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Die Studie

» Zoonose-Erreger kénnen von Wildtieren auf den Menschen {ibertragen werden

—> Verbreitung von Zoonose-Erregern in Wildtieren?

> Probenbezug tiber das seit 2018 am BfR laufende LaBeOH-Projekt
(,Landnutzungsbezogene Bewertungsverfahren, One-Health-Konzepte)

»  Wildstudie MOPED — Monitoring Privalenz Epidemiologie
» Probenahme-Planung & Organisation mit den Bundesforsten {iber 85Z
» Enge Zusammenarbeit mit Fachgruppe 45

> Kotproben von Wildschweinen und drei Wildwiederkauer-Arten
(Rehwild, Damwild, Rotwild)

> Lebern von Wildschweinen

2 BfR-Symposium: Wild — vorbereitet? 14.03.2024 I 7( Bf R



Wildschweine & Wildwiederkauer
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Rehbock [Quelle: Rolfes/D]V Rothirsch (Quelle: Rolfes/D]V) Dambhirsch (Quelle: Tierfotoagentur.de/Schifer)

Wildschwein (Sus scrofa)

Quelle: Wikipedia Rehwild (Capreolus capreolus) Rotwild (Cervus elaphus) Damwild (Dama dama)

Quelle: www.jagdverband.de
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Ziel der Untersuchung

Darminhalt direkt nach der Jagd
—_ entnommen

® RNA-Extraktion aus den Kot-
Suspensionen

i Analyse mittels RVA-spezifischer
real-time RT-PCR

®  pravalenzRotaviren

°

Sequenzanalysen und Bestimmung
der G- und P-Typen

Leber direkt nach der Jagd
entnommen

RNA-Extraktion aus der Leber
(Methode: L 06.17.01)

Analyse mittels RVA-spezifischer
real-time RT-PCR

PravalenzHEV

Sequenzanalysenund Evaluierung
der HEV3-Subtypendiversitatin
HEV-positiven Proben

4 BfR-Symposium: Wild — vorbereitet? 14.03.2024

P: BfR



Rotaviren in Wildschweinen und Wildwiederkauern

Rotavirus
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Rotaviren

> weltweit die haufigste Ursache fir virale Gastroenteritis bei Kleinkindern

> bis zum Alter von 3 Jahren haben 90 % aller Kinder eine Rotavirus-Infektion durchgemacht

> in den letzten 10 Jahren 23.000-48.000 gemeldete Falle pro Jahr in Deutschland

> geschatzte 129.000 Todesfalle pro Jahr wegen Dehydrierung in Entwicklungslandern (Afrika und Asien)
> fakal-orale Ubertragung (Schmierinfektionen, Oberflichen)

> kontaminiertes Trinkwasser (Entwicklungslander!)

Rotar = )
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Beide seit 2009 von WHO weltweit empfohlen.
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Rotaviren: Genom

> unbehiillte Partikel, komplexer dreischichtiger Aufbau: dulieres
(VP4 & VP7), mittleres (VP6) und inneres (VP2) Kapsid

> segmentiertes Doppelstrang-RNA-Genom (11 Segmente)

> Jedes Segment kodiert fur ein Struktur- bzw.
Nichtstrukturprotein

> VP6: gruppenspezifisches Antigen, stark konserviert
e anhand VP6 Zuordnung zu einer Rotavirus-Gruppe
moglich
> VP4 & VP7: primadre Antigene der Rotaviren

e dienen zur Einteilung in verschiedene Genotypen
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VP1/ VP3

VP1:

VP2:

VP3:

VP4:

NSP1:

VP6:

NSP3:

NSP2:

VPT.

NSP4:

NSP3/6:

innere Core-Struktur, 125 kD
RNA-Polymerase

innere Core-Struktur, 88 kD
Guanyltransferase/ Methylase

duBeres Kapsid, 86 kD, Oberflichenprotein
Spaltung durch Trypsin zu VP5*2VP8*
priméres Antigen der Rotaviren

Zinkfingerprotein
an RNA-Replikation beteiligt

inneres Kapsid, 44 kD
gruppenspezifisches Protein
priméres Antigen der Rotaviren

RNA-bindend

an RNA-Replikation beteiligt
Helicase-Aktivitat

duReres Kapsid, 34 kD, Oberflichenprotein
primares Antigen der Rotaviren, Adsorption

glycosyliert, Enterotoxin

phosphoryliert, O-glycosyliert, Proteinkinase
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Rotaviren: Evolution & Klassifizierung

Gruppen A-J sowie K & L bekannt

friihe A
. . . : gemeinsamer
Gruppen A-C infizieren Menschen otaviren Vorfahre

Auftrennung in die ]
beiden groBen Cluster ~ aller Rotaviren

Gruppe A am wichtigsten

¥

YV V VYV VY

segmentiertes Genom fordert Cluster A/C/D/F Cluster B/G/H
,Reassortment” (Mechanismus, der zur  =========== -| —————————————————— F-=---
zunehmende , ] .
Evolution der Rotaviren beitragt) Differenzierung I ) B/G Gruppe H
Gruppe A Gruppe C  Gruppe D  Gruppe F gr——

—
Wichtigstes Rotavirus beim Menschen —
und bei einer Vielzahl von Saugetier- aviare RV zunehmende — ooy
atten-

Gruppe B
_ und Vogelarten. heutige Anpassung an den Wirt
Zahlreiche RV-Typen vorhanden! Rotavirus-
Vielfalt

Gruppe B Gruppe G

RRSRY  Gruppe.G Gruppe H

Gruppen
E,lJ
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Rotaviren A: Reassortment

» Austausch einzelner Genomsegmente innerhalb
mehrerer RV-Typen

» Entstehung neuer RV-Typen ,Reassortanten”

----------------

— :_.-' i » sehr hohe genetische Diversitat
: » verschiedene G (,,Glykoprotein“ - VP7)- und
ipeoretisch mogliche ____ ‘ P (,,Protease-sensitiv” - VP4)-Typen

Kombinationen

» Erweiterung des Systems fiir RVA, wobei alle 11
RNA-Segmente verwendet werden (basierend auf

Sequenzanalysen)
(Matthijnssens et al., 2008; J. Virol. 82:3204-3219).
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Rotaviren A: Reassortment

» typische humane Stamme“: G1, G2, G3, G4 & P[4], P[8], P[9], P[10]

» umfangreiche Sequenzierungen nehmen zu

» Viele etablierte menschliche Stamme enthalten Genomsegmente tierischen Ursprungs
» Austausch bereits vor langerer Zeit erfolgt
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Rotaviren A: genetische Diversitat

»  Aktuell 42 verschiedene G-Typen (VP7) & 58 P-Typen (VP4)
» i.d.R. bestimmte G/P-Kombinationen mit bestimmten Wirtsarten assoziiert
» Reassortment zwischen tierischen und humanen RVA-Stimmen mdoglich & bekannt
» neue Kombinationen mit potenziell neuen Viruseigenschaften
» in Haustieren/Nutztieren weit verbreitet (Durchfall, chronische Wachstumsstérungen & Verkiimmerung)
»  kirzlich auch bei Wildtieren beschrieben
(Fledermause, Nagetiere, Spitzmause)
» Wenige Daten zu RVA in Wildschweinen in Japan, Tschechien, Kroatien
oder in Rehwild in Slowenien, in Hirschen aus Stdkorea
» Kaum Daten zu RVA in Wildschweinen/ Wildwiederkduern in Deutschland (3
&
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Rotaviren: Ergebnisse (2019-2022)

472 Proben: 6 positiv (1,3%)

24 Jagdgebiete in Brandenburg

| Brandenburg |

{

> 197 Wildschwein-Proben: 2 positiv (1 %)
» 152 Rehwild-Proben: 2 positiv (1,3%)

» 95 Damwild-Proben: 2 positiv (2,1%)

@ RVA-postive Fallow deer
® RV A-positive Wild boar
L RV A-positive Roe deer

» 28 Rotwild-Proben: 0 positiv e
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Rotaviren: Ergebnisse

Tierart Altersklasse Jahr Gebiet Ct-Wert
Damwild 2-3 Jahre 2019 Zerweliner Heide 35,9
(Uckermark)
Rithnicker Heide
Wildschwei 1-2 2019 35,1
aschwein (Oberhavel)
Wildschwein <1 Jahr 2019 Ruthnicker Heide 355
(Oberhavel)
Rehwild <1 Jahr 2019 Wittstock/Rossower Heide 35,4
(Ostprignitz-Ruppin)
Rehwild <1 Jahr 2021 Markgrafpieske 358
(Oder-Spree)
Damwild <1 Jahr 2021 Zerweliner Heide

(Uckermark)
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VP7

68

100

65

78 - RVA/Dog-tc/ITA/RV52-96/1996/G3P[3]-HQ661128

100

RVA/Dog-wt/HUN/135/2012/G3P[3]-KJ875796
l RVA/Cat-tc/JPN/FRV348/1994/G3P[3]-LC 328207
RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3]-EU636932
1 [100= Rv/A/Lapine-wt/CHN/N5/1992/G3P[14]-1Q423907
1 |RVA/Env -wt/SVN/V1_09_KL1/2009/G3P[x]-JF830580

T

VA/Env -wt/SVN/V1_09_KL2/2009/G3P[x]-JF830581

100 | ] 292-Fallow deer-0Q161698
|
9 324-Fallow deer-OQ161693

.00

ol

—

100 |R

R

RVA/Human-wt/ THA/CMH-S015-19/2019/G3P[10]-MW 331234
00 | RVA/Human-wt/THA/CMHO079-05/2005/G3P[10]-EU791924

91 L RVA/Human-wt/ THA/CMH 222/xxxx/G3P[x]-AY 707792
[ RVA/Pig-tc/CHN/4S/xxxx/G3P[x]-L10361

G3

VA/Pig-wt/UK/RO8-G3/2011/G3P[x]-KJ135166
VA/Pig-wt/UK/RO10-G3/2011/G3P[13]-KJ135167

100

489-Wild boar-0Q161694
490-Wild boar-0Q161695

RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]-D86271

[ RVA/Pig-wt/BEL/12R006/2012/G3P[6]-KM820732

_|: RVA/Pig-wt/ESP/Teruel128484/2019/G3P[7]-MZ 643348

» RVA/Pig-wt/ESP/Valladolid125688/2019/G3P[x]-MZ 643346

RVA/Human-tc/GBR/A64/1987/G10P11[14]-A01321

100

98

RVA/Cow-tc/IJPN/KK3/1983/G10P[11]-LC133563

RVA/Ov ine-wt/Northern Ireland/R2WTA65/2014/G10P[15]-OL988994

| 272-Roe deer-0Q161697

R

51
g9 |

A/Bov ine-wt/CAN/FMV-077415/2009/G10P[x]-JX470517

RVA/Cow-tc/USA/B223/1983/G10P[11]-X57852
RVA/Cow-tc/JPN/AZUK-7/2007/G10P[11]-LC553633

RVA/Cow-tc/JPN/GB1-76/2006/G10P[11]-LC553589
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P1A[8]-K02033

il

RVA/Turkey-tc/IRL/Ty-3/1979/G7P[17]-AB080737

0.15

0.10

0.05

0.00

RVA/Common  Shrew-wt/GER/KS11-0893/2010/G42P[58]-ON988161

G10

Bestimmung des G-Typs anhand VP7

Damwild-Stamme

Wildschwein-Stamme

Rehwild-Stamm
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RVA/MHuman-wt/CHN/12058/2012/G10P[15]KY 113336

VP4

RVA/Lam bwt/CHN/CCO812-1/2008/G10P[15]-HQ834199

RVA/Lam bwt/CHN/ LLR/1985/G 10P[15]-JQ013506

P[15]

RVA/Lamb-tc/CHN/Lp 14/1981/G10P[15]1 11599
RVA/Cow-te/TUR/E29TR/2006/G10P(15]F.J59831

[ 272-Roedeer-0Q161702
RVA/Roe deerwt/SVN/D38-14/2014/G6P[15]-KUT08257

RVA/Qvinewt/Northern lreland/R2WTAG65 2014/G 10P[ 15]-0L988995
RVA/Dog-tc/USAKY 1982/GXP[3]-D14725
RVA/Hu-Wt/RU S/Leningrad-568/1992/G3P[3]-MT7 96864

RVA/Cow-WIAND/RUBV3/xx X x/G3P[3]-EF 200553

I~ 292-Fallow deer-OQ161703 P[3]
RVA/Simian-wt/BGD/PGB-692/2013/G3F[ 3]-MK628594

B

7| [ RVA/Fox-wi/HRV/L348-PG/2019/G10[P3]-MW727445

100} RVA/Horse-wt/IND/ERV6/2017/G3P[3]-OK651093

5]
RVA/MHorse-wil/IND/ERV4/2017/G3P[3]-OK651092

RVA/PIigwi/USA/A46/2001/Gx P[13]-AY050274

o0 RVA/Pigtc/AUS/MDR-13/x xxx/G3P[13]1 07886
RVA/Pig-wt/ESP/Orense136924/2020/GOP[ 13]-MZ 643315

98
— o
100 [ RVA/WIID boarwtHRV/D S302-0B/2020/G3FP[13]-ON647406

P[13]

& RVA/WIld boar-wt/HRV/D S306-0B/2020/G3F[ 1 3-ONG47405

oo || | 489-Wild boar-0Q161699

490-Wild boar-0Q161700
RVA/PIg-WI/SVK/KO16/2016/Gx P 13]-MN 203587

8
RVA/PIg-WI/SVK/KO14/2016/Gx P 13]-MN 203586

RVA/Human-tc/USA/Ma/1974/G1P1A[8]41.34161
_l— RVA/Turkey-tc/ARL/Ty-1/1979/G 17P[38]-LC088110
RVA/Common  Shrew-wt/GER/KS11-0893/2010/G42P[58]-ON988156

040 030 020 010  0.00

Bestimmung des P-Typs anhand VP4

Rehwild-Stamm

Damwild-Stamm

Wildschwein-Stamme
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RVA/MHuman-wt/CHN/12058/2012/G10P[15]KY 113336

RVA/Lam bwt/CHN/CCO812-1/2008/G10P[15]-HQ834199 Besti m m U ng d eS P_Typs a n h a n d VP4

RVA/Lam bwt/CHN/ LLR/1985/G 10P[15]-JQ013506

VP4

RVA/Lamb-tc/CHN/Lp 14/1981/G10P[15]1 11599 P[15]

RVA/Cow-te/TUR/E29TR/2006/G10P(15]F.J59831

[~ 272-Roe deer-0Q161702 Rehwild-Stamm

RVA/Roe deerwt/SVN/D38-14/2014/G6P[15]-KUT08257

RVA/Qvinewt/Northern lreland/R2WTAG65 2014/G 10P[ 15]-0L988995
RVA/Dog-tc/USAKY 1982/GXP[3]-D14725
RVA/Hu-Wt/RU S/Leningrad-568/1992/G3P[3]-MT7 96864

RVA/Cow-WIAND/RUBV3/xx X x/G3P[3]-EF 200553

og| I~ 292-Fallow deer-0Q161703 Damwild-Stamm
P[3]

— | 88 RVA/Simian-wt/BGD/PGB-692/2013/G3F[ 3]-MK628594

7| [ RVA/Fox-wi/HRV/L348-PG/2019/G10[P3]-MW727445

100} RVA/Horse-wt/IND/ERV6/2017/G3P[3]-OK651093

5]
RVA/MHorse-wil/IND/ERV4/2017/G3P[3]-OK651092

RVA/PIigwi/USA/A46/2001/Gx P[13]-AY050274

o0 RVA/Pigtc/AUS/MDR-13/x xxx/G3P[13]1 07886

RVA/Pig-wt/ESP/Orense136924/2020/GOP[ 13]-MZ 643315

58| % Wildschwein-Stamme

100 [ RVA/WIID boarwtHRV/D S302-0B/2020/G3FP[13]-ON647406

7 RVA/WIid boar-wt/HR V/D S306-0B/2020/G3P[ 13-ONG47405 | P [ 13]

oo || | 489-Wild boar-0Q161699
100

e ANIId boar-0G1E1700 —> Die gefundenen Rotavirus-Stdmme scheinen
RVA/PIGWISVKIKO16/2016/GX P[13]-MN203587 an die jeweilige Wirtstierart angepasst zu sein

8
RVA/PIg-WI/SVK/KO14/2016/Gx P 13]-MN 203586

RVA/Human-tc/USA/Ma/1974/G1P1A[8]41.34161

- Zoonotische Ubertragbarkeit auf den Menschen
_l— RVA/Turkey-te/ARL/Ty-1/1979/G17P[38]-LC088110 . . .
ist aber nicht auszuschlieBen

RVA/Common  Shrew-wt/GER/KS11-0893/2010/G42P[58]-ON988156

040 030 020 010  0.00
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Hepatitis E Viren in Wildschweinen

Hepatitis E Virus

)
P

.
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Hepatitis E Viren

»  unbehiillt & 30-40 nm
»  (+) ssRNA Genom ( ca. 7,2 kb)
»  gehort zur Familie Hepeviridae
—> Subfamilie Orthohepevirinae (and Parahepevirinae)

- 4 Genera: Paslahepevirus und Rocahepevirus

A/\

Paslahepevirus alci Paslahepevirus balayani :
- 8 Genotypen
- 1-4 Human-pathogen
- 344 Zoonosen
- HEV3: 13+ Subtypen
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Hepatitis E Viren

> HEV weltweit verbreitet

» HEV1&2 vorwiegend durch kontaminiertes
Trinkwasser Ubertragen

» HEV3&4 zoonotische Ubertragung durch
Schweine und Wildschweine

» HEV (HEV3) kann beim Menschen
Leberentziindungen hervorrufen

> Bei Risikogruppen chronische Hepatitis E
moglich

> Verlauf aber oft asymptomatisch

HEV genatype
HEV1 and HEVZ
HEV1 and HEV3

B HEV3

® HEV3 and HEV4

m HEV4

Unknown
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Hepatitis E Viren

Anzahl Fille
5.000
4.000

»  HEV Erkrankungs-Falle 2018-2022

o — ca. 3500/Jahr in Deutschland
» —> ca. 300/Jahr in Berlin/Brandenburg
. »  Seropravalenz in Menschen (Deutschland)

: - 4-25 % (Faber et al. 2018)

2001 2003 2005 2007 2008 20 2013 2015 2017 2018 2021 2023

2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022 2024

Meldejahr

Source: https://survstat.rki.de (11.03.2024)
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Hepatitis E Viren

J HEV 3 in Hausschweinen und Wildschweinen:

HEV RNA und Seropravalenz fir die Reservoir-Tiere in Deutschland

Wirt Seropravalenz RNA Nachweisrate
Hausschwein 43-67 % 1-17%
Wildschwein 12-45 % 4-38%

Quelle: Johne et al. 2022

o HEV 3 Subtypen in Wildschwein: HEV 3a, 3c, 3e, 3f, 3i, 3k, HEV 3% (*nicht wassifiziert)
o HEV 3 Subtypen bei Menschen: 3¢, 3e, 3f, HEV 3*

. Ubertragung durch Verzehr von kontaminierten, nicht ausreichend erhitztem Fleisch
/Innereien/Fleischprodukten
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HEV: Ergebnisse (2019-2022)

25 Jagdgebiete in Brandenburg

» HEVin 9/25 Jagdgebieten nachgewiesen
» 14/275 Proben HEV-positiv

25 % gesamt

275 Proben: 14 positiv (5%)
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HEV: Ergebnisse (2019-2022)

300 5%
- 14
250
200
150
< > 5 275
t 100 7% 2
<
N 2% °
c ’ o 107 6 %
< 50 4 . 21%
. 44 5 31
2018 2019 2020 2021 2022 Total
Beprobte Tiere L HEV-positive Tiere
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HEV3 Subtypen in

Wildschweinen 0 [—— LaBeOH 106 2022
anhand von HEV- HEV 3* (MF959764)
Vollgenomen, “ L
Berlin/Brandenburg
2019-2022

— LaBeOH 459 2021

!

- MFO59764 HEV3

FJ998008 HEV3i

KP294371 HEV3

FJ705359 HEV3c

Verschiedene Subtypen am selben
Standort innerhalb der gleichen
Jagdsaison

MK390871 HEV3

KU513561 HEV3m

JQ953664 HEV3

JQ013794 HEV3h H EV 3 h

LaBeOH 323 2021

Eine weitere Sequenz (kein
LC260517 HEV3
Vollgenom) zu HEV 3e

MF858765 HEV3
zugeordnet
AP003430 HEV3b

AB360689 HEV3k

AY 115488 HEV3j

— AF082 V3a H EV 3a

73 100 LaBeOH 390 2019

AF296165 HEV2d

AF455784 HEV3g

AB248521 HEV3e

74

AB290313 HEV3

100 ﬂ{
82 AB369687 HEV3f

FJ806895 HEV3ra

M73218 HEV 1a

0.080

P: BfR
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HEV3 Subtypen in

Wildschweinen 0 —— LaBeOH 106 2022
anhand von HEV- HEV 3* (MF959764)
Gesamtgenomen, o
Berlin/Brandenburg
2019-2022

— LaBeOH 459 2021

a6

!

- MFO59764 HEV3

FJ998008 HEV3i

KP294371 HEV3

FJ705359 HEV3c

Verschiedene Subtypen am selben
Standort innerhalb der gleichen
Jagdsaison

MK390871 HEV3

KU513561 HEV3m

JQ953664 HEV3

JQ013794 HEV3h H EV 3 h

LaBeOH 323 2021

Eine weitere Sequenz (kein
LC260517 HEV3
Vollgenom) zu HEV 3e

MF858765 HEV3
zugeordnet
AP003430 HEV3b

AB360689 HEV3k

AY 115488 HEV3j

— AF082 V3a H EV 3a

73 100 LaBeOH 390 2019

AF296165 HEV2d

AF455784 HEV3g

AB248521 HEV3e

74

AB290313 HEV3

B;{ AB3B9E8T HEV3f 9 ZOOﬂOtiSChe Ubertragbarkeit
FusueEs HEVSrS auf den Menschen ist anzunehmen

M73218 HEV 1a

0.080

P: BfR
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Fazit Rotaviren

Zirkulation von Rotaviren in deutschen Wildschweinen und Wildwiederkdauern mit geringer Pravalenz
v. a. Jungtiere betroffen

Vorkommen in Wildschweinen & Rehwild bestatigt (3hnliche Pravalenzen wie andere EU-Lander)
Erstmaliger Nachweis von Rotaviren in Damwild

Zusammenhang zwischen positiven Tieren & Jagdgebiet unklar (zu wenig Daten!)

Vv V. V V V V

Assoziation spezifischer Genotyp-Kombinationen mit bestimmten Wirtstierarten (?)
(z.B. G3P[13]: Wildschwein)

A\

Zoonotisches Potential moglich (Clustering mit humanen Stammen)
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Fazit Hepatitis E Viren

14/275 positive Proben, d.h. 5% Detektionsrate insgesamt

Starke Variation der Detektionsrate innerhalb der versch. Jahre, 2-21 %
5 von 14 Proben weiterfiihrend sequenziert (Gesamtgenome)

Hohe genetische Variabilitat der Subtypen in Brandenburg

Erstmaliger Nachweis des Subtyps 3h in Wildschweinen

Weitere Sequenzen eines potentiell neuen Subtyps (HEV 3*, MF959764) gefunden

Zusammenhang zwischen positiven Tieren & Jagdgebiet unklar (zu wenig Daten!)

vV V V V V V VYV VY

Ubertragbarkeit der Stimme auf den Menschen ist anzunehmen
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DANKE

FUR IHRE AUFMERKSAMKEIT

ALLE, die bei der Organisation, Jagd, Probenvorbereitung und -
verteilung beteiligt waren!

(8 Sz, 45, Jager, Kollegen & Kolleginnen aus Abt.4)

Fachgruppe 46:

Nadine Althof, Stefanie Prosetzky, Anja Schlosser, Silke Apelt,
Katja Schilling-Loeffler und Reimar Johne
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Eva Trojnar
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