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In den letzten 15 Jahren wurde wiederholt Uber Infektionen mit Orthopockenviren (OPV) bei
Haus- und Zootieren berichtet (I, 11). Diese Erreger verursachen in der Regel lokale Infektio-
nen, aber auch systemische Erkrankungen sind bekannt geworden. Da sie vor allem von Kat-
zen auf den Menschen tbertragen werden kénnen, haben sie als Zoonoseerreger auch das
humanmedizinische Interesse gefunden. Bei immunsupprimierten Personen kénnen schwere,
zyklisch verlaufende Allgemeinkrankheiten auftreten. Todlich endete eine solche Infektion bei
einem 18jahrigen, der nicht gegen Pocken schutzgeimpft war (4). Die bisher isolierten Erreger
wurden unabhéngig von der Tierart, von der sie stammten, aufgrund ihres biologischen Ver-
haltens den sogenannten Kuhpockenviren zugerechnet (2, 13). Diese bilden eine der insgesamt
neun Spezies des Genus Orthopoxvirus (sieche Tab. 1). Die bekannteste Spezies, das Variolavi-
rus, wurde von der WHO 1980 offiziell fiir ausgerottet erklart. Entsprechend einer internatio-
nalen Vereinbarung sollen noch vorhandene Virusbestande 1995 vernichtet werden.

Da sich die einzelnen Spezies im Genus Orthopoxvirus untereinander serologisch und
morphologisch einheitlich verhalten, beruht die Differenzierung auf Methoden, die wahrend
des WHO-Ausrottungsprogramms entwickelt wurden. Dazu zdhlen vor allem die Beurteilung
der Pockenherde auf der Chorioallantoismembran embryonierter Huhnereier sowie das
Wachstumsverhalten in der Zellkultur (6, 10). Die Beurteilung der entsprechenden Verande-
rungen setzt jedoch ein erhebliches Maf% an Erfahrung voraus. Aber auch modernere Metho-
den werden eingesetzt, wie z. B. die Untersuchung des viralen Genoms mit Hilfe von Restrik-
tionsenzymen. Diese Untersuchungen ergaben, daf alle OPV-Spezies Uber einen einheitlichen,
zentralen Genombereich verfligen. Unterschiede zwischen den Spezies sind durch die Lénge
der terminalen Fragmente und die hier stark variierende Schnittstellenverteilung bedingt. Dies
resultiert in einem unterschiedlichen Wanderungsverhalten der DNS-Fragmente in der Gel-
elektrophorese und bestétigt im wesentlichen die aufgrund biologischer Kriterien getroffene
Einteilung (5, 9). Allerdings liegen bisher nur Daten von einigen wenigen Referenzstammen
vor. Lediglich fur die Spezies Affenpockenvirus wurden im Zusammenhang mit der Pocken-
eradikation eine ganze Reihe von Isolaten untersucht (5).

Die erst vor wenigen Jahren beschriebene Methode der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
hat die mikrobiologische Diagnostik insofern revolutioniert, da im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Methoden auf eine Isolierung des Agens verzichtet werden kann. In eigenen
Untersuchungen konnte bereits die grundsatzliche Eignung der PCR zur Differenzierung ein-
zelner OPV-Spezies gezeigt werden (12).

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war es, die Eignung der Restriktionsenzymanaly-
se sowie der PCR im Hinblick auf eine Identifizierung und Differenzierung von Orthopocken-
virus-Isolaten zu uberprifen.
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Tabelle 1:

Spezies des Genus Orthopoxvirus®

Methoden

Zellkulturen und Viren

) _ ) Far die Untersuchungen standen 48
Spezies Wirtsspektrum Verbreitung OPV-Isolate bzw. Stimme zur Verfii-
) ] o ] gung. Einschliefdlich der Referenz-
Variolavirus eng: Mensch friher weltweit t dies 9 v e
Vacciniavirus breit: Mensch, Biffel, Kaninchen, etc. Indien (Buffelpocken) S ?{mme waren dies a§c1n1av1rus—
Affenpockenvirus breit: Affe, Mensch, Nager Zentralafrika Stamme, 22 Kuhpockenvirus-Isolate,
Kamelpockenvirus eng: Kamel Afrika, Asien 10 Isolate von Kamelen, 6 Isolate
Kuhpockenvirus breit: Kuh, Feliden, Nager, Mensch Europa, GUS M3 . in Aff K
Mausepockenvirus eng: Maus Europa vpn ausen SOW]C en enpocl en-
Waschbaren-Pockenvirus eng: Waschbar Amerika virus-Stamm. Die Kuhpockenvirus-
California vole-Pockenvirus eng: Wuhlmaus Amerika Isolate stammten von verschiedenen
Tatera-Pockenvi eng: N r Westafrik. . . .
rarrockenvirus ng: Nager statiika Wirtsspezies wie Katze, Hund, Ele-

*) Einteilung nach dem “5" report of the International Comittee on Taxonomy of Viruses” (7).

Restriktionsenzymanalyse

Amplifikation von DNS
durch PCR

Ergebnisse

Untersuchung des Genoms
mit Restriktionsenzymen

fant, Rind, Ratte, Gepard und
Mensch. Alle Viren waren aufgrund
biologischer Verfahren den jeweili-
gen OPV-Spezies zugeordnet worden. Fur die Vermehrung diente die Zellinie MA 104, die
nach Standardmethoden kultiviert wurde (3).

Die Praparation von gereinigten Virussuspensionen fur die Isolierung der viralen DNS erfolgte
in Anlehnung an die von CZERNY und MAHNEL (1990) beschriebene Methode. Fur die Untersu-
chung mit Restriktionsendonukleasen wurde die virale DNS mit den entsprechenden Enzymen
nach Anweisung des Herstellers (Boehringer Mannheim) verdaut. Die Auftrennung der DNS-
Fragmente erfolgte in 0,6 bis 1,0% Agarose-Gelen.

Die PCR-Reaktion erfolgte wie kurzlich beschrieben (12). Die Lage der Primer ATI-up-1 und
ATI-low-1 (5'-AATACAAGGAGGATCT-3" bzw. 5'-CTTAACTTTTTCTTTCTC-3) sowie der von
ihnen tberspannte Bereich ist fur die Spezies Kuhpocken-, Vaccinia-, Mausepocken-, Kamel-
pocken- und Affenpockenvirus in Abbildung 1 dargestellt. Aufgrund von unterschiedlich gro-
fsen Deletionen im Vergleich zum Kuhpockenvirus-Referenzstamm Brighton ergeben sich fur
die Referenzstamme der anderen Spezies unterschiedlich grofse Amplifikationsprodukte (siche
Abb. 1). Reaktionsansatze mit Parapocken- und Huhnerpockenvirus-DNS bzw. Ansatze ohne
DNS dienten als Kontrollen.

Das Wanderungsmuster der Hindlll-Fragmente von sieben Vacciniavirus-Stammen sowie von
einem Isolat vom Menschen ist in Abbildung 2 A dargestellt. Bemerkenswert ist die Ahnlich-
keit im Wanderungsmuster dieser Vacciniavirus-Stamme. Unterschiede finden sich lediglich in
der Lange des zweit- und drittgroRten Fragments, die als die terminalen Fragmente identifi-
ziert werden konnten (nicht gezeigt). Bel den Stammen Elstree und M1 (Spur 2 und 3) setzt
sich der rechte Terminus wegen einer zusatzlichen HindllI-Schnittstelle aus zwel Fragmenten
zusammen. Beim Isolat 85/1 (Bahn 5), das aus Pustelmaterial vom Menschen angezuchtet und
aufgrund seiner biologischen Eigenschaften als Vacciniavirus charakterisiert wurde, vermute-
te man eine Laborinfektion mit Vacciniavirus. Dies wird durch die Ergebnisse der Restrik-
tionsenzymanalyse bestatigt. Um zu uberprufen, ob das Isolat 85/1 (Bahn 5) mit einem der
untersuchten Stamme identisch ist, wurde die Lange der terminalen Fragmente verglichen.
Lediglich der Stamm IHD-J (Bahn 4) wies gleich lange terminale Fragmente auf wie das Isolat
85/1. DNS dieser beiden Stamme sowie eines ahnlich aussehenden Stammes (Levaditi, Bahn
6) wurde daher mit funf weiteren Enzymen (BamHI, EcoRI, Sall, Xhol und Kpnl) untersucht.
Dabei erwiesen sich filr alle verwendeten Enzyme die Fragmentgrofen von 85/1 und IHD-J
als identisch, der Stamm Levaditi unterschied sich jedoch eindeutig in der Grofde mehrerer
Fragmente (Daten nicht gezeigt). Mit groRer Sicherheit kann daher angenommen werden, daf’
es sich bei dem Humanisolat 85/1 um den Vacciniavirus-Stamm IHD-J handelt.
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Hind-IlI-Wanderungsmuster
sind fur einige Isolate der

HindlllA Spezies Kamel-, Mause- und

Kuhpockenvirus (ca. 220 kbp)

1672 bp

Kuhpockenvirus in den Abbil-
dungen 2 B, 3 A und 3 B bei-
spielhaft aufgetragen. Wah-
rend alle Isolate, die zur Spe-
zies Mausepockenvirus oder
Kamelpockenvirus  gehoren,

Kuhpockenvirus ein fir diese Spezies nahezu

i
ATl-low-1L5

1596 bp

identisches und damit cha-
rakteristisches Muster auf-
weisen, so finden sich inner-

1 Vacciniavirus ( 4. = 76 bp) halb der Spezies Kuhpocken-

ca. 1500 bp

virus deutliche Unterschiede
bezuglich Grofe und Zahl der

N 5 E—

1 Affenpockenvirus (A = ca. 172 bp)

881 bp

1219 bp
B

Hind-1ll-Fragmente bei den
einzelnen Isolaten (Abb. 3 B).

1 Méausepockenvirus (A = 453 bp)

Polymerase Kettenreaktion

1 Kamelpockenvirus (& =791 bp)

In froheren Untersuchungen
konnten wir zeigen, daf sich
mit der PCR fur die Referenz-

Abbildung 1:

Lage und Lange des durch die
PCR-Primer ATI-up-1 und
ATl-low-1 umschlossenen
Sequenzbereichs im Genom von
Kuhpockenvirus Stamm Brighton.
Die Lange der entsprechenden
Amplifikate von Vacciniavirus
Western Reserve,
Mausepockenvirus MP-1,
Kamelpockenvirus CP-1 und
Affenpockenvirus Kopenhagen ist
angegeben.

Tabelle 2:

Differenzierung von
Orthopockenvirus-Isolaten
mit Hilfe der PCR

stamme unterschiedlich grofke
DNS-Fragmente amplifizieren lassen (siehe Abb. 1). Um zu tberprifen, ob sich die ermittelten
Grofenunterschiede auch fur die zur Verfliigung stehenden OPV-Isolate und Stamme bestati-
gen lassen, wurde deren DNS amplifiziert. Nach Elektrophorese zeigten sich regelmaf3ig nur
vier verschiedene Fragmentgrofen. Ein Fragment mit einer Gréfe von ca. 1.220 bp fand sich
bei allen als Mausepockenvirus charakterisierten Isolaten. Ahnlich verhielt es sich fur die 10
Isolate von Kamelen: hier war immer ein 880 bp Fragment nachweisbar. Sieben der 9 Vacci-
niavirus-Stamme (Fragmentgrofse 1.600 bp) konnten von den 22 als Kuhpockenviren klassifi-
zierten Isolaten unterschieden werden (Fragmentgrofie 1.670 bp). Von 2 Vacciniavirus-Stam-
men liefs sich jedoch mit dem verwendeten Primerpaaar keine DNS amplifizieren. Zur Bestati-
gung der Spezifitdt der Amplifikate wurden diese mit dem Enzym Bgl Il untersucht. Hier kam
es zum Teil zu ganz unterschiedlichen Wanderungsmustern, die sich aber fur die einzelnen
Spezies als charakteristisch erwiesen. Der beobachtete geringe Gréofenunterschied nach Am-
plifikation von Vaccinia- und Kuhpockenvirus-Stadmmen (1.596 zu 1.672 bp, siche Abb. 1) stell-
te sich nach Bgl-IlI-Verdau durch die bessere Trennleistung fiir kleinere Fragmente wesentlich
deutlicher dar. Die beiden Spezies unterscheiden sich nur in der Grofe von zwei Bgl-li-
Fragmenten. Wahrend Kuhpockenvirus ein 480 und ein 420 bp Fragment aufweist, so betragt
die GroéBe der entsprechenden Fragmente flr Vacciniavirus 430 und 400 bp (nicht gezeigt).

Kuhpockenvirus 22
Kamelpockenvirus 10
Mausepockenvirus 6
Affenpockenvirus !

OPV-Spezies Anzahl der PCR und Verdau
Stamme/Isolate  der Aplifikate mit Bgl II
Vacciniavirus 9 7
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Diskussion

Die in letzter Zeit bekannt
gewordenen OPV-Infektionen
von Mensch und Tier erfor-
dern diagnostische Verfahren,
mit denen diese Erreger ein-
deutig identifiziert und diffe-
renziert  werden  konnen.
Wahrend die Zuordnung zum
Genus Orthopoxvirus durch
z. B. den Nachweis der typi-
schen Partikel im Elektronen-
mikroskop leicht moglich ist,
so ist fur eine Differenzierung
die Anzucht des Erregers er-
forderlich. Die Kreuzreaktivi-
tat der einzelnen OPV-Spe-
zies untereinander hat bisher
die Isolierung von streng spe-
ziessperzifischen monoklona-
len Antikorpern verhindert (6).
Es wurden auch noch keine
fur eine Differenzierung mit
Hilfe der DNS-Hybridisierung
einsetzbaren spezies-spezifi-
schen Sequenzen beschrie-
ben. Daher wurde als Metho-
de die Restriktionsenzymana-
lyse des Genoms sowie die
PCR gewahlt.

Abbildung 2:

Gelelektrophoretische Auftrennung
von DNS nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Hind III. In A ist
der Vergleich des Isolates 85/1
(Bahn 5) mit 7 Vacciniavirus-
Stammen dargestellt. In B ist das
Wanderungsmuster von 6 Kamel-
pockenvirus-Isolaten gezeigt.

Die bisher nur fiir Referenzstamme gezeigten Unterschiede im Wanderungsmuster nach
Verdau mit dem Restriktionsenzym Hind 11l konnten nun auch fur die Spezies Kamelpocken-,
Mausepocken- und Vacciniavirus anhand einer groferen Zahl von Isolaten bestatigt werden.
Damit lassen sich zukunftig Isolate den entsprechenden Spezies anhand der Beurteilung des
Wanderungsmusters ihrer DNS-Fragmente zuordnen. Dariiberhinaus koénnen bestimmte
Stamme individuell identifiziert werden, wie z. B. attenuierte Impfstimme oder etwa Kontami-
nationen. So konnte eine Laborinfektion eindeutig auf den Vacciniavirus-Stamm IHD-J zu-
ruckgefuhrt werden. Ein nahezu identisches Muster wurde fiir Isolate von Kamelen beobach-
tet, die alle 1993/94 in Dubai isoliert wurden. Die enge Verwandtschaft, die von NAIDOO et al.
(1992) fur Kuhpockenvirus-Isolate von Katzen und Rindern aus England beschrieben wurde,
konnte hingegen nicht bestétigt werden: die untersuchten Isolate aus Deutschland weisen
eine viel grofRere Variation auf.

Mit Hilfe der PCR ist innerhalb kurzer Zeit ein Nachweis und zugleich eine Differenzierung
von OPV-Isolaten moglich. Aufgrund der flir die OPV-Spezies charakteristischen Fragment-
grofen sowie des erhaltenen Wanderungsmusters nach Bgl II-Verdau der Amplifikate war ei-
ne eindeutige Zuordnung von Isolaten moglich. Diese stimmte bei allen 46 amplifizierbaren
Isolaten mit der Spezieseinteilung tliberein, die aufgrund biologischer Kriterien getroffen wur-
de (Tab. 2). Somit bestatigen diese Ergebnisse nicht nur die fir die Spezies Vaccinia-, Kamel-
pocken- und Mausepockenvirus durch Sequenzierung ermittelten Deletionsgrofen, sondern
konnen wegen ihrer Konstanz auch als speziesspezifisch angesehen werden. Die fehlende
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Amplifikation flr zwei Vacciniavirus-Stam-
me steht im Einklang mit Sequenzdaten (8,
12), da hier im Primerbindungsbereich De-
letionen vorhanden sind. Mit der PCR
konnten Isolate verschiedenster Herkunft
(Mensch, Elefant, Rind, Gepard, Katze,
Hund) klassifiziert werden, die aufgrund
phanotypischer Unterschiede als Kuhpok-
kenvirus-ahnlich bezeichnet wurden (2)
und die nach Restriktionsenzymverdau der
viralen DNS stark variierende Wanderungs-
muster aufweisen. Nach den hier vorliegen-
den PCR-Daten handelt es sich eindeutig
um Isolate der Spezies Kuhpockenvirus.
Damit erweist sich die PCR den klassischen
Differenzierungsmethoden sowie der Re-
striktionsenzymanalyse des Genoms als
Uberlegen. Die mit der PCR ermittelten Er-
gebnisse wurden mit gereinigter viraler
DNS erzielt. Eine Zeit- und Arbeitsersparnis
fur die Diagnostik ergibt sich nattrlich erst
dann, wenn auch der Nachweis viraler DNS
z. B. aus Krustenmaterial gelingt und somit
die Isolierung des Erregers entbehrlich ist.
Erste Versuche mit Krustenmaterial von
Kamelen mit nachgewiesener OPV-Infek-
tion (freundlicherweise uberlassen von U.
Wernery, Dubai) verliefen erfolgverspre-
chend.
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Abbildung 3:

Gelelektrophoretische Auftrennung
von DNS nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym HindlIIL In A ist
das Wanderungsmuster von 6
Mausepockenvirus-Isolaten, in B
ist das Wanderungsmuster von 6
Kuhpockenvirus-Isolaten gezeigt.

Schliisselworter

Summary
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Zusammenfassung

Nach Verdau der viralen DNS von 48 Orthopockenvirus (OPV)-Stammen und -Isolaten mit
dem Enzym Hind III wurden die Wanderungsmuster verglichen. Das Muster verschiedener
Vaccinia-, Mausepocken- und Kamelpockenvirus-Isolate erwies sich dabei als nahezu kon-
stant fur die jeweilige Spezies. Die Muster der 22 untersuchten Kuhpockenvirus-Isolate dage-
gen verhielten sich uneinheitlich. Mit Hilfe der PCR konnten mit Ausnahme von 2 Vaccinia-
virus-Stammen alle OPV-Stamme/Isolate aufgrund der Grofe der Amplifikationsprodukte
und des typischen Wanderungsmusters nach Bgl-l1I-Verdau eindeutig den verschiedenen
OPV- Spezies zugeordnet werden.

Orthopockenviren, PCR, Restriktionsenzymanalyse, Diagnostik.

Detection of orthopoxviruses using molecular techniques

The Hind III restriction enzyme patterns of 48 orthopoxvirus (OPV) strains and isolates were
compared. The patterns observed for vaccinia, mousepox and camelpox virus were unique
and isolates belonging to either species displayed nearly identical patterns. However, the 22
cowpox virus isolates behaved different. Polymerase chain reaction (PCR) was performed with
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the 48 OPV strains as well. With the exception of two vaccinia virus strains all strains tested
could be unambiguously allocated to an OPV species based on the characteristic size and the
unique Bgl lI-pattern of the amplified DNA.

Orthopoxvirus, PCR, restriction enzyme analysis, diagnosis.
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