; Gouletsou & Fthenakis, 2010). Bei 

Mutterschafen ist vielfach das Euter betroffen, was dazu führen kann, dass die Lämmer 
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nicht mehr gesäugt und verstoßen werden. Charakteristisch für die maligne Form ist der 

besonders schwere Verlauf, der bei Lämmern häufig zum Tod führt. Es treten 

ausgeprägte blumenkohlartige Wucherungen und / oder blutige Läsionen 

(„bloody lesions―) an Haut und Schleimhäuten auf, daneben können auch innere Organe 

wie der Pansen mitbetroffen sein (Bouznach et al., 2013). Die Tiere zeigen ein schwer 

gestörtes Allgemeinbefinden, Fieber, Lymphknotenschwellungen und Ödeme (v. a. am 

Kopf). In vielen Fällen ist eine Nahrungsaufnahme nicht mehr oder nur noch 

eingeschränkt möglich, sodass die Tiere, wenn nicht manuell zugefüttert wird, 

verhungern können. Außergewöhnlich schwere Verläufe werden immer wieder aus 

verschiedenen Ländern 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 geschwächte Immunsystem der betroffenen Tiere oder eine erhöhte 

Virulenz des verursachenden Virus der ausschlaggebende Faktor ist, bleibt bisher 

ungeklärt.  

Bestimmte Rassen, wie die Burenziege, scheinen eine ausgeprägte Empfänglichkeit für 

ORFV zu besitzen, wobei es besonders häufig 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 zellulären und humoralen 

Immunantwort, dennoch besteht nur ein kurzer Immunschutz (Mayr & Büttner, 1992; 

Robinson & Balassu, 1981). Lämmer erhalten nach der Geburt über das Kolostrum 

maternale Antikörper, diese sind aber nicht protektiv und daher offensichtlich nicht 

virusneutralisierend (Buddle & Pulford, 1984). Um den Bestand zu schützen und 

insbesondere die Lämmerverluste minimal zu halten, können Schafe und Ziegen 

geimpft werden. Hierzu verwendet man durch mehrfaches Passagieren in Zellkultur 

attenuierte, avirulente Orf Virus-Stämme. 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 gänzlich verhindert werden können, 

führt die Impfung doch immerhin zu einer Abmilderung der klinischen Symptomatik 

(McInnes et al., 2001; Nettleton et al., 1996). Kommerzielle Impfstoffe sind nur in 

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

Im Vergleich zur Orf-Krankheit der kleinen Wiederkäuer 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 

Entzündungsprozesse, die hauptsächlich Kälber 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 gewöhnlich 

nicht, können aber möglicherweise klinisch inapparent infiziert sein. Durch den Zukauf 

solcher symptomfreier Tiere kann es insbesondere in Großbetrieben nach 

Stresssituationen zu Ausbrüchen mit verhältnismäßig hoher Morbidität kommen. Dass 

das Virus offensichtlich subklinisch im Wirtsorganismus persistieren kann, konnte 2011 

von Dal Pozzo et al. gezeigt werden. Sie berichteten über das plötzliche Auftreten 

typischer BPSV-Läsionen bei zwei ursprünglich symptomlosen Kälbern, 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 

können. Vereinzelt treten auch im Zusammenhang mit BPSV schwere 

Krankheitsverläufe auf, bei denen der Ösophagus oder Pansen in das 

Krankheitsgeschehen involviert sein kann (Jeckel et al., 2011; Okada et al., 1987). 

Darüber hinaus gibt es die Beschreibung chronischer Fälle, die mit einer proliferativen, 

nekrotischen Stomatitis einhergingen und letztlich zum Tod der Tiere führten (Yeruham 

et al., 1994). Interessanterweise wurde BPSV in einigen Fällen auch als ätiologisches 

Agens bei Infektionen des Euters identifiziert, wobei teilweise besonders schwere und 

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

Während BPSV v. a. in Kälbermastbetrieben von Bedeutung ist, spielt PCPV fast 

ausschließlich in der Milchviehhaltung eine Rolle. Typischer Manifestationsort für 

PCPV ist das (laktierende) Euter, genauer die Zitzen und Euterhaut. Zu Beginn der 

Erkrankung zeigen sich lokal kleinere gerötete oder geschwollene Areale. Hier 
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formieren sich im weiteren Verlauf Papeln, die sich zu Bläschen und Pusteln 

weiterentwickeln können und schließlich nach einigen Tagen verkrusten (Divers, 2007). 

Fallen die Krusten ab hinterlassen sie oftmals charakteristische ring- oder 

hufeisenförmige 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 Fällen gutartig und 

komplikationslos. Kommt es allerdings zu bakteriellen Sekundärinfektionen oder 

verhindert das schmerzhafte Euter das Abmelken, kann eine Mastitis die Folge sein. 

Dass auch PCPV nicht ausschließlich in Form der Euterpocken auftritt, zeigen 

Veröffentlichungen, in denen das Virus im Maulbereich von Kälbern bzw. Fressern 

gefunden wurde (Cargnelutti et al., 2012; Yaegashi et al., 2013). Weder PCPV noch 

BPSV sind demnach, wie früher klassischerweise angenommen, streng auf nur einen 

Manifestationsort im Wirt beschränkt. Erst jüngst konnte überdies nachgewiesen 

werden, dass das Virus auch für die genitale Infektion eines einjährigen Angus-Bullen 

verantwortlich war, der papuläre Läsionen an Präputium und Penis aufwies (Black et 

al., 2014).  

Präventive Impfmaßnahmen kommen zur Bekämpfung 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 zunächst vermutet, 

wurde offenbar, nachdem das Virus in zunehmendem Maße 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; Vikøren 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 außerdem die Empfänglichkeit 
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verschiedener Antilopenarten gezeigt werden (Lance et al., 1983). Auch im 

europäischen Raum wurde in den letzten Jahren das Auftreten von Parapockenviren bei 

Wildtieren beobachtet, darunter Gämsen (Rupicapra rupicapra) und Steinböcke (Capra 

ibex) (Huemer et al., 2014; Scagliarini et al., 2011). Während jedoch keine Beweise für 

das Vorhandensein einer eigenen Parapockenvirusspezies bei den genannten 

Wildwiederkäuerarten 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 neuseeländischen 

Rothirsch-Farmen. Die betroffenen Tiere zeigten Läsionen im Maul- und Kopfbereich, 

an den Ohren, dem Nacken und dem Bastgeweih. Nachdem schließlich 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 

außerhalb Neuseelands erschien denkbar, wurde aber erst 2011 aus Italien berichtet 

(Scagliarini et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch für Deutschland das 

Vorkommen einer eigenständigen Parapockenvirusspezies beim Rotwild belegt werden 

(Publikation 2). Andererseits ist zu beachten, dass nicht jede Parapockenvirusinfektion 

der Hirschartigen auf diese separate Rotwild-Virusspezies zurückzuführen 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 frühen Neunziger Jahren immer wieder zu teilweise 

schwerwiegenden Ausbrüchen 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 (Büttner et al., 1995b). Den genannten Ausbrüchen konnte letztlich ORFV 

oder PCPV als ursächliches Virus zugeordnet werden. Dies deutet darauf hin, dass es 

beiden Virusspezies gelungen ist, sich in der Wirtsspezies Rentier zu etablieren. 

Immunsuppressive, Infektions- und Krankheits-begünstigende Faktoren sind weder im 

Wildtier noch bei Hauswiederkäuern retrospektiv exakt definierbar. 

Im Jahre 1972 wurde in der Sowjetunion erstmals auch über das Auftreten von 

Parapockenviren bei Kamelen berichtet (Rosliakov, 1972). In den nächsten Jahren 

folgten Publikationen aus verschiedenen anderen Ländern: 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 überwiegenden Zahl der Fälle die 

Jungtiere. Unter den Kamelkälbern eines Bestandes kann die Morbidität bis zu 100 % 

betragen (Gitao, 1994). 

Daneben können auch Nicht-Ungulaten von einer Parapockenvirusinfektion betroffen 

sein. Nach der Erstbeschreibung 1969 (Wilson et al., 1969) bei einem Kalifornischen 

Seelöwen zeigten sich Robbenspezies aus verschiedenen Regionen der Welt 

empfänglich (Becher et al., 2002; Müller et al., 2003; Nettleton et al., 1995; Nollens et 

al., 2006a, 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 geführt. 

4 Parapockenviren beim Menschen  

Parapockenviren sind Zoonose-Erreger und somit auf natürlichem Wege vom Tier auf 

den Menschen übertragbar. Historisch bedingt wird die Erkrankung beim Menschen als 

„Melkerknoten― bezeichnet. Dies ist darauf zurückzuführen, dass zu Zeiten des 

Handmelkens typische Läsionen v. a. an den Händen von Melkern zu finden waren, die 

sich am Euter infizierter Tiere angesteckt hatten. Nach der Einführung der 

Melkmaschine ist dieser Übertragungsweg selten geworden. Heutzutage infiziert sich 

der Mensch meist über kleine Wiederkäuer. 

Während die Erkrankung beim Menschen generell nur sporadisch auftritt, sind 

Personengruppen, die berufsbedingt regelmäßig Kontakt zu Wiederkäuern haben, einem 

vergleichsweise höheren Risiko ausgesetzt (z. B. Tierärzte, Landwirte, Schäfer und 

Schlachthofmitarbeiter). Die Übertragung des Virus erfolgt über kleinere Verletzungen 

nach direktem Kontakt zu einem infizierten Tier oder auf indirektem Weg, v. a. über 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 geschächtet werden, treten gehäuft humane Krankheitsfälle 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 Fällen sind andere Körperstellen, wie das Gesicht oder die Perianal-Region, 

betroffen (Kennedy & Lyell, 1984; Revenga et al., 2001; Turk et al., 2014). Die 

Hautveränderungen, die meist singulär auftreten, entsprechen dem typischen Bild einer 

durch Parapockenviren verursachten pustulären Dermatitis. Auch wenn die Läsionen 

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 medikamentöse Behandlung. Bei immunsupprimierten Patienten 

dagegen wird immer wieder von besonders schwerwiegenden Erkrankungen berichtet, 

bei denen es zur Ausprägung bizarr großer, 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; Rørdam et al., 2013; Savage 

& Black, 1972). Die Ursache für 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 

durchgeführt (Geerinck et al., 2001; Lederman et al., 2007; Nettleton et al., 2000). Eine 

besondere Gefahr stellen auch großflächige Hautverletzungen bzw. -verluste dar. So 

kam es 2012 auf der Verbrennungsstation eines türkischen Krankenhauses zur 

nosokomialen Infektion von 13 Patienten mit ORFV (Midilli et al., 2013).  

Prinzipiell ist die Übertragung auf den Menschen nicht nur für ORFV (Bayindir et al., 

2011; Kitchen et al., 2014; Mercer et al., 1997; Turan et al., 2013) und PCPV (Abrahão 

et al., 2010; Mercer et al., 1997; Roess et al., 2010; Samemaleki et al., 2014), sondern 

auch für BPSV (Carson & Kerr, 1967; Holmes et al., 2011; MacNeil et al., 2010; 

Schnurrenberger et al., 1980) beschrieben, wohingegen PVNZ noch nicht als 

Zoonose-Erreger bestätigt werden konnte. Neben Hauswiederkäuern können überdies 

verschiedenste Wildtiere als Infektionsquelle für den Menschen dienen. Für 

Moschusochsen, Rentiere, Gämsen und Robben konnte dies bereits gezeigt werden 

(Falk, 1978; Hicks & Worthy, 1987; Kitchen et al., 2014). Und auch Hirschartige sind 

in der Literatur als Überträger beschrieben, jedoch wurde in diesen Fällen 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 übrigen Parapockenvirusspezies ein 

ausgeprägtes zoonotisches Potential besitzen, ist anzunehmen, dass dies auch auf PVNZ 

zutrifft. Hypothetisch wäre es demnach denkbar, dass sich der Mensch, beispielsweise 

ein Jäger beim Aufbrechen von Rotwild, mit PVNZ infiziert.  

Zu einer Übertragung 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 verläuft, wird i. d. R. nur ein begrenzter diagnostischer 

Aufwand betrieben. Allerdings kann die Abgrenzung von anderen gefährlichen oder 

tierseuchenrechtlich relevanten Erkrankungen von großer Bedeutung sein. 

Differenzialdiagnostisch kommen beim Wiederkäuer 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 können Anthrax (der 

Haut), chronisch-papillomatöse Pyodermien, eine Dermatitis ulcerosa, ein Panaritium 

oder unterschiedliche kutane Tumoren ein ähnliches Krankheitsbild hervorrufen 

(Steinhart, 2005). Die Gestalt und Lokalisation der Läsionen kann erste klinische 

Hinweise geben und ermöglichen oft schon den Ausschluss anderer Pockenviren. Denn 

während hier i. d. R. generalisiert Läsionen auftreten, die klassischerweise einen 

Pockennabel aufweisen, fehlt den Parapockenvirus-bedingten Läsionen 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 möglich. Generell kann der Erreger direkt 

oder indirekt auf molekularbiologischem Wege über seine Nukleinsäure nachgewiesen 

werden. Serologische Methoden, mit denen Virus-Antigene oder Antikörper detektiert 

werden können, spielen eine untergeordnete Rolle.  
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Als Diagnostikmaterial eignen sich Proben veränderter Hautstellen, insbesondere 

Hautbiopsien, daneben können 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 möglich ausreichend (vermehrungsfähiges) Virusmaterial für 

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 gewöhnlich Primärkulturen aus fetalen 

Geweben von Schaf und Rind. Es kommen u. a. fetale ovine Nasenmuschelzellen (ovine 

fetal turbinate cells, OFTu) (Delhon et al., 2004), primäre Kälberhodenzellen (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 Ösophagus-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 Grünen 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 Loslösen aus dem Zellverband und 

schließlich der Zelllyse zeigt; es ist jedoch möglich, 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 Gründe hierfür 

sind oft nicht genau bekannt. Der schottische ORFV-Stamm „MRI-scab virus“ etwa 

vermehrt sich trotz intensiver Bemühungen nicht in Zellkultur und kann stattdessen nur 

durch das Passagieren in Schafen erhalten werden (Büttner & 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 Läsion repräsentiert. Gravierende Veränderungen 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 könnte damit in 

Zusammenhang stehen. 

 

Abbildung 2 Zytopathischer Effekt der Parapockenviren in Zellkultur (bovine fetale Ösophagus Zellen). 

Infizierte Zellen zeigen sich abgekugelt und balloniert. Löcher im Zellrasen deuten auf eine bereits 

beginnende Zelllyse hin. Aufgrund einer indirekten Immunmarkierung mit dem monoklonalen Antikörper 

(mAb) 8D7 stellen sich infizierte Zellen dunkelrot dar. (Foto: Frau Heike Lang) 

5.1.2. Elektronenmikroskopie 

Die elektronenmikroskopische Untersuchung (EM) ermöglicht die direkte 

Visualisierung des Parapockenvirus. Da sie innerhalb von nur wenigen Stunden ein 

Ergebnis liefern kann, dient sie oftmals einer raschen Primärdiagnostik. In der 

Negativkontrastierung (engl. negativ staining) zeigt das Parapockenvirus seine 

charakteristische Wollknäuelstruktur 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 darüberhinausgehende Typisierung ist allerdings nicht möglich, da sich 

alle Parapockenviren morphologisch identisch darstellen. Voraussetzung für die EM ist 

das Vorhandensein einer ausreichend hohen Zahl an Viruspartikeln (10
6
-10

8
/ml) 

(Hazelton & Gelderblom, 2003) in der Probe, wodurch der größte Nachteil dieser 

Methodik, die geringe Sensitivität, offenbar wird.  

5.2. Serologische Nachweismethoden  

Der Wirtsorganismus reagiert auf die Parapockenvirusinfektion u. a. mit der Bildung 

von Antikörpern. Die individuelle humorale Immunantwort fällt jedoch qualitativ und 

quantitativ sehr unterschiedlich aus und die Höhe eines gemessenen Antikörpertiters 

korreliert weder mit dem Schutz vor einer Infektion noch mit der rascheren Abheilung 

der Läsionen (McKeever et al., 1987). Virusneutralisierende Antikörper sind, wenn 

überhaupt, nur nach wiederholtem Antigenkontakt (boost) nachweisbar. Zugleich 

konnte selbst auf Ebene monoklonaler Antikörper eine ausgeprägte Überschneidung in 

der Antigenerkennung zwischen ORFV, PCPV und BPSV festgestellt werden (Lard et 

al., 1991). Da Parapockenviren in der Wiederkäuerpopulation weit verbreitet sind, und 

jeder Kontakt mit dem Virus die Bildung nicht-neutralisierender Antikörper bewirkt, ist 

die zu erwartende Seroprävalenz 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 Übertragung von (Virus-)Proteinen auf eine 

Membran. Anschließend können einzelne Proteinbanden unter Verwendung spezifischer 

Antikörper identifiziert werden (Immunodetektion). Da das Verfahren vergleichsweise 

arbeits- und materialintensiv ist, spielt es für die Diagnostik einer 

Parapockenvirusinfektion keine Rolle. Gleichwohl wird der Western Blot zur 

Beantwortung wissenschaftlicher Fragestellungen herangezogen. Er ermöglicht 

beispielsweise die Identifizierung immunodominanter Proteine. Auf diese Weise 

konnten v. a. ein entscheidendes Oberflächenprotein bestimmt werden, das im 

Wirtsorganismus zur Stimulation einer starken humoralen Immunantwort führt: ein 

39-45 kDa Protein, Produkt des PPV Gens F1L, welches ein Homolog des VACV 
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Hüllprotein-Gens H3L darstellt (Czerny et al., 1997; Housawi et al., 1998; McKeever et 

al., 1987; Scagliarini et al., 2002; Thomas et al., 1980). Darüber 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 Antikörpern gegen Parapockenviren 

im Rahmen epidemiologischer Studien. Er wird häufig 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 

Seroprävalenz bei Wiederkäuern 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 Bestätigung 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 

Antikörper werden schließlich mit Hilfe eines konjugierten Zweitantikörpers detektiert 

(Chin & Petersen, 1995). Der Vorteil der Methode liegt darin, dass innerhalb relativ 

kurzer Zeit eine Vielzahl an Proben gleichzeitig untersucht werden kann. Erst jüngst 

konnte durch ELISA-Studien gezeigt werden, dass Gämsen in den österreichischen und 

italienischen Alpen eine Seroprävalenz von 23,5 % bzw. 9,5 % aufweisen und so ein 

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

ELISA zum Parapockenvirus-Antikörpernachweis sind bisher noch nicht kommerziell 

erhältlich. 

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 

Antikörpermarkierung - sie kann mit einem Fluorochrom oder einer Peroxidase 

erfolgen. Dementsprechend erfolgt das Sichtbarmachen der Antigen-Antikörperbindung 
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über ein Fluoreszenzsignal oder durch das Umsetzen eines Substrates in Form einer 

Farbreaktion. Wird das Antigen unmittelbar durch den Primärantikörper markiert 

spricht man von einer direkten Immunmarkierung, erfolgt sie erst durch einen 

konjugierten Zweitantikörper, 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 Antikörper zum Einsatz (Huemer et al., 2014; Kitchen 

et al., 2014; Osterhaus et al., 1994). Außerdem ist es geeignet, das Vorhandensein und 

die Lokalisation des Virus in der Zelle zu bestätigen. Allerdings ist i. d. R. keine 

Speziesdifferenzierung möglich, wenn auch die Abgrenzung einer oder mehrerer 

Spezies mit Hilfe eines Sets verschiedener monoklonaler Antikörper in Einzelfällen 

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

5.3.  Virusgenomnachweis 

5.3.1. Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) und 

DNA-Hybridisierung  

Zur RFLP-Analyse wird die Nukleinsäure des Virus mit einer Restriktionsendonuklease 

verdaut. Anschließend 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 ausfällt, 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 Heterogenität 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 ähnlicher Weise können auch Rekombinationsereignisse zwischen 

zwei Virusspezies leicht zu einer Fehlinterpretation führen (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 bestätigen, werden häufig zusätzlich DNA-DNA-Hybridisierungsversuche 

durchgeführt. Verwendet man hierfür die hochvariablen terminalen Bereiche des 

Genoms, erfolgt die Hybridisierung ausschließlich 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 zuverlässig mittels 

PCR. Da sie außerdem unter geringem Arbeitsaufwand und in fast jedem Labor 

durchgeführt 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, gewährleistet 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 

großen Fragmentes des B2L-Gens (= major envelope gene, ORF 011) basiert. Da es 

sich dabei um ein hochkonserviertes Gen handelt, können alle Parapockenvirusspezies 

gleichermaßen nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich darüber 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 durchgeführt, können die amplifizierten DNA-Fragmente 

anschließend aus dem Elektrophorese-Gel ausgeschnitten werden und stehen so einer 

Sequenzierung zur Verfügung. Die gewonnene Sequenz kann auf Nukleotid- oder 

Aminosäure-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 Klärung evolutionärer 

Verwandtschaftsbeziehungen ermöglicht wird. Seit einigen Jahren kommen auch 

quantitative Echtzeit-PCRs (q-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 Ansätze 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 Abhängigkeit von ihrem GC-Gehalt detektiert werden (Li et al., 2009). 

5.3.3. Molekulare Virusspeziescharakterisierung  

Auch die PCR bietet jedoch nicht die Möglichkeit einer umfassenden molekularen 

Virusspeziescharakterisierung - sie gelingt nur durch die vollständige Sequenzierung 

des Virusgenoms. War die Gesamtgenomsequenzierung bis vor kurzem noch extrem 

arbeits- und zeitaufwändig, so können 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 Stärke des 

NGS liegt in der parallelen Sequenzierung einer enorm hohen Zahl an DNA-Molekülen. 

Auch wenn sich die einzelnen NGS-Verfahren in Details unterscheiden, so werden in 

allen Fällen 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 Kügelchen gebunden mittels 

emPCR (emulsion-based PCR) oder auf dem Sequenzier-Trägerglas mittels 

bridge-PCR) und schließlich 3) die eigentliche Sequenzierung (bei der das eingebaute 

Nukleotid i. d. R. über ein Farb- oder pH-Signal detektiert wird). 

Die generierten Daten können anschließend computerbasiert zu einer 

Gesamtgenomsequenz zusammengesetzt werden (assembly). Ist ein geeignetes 

Referenzgenom vorhanden, können 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 Veränderungen wie Deletionen, Insertionen 

oder Substitutionen können so vergleichsweise schnell identifiziert werden. Fehlt eine 

entsprechende Referenz, kann alternativ ein de-novo-Zusammenbau durchgeführt 

werden, wobei überlappende Sequenzbereiche der generierten Reads genutzt werden.  

Letztlich können einzelne Gene und deren mutmaßliche Funktion definiert werden und 

stehen somit in großer Zahl auch für ausführliche phylogenetische Analysen zur 

Verfügung. 
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IV DISKUSSION 

1 Parapockenvirus-Nachweis mittels Pan-Parapockenvirus-PCR 

1.1. Detektion unterschiedlicher Parapockenvirusspezies 

Als besonders nützlich 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 zuverlässig nachzuweisen und kam aufgrund ihrer hohen Sensitivität und 

Spezifität 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 für 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 über eine ausreichende Heterogenität verfügen, sodass 

eine anschließende phylogenetische Analyse der DNA-Fragmente eine klare 

Speziesdifferenzierung erlaubt. Dazu wurde zunächst das „Standard-Gen― (B2L-Gen) 

der Parapockenvirus-Diagnostik gewählt, welches ein Ortholog des 

VACV-Copenhagen-Gens F13L ist. Genprodukt des B2L-Gens ist das 

Haupthüll-Protein p42K, das bei allen Parapockenviren ein potentes Antigen ist und im 

Wirtsorganismus zu einer starken Antikörper-Antwort führt (Sullivan et al., 1994). Von 

dem insgesamt 1137 bp großen 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 Heterogenität durch 

eine Erweiterung der Zielsequenz ausgeglichen werden (993 bp mit dem 

PPV011-Primerpaar; Publikation 1). Daneben wurde der ORF 032, Ortholog des VACV 

Copenhagen Gens I3L, als zweiter PCR-Amplifikationsbereich ausgewählt. Für 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 Affinität Einzelstrang-DNA bindet (ss DNA binding 

protein) und bereits in der frühen bzw. intermediären Phase der Infektion exprimiert 

wird (Rochester & Traktman, 1998). Dementsprechend geht man davon aus, dass es 

eine entscheidende Rolle im viralen Vermehrungszyklus spielt und möglicherweise 

auch in die DNA-Replikation und -Reparatur involviert ist (Rochester & Traktman, 

1998). Da die mutmaßliche Sequenzvariation dieses Gens zwischen den 

Parapockenvirusspezies höher 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 darüber hinaus in Proben von Mensch und Wiederkäuer gleich gut 

nachweisbar. 

Im Rahmen der Publikation 1 wurde fast ausschließlich in Zellkultur isoliertes 

Virusmaterial und daraus extrahierte DNA verwendet. Dies schließt jedoch nicht aus, 

dass auch direkt aus klinischen Proben (Krusten / Läsionen) gewonnene DNA für die 

vorgestellten PCR-Ansätze genutzt werden kann. Die bei den PCR-Ansätzen 

eingesetzte DNA-Menge (template) war mit durchschnittlich 3-4 ng nur gering und 

sollte daher auch ohne vorherige Virusvermehrung aus Probenmaterial gewonnen 

werden können. Ferner konnte die zur Verfügung gestellte DNA aus den schottischen 

Proben EDI und C404, die ohne Zellkultur-Isolierung direkt aus den Läsionen 

gewonnen wurde, problemlos detektiert werden. 

1.2. Speziesdifferenzierung mittels phylogenetischer Analyse der DNA 

aus PCR-Fragmenten 

Die Sequenzierung der PCR-Produkte und die anschließende Verwendung ihrer 

Aminosäure-Sequenz zur Erstellung phylogenetischer Stammbäume konnte die 

überlegene Speziesdifferenzierung auf Basis des ORF 032 bestätigen. Die höhere 

inner- und zwischenartliche Sequenzvariation im ORF 032 führte zu einer 

differenzierteren Auftrennungsmöglichkeit der untersuchten Parapockenviren 

(Publikation 1, Fig. 2). Die entwickelten PCR-Protokolle ermöglichen 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 zuverlässige Spezieszuordnung durchzuführen. Ob die Verwendung eines 

nur 554 bp großen Fragments des höher konservierten B2L-Gens allein ebenso valide 

ist, erscheint demgegenüber zweifelhaft.  

Eine genaue Einordnung des Virus in das taxonomische Gefüge 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 Aufklärung der ursächlichen 

Virusspezies einer pustulären Dermatitis in einem (neuen) Wildtierwirt oder zur 

Nachverfolgung möglicher Übertragungswege zwischen Haus-, Wildwiederkäuern und 

dem Menschen. 

Es ist nicht auszuschließen, dass Simultaninfektionen mit Parapockenviren zum 

Auftreten von Rekombinanten führen könnten. Solche Rekombinationsereignisse 

würden 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 über 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 höheren Risiko in vielen Fällen 

mit der Erkrankung vertraut sind und daher auch ihren komplikationslosen und 

selbstlimitierenden Verlauf kennen, unterbleibt ein Arztbesuch häufig. Dies bedingt, 

dass die Inzidenz humaner Fälle letztlich unbekannt ist, vermutlich aber höher 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, nämlich ORFV (n = 4) oder PCPV (n = 4), überein. Die 

phylogenetische Analyse der PCR-Produkte ermöglicht demnach die Rückverfolgung 

zum virusübertragenden Tier, sofern es sich dabei um einen Hauswiederkäuer handelt 

und legt die Vermutung nahe, dass Parapockenviren ihre genomische Integrität auch 

beim Wechsel von einem Wiederkäuer- zu einem humanen Wirt wahren. Dass selbiges 

auch für BPSV gilt, lassen andere Berichte annehmen (Holmes et al., 2011; MacNeil et 

al., 2010), konnte in dieser Studie aufgrund fehlender humaner BPSV-Fälle jedoch 

nicht gezeigt werden. 

Auch dann wenn kein Tierkontakt bekannt ist oder das virusübertragende Tier keine 

direkten Schlüsse auf die Parapockenvirusspezies zulässt, wie z. B. bei der Infektion des 

Menschen über das Rentier (ORFV oder PCPV) (Hautaniemi et al., 2010; Klein & 

Tryland, 2005; Tikkanen et al., 2004) oder über andere Wirtstiere, deren 

Empfänglichkeit für Parapockenviren sich erst überraschend neu zeigt, kann über die 

Kombination aus PCR und anschließender phylogenetischer Analyse der PCR-Produkte 

das ätiologische Agens aufgeklärt werden. 

Um zu entschlüsseln, inwieweit sich das Virus nach einer Übertragung vom Tier auf 

den Menschen genomisch verändert 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, B015 und HL953) mittels NGS nahezu vollständig sequenziert und anschließend 

zusammengesetzt. Einzelne Gene wurden manuell oder mit Hilfe eines Software-Tools 

(Genome Annotation Transfer Utility, GATU) (Tcherepanov et al., 2006) annotiert und 

konnten so für weiterführende vergleichende Analysen verwendet werden. Die 

Benennung einzelner Gene erfolgte in Anlehnung an die von Delhon et al. (2004) 

eingeführte Nomenklatur. In der Genbank sind bereits vollständige Genom-Sequenzen 

der folgenden Virusisolate zu finden: ORFV IA82 (Schaf) und SA00 (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 Übertragung 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 Qualität gewonnen 

werden kann. Allerdings ist aufgrund der hohen Plastizität des 

Parapockenvirus-Genoms zu berücksichtigen, dass Mehrfachpassagen in Zellkultur zu 

beträchtlichen Veränderungen im Genom führen können (Cottone et al., 1998). 

Hautaniemi et al. (2011) konnten zeigen, dass nach nur sieben Passagen bereits größere 

Deletionen zu beobachten sind. Um dieser Erkenntnis Genüge zu tun, wurde die Zahl 

der Zellkulturpassagen in der vorliegenden Studie auf ein Maximum von fünf 

beschränkt. 

Dass die Virusisolate B029, B015 und HL953 dem Genus Parapoxvirus zuzuordnen 

sind, wurde zunächst 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 bestätigt werden: die generierten 

Sequenzen weisen einen Parapockenvirus-typischen GC-Gehalt von 64 bzw. 65 % auf, 

verfügen über 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 darüber hinaus über 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 

Schwächen. Der hohe GC-Gehalt der Parapockenviren und das Vorliegen repetitiver 

Nukleotidsequenzen können die Sequenzierung erschweren (Kieleczawa, 2006; 

Treangen & Salzberg, 2012). So traten insbesondere in der HL953 Genomsequenz 

Lücken auf, die zunächst noch mittels PCR und anschließender Sanger-Sequenzierung 

der PCR-Produkte geschlossen werden mussten. Die Sequenzierung der terminalen 

Haarnadel-Strukturen ist ebenfalls nicht ohne weiteres möglich (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 Leselänge (ca. 50-150 bp pro Read) (Treangen & Salzberg, 2012), eine 

höhere base call error rate (Ableitung der Basenabfolge von physikalischen Signalen) 

und Plattform-spezifische Artefakte (Chen et al., 2014). Erscheint es zunächst 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 bewältigen 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-Übertragung von Schaf zu Mensch. Das jeweilige Virus konnte aus 

Krustenmaterial (B015, Schaf) bzw. Biopsie-Material (B029, Mensch) angezüchtet und 

isoliert werden, sodass dieses einzigartige korrespondierende Viruspaar nach der 

Sequenzierung vergleichend analysiert werden konnte. 

 

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

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

Dührsen). 

Unter Verwendung des Genoms des ORFV IA82 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 Veröffentlichung 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 erhöht. Der 

Genbankeintrag (KF837136) wurde demgemäß aktualisiert.  

Eine durchschnittlich 95,8%ige Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz einzelner 

ORFs zu der des ORFV IA82 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 gestützt. Gene die der Spezies PCPV oder PVNZ vorbehalten sind, sind 

demgegenüber bisher nicht in der Literatur beschrieben.  

Das Mapping der B015-Reads auf das fertiggestellte B029-Genom ermöglichte den 

umfassenden Vergleich beider Virusgenomsequenzen. Die Tatsache, dass beide 

Sequenzen nahezu vollständig identisch sind und ferner in allen SNPs (single nucleotide 

polymorphisms) und INDELs (Insertionen und Deletionen) gegenüber der Referenz 

übereinstimmen, lässt den Schluss zu, dass auch nach einem Wechsel der Wirtsspezies 

keine gravierenden Änderungen auf Genom-Ebene vorliegen und das Virus B015 somit 

tatsächlich seine genomische Stabilität nach Übertragung 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. Zusätzlich ist zu 

berücksichtigen, dass Zellkulturisolate untersucht wurden (vgl. Literaturübersicht Punkt 

5.1.1.). Letztlich konnten nur zwei Unterschiede zwischen den Isolaten B015 und B029 

erfasst werden, ein SNP vor ORF 005 und eine Einzelnukleotid-Deletion in der 

Genomsequenz von B029 innerhalb des ORF 013. Während 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, führt der Verlust nur eines Nukleotids in ORF 013 zu einer 

Leserasterverschiebung. Dies wiederum bedingt, dass das entsprechende Genprodukt 

möglicherweise funktionslos bleibt. Da jedoch nicht bekannt ist, welche Art von Protein 

durch ORF 013 kodiert wird, ist die Einschätzung einer potentiellen biologischen 

Konsequenz nicht möglich.  
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2.2. Molekulare Charakterisierung eines Parapockenvirus-Isolates 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 KpnI gewonnen. Sie konnte zeigen, 

dass das Restriktionsfragment-Profil von HL953 keinem der drei etablierten 

Parapockenvirusspezies entsprach und ließ daher die Vermutung zu, dass 

möglicherweise eine zusätzliche vierte Spezies vorliegt. Immunfärbungen und 

Westernblot-Analysen sind generell nicht geeignet die Spezieszugehörigkeit von 

Parapockenviren aufzuklären. Die Reaktivität von HL953 mit verschiedenen 

monoklonalen Antikörpern (mAbs) deutete jedoch zumindest eine vergleichsweise enge 

Verwandtschaft mit BPSV an, die später auf Genomebene bestätigt werden konnte.  

Die extrahierte HL953-DNA wurde schließlich genutzt, um daraus die erste (nahezu 

vollständige) Genomsequenz eines Parapockenvirus vom Rotwild zu erstellen. 

Insgesamt konnten 130 mutmaßliche ORFs mit Hilfe von GATU definiert werden. 

Auffällig dabei war, dass fast ein Drittel aller HL953-ORFs größer 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 nötig.  

Offenbar besteht überdies ein relativ engeres Verwandtschaftsverhältnis zwischen 

HL953 und der Spezies BPSV; in insgesamt 81 ORFs zeigen sich die größten 

Sequenzhomologien zwischen HL953 und der BPSV-Referenz AR02. Zusätzlich 

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 

berücksichtigen, 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 vollständig sequenzierten 

Parapockenviren gleichermaßen zu finden waren, konnte eindeutig zeigen, dass HL953 
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im phylogenetischen Stammbaum einen separaten Ast für sich beansprucht (Publikation 

2, Fig. 2). Das Auffinden einer eigenständigen Parapockenvirusspezies bei 

neuseeländischen Rothirschen (PVNZ) (Robinson & Mercer, 1995) legt nahe, dass es 

sich bei HL953 um ein Mitglied dieser Spezies handelt. Diese Annahme wird bestärkt 

durch die vergleichende Analyse des vVEGF (vgl. auch Literaturübersicht 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 außerordentlich hohe inner- und 

zwischenartliche Sequenzvariation auf, sodass die vVEGF-Aminosäuresequenz selbst 

bei Vertretern der gleichen Virusspezies weit weniger als 50 % übereinstimmen 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. Abschließend geklärt werden könnte dies durch einen 

umfassenden Vergleich der HL953-Genomsequenz und der eines definierten 

PVNZ-Isolates (als Standard gilt das neuseeländische PVNZ-Isolat RD86). Jedoch steht 

bisher keine entsprechende Sequenz in der Genbank zur Verfügung. 

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 

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

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der Gesamtgenomanalyse bestätigt werden, dass 

Rotwild auch in Deutschland über eine eigenständige Parapockenvirusspezies verfügt 

und HL953 ein Repräsentant dieser Spezies ist. 

3 Phylogenetische Beziehung der vier Parapockenvirusspezies 

Unter Verwendung eines Sets aus 16 konservierten Pockenvirus-Proteinen, kann das 

Verwandtschaftsverhältnis der Parapockenviren im Gefüge der Familie Poxviridae 

übersichtsartig 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) ausgewählter Pockenviren, 

basierend auf einem Set aus 16 konservierten Pockenvirus-Proteinen. Die Gattung der Parapockenviren ist 

durch einen grünen Kreis markiert.  

Der gezeigte Stammbaum (Abbildung 4) offenbart zunächst die Bildung eines separaten 

Clusters durch die Parapockenviren, die demgemäß ein eigenes Genus bilden und 

bestärkt die Zugehörigkeit von HL953 zu diesem Cluster. Darüber hinaus wird ein 

besonders nahes Verwandtschaftsverhältnis der Parapocken zu dem Pockenvirus der 

Eichhörnchen (SQPV) erkennbar. Dieses ebenfalls auffallend GC-reiche Pockenvirus 

wird mit dem massenhaften Sterben roter Eichhörnchen (Sciurus vulgaris) nach der 

Einfuhr des Grauhörnchens (Sciurus carolinensis) im Vereinigten Königreich in 

Verbindung gebracht (McInnes, 2006; McInnes et al., 2009; Naulty et al., 2013; 

Thomas, 2003). Nachdem es zunächst 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 tatsächlich vielmehr um den Vertreter einer bis dato 

unbekannten Gattung innerhalb der Subfamilie Chordopoxvirinae handelt (Thomas, 

2003). Auch der vorliegende Stammbaum (Abbildung 4) unterstützt diese These. 

 

 

Abbildung 5 Phylogenetischer Stammbaum (maximum likelihood tree) der Parapockenviren. Zur 

Erstellung wurde jeweils die zusammengefügte Aminosäuresequenz von 125 ORFs verwendet, die in 

allen vollständig sequenzierten Parapockenvirus-Isolaten 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 überdies 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 für das 

Infektionsgeschehen eine wichtige Rolle spielen. Dass das Virus in der Lage ist 

symptomlos im Wirtsorganismus zu persistieren wurde für BPSV bereits beschrieben 
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(Dal Pozzo et al., 2011), dabei scheint es während der symptomlosen Phase in 

lymphatischem Gewebe beherbergt zu werden (Iketani 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 über 

eine milde bis oftmals sogar schwerwiegende Symptomatik berichtet (Horner et al., 

1987; Scagliarini et al., 2011), sodass es vorstellbar erscheint, dass es unter bestimmten 

prädisponierenden Voraussetzungen (Immunsuppression, Stress) auch beim deutschen 

Rotwild zu einer Reaktivierung des Virus mit der Ausbildung von Läsionen und 

verstärkter Virusausscheidung kommen kann. Der Nachweis aller gängigen 

Parapockenvirus-Virulenzgene im HL953-Genom unterstützt diese Annahme. Beweise 

dafür, dass das Virus auf natürlichem Wege vom Rothirsch auf Hauswiederkäuer 

übertragen werden kann stehen noch aus, jedoch konnte gezeigt werden, dass die 

experimentelle Infektion von Schafen mit PVNZ milde Läsionen hervorruft (Robinson 

& Mercer, 1995). Berücksichtigt man die Tatsache, dass HL953 eine noch deutlich 

engere Verwandtschaft zu BPSV als zu ORFV aufweist, ist nicht auszuschließen, dass 

das Virus auch an Rinder weitergegeben werden könnte. Gerade im alpinen Raum ist 

ein Kontakt zwischen Rotwild und Rindern, die sich oft dieselben Sommeralmflächen 

teilen, nicht selten. Dass es sich hier um eine wichtige Schnittstelle für den 

Erregeraustausch zwischen Wild- und Hauswiederkäuern handelt, ist auch im 

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

Da Parapockenviren Zoonoseerreger sind, könnte das Virus schließlich in ähnlicher 

Weise auf den Menschen übertragen werden. Auch dieses Szenario bleibt allerdings 

zunächst noch spekulativ, da Parapockenviren vom Rotwild noch nicht als ätiologisches 

Agens einer humanen Parapockenvirusinfektion nachgewiesen werden konnten. 

Gleichwohl kann der Kontakt zu Hirschartigen zu einer Infektion des Menschen mit 

ORFV oder PCPV führen (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 übrigen positiven Tupferproben ebenfalls um 

Angehörige dieser Virusspezies handelt oder gegebenenfalls um ORFV oder PCPV.  



92 IV DISKUSSION 

 

Der Kontakt zu gefallenem oder erlegtem Rotwild stellt demgemäß ein potentielles 

Infektionsrisiko dar (beispielsweise für Jäger oder Wildhüter). Insbesondere dann wenn 

Verletzungen an den Händen 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 primäres Manifestationsorgan sind, 

dennoch geeignet sind, das Vorhandensein des Virus im Organismus zu bestätigen. So 

erscheint es vorstellbar, dass die Untersuchung von Tonsillentupfern auch in Zukunft 

genutzt werden kann, um wichtige Erkenntnisse über 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 Gämsen und Steinböcke in 

Europa für Parapockenviren empfänglich gezeigt (Huemer et al., 2014; Scagliarini et 

al., 2011). Noch nicht geklärt ist indes die Frage, ob es sich dabei jeweils um echte 

Reservoirwirte handelt, die einen eigenständigen Infektionszyklus in der Population 

aufrechterhalten. Im Fall des Rotwilds erscheint dies aufgrund des Vorhandenseins 

einer eigenen Virusspezies wahrscheinlich, Infektionen bei Gämsen und Steinböcken 

(ORFV) dagegen könnten auch immer wieder neu über Hauswiederkäuer in die 

Population eingetragen werden.  

Durch umfangreichere Sequenzvergleiche könnte entschlüsselt werden, ob es sich bei 

den Parapockenviren des deutschen und neuseeländischen Rotwildes um die gleiche 

Virusspezies handelt. Angesichts der Tatsache, dass Rotwild wie jede andere Hirschart 

in Neuseeland nicht ursprünglich heimisch war, sondern erst im 19. Jahrhundert aus 

Europa nach Neuseeland eingeführt wurde (Feldhamer, 2012), ist dies wahrscheinlich. 

So könnte auch das Virus auf diesem Weg in das Land miteingeschleppt worden sein. 

Zusätzlich erwiesen sich Parapockenviren über lange Zeit und weitentfernte 

geographische Gebiete hinweg als genetisch stabil (vgl. Publikation 1), sodass das 

deutsche bzw. europäische und neuseeländische Virus vermutlich auch heute noch in 

sehr enger verwandtschaftlicher Beziehung zueinander stehen.  

Dass auch die genaue Abklärung humaner Erkrankungsfälle durchaus von Relevanz 

sein kann, wurde erst kürzlich 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 zweier Humanfälle zeigte hohe 

Sequenzübereinstimmungen 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 möglicherweise um ein neuartiges zoonotisches Pockenvirus 

handelt. 

Einen wichtigen Schlüssel zur Aufklärung dieses und anderer Fälle stellt die molekulare 

Viruscharakterisierung mittels Gesamtgenomanalyse dar. Sie ermöglicht es, umfassende 

Einblicke in die molekularen Eigenschaften eines Erregers zu erhalten. Künftig 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 schließlich in die bestehende taxonomische 

Ordnung einzufügen. 
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V ZUSAMMENFASSUNG 

Die epitheliotropen Parapockenviren sind Mitglieder der Familie Poxviridae und treten 

ubiquitär in der Wiederkäuerpopulation auf. Sie verursachen kontagiöse, pustulöse 

Haut- und Schleimhautläsionen, die meist auf den Bereich des Kopfes oder des Euters 

beschränkt sind (Lokalinfektion). Die Erkrankung verläuft unter Ausprägung milder bis 

schwerwiegender Symptome und ist i. d. R. durch eine hohe Morbidität, aber geringe 

Mortalität gekennzeichnet. Derzeit existieren vier in das Genus eingeordnete 

Virusspezies: ORFV (Schaf und Ziege), PCPV und BPSV (Rind), sowie PVNZ 

(neuseeländisches Rotwild). Mit Ausnahme von PVNZ konnte eine Übertragung aller 

Parapockenviren auf den Menschen nachgewiesen werden (Zoonoseerreger). Die 

Infektion des Menschen führt zum Auftreten lokal begrenzter Hautläsionen, die 

historisch bedingt als „Melkerknoten― bezeichnet werden. Nach erfolgter 

Parapocken-Diagnose werden Humaninfektionen unter Vernachlässigung der 

virusübertragenden 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 ermöglicht die Zuordnung zu einer der etablierten 

Virusspezies sowie die Rückverfolgung humaner Parapockenvirus Isolate zum animalen 

Ursprungswirt. 

Überdies wurden die DNA-Genome dreier Virusisolate mittels NGS sequenziert. Um 

genomische Veränderungen durch in-vitro Einflüsse auszuschließen, wurde die Anzahl 

der Zellkulturpassagen strikt niedrig gehalten. Die sequenzierten Virusgenome 

offenbarten Parapockenvirus typische Eigenschaften: eine Größe 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 korrespondierenden 

ORFV-Paares von Schaf (B015) und Mensch (B029) konnte zeigen, dass das Virus 

auch nach einer Übertragung auf eine neue Wirtsspezies seine genetische Integrität zu 

nahezu 100 % bewahrt. 

Das Auftreten der Parapockenvirusspezies PVNZ war lange Zeit auf Neuseeland 

beschränkt, obgleich eine weitere Verbreitung, insbesondere auch in Europa, für 

wahrscheinlich gehalten wurde. Im Rahmen eines Monitorings wurden 1764 

Tonsillentupfer von Rotwild im bayerischen Alpenraum untersucht. In 14 (0,79 %) 

wurde die Präsenz von Parapockenvirus-DNA mit einer real-time-PCR nachgewiesen. 

Aus einer Probe konnte erfolgreich ein Virus (HL953) in Zellkultur isoliert und seine 

DNA anschließend sequenziert werden, was in der ersten (nahezu) vollständigen 

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, ermöglichten seine 

Identifizierung als Vertreter einer eigenen Parapockenvirusspezies beim Rotwild in 

nächster Verwandtschaftsbeziehung zu PVNZ. Auffälligerweise war ca. ein Viertel aller 

HL953-ORFs größer als die entsprechenden ORFs in den verwendeten 

Parapockenvirus-Referenzgenomen.  

Das Fehlen klinischer Symptome beim infizierten Rotwild deutet darauf hin, dass es 

persistierende, asymptomatische Infektionsverläufe gibt. Hieraus ergibt sich eine 

weitere potentielle Infektionsquelle für empfängliche Nutztiere und den Menschen.  
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VI SUMMARY 

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 (B015) 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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