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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes
1.1 Einleitung

Die Klassische Schweinepest (KSP) ist eine der wirtschaftlich folgenschwersten
Tierseuchen weltweit und nimmt unter den Schweinekrankheiten als
anzeigepflichtige Tierseuche eine zentrale Stellung ein (LIESS, 1987). Diese
monokausale und virusbedingte Allgemeinerkrankung flhrte bei Haus- und
Wildschweinen in den zuruckliegenden Jahren zu schweren direkten und indirekten
Verlusten. Im deutschen Hausschweinebestand wurden im Zeitraum 1993 bis 2002
insgesamt 2.431.846 Schweine seuchenbedingt getotet, davon rund 70.000 in den
Jahren 2001/2002. Betroffen waren konventionelle sowie dkologisch bewirtschaftete
Betriebe. Die ethische, tierschitzerische und wirtschaftliche Dimension einer KSP-
Epidemie verdeutlichen die Zahlen aus den Niederlanden aus den Jahren
1997/1998. Bei insgesamt 429 Ausbrichen wurden mehr als 12 Millionen Schweine
getotet und unschadlich beseitigt. Direkt von der Seuche betroffen waren allerdings
nur ca. 700.000 Schweine (ca 6 %), die anderen Tiere wurden aus prophylaktischen
und 6konomischen Griinden getdtet. Die direkt entstandenen Kosten wurden mit 2,3
Milliarden EUR angegeben. Die indirekten Kosten, die allerdings nur schwer zu
quantifizieren sind, wurden als ebenso hoch angegeben (HORST et al., 1999).

Die Bekampfung der KSP stellt nach wie vor eine grolde Herausforderung dar. Die

allgemeinen Bekampfungsmallinahmen in der Europaischen Union, die in der EU-

Richtlinie 2001/89/EC festgelegt sind, kdnnen wie folgt zusammengefasst werden:

e Keulen aller Schweine im Seuchenbetrieb,

e Einrichten von Sperr- und Beobachtungsgebieten,

e Transportverbote, Handelsrestriktionen,

¢ Umfangreiche epidemiologische, klinische, serologische und virologische
Untersuchungen.

Zusatzlich kdnnen noch je nach Seuchenlage das prophylaktische Keulen aller
Schweine im 500- bis 1000-m-Umkreis eines Seuchenherdes sowie die Notimpfung
als spezielle Bekampfungsmalinahmen eingesetzt werden. Das Keulen im 1000-m-
Radius wurde sowohl in Deutschland als auch in den Niederlanden wahrend der
letzten Seuchenzige durchgefuhrt. Die Notimpfung wurde allerdings wegen zu
strenger Auflagen seitens der EU noch nie eingesetzt.

Ziel dieser Bekampfungsstrategie ist es, absolute Seuchenfreiheit in einer Region
bzw. einem Land zu erlangen, damit der internationale Handel mit Schweinen und
deren Produkten ungestort stattfinden kann. Diese Seuchenfreiheit wird dariber
definiert, dass die Schweinepopulation frei von Antikdrpern gegen das KSP-Virus
sein muss.

Als sehr umstritten haben sich diese BekampfungsmaBnahmen in
schweinedichten Gegenden erwiesen. Das Toten vorwiegend gesunder Tiere
wird aus ethischen und tierschitzerischen Griinden von der Bevolkerung
immer weniger akzeptiert. Weiterhin schwindet beim Verbraucher das
Verstandnis fur die Nichtimpfpolitik, zumal die Impfung keine negativen Effekte
fur Tiere und Menschen hat. Aus der frilheren Anwendung der Vakzination
ergeben sich zudem keine Beweise fiir eine Persistenz von KSP-Virus bei
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geimpften Schweinen. Es muss noch betont werden, dass der Mensch nicht an
der KSP erkranken kann und somit fiir ihn durch die Seuche unmittelbar keine
Gefahr besteht.

1.2  Spezielle Problematik und Aufgabenstellung

Infizierte Wildschweine stellen ein permanentes KSP-Virusreservoir dar und gelten
als eine der Hauptansteckungsquellen fur Hausschweine (TEUFFERT et al. 1997,
FRITZEMEIER et al. 2000). Alle KSP-Ausbriche bei Hausschweinen der letzten
Jahre in Deutschland traten in Gegenden auf, in denen die Schweinepest in der
Wildschweinpopulation vorkommt (siehe Abbildung 1). Aufgrund der erhdhten
Infektionsgefahr gelten in Gegenden, wo Schweinepest bei Wildschweinen
vorkommt, strenge UberwachungsmaBnahmen und Handelsrestriktionen fir alle
schweinehaltenden Betriebe. Diese Mallnahmen beinhalten unter anderem das
Verbot der Freilandhaltung von Schweinen sowie aufwandige und teure
diagnostische Untersuchungen, die gemacht werden mussen, wenn z. B. Schweine
aus einem Betrieb in einen anderen verbracht werden. Ganz besonders betroffen
sind Okologisch bewirtschaftete Betriebe, in denen eine Freilandhaltung der
Schweine in diesem Fall nicht mehr stattfinden darf.

Die prophylaktischen MaRnahmen in Restriktionsgebieten stltzen sich auf klinische
und labordiagnostische Untersuchungen, die in regelmaligen Abstanden sowie in
Verdachtssituationen durchgefuhrt werden. Zusatzlich werden alle Tiere, die einen
Betrieb verlassen, klinisch und labordiagnostisch untersucht. Fur die
Laboruntersuchungen werden kommerzielle Schnelltests (Antigen-ELISA) zum
Nachweis von KSP-Virusantigen im Blut eingesetzt. Diese Tests sind allerdings
wegen ihrer geringen Empfindlichkeit mit Sicherheitsmangeln behaftet und stellen
somit ein gewisses Risiko dar.

Als Alternativmethode bietet sich seit einiger Zeit die diagnostische
Polymerasekettenreaktion (PCR) an, die als Methode mit einer sehr hohen
Sensitivitat Einzug in die Veterinardiagnostik gefunden hat (PATON et al., 2000 a/b).
Ziel des Forschungsprojektes war es, ein auf modernen Labormethoden (PCR)
beruhendes Uberwachungsprogramm fiir die KSP zu erarbeiten, das ethisch
vertretbar sowie sicherer, effektiver und kostenglinstiger sein soll als die zur
Zeit praktizierten Uberwachungsprogramme. Neben der Optimierung der
Labordiagnostik soll die Strategie der Uberwachungsuntersuchungen
tiberdacht werden. Das neue Uberwachungsprogramm soll die Méglichkeiten
der okologischen und konventionellen Schweinehaltung verbessern und das
Infektionsrisiko allgemein minimieren mit dem Endziel, unnétige Keulungen zu
vermeiden.

Die Schweinepestbekampfung ist in der EU gesetzlich geregelt (EU-Richtlinie
2001/89/EC). Fur Deutschland gelten die Schweinepestverordnung, die EU-
Schweinepestrichtlinie sowie der Bundesmallnahmenkatalog zur Bekampfung der
KSP. Das Hauptziel des Forschungsvorhabens ist, die gewonnenen Erkenntnisse in
die oben erwahnten Verordnungen und Richtlinien einflieen zu lassen. Denn
jegliche Bekampfungsmaflnahme kann nur dann praktisch umgesetzt werden, wenn
sie in einem gesetzlichen Rahmen erfolgt. Das Nationale Referenzlabor fir
Schweinepest ist sowohl auf nationaler als auch auf europaischer Ebene direkt an
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der Gestaltung und Umsetzung der Schweinepestbekampfung beteiligt und ist somit
in der Lage, die gesetzlich vorgegebenen Bekampfungsstrategien durch neue
wissenschaftliche Erkenntnisse zu erganzen.

2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die Infektion mit dem KSP-Virus kann anhand von klinischen Untersuchungen nur

verdachtigt werden. Die Bestatigung eines Verdachtes muf3 mittels Labortests

erfolgen (CARBREY, 1988; Entscheidung der Kommission 2002/106/EG). Prinzipiell

stehen zwei methodische Wege zur Verfugung, die KSP zu diagnostizieren:

e der direkte Nachweis des Erregers oder von Teilen des Erregers,

e der Nachweis von Antikdrpern, die das Tier infolge der Auseinandersetzung mit
dem Virus gebildet hat (indirekter Nachweis).

Wahrend der indirekte Nachweis hauptsachlich in seuchenfreien Zeiten als Mittel der
Seuchenluberwachung dient, steht im Falle eines Seuchenverdachtes bzw.
Ausbruchs der direkte Erregernachweis im Vordergrund. Der direkte Nachweis fuldt in
erster Linie auf dem Nachweis des Virus und seiner Antigene, wobei die zellkulturelle
Virusisolierung als ,Goldwahrung® gqilt. Sie ist die Grundlage fur die
Seuchenbestatigung, hat allerdings den Nachteil, dass sie sehr zeitaufwandig und
arbeitsintensiv und dadurch fur Massenuntersuchungen unpraktikabel ist. Mitte der
90er Jahre fanden die kommerziell erhaltlichen Antigen-ELISAs den Einzug in die
direkte KSP-Diagnostik. Der Antigen-ELISA hat gegenuber der zellkulturellen
Virusisolierung den Vorteil, dass viele Proben in kurzer Zeit untersucht werden
konnen. Der Nachteil liegt in der geringen Sensitivitat (KADEN et al., 1999). Dieses
bedeutet, dass ca. 20 % der viruspositiven Tiere nicht erkannt werden. Bei den falsch
negativen Reagenten handelt es sich hauptsachlich um frisch infizierte Schweine, die
sich noch in der Inkubationszeit befinden und noch keine klinischen Symptome
zeigen. Zu diesem Infektionszeitpunkt liegt der Antigengehalt im Blut noch unter der
Nachweisgrenze der Antigen-ELISA. Erst wenn Krankheitserscheinungen auftreten,
ist auch der Virusgehalt ausreichend hoch, um im Antigen-ELISA zu einem positiven
Ergebnis zu fUhren. Somit kann der Antigen-ELISA als zuverlassiger Test nur bei
erkrankten Tieren (Fieberphase) als eine Bestatigung des klinischen Verdachtes
eingesetzt werden. Positive Ergebnisse im Antigen-ELISA muissen zudem
gegenwartig durch arbeits- und zeitaufwandige Virusisolierungen bestatigt bzw.
abgeklart werden.

Seit mehreren Jahren wird die PCR als erganzende Methode fur die KSP-Diagnostik
im akuten Seuchenfall eingesetzt. Es gibt zahlreiche wissenschaftliche Publikationen
zu diesem Thema (VILCEK et al., 1994; SANDVIK et al.,, 1997; HYNDMAN et al.,
1998; PATON et al.,, 2000 a/b; BARLIC-MAGANJA et al., 2001; RISATTI et al.,
2003). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die PCR als sensitive
Untersuchungsmethode erwiesen hat und dass sie mittlerweile als ein etabliertes
Verfahren in der postmortalen Schweinepestdiagnostik (Diagnostik am toten oder
moribund getoteten Tier) gilt. Aussagen zum Wert der PCR zur Untersuchung am
lebenden Tier (Blut) liegen gegenwartig noch nicht in verallgemeinerungsfahigem
Male vor und sind Gegenstand dieses Forschungsvorhabens.
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Bei der PCR handelt es sich um eine enzymvermittelte Labortechnik zur Vermehrung
(Amplifikation) eines definierten DNA-Abschnitts, welcher sich zwischen zwei
Regionen mit bekannten Nukleotidsequenzen befindet. Die PCR als diagnostische
Methode liefert einen Nachweis von Virusnukleinsaure, also einen direkten Nachweis
der Infektion. Da allerdings das KSP-Virus kein DNA-Virus, sondern ein RNA-Virus
ist, ist ein zusatzlicher Reaktionsschritt vor der eigentlichen PCR erforderlich. In
diesem Schritt wird die RNA in eine cDNA (copy DNA) mit Hilfe eines speziellen
Enzyms "umgeschrieben" (reverse Transkription). Kommerziell sind mehrere RNA-
Isolierungskits fur unterschiedliches Probenmaterial (Blut, Gewebe) erhaltlich. Die
Arbeiten in dieser Studie wurden mit den Produkten der Firma Qiagen durchgefuhrt.

3 Planung und Ablauf des Projektes

Die Forschungsarbeit wurde in zwei Phasen durchgefuhrt. Im ersten (methodischen)
Teil der Arbeit (Dezember 2002 bis Oktober 2003) wurde die PCR-Methodik fur die in
vivo-Diagnostik (Diagnostik am lebendem Tier) etabliert und evaluiert (1.
Meilenstein). Im zweiten Teil (November, Dezember 2003) wurden anhand der
Ergebnisse aus dem ersten Teil Seuchenuberwachungskonzepte erarbeitet (2.
Meilenstein). Mehrere Strategien fur unterschiedliche Seuchenszenarien werden
aufgezeigt und in ein Uberwachungs- und Bekampfungskonzept eingearbeitet.

Zusatzlich zu den oben aufgefuhrten Meilensteinen wurde im April dieses Jahres
anhand eines Fragebogens eine Befragung aller veterinarmedizinischen
Untersuchungseinrichtungen zum Thema PCR durchgefuhrt. Es ging hauptsachlich
darum, die praxisrelevanten Parameter zu ermitteln.

Der Ablauf des Projektes erfolgte planmafRig und die anvisierten Meilensteine wurden
erreicht.

4 Material und Methoden
4.1 Real time RT-PCR

Bei der in dieser Studie eingesetzten PCR handelt es sich um eine sogenannte "real
time RT-PCR" (HIGUCHI et al.,, 1993). Bei dieser RT-PCR werden neben den
ublichen Primern zusatzlich spezifische Sonden (Probes) verwendet, die das Ablesen
des Ergebnisses in einem speziellen PCR-Gerat in "Echtzeit" (real time) ermdglichen.
Zur Optimierung der real time RT-PCR wurde die Amplifikationseffizienz eines
definierten DNA-Abschnittes mit unterschiedlichen Primerpaaren in Kombination mit
verschiedenen Detektionssonden untersucht. Bei den Primern und Sonden handelt
es sich um kurze Nukleinsaureketten, die spezifisch an den zu amplifizierenden
Nukleinsaureabschnitt binden und die Polymerisation dieses Abschnittes einleiten.
Die Auswahl der Primer und Sonden erfolgte nach Ermittlung einer KSPV-
Konsensus-Sequenz mit 78 Sequenzen aus der 5  nicht translatierten Region (5'-
NTR) des KSP-Virusgenoms. Insgesamt wurden 5 Primerpaare in Kombination mit 4
Detektionssonden ausgewahlt. Die Testung aller madglichen Primer-Sonden-
Kombinationen hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitat erfolgte anhand einer Palette
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von 90 KSP- und KSP-verwandten Viren (Pestiviren). Bei den getesteten Pestiviren
handelt es sich um Vertreter aller Genotypen.

4.2 Untersuchungsmaterial

Das Referenzlabor fur Schweinepest besitzt eine umfangreiche Sammlung von
Referenzmaterialien, die flr die Forschungsarbeiten zur Verfligung standen. Bei dem
Probenmaterial handelt es sich um Blutproben von Schweinen aus
Infektionsversuchen. In diesen Versuchen wurden die Schweine mit KSP-Virus
infiziert und in regelmafigen Abstanden nach der Infektion beprobt. Bei der Wahl des
Probenmaterials flr dieses Forschungsvorhaben wurde darauf geachtet, dass
Material aus allen klinischen Phasen der KSP-Erkrankung (Inkubation, akut-letal,
akut-transient, subakut, chronisch, Rekonvleszenz) verwendet wurde. Anhand dieses
Probenmaterials wurde die RT-PCR als diagnostischer Test im Vergleich zum
Antigen-ELISA sowie der zellkulturellen Virusisolierung validiert und die
diagnostische Tauglichkeit fur die Tierseuchenuberwachung wurde ausgelotet.
Insgesamt wurden mehr als 300 Blutproben aus Infektionsversuchen mittels RT-PCR
mehrfach getestet. Es wurde sowohl mit Serum als auch mit Vollblut gearbeitet.

Auler dem Probenmaterial aus Infektionsversuchen wurden auch 100 Serumproben
von Schweinen aus definiert seuchenfreien Gegenden untersucht. Mittels dieser
"Feldproben" wurde die Spezifitat der RT-PCR zusatzlich Uberpruft.

Um die maximale Sensitivitdt der RT-PCR zu ermitteln, wurden definierte KSP-
Virusverdinnungen hergestellt und getestet. Es galt zu klaren, bis zu welcher
Virusverdunnung mittels RT-PCR ein korrektes Ergebnis zu erwarten ist. Des
Weiteren wurden positive Proben mit negativen Proben gepoolt und untersucht. Die
praktische Intention war, die maximale Grof3e eines zu untersuchenden Pools zu
bestimmen.

4.3 Fragebogen PCR

Ein Fragebogen zur RT-PCR wurde an 32 Veterinaruntersuchungseinrichtungen in
Deutschland verschickt (siehe Anhang). Die potentiellen zukinftigen Anwender
konnten ihre Anforderungen bzw. Wunsche bezuglich der Qualitat der RT-PCR
(Sensitivitat, Spezifitat, zu untersuchendes Material, technische Parameter, etc.)
aulRern.

5 Ergebnisse und Diskussion

Aus diagnostischer Sicht 1aRt sich die Qualitat eines Testsystems, in unserem Fall
der RT-PCR, Uber die Sensitivitat und Spezifitdt am besten charakterisieren. Die
Sensitivitat ist die Fahigkeit der RT-PCR, ein positives Ergebnis zu liefern, wenn im
Untersuchungsmaterial KSP-Virusgenom tatsachlich vorhanden ist. Die Spezifitat
einer RT-PCR ist die Fahigkeit, ein negatives Ergebnis zu liefern, wenn kein KSP-
Virusgenom vorhanden ist. Ein negatives Testergebnis muss auch bei Proben
geliefert werden, die positiv sind fur das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe (BVD-Virus)
bzw. fur das Border Disease (BD) Virus (beides KSP-verwandte Pestiviren).
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Die Wahl und damit die Funktionsfahigkeit der Primer ist ausschlaggebend fur die
Qualitat der RT-PCR. Die Primer und Sonden missen so gewahlt werden, dass sie
einerseits nur KSP-Virus erkennen und keine falsch positiven Ergebnisse
produzieren. Andererseits sollte der Test so sensitiv sein, dass auch die geringsten
Spuren an Virus nachgewiesen werden konnen.

5.1 Spezifizitdtspriifungen anhand von definierten Virusstdmmen

Von den 5 Primerpaaren, die in Kombination mit 4 Detektionssonden anhand einer
Palette von 81 KSP- und KSP-verwandten Viren getestet wurden, erwies sich eine
Primer/Sondenkombination ausschliel3lich spezifisch fur KSP-Virus (erkennt nur
KSP-Virus). Es erkannte alle 36 Vertreter der unterschiedlichen KSPV-Genotypen.
Darunter befinden sich alle KSP-Virusstamme, die bei den Seuchenzigen der
vergangenen Jahre in Deutschland und Europa isoliert wurden. Somit ist
sichergestellt, dass alle bekannten KSP-Virusstamme erkannt werden. Die 45
getesteten Vertreter der verwandten Pestiviren wurden korrekterweise nicht erkannt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

5.2 Sensitivitétsprifungen anhand von definierten Virusstdmmen

Die Sensitivitat wurde zuerst in vitro an virushaltigem Zellkulturiberstand ermittelt.
Dafir wurden unterschiedliche KSP-Virusstamme in log10-Schritten verdinnt und
parallel mittels RT-PCR und zellkultureller Virusisolierung (Goldstandard) getestet. In
Tabelle 2 werden diese Untersuchungen exemplarisch am Beispiel zweier KSP-
Viren, ein Laborstamm und ein Feldstamm, dargestellt. Bei den aus den
Seuchenausbrichen stammenden KSP-Virusisolaten war die Sensitivitat der RT-
PCR gegenuber der Virusisolierung um eine 10er Potenz hoher (z. B. bei dem KSP-
Virusstamm Uelzen). Im Gegensatz dazu war die Sensitivitat der RT-PCR flir den
zelladaptierten Laborstamm KSPV-Alfort um eine 10er Stufe niedriger.
Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass das KSP-spezifische System
fur Feldviren sehr sensitiv ist. Dies bedeutet, dass ca. 10 bis 100 RNA-Kopien pro
Untersuchungsansatz erkannt werden. Diese hohe Sensitivitat kann auch praktisch
genutzt werden, indem mindestens 10 Proben gepoolt werden kénnen, ohne den
Verlust der diagnostischen Empfindlichkeit zu beflrchten.

5.3 Untersuchung von diagnostischem Probenmaterial

Letztendlich entscheidend fir die Qualitat des RT-PCR-Systems ist die Frage, ob ein
an KSP erkranktes Tier als solches erkannt wird und in welchen Stadien der
Erkrankung positive Ergebnisse zu erwarten sind. Mittels Virusisolierung, die den
Stellenwert des Goldstandards mit 100 %iger Sensitivitat einnimmt, werden alle
infizierten Tiere sowohl gegen Ende der Inkubationszeit als auch wahrend der
gesamten klinischen Phase als Virustrager identifiziert. Es werden auch Tiere
erkannt, die nur milde Krankheitserscheinungen zeigen. Im Gegensatz dazu erkennt
der Ag-Elisa nur Tiere, die ausgepragte klinische Krankheitserscheinungen haben.
Ca. 20 % der Proben von infizierten Tieren werden mit dieser Methode nicht erkannt.
Insbesondere bleiben milde oder subklinische Verlaufsformen unerkannt. Um die
Frage nach der "biologischen" Sensitivitat der RT-PCR zu klaren, wurden Blutproben,
die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion enthommen wurden, mit der
RT-PCR untersucht.
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Die Untersuchungen haben ergeben, dass die Sensitivitat der RT-PCR hoher ist als
die der Virusisolierung bzw. des Ag-ELISAs. Mittels Virusisolierung wird z. B. ein
infiziertes Schwein am flnften Tag nach der Infektion zum ersten Mal als positiv
erkannt, mittels RT-PCR wird das Tier bereits schon am 3. Tag als infiziert
diagnostiziert. In den Tabellen 3 und 4 und in den Abbildungen 2 und 3 werden die
Verlaufsuntersuchungen mittels Virusisolierung, Ag-ELISA, Neutralisationstest
(Antikdrpernachweis) und RT-PCR exemplarisch bei zwei Schweinen dargestellt.

Die Vorteile der RT-PCR gegenuber den anderen Testverfahren liegen besonders in
der Erkennung positiver Tiere wahrend der spaten klinischen bzw. frihen
Rekonvaleszenzphase. Schweine, die infolge einer potenten Immunabwehr nicht an
KSP sterben, bilden ab der 2. Infektionswoche neutralisierende Antikorper, die das
KSP-Virus im Blut neutralisieren. Das bedeutet, dass der Erregernachweis mittels
zellkultureller Virusisolierung ab dem Zeitpunkt, wo Antikorper im Blut nachweisbar
sind (frihe Rekonvaleszenzphase), negativ ausfallt. Mit der RT-PCR hat man den
Vorteil, dass in der frihen Rekonvaleszenz virale Nukleinsaure trotz Antikdrper noch
nachweisbar ist. Dadurch ist die Sensitivitat der RT-PCR hoher als die der anderen
Testsysteme und das diagnostische Fenster fur den direkten Erregernachweis
vergroRert sich nach hinten. Wird mit der RT-PCR bei einem infizierten Tier keine
Nukleinsaure mehr nachgewiesen, bedeutet das, dass dieses Tier auch kein KSP-
Virus ausscheidet und somit auch keine anderen Tiere anstecken kann. Die RT-PCR
erweist sich als die sicherste Nachweismethode fur die Bestatigung der Virusfreiheit.

Die Tatsache, dass KSP-Antikorper in der zu untersuchenden Probe den RT-PCR-
Nachweis nicht negativ beeinflussen, konnte zusatzlich in vitro bestatigt werden.
Antikorperhaltiges Serum wurde mit KSP-virushaltigem Serum versetzt und fur eine
Woche bei 4 °C bzw. 37 °C gelagert. Trotz dieser relativ langen Inkubationszeit
konnte mittels RT-PCR der Erreger nachgewiesen werden. Dieser Befund ist auch
insofern wichtig, dass, wenn unter Praxisbedingungen mehrere Proben gepoolt
werden sollten, antikorperhaltige Proben keinen negativen Einfluss auf die Detektion
eines eventuell positiven Reagenten haben wuirden.

Anhand des negativen Untersuchungsmaterials (100 Serumproben von Schweinen
aus definiert seuchenfreien Gegenden) konnte der Beweis erbracht werden, dass die
RT-PCR hoch spezifisch ist und dass keine falsch-positiven Ergebnisse zu erwarten
sind. Alle untersuchten Proben waren negativ in der RT-PCR.

5.4  Auswahl der geeigneten Proben fiir die Routinediagnostik

Das Untersuchungsergebnis ist abhangig von der Art des Untersuchungsmaterials
(Vollblut oder Serum). Das KSP-Virus vermehrt sich in den weilden Blutzellen. Somit
ist Vollblut das geeignete Untersuchungsmaterial, da die Leukozyten Bestandteil der
Probe sind. Im Gegensatz dazu befindet sich im Blutserum nur Virus, das aus den
Leukozyten bereits freigegeben wurde. Demzufolge ist theoretisch die Viruslast im
Serum geringer als im Vollblut. Die Sensitivitat der RT-PCR sollte daher mit
Vollblutproben héher sein als mit Serumproben. Um dieses zu uberprifen, wurden
Paralleluntersuchungen mit Serum und Vollblut von zwei Tieren durchgefihrt. Die
Ergebnisse eines Tieres sind exemplarisch in Tabelle 5 dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass besonders gegen Ende der viramischen Phase die Sensitivitat
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der RT-PCR mit Vollblutproben tatsachlich hoher ist. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass zu diesem Zeitpunkt der Infektion das Tier Antikdrper bildet, die das
Virus im Serum neutralisieren. Trotz der etwas geringeren Sensitivitat hat das Serum
als Untersuchungsmaterial gewisse Vorteile. So kdnnen Serumproben parallel zur
RT-PCR-Untersuchung auch fur den Antikorpernachweis verwendet werden. Es gilt
abzuwagen, ob dieser Sensitivitatsverlust diagnostisch relevant ist. Hinzu kommt,
dass die Sensitivitat der RT-PCR bei der Untersuchung von Serumproben trotzdem
nicht geringer war als die Sensitivitat der zellkulturellen Virusisolierung.

5.5 Auswertung des PCR-Fragebogens

Der Fragebogen wurde insgesamt an 32 Untersuchungseinrichtungen versandt, von
denen 21 geantwortet haben. Die Auswertung des Fragebogens (siehe Anhang) hat
sich sehr hilfreich fur die Laborarbeiten sowie fir die Erstellung der
Untersuchungsprogramme fur die KSP-Seuchenbekampfung erwiesen. Die
Befragung hat ergeben, dass ein zugelassenes real time RT-PCR-System zum
Nachweis von KSP-Genom von allen Teilnehmern befurwortet wird. Winschenswert
ware, RT-PCR-Systeme zu haben, die sowohl KSP-spezifisch als auch Panpesti-
spezifisch sind. Neben der besonderen Bedeutung der KSP-Spezifitdt werden eine
,one tube RT-PCR" eine interne Prozesskontrolle und die Robustheit des Test als
wichtigste Kriterien benannt. Das Poolen von max. 10 Proben wird von den meisten
Kollegen als Hochstgrenze empfohlen. Ein alternatives RT-PCR-System zur
Verifizierung von RT-PCR-Ergebnissen wird gewilnscht. Die Kosten der RT-PCR
mussen geringer als oder gleich der Kosten des Ag-ELISAs sein.

6  Ableitung von Vorschlagen

Ursprunglich war das Forschungskonzept darauf ausgerichtet, 06kologisch
bewirtschafteten Betrieben, die durch seuchenhygienischen und
seuchenprophylaktische Malinahmen nicht mehr  unter  Okologischen
Gesichtspunkten wirtschaften kénnen, Wege aus dem Dilemma zu zeigen. So kann
bedingt durch KSP-Ausbriche z. B. bei Wildschweinen eine Freilandhaltung der
Hausschweine nicht mehr stattfinden. Zudem kommen noch Handelsrestriktionen
und wirtschaftliche Einbu3en dazu. Die urspringlich anfangliche Idee war, dass
solche Betriebe zusatzlich mittels RT-PCR-Untersuchungen kontrolliert werden
sollen, damit sie ihre okologischen Produkte weiterhin erzeugen und vermarkten
kénnen. Im Laufe der Arbeit stellte sich heraus, dass das diagnostische Potential der
RT-PCR viel groer ist, als dass sie nur als ein "zusatzliches" Mittel eingesetzt
werden sollte. Ein Paradigmenwechsel in der KSP-Bekampfung deutete sich an und
steht nunmehr zur Diskussion.

Eine erweiterte, vom Prinzip her neue Bekampfungsphilosophie wurde aufgestellt,
die ihre Glltigkeit sowohl fiur konventionell bewirtschaftete Betriebe als auch fir die
Okologische Landwirtschaft hat. Die hier aufgezeigte praktische Umsetzung des
Bekampfungsmodells kann somit fur alle Schweinebetriebe gelten.

6.1 Die Ausgangssituation
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Bevor Verbesserungsvorschlage gemacht werden, soll vorab die jetzige KSP-
Bekampfungsstrategie bzw. Bekampfungsphilosophie erlautert werden.

Die KSP wird in erster Linie bekampft, weil sie dem freien Handel mit Schweinen
bzw. mit Schweinefleisch im Wege steht. Um diese Handelsbarrieren zu beseitigen,
wurde Ende der 70er Jahre in der EU beschlossen, die KSP zu tilgen. Um dieses Ziel
zu erreichen, wurde 1980 eine Strategie eingefuhrt, die konsequent das Impfen
verbietet und das Keulen als Hauptbekadmpfungsmallnahme vorschreibt. Diese
Strategie wurde als einzig praktikabler Weg angesehen, der die Liberalisierung des
Handels und die Errichtung eines Binnenmarktes garantiert. In letzter Konsequenz
bedeutet es aber, dass ein Land oder eine Region nur dann den Status der KSP-
Freiheit bei Hausschweinen erlangen kann, wenn die Hausschweinepopulation
sowohl frei von KSP-Virus als auch von Antikérpern gegen das KSP-Virus ist. Die
jetzige Bekampfungsstrategie basiert auf folgenden Annahmen:

e Nur von seronegativen (antikorperfreien) Schweinepopulationen geht keine KSP-
Gefahr aus, denn nur antikdrperfreie Populationen erlauben eine effiziente
Diagnostik, die sichere KSP-Freiheit garantiert.

e Von seropositiven Schweinen kann eine Gefahr ausgehen, daher mussen diese
eliminiert werden (Seropositive Tiere stdoren das System der effizienten Diagnostik
in freien Populationen und werden daher gekeult.).

e Da mit konventionellem Impfstoff gegen KSP geimpfte Schweine seropositiv sind,
mussen diese ebenfalls gekeult werden.

e Impfung gegen KSP stort die Diagnostik und erfolgt i. d. R. nur bei Anwesenheit
des Virus (Wer gegen KSP impft, der hat auch KSP in seiner Schweinepopulation
- sonst brauchte er nicht zu impfen.).

e Eine konventionell geimpfte Schweinepopulation gilt nicht als KSP-frei solange
seropositve Tiere nachweisbar sind.

e Seuchenfreiheit wird durch die KSP-Antikdrperfreiheit einer ganzen Population
definiert.

Als Folge der aufgelisteten Annahmen wird auch fur virusfreie Regionen die
KSP-Antikorperfreiheit gefordert, um damit den Status der KSP-Freiheit zu
belegen. Die serologischen Nachweise sind somit entscheidend dafiir, ob ein
Land oder eine Region als seuchenfrei eingestuft wird, um frei handeln zu
konnen. Der direkte Erregernachweis spielt nur wahrend der
Seuchenfeststellung und Seuchentilgung eine primére Rolle.

6.2 Das diagnostische Dilemma

Die seit Jahren verfugbaren serologischen Tests zum Nachweis von Antikorpern, der
Neutralisationstest und der Antikdrper-ELISA, haben sich als sehr sicher, sensitiv
und spezifisch erwiesen. Der Antikorper-ELISA ist zusatzlich sehr gut flr
Massenuntersuchungen geeignet. Mittels dieser Tests kann die Antikorperfreiheitund
somit auch indirekt die Erregerfreiheit in einer Schweinepopulation relativ einfach
uberwacht werden. Diese Tests bilden die Basis fur die jetzige
Bekampfungsstrategie. lhr Hauptnachteil besteht jedoch in der fehlenden
Unterscheidung von Infektions- und Impfantikorpern (DIVA-Prinzip: Differentiating
Infected from Vaccinated Animals). Somit ist zur Zeit die Impfung als Instrument der
Seuchenbekampfung nur schwer einsetzbar, denn geimpfte Tiere werden als KSP-
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positiv diagnostiziert. Bei der aktuellen Bekampfungsstrategie ist somit das
Impfverbot eine wichtige Voraussetzung.

6.3 Die methodische Voraussetzung fiir eine Alternative

Die wilnschenswerte Alternative muss kostenglnstig, schnell und mit hoher
Sicherheit die Erregerfreiheit direkt und unabhangig vom Antikorperstatus des
Tieres bestatigen. Voraussetzung daflr ist, dass innerhalb des Bekampfungssystems
der direkte Erregernachweis einen neuen Stellenwert erhalt. Diese Forderung konnte
bislang nicht erflllt werden, da die verfugbaren direkten Nachweisverfahren
(Virusisolierung und Antigen-ELISA) dazu nicht in der Lage sind. Die sehr sensitive
Virusisolierung in Zellkulturen eignet sich nicht fir Massenuntersuchungen und der
Antigen-ELISA verfugt nicht Uber die notige Sensitivitat und Spezifizitat. Ein flr die
Massenuntersuchung geeignetes Verfahren muss aber Uber eine hohe Sensitivitat,
Spezifitat und Robustheit verfugen, und es soll zudem schnell, praktisch in der
Handhabung und preisgunstig sein.

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens wurde eine RT-PCR fur die in vivo
Diagnostik etabliert, die die genannten Bedingungen erflllt. Es steht somit zum
ersten Mal ein Nachweisverfahren fur die direkte KSP-Diagnostik zur Verfigung, das
das Potential besitzt, die alten Verfahren zu erganzen bzw. zu ersetzen. Die
Sensitivitat der RT-PCR ist gleich bzw. héher als die der Virusisolierung
(Goldstandard). Sie ist spezifisch, da nur KSP-Viren (Genom von KSP-Virus) erkannt
werden. Verwandte Pestiviren werden nicht detektiert. Die Testdauer von einem Tag
ist vergleichbar kurz mit der der ELISA. Kommerziell erhaltliche RNA-
Extraktionsautomaten und Pipettierroboter ermoglichen den Einsatz in der
Massenuntersuchung. Aufgrund der hohen Sensitivitdt konnen zudem mehrere
Proben gepoolt werden, so dass die Untersuchungskosten niedrig gehalten werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die real time RT-PCR die Vorteile
der Antigen-ELISAs und der Virusisolierung vereint. Sie eroffnet somit neue
diagnostische Moglichkeiten und ermoglicht neue Wege in der
Seuchenbekampfung.

6.4  Vorschlag fiir eine neue Bekampfungsphilosophie

Die RT-PCR erlaubt es, die Methoden zur Bekadmpfung und Uberwachung der
Schweinepest neu zu Uberdenken. Durch Verlagerung des Schwerpunktes der
Untersuchungen vom Antikdrpernachweis auf den Erregernachweis entsteht
folgende neue Bekampfungsphilosophie:

¢ Definition der Seuchenfreiheit ist zuklinftig auch anhand der Erregerfreiheit
moglich

e Uberwachung und Zertifizierung der Erregerfreiheit mittels real time RT-
PCR

e Gezielter Einsatz im Seuchenfall, um die unnoétige Keulung gesunder,
virusfreier Tiere zu verhindern

e Erginzung zum ,;stand still“ und zur serologischen Uberwachung.
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Wegen der hohen Sensitivitat und Spezifitat der RT-PCR-Methode ist davon
auszugehen, dass bei dieser Bekampfungsstrategie kein hdheres diagnostisches
Risiko entsteht als bisher. Das System wurde sogar zusatzliche Sicherheit bieten, da
direkt nach dem Erreger gesucht wird. ImpfmaRnahmen wirden in den betroffenen
Gebieten (Schutzzone und Beobachtungsgebiet) als zusatzliches Bekampfungsmittel
die Seuchenuberwachung nicht negativ beeinflussen. Eine massenhafte Keulung der
Tiere in schweinedichten Gegenden wurde drastisch reduziert, denn es werden nur
die Herden gemaldregelt, in denen KSP-Virus mittels RT-PCR nachgewiesen wurde.
Alle Schweinebetriebe, fur die Erregerfreiheit nach RT-PCR-Untersuchung zertifiziert
werden kann, kénnen innerhalb einer Frist geschlachtet und das Fleisch kann frei
gehandelt werden. Ein zusatzlicher Vorteil ware, dass verwandte Pestiviren, die im
jetzigen direkten Nachweisverfahren diagnostische Probleme verursachen, keine
Probleme mehr bereiten wiurden.

Um die Vorteile der neuen Strategie nochmals zu betonen, sollten wir uns die
Seuchenzahlen aus den Niederlanden aus den Jahren 1997/1998 in Erinnerung
rufen. Es wurden mehr als 12 Millionen Schweine getotet, obwohl direkt von der
Seuche nur ca. 700.000 (~ 6 %) Schweine betroffen waren. Die gesunden Tiere
wurden aus prophylaktischen und 6konomischen Grinden getotet und unschéadlich
beseitigt. Bei einer Bekampfungssterategie, die direkt den Erregernachweis verfolgt,
hatten voraussichtlich ca. 90 % der Schweine nicht gekeult werden mussen.

Zusammengefasst:

e Eine erweiterte Bekampfungsstrategie, die den direkten Erregernachweis
mittels RT-PCR nutzt, fuhrt zu keinem hoheren Seuchenrisiko als die jetzige
Strategie.

e ImpfmaBnahmen waren als zusatzliches Bekampfungsmittel durchfiihrbar
und sollten als wichtiger Bestandteil integriert werden. Die Impfung kann
dabei mit attenuierten Lebendvakzinen erfolgen.

e Beim Einsatz von markierten Vakzinen ware die RT-PCR Teil einer DIVA-
Strategie (Differentiating Infected from Vaccinated Animals).

e Es wirden Herden gemaRregelt werden, in denen KSP-Virus nachgewiesen
wurde. Das Keulen eines Grofteils der Tiere wiirde entfallen.

o Zertifizierte Erregerfreiheit nach RT-PCR-Untersuchung wiirde das
Schlachten der Schweine und den freien Handel mit Schweinefleisch
ermoglichen, unabhangig von der allgemeinen KSP-Situation im Land.

e Serologische Nachweisverfahren kdnnen bei einer Nichtimpfpolitik oder
einer Impfstrategie mit Markerimpfstoffen weiterhin eingesetzt werden.

7 Die praktische Umsetzung

Zusatzlich ist die Frage zu beantworten, wie oft und wie intensiv eine Herde bzw.
eine Schweinepopulation innerhalb einer definierten Region mittels RT-PCR
untersucht werden muss. Abhangig von der Seuchensituation und von der Art des
Betriebes sind prinzipiell mehrere Vorgehensweisen moglich. Das Vorgehen richtet
sich nach dem Risiko einer Region bzw. Herde, sich mit KSP-Virus zu infizieren.

a) Untersuchungen mittels RT-PCR im Rahmen von Handelsuntersuchungen in
Gebieten ohne KSP-Gefahrdung als Ergénzung zur Serologie
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Gebiete, in denen KSP in den letzten 12 Monaten nicht aufgetreten ist, kdnnen als
risikofrei eingeschatzt werden. Alle schweinehaltenden Betriebe, fur die eine
Erregerfreiheit aufgrund des serologischen Status zertifiziert wird, kénnen frei
handeln. Eventuell kann zur exakten Einschatzung der epidemiologischen
Situationeine zielorientierte Untersuchung durchgefuhrt werden. Vor allem klinisch
auffallige Tiere sowie Sauen, die verferkelt haben bzw. Fruhgeburten hatten, sollten
zielorientiert mittels RT-PCR untersucht werden.

b)  Untersuchungen mittels RT-PCR im Rahmen von Handelsuntersuchungen in
Gebieten mit geringer KSP-Geféhrdung

Bei folgenden Betrieben besteht ein geringes KSP-Risiko:

e Betriebe, die aulierhalb eines 1000-Meter-Radius um einen Seuchenherd liegen,

e Betriebe, die ein geschlossenes System haben und in einer Region liegen, in der
nachweislich die Wildschweine mit KSP-Virus infiziert sind,

e Betriebe, die kein geschlossenes System haben, aber an eine Region angrenzen,
in der nachweislich die Wildschweine mit KSP-Virus infiziert sind,

o Betriebe, die Freilandhaltung betreiben und nicht in einer Region liegen, wo
nachweislich die Wildschweine mit KSP-Virus infiziert sind,

e Betriebe, die Schweine aus einem Betrieb mit hohem KSP-Risiko erhalten haben
bzw. direkten Kontakt zu solch einem Betrieb hatten (z. B. Fahrzeug- oder
Personenkontakt).

Um in diesen Betrieben die KSP-Freiheit zu bestatigen, sind stichprobenartig
Blutproben fur die Serologie und die PCR-Untersuchung zu entnehmen. Die
Stichprobenuntersuchung betrifft in erster Linie Schweine mit Krankheitssymptomen,
bei denen eine Infektion mit KSP-Virus nicht ausgeschlossen werden kann, sowie
andere Schweine, bei denen der Verdacht besteht, dass sie sich angesteckt haben
konnten.

Die Untersuchungen sollten in regelmalligen Abstanden (z. B. alle sechs Monate)
sowie im Verdachtsfall stattfinden. Unabhangig davon sind RT-PCR-Untersuchungen
durchzuflhren, wenn beabsichtigt wird, Schweine aus dem Betrieb zu verbringen (z.
B. zur Schlachtung oder in einen anderen Betrieb). Es sind 24 Stunden vor dem
Verbringen mindestens so viele Schweine zu untersuchen, dass in diesen
Untereinheiten mit einer Nachweissicherheit von 95 % eine Pravalenz von 5 %
festgestellt werden kann.

c¢) Untersuchungen mittels RT-PCR im Rahmen von Handelsuntersuchungen in
Gebieten mit hoher KSP-Gefédhrdung

Bei folgenden Betrieben besteht ein hohes KSP-Risiko:
e Betriebe, die innerhalb einer schweinedichten Region im 1000-Meter-Radius um
einen Seuchenherd liegen,

e Betriebe, die Kontakt zu einem Seuchenherd hatten,
o Betriebe, die Speiseabfalle verfuttern,
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e Betriebe, die kein geschlossenes System (mit eigener Nachzucht) haben und in
einer Region liegen, in der nachweislich die Wildschweine mit KSP-Virus infiziert
sind,

e Betriebe, die Freilandhaltung betreiben und in einer Region liegen, in der
nachweislich die Wildschweine mit KSP-Virus infiziert sind.

Um in diesen Betrieben die Erregerfreiheit bestatigen zu kdnnen und um zusatzliche
epidemiologische Informationen einzuholen, sind stichprobenartig Blutproben fur die
RT-PCR-Untersuchung zu entnehmen. Die Stichprobenuntersuchung betrifft in erster
Linie Schweine mit Krankheitssymptomen, bei denen eine Infektion mit KSP-Virus
nicht ausgeschlossen werden kann, sowie andere Schweine, die mdglicherweise mit
KSP-virusinfizierten oder KSP-verdachtigen Schweinen in Beruhrung gekommen
sind oder bei denen der Verdacht besteht, dass sie sich durch andere Quellen
angesteckt haben kdnnten.

Darlber hinaus mussen aus jeder einzelnen Untereinheit des Betriebes Schweine
nach dem Zufallsprinzip beprobt werden. Dabei sind mindestens so viele Proben zu
entnehmen, dass in jeder der betreffenden Untereinheiten mit einer
Nachweissicherheit von 95 % eine Pravalenz von 2 % festgestellt werden kann,
auler im Falle von Zuchtsauen, bei denen mindestens so viele Sauen zu
untersuchen sind, dass mit einer Nachweissicherheit von 95 % eine Pravalenz von 1
% festgestellt werden kann. In Besamungsstationen sollten ausnahmslos alle Eber
untersucht werden.

Die Untersuchungen sollten alle vier Monate sowie im Verdachtsfall stattfinden.
Unabhangig davon sind PCR-Untersuchungen durchzufiihren, wenn beabsichtigt
wird, Schweine aus dem Betrieb zu verbringen (z. B. zur Schlachtung oder in einen
anderen Betrieb). Es sind 24 Stunden vor dem Verbringen mindestens so viele
Schweine zu untersuchen, dass in diesen Untereinheiten mit einer
Nachweissicherheit von 95 % eine Pravalenz von 2 % festgestellt werden kann,
auller im Falle von Zuchttieren, bei denen alle zu verbringenden Tiere zu
untersuchen sind.

8 Offene Fragen und weiterer Forschungsbedarf

Die hier vorgestellte Vorgehensweise kann nur der Anfang eines Umdenkprozesses
in der Seuchenbekampfung der KSP sein, da eine Vielzahl von Detailfragen noch
geklart werden muss. Insbesondere zwei grolde Komplexe sind zu beachten: erstens
die methodischen und technischen Fragen, die direkt die RT-PCR als diagnostische
Methode betreffen, und zweitens die Fragen, die das Bekampfungsmodell betreffen.

Die RT-PCR betreffen insbesondere die Fragen nach der diagnostischen Sicherheit
des Systems. Da die RT-PCR eine extrem sensitive Methode ist, kdnnen
Kontaminationen zu falschen Ergebnissen fuhren. Modalitdten zur Abklarung
unklarer bzw. zweifelhafter PCR-Befunde mussen erarbeitet werden. Des Weiteren
ist das Problem der Automatisierbarkeit der RT-PCR nicht endgultig geklart. Neue
Automaten, die vermehrt kommerziell angeboten werden, sind fir den gewtlinschten
Einsatz noch nicht getestet und validiert. Ein weiterer wichtiger, noch zu klarender
Punkt ist die Grolde der Probenpools. In der durchgeflihrten Forschungsarbeit konnte
gezeigt werden, dass 10 Proben gepoolt werden kdnnen, ohne ein unvertretbares
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diagnostisches Risiko einzugehen. Das Potential der RT-PCR ist allerdings viel
groller, so dass eventuell auch groflere Probenpools gebildet werden kdnnen.
Dieses wiederum ist von den eingesetzten Pipettierautomaten sowie von der
Beprobungsstrategie in den Herden abhangig. Um die PCR-Untersuchungen
rentabel zu machen, mussten Vorschlage unterbreitet werden, die nicht nur von der
Bestandsgrofle oder respektiven Probenanzahl, sondern auch von bestimmten
konkreten Seuchenszenarien determiniert werden.

In tierexperimentellen Studien muss noch geklart werden, in welchen Organen bzw.
Geweben und zu welchen Infektionszeitpunkten das KSP-Virus mittels RT-PCR
sicher nachgewiesen werden kann. Diese Studien sind sowohl mit Feldvirus als auch
mit Impfvirus durchzufuhren.

Was das Bekampfungsmodel als solches betrifft, gilt es noch zu klaren, unter
welchen Umstanden die KSP-(Marker)impfung als zusatzliche Bekampfungsmethode
in die Bekampfungsstrategie eingebunden werden kann. Insbesondere sind die neu
entwickelten Markerimpfstoffe und Marker-ELISA in diesem Kontext zu diskutieren.
Es ware denkbar, dass in Betrieben mit hohem KSP-Risiko parallel zu einer RT-PCR-
Uberwachung die Impfung eingesetzt werden kann. Eine Feinabstimmung der RT-
PCR-Untersuchungen mit den anderen Untersuchungsmethoden musste ebenfalls
vorgenommen werden. Nicht zuletzt ware zu Uuberlegen, inwiefern dieses
Bekampfungsmodell auch auf andere Seuchen Ubertragen werden kann.
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9  Zusammenfassung

Schweinepest-Uberwachungsprogramm fiir Schweine in Freilandhaltung in
schweinepestgefahrdeten Gebieten - ein praventives Tiergesundheitskonzept
zur Uberwachung der Klassischen Schweinepest

Ziel des Forschungsprojektes war es, ein auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR),
einem modernen diagnostischen Verfahren, beruhendes Uberwachungsprogramm
fur Schweinepest zu erarbeiten, das ethisch vertretbar sowie sicherer, effektiver und
kostenglinstiger sein soll als die zur Zeit praktizierten Uberwachungsprogramme.
Das Programm soll als ein praventives Tiergesundheitskonzept die Moglichkeiten der
Okologischen und konventionellen Schweinehaltung verbessern und das
Infektionsrisiko allgemein minimieren.

Es wurde eine schweinepestspezifische PCR fur die Diagnostik am lebenden Tier
etabliert, die das Potential besitzt, die konventionellen diagnostischen Verfahren
abzulésen. Die Methode erdffnet neue diagnostische Moglichkeiten, die einen
Strategiewechsel in der Bekadmpfung und Uberwachung der Schweinepest
ermdglicht. Eine Bekampfungsstrategie wurde vorgeschlagen, die auf dem
Erregernachweis mittels PCR fult. Im Zentrum dieser Philosophie steht der
Gedanke, dass die Seuchenfreiheit zukunftig anhand von Erregerfreiheit statt
Antikorperfreiheit definiert werden soll. Die Erregerfreiheit kann mittels PCR
Uuberwacht und zertifiziert werden. Die Vorteile des Verfahrens konnen wie folgt
zusammengefasst werden:

e Eine erweiterte Bekampfungsstrategie, die den direkten Erregernachweis mittels
RT-PCR nutzt, fuhrt zu keinem héheren Seuchenrisiko als die jetzige Strategie.

e ImpfmalRnahmen waren als zusatzliches Bekampfungsmittel durchfihrbar und
sollten als wichtiger Bestandteil integriert werden.

e Es wurden Herden gemaliregelt werden, in denen KSP-Virus nachgewiesen
wurde. Das Keulen eines Grol¥teils der Tiere wurde entfallen.

o Zertifizierte Erregerfreineit nach RT-PCR-Untersuchung wurde das Schlachten
der Schweine und den freien Handel mit Schweinefleisch ermdoglichen,
unabhangig von der allgemeinen KSP-Situation im Land.

e Serologische Nachweisverfahren konnen bei einer Nichtimpfpolitik oder einer
Impfstrategie mit Markerimpfstoffen weiterhin eingesetzt werden.

Abhangig von der allgemeinen Seuchensituation und von der Art des Betriebes
wurden fur die praktische Umsetzung des Bekdmpfungsverfahrens unterschiedliche
Modelle entworfen.
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10 Summary

A classical swine fever surveillance programme for outdoor pigs in endemic
regions — a preventive animal health concept for the surveillance of classical
swine fever

The aim of the project was to establish a new surveillance programme for classical
swine fever (CSF) based on the polymerase chain reaction (PCR), a novel diagnostic
technique. The programme was to be ethically justifiable as well as secure, efficient
and cheaper than the presently applied surveillance programmes. As a preventive
animal health concept it was to improve the possibilities of ecological as well as those
of conventional pig production and to minimize the general risk of infection.

A CSF specific PCR was developed which has the potential to replace the
conventional diagnostic methods. The method permits novel diagnostic approaches
which might change the present strategy for surveillance and eradication of CSF. A
new control strategy has been proposed which is based on the direct detection of the
CSF virus by using the PCR method. The central idea of this philosophy is to define
freedom from the disease as freedom from CSF virus instead of freedom from CSF
antibodies. Freedom from the virus can be controlled and certified by PCR. The
advantages of such a system would be the following:

. Compared with the current strategy there would be no higher risk of a spread of
CSF, since the sensitivity and specificity of the PCR are equal to those of the
conventional methods.

. Vaccination can be applied as additional control measure and should be a
integral part of the concept.

« Only herds where CSF virus has been detected would be culled. Thus, culling of
the majority of the animals could be avoided.

. Certified freedom from the virus based on PCR testing would permit the trade
with pigs and pig products independently of the CSF situation in the country or
region.

. In case of a non-vaccination strategy or in case of a vaccination with marker
vaccines serological detection methods can be applied additionally.

Depending on the general disease situation or on the profile of the herds different

models for the practical implementation of the surveillance programme have been
developed.
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12 Anhang

Auswertung - FRAGEBOGEN

Entwicklung einer real-time RT-PCR fur die Massendiagnostik der KSP im
Routinebetrieb

Anzahl ausgewerteter Fragebdgen: 21

1)

Wirden Sie einen "ready to use" RT-PCR-Kit flir die Pestivirusdiagnostik beflirworten?
21 Ja 0 Nein

2) Sollte der RT-PCR-Kit KSP- oder Panpesti-spezifisch sein?
6 KSP-spezifisch 4 Panpesti-spezifisch 11 beides
3) Welche Anforderungen sollte die RT-PCR erflillen? Bitte wie folgt beurteilen:
1 = unwichtig; 5= sehr wichtig
1 2 3 4 5

Qualitativer Nachweis Virusgenom 21
Quantitativer Nachweis Virusgenom 5 9 5 2
Sensitivitat KSP 3 10 8
Sensitivitdt Panpesti 1 1 4 4 1
Spezifitat KSP 1 20
Spezifitat Panpesti 1 1 2 3 14
Neg. Kontrolle flir RNA-Extraktion 3 7 1
Neg. Kontrolle fir RT-PCR 1 3 1 16
Pos. Kontrolle fir RNA-Extraktion 1 1 4 2 13
Pos. Kontrolle fur RT-PCR 1 3 2 15
Kontrolle nur fir Reverse Transkription 2 7 8 1 2
One-tube RT-PCR 3 7 11
Two-tube RT-PCR 6 8 4 1 1
RNA-Extraktion mit im Kit integriert 5 2 9 4
Madglichkeit des Poolens von Proben 1 6 10 4
Einsatz Automatisierung 1 4 7 2 7
Robustheit des Kits 2 3 15
Sonstiges:  -Gerdteunabhéngigkeit 1

-Amplifikationskontrolle 1

-Anleitung in dt. Sprache 1

-Diskriminierung zwischen

geimpften und befallenen Tieren 1
4) Welcher Bereich des Virusgenoms sollte amplifiziert werden?

5 5'NTR 0 Erns 2E2 0 NS5B 0 3'NTR 17 eqgal

2 x Note: Differenzierung zwischen Impf- unf Feldvirus

5)

Welches Untersuchungsmaterial wiirden Sie bevorzugen bzw. wiirde am besten in |hr
Untersuchungsschema passen? Bitte wie folgt beurteilen: 1 = nicht geeignet; 5 = am
besten geeignet.

1 2 3 4 5
Vollblut EDTA 2 2 6 9
Vollblut Heparin 8 4 2 3 2
Plasma EDTA 2 3 3 4 6
Plasma Heparin 8 4 3 2 1
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Serum 1 3 6 2 8
Leukozytenfraktion 3 2 4 3 7
Organmaterial 1 2 3 14
Organanreibung 5 8 1 8
Blutkuchenanreibung 6 4 6 2 1
Sonstiges Material: .Bauchhéhlenfliissigkeit 1

6) Konnen Sie sich vorstellen, die real-time RT-PCR in der KSP-Massendiagnostik
einzusetzen?

16 Ja 4 Nein 3 X Note: -Schwierig fiir Massendiagnostik da gut
eingearbeitetes Personal notwendig.
- Ja, wenn Kosten =< AG-ELISA.
- kein Gerét

7) Wirden Sie einen real-time RT-PCR Kit verwenden, der es erlaubt in einem RT-PCR-
Ansatz mehr als ein Template zu amplifizieren und zu spezifizieren (multiplex real time
RT-PCR)?

17 Ja 4 Nein

Wenn ja, wie sollte die multiplex real-time RT-PCR aufgebaut sein? Bitte wie folgt beurteilen:
1 = unwichtig; 5= sehr wichtig

1 2 3 4 5
Pos. Kontrolle + KSP-spezif. RT-PCR 1 1 3 2 9
Pos. Kontrolle + Panpesti-spezif. RT-PCR 2 3 5 3 3
KSP-spezif. + Panpesti-spezif. RT-PCR 2 5 2 4 4
Pos. Kontrolle + KSP-spezif. + Panpesti-spezif. RT-PCR 2 1 2 7 5

8) Mit welchen Volumina wirden Sie die real-time RT-PCR durchfiihren wollen?
5 25yl 8 50ul 3 100ul 6 20l 112,54l 115 pl

9) Falls die RNA-Extraktion nicht Bestandteil des Kits sein soll, welche RNA-Extraktion
wirden Sie selber durchfihren?

1 auf monophasische Lésungen basierende Prozedur (z. B. Trizol)

20 Silica- oder Glas-Adsorptionskits (z. B. RNeasy Kit, Qiagen, High Pure Viral Kit,

Roche)

2 Anionenaustausch-Chromatografie (z. B. Qiagen Anion-Exchange Resin)

2 Affinitats-Reinigungskits (z. B. magnetic beads)

0 Gelfiltrationssaulen (z. B. Sephadex G25 oder G50)

1x Note: Die, die am Besten ist, wir sind flexibel.

10) Wenn Sie das Poolen von Proben beflirworten, aus wieviel Proben sollte der Pool
bestehen?
8 1 bis 5 6 6-10 311-20 121-30 0 31-50

3x Note: -Muss in Sachen Sensitivitét verantwortbar sein
-abhéngig von Sensitivitét
-abhéngig von der Anzahl zu erwartender positiver Proben

11) Sollte ein alternativer zugelassener Kit auch als Variante fur die einfache RT-PCR (nicht
real-time RT-PCR) verfugbar sein?
18 ja 2 nein
2x Note: -Nicht unbedingt nétig.
-Zusétzlich dber anderes Primerpaar.

12) Falls Sie bereits ein real-time PCR Gerat besitzen, ist die Datenerfassung mit mehr als

nur eine Wellenlange maoglich?
16 ja 0 nein
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Wenn ja, wieviel Flourochrome kénnen detektiert werden?
11 drei 7 vier

13) Bei welcher Wellenlange bzw. in welchem Wellenlangenbereich kénnen Sie mit ihrem
real time PCR Gerat Fluoreszenzen detektieren?

11 genau:.530/640/710 nm Bereich: 3 x 500- 660nm
1 x 450-650nm

1 x 400-700nm
Rotor-Gene: 1. Kanal 510nm, 2. Kanal: 555nm, 3. Kanal: 610nm, 4. Kanal: 665nm

14) Welches real-time PCR Gerat nutzen Sie bzw. wollen Sie in der nachsten Zeit kaufen?

4 ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) 2 |Cycler (Bio-Rad)

11 LightCycler (Roche) 0 Mx4000 Multiplex (Stratagene)

1 Rotor-Gene RG 2000 (Corbett Res.) 0 DNA Engine Opticon (MJ Research)
0 Smartcycler (Cepheid) 0 Sonstige: ...
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Tabelle 1: Untersuchung des real-time RT-PCR-Systems hinsichtlich Spezifitat
anhand von 36 unterschiedlichen KSP-Viren, 9 BD-Viren und 45 BVD-Viren

Untersuchte Real-time RT-PCR
Virus Genotyp Isolate A B
KSP-Virus 1.1 7 +++ +++
1.2 4 +++ +++
2.1 6 +++ +++
2.2 5 +++ +++
2.3 12 +++ +++
3.1 1 +++ +++
3.4 1 +++ ++
> 36
BD-Virus 9 - -
BVD-Virus I 22 - -
Il 19 - -
atypisch 4 - -
> 45

Das Virus der Klassichen Schweinepest (KSP-Virus), das Bovine Virusdiarrhoe
Virus (BVD-Virus) und das Border Disease Virus (BD-Virus) sind verwandte Viren
des Genus Pestivirus. Die RT-PCR erkennt korrekterweise nur die KSP-Viren.



Tabelle 2: In vitro Sensitivitatsvergleich zwischen RT-PCR und Virusisolierung

KSP-Virusstamm Alfort KSP-Virusstamm Uelzen
Virus- (Genotyp 1.1) (Genotyp 2.3)
verdinnung Virusisolierung RT-PCR Virusisolierung RT-PCR

10 + + + +
1072 + + + +
1073 + + + +
10 + + + +
107 + + - +
10 + - - -
107 - - - -

Die Sensitivitat der RT-PCR gegenuber der Virusisolierung ist beim KSP-
Virusstamm Alfort (Laborstamm) um eine 10er Potenz niedriger und bei dem
Feldstamm Uelzen um eine 10er Potenz hoher.




Tabelle 3: Vergleichende Untersuchungen mittels RT-PCR, Virusisolierung und
Antigen-ELISA von Blutproben eines an Schweinepest transient erkrankten
Schweins

Tage Virus- Antigen Antikorper- Klinik
nach isolierung ELISA nachweis RT-PCR
Infektion

O - - - - -

3 - - - -

10

12 - + - -

14 - -

1
1
+
+ |+ [+ |+ |+ |+ |+

19 - -

+ |+ |+ |+ |+
1
1

Mittels Virusisolierung wurde das Tier an den Tagen 5, 7 und 10 als positiv erkannt.
Im Antigen-ELISA reagierten die Proben nur am Tag 12 positiv. Ab Tag 14 wurden
Antikoérper im Blut nachgewiesen. Klinische Symptome (Fieber) wurden nur um den
Tag 10 beobachtet. Mit der RT-PCR wurden die Proben von Tag drei bis Tag 17
positiv diagnostiziert.



Tabelle 4: Vergleichende Untersuchungen mittels RT-PCR, Virusisolierung und
Antigen- ELISA von Blutproben eines an Schweinepest letal erkrankten Schweins

Tage Virus- Antigen | Antikorper- Klinik
nach isolierung| ELISA nachweis RT-PCR
Infektion

O - - - -

3

10

12

14

17

19

+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+

21

25 - B

+ |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ |+
+ |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+ |+ |+

31 - B

Mittels Virusisolierung wurde das Tier an den Tagen 5 bis 21 als positiv erkannt. Im
Antigen-ELISA reagierten die Proben an den Tagen 10 bis 14 positiv. Ab Tag 14
wurden Antikoérper im Blut nachgewiesen. Klinische Symptome (Fieber) wurden ab
dem Tag 10 beobachtet. Mit der RT-PCR wurden die Proben ab dem Tag 3 als
positiv diagnostiziert.



Tabelle 5: Vergleichende Untersuchungen von Serum und Vollblut in der RT-PCR
eines an Schweinepest transient erkrankten Schweins

Tage Virus- Antikorper- RT-PCR
nach [isolierung| nachweis
Infektion Vollblut Serum

0 - - - -

3 - -

10

+ |+ |+ [+ |+

12 - B

14 -

1
+ |+ [+ |+ [+ [+ |+

17 -

19 -

21 -

+ |+ [+ |+ |+
1
1

25 -

Mittels Virusisolierung wurde das Tier an den Tagen 5, 7 und 10 als positiv erkannt.
Die Vollblutproben reagierten positiv in der RT-PCR zwischen dem 3. und 17. Tag
nach Infektion, die Serumproben waren von Tag 3 bis Tag 12 positiv.



Abb. 1: Die KSP-Seuchensituation in Deutschland im Jahre 2002. Es wurden 11
Seuchenausbriche bei Hausschweinen (roter Punkt) und 451 bei Wildschweinen
(blauer Punkt) gemeldet.




Abb. 2: Schematische Darstellung der direkten und indirekten Nachweismethoden fur KSP
bei akutem (A) und transientem (B) Krankheitsverlauf.
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Mittels RT-PCR wird im Beispiel A das Tier zwischen Tag 3 und Tag 25 als positiv
diagnostiziert und im Beispiel B zwischen Tag 4 und Tag 11. Sowohl mit der
Virusisolierung als auch mit dem Antigen-ELISA ist das Nachweisintervall in beiden

Beispielen wesentlich kiirzer.



