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Institut fiir Viruskrankbeiten und Immunprophylaxe (IVI), Mittelbdiusern

Klassische Schweinepest 1993 in der
Schweiz: molekular-epidemiologische
Charakterisierung der Virusisolate

M. Hofmann und §. Bossy

Zusammenfassung

Die Nukleotidsequenz der 5’ nicht translatierten
Region (5’NTR) des Klassischen Schweinepest-
Virus (KSPV)-Genoms von Isolaten der fiinf 1993
in der Schweiz aufgetretenen Seuchenausbriiche
wurde mittels RT-PCR und anschliessender Di-
rektsequenzierung der amplifizierten cDNA ver-
gleichend analysiert. Die Nukleotidsequenzdaten
wurden mit anderen KSPV-Stimmen verglichen
und zur Erstellung eines phylogenetischen
Stammbaumes verwendet. Stammbiume von un-
terschiedlich langen Teilen der 5’NTR wurden
miteinander verglichen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass alle Schweizer Isolate nahe verwandt
waren mit anderen KSPV-Stimmen, die seit 1990
in Europa fir Schweinepestausbriiche verant-
wortlich waren. Zwei der Schweizer Isolate lies-
sen sich nicht von einem Virusstamm unterschei-
den, der 1993 in Osterreich aus von China impor-
tiertem Wildschweinefleisch isoliert worden war.
Das Risiko der Einschleppung der Klassischen
Schweinepest, das von der Verfiitterung von un-
geniigend erhitzten Speiseabfillen und dem Im-
port von Wildschweinefleisch ausgeht, wird dis-
kutiert.

Schliisselworter: Klassische Schweinepest —
molekulare Epidemiologie — Genomanalyse
- 5'NTR

Einleitung

Die Klassische Schweinepest (KSP),auch bekannt unter
dem Namen Europiische Schweinepest, ist eine hoch-
ansteckende Viruskrankheit, die ausschliesslich Haus-
und Wildschweine befillt. Die KSP ist bis heute die wich-
tigste Tierseuche der Schweine in Europa und verur-
sacht gegenwirtig vor allem in Deutschland und den
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Molecular epidemiological analysis of classical
swine fever virus isolates from the 1993
disease outhreaks in Switzerland

RT-PCR followed by direct nucleotide sequencing
of the amplified cDNA was carried out to analyse
most of the 5’ nontranslated region (5’NTR) of
classical swine fever virus (CSFV) isolates from
the five 1993 disease outbreaks in Switzerland.
Sequence data were compared to other CSFV
strains, and dendrograms were constructed in or-
der to determine the phylogenetic relationship of
the Swiss virus strains. Dendrograms formed by
the analysis of different parts of the 5’NTR were
compared. It was shown that all Swiss isolates
were related to other CSFV strains involved in dis-
ease outbreaks in Europe in the 1990s.Two of the
isolates were indistinguishable from a CSFV strain
isolated from wild boar meat imported from Chi-
na into Austria in 1993.The risk of introducing
classical swine fever by improperly treated swill
and, in particular by importing wild boar meat is
discussed.

Key words: classical swine fever virus —
molecular epidemiology — genome analysis
—5NTR

Niederlanden wieder massivste wirtschaftliche Verluste.
Da die Krankheit in Wildschweinen oft einen nur milden
klinischen Verlauf zeigt (Depner et al., 1995), kann das Vi-
rus wihrend langer Zeit in Wildschweinebestanden per-
sistieren. Impfversuche in Endemiegebieten haben bis
heute nicht zur Eliminierung des KSP-Virus (KSPV) ge-
fithrt (Kaden et al., 1990).

wWihrend der Tierhandel, speziell das Verstellen von infi-
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Ausbruch  Monat  Ort Anzahl Art des vermutete

betroffene Ausbruchs Einschleppungs-

Schweine quelle
1/93 Juni Trubschachen BE 857 primdr Abfallfiitterung
2/93 Okt. Herrenschwanden BE 90 primir Abfallfiitterung .
3/93/1 Nov. Kerzers FR 11 primir Abfallfiitterung Tabelle 1: Ubersicht tiber die fiinf
3/93/2 Dez. Kerzers FR 10 sekundér Tierhandel 1993 in der Schweiz aufgetretenen
4/93 Dez. Burgdorf BE 221 primir Abfallfitterung

Ausbriiche von KSP

zierten Schweinen, am haufigsten fliir die Ausbreitung
der Krankheit, das heisst fiir Sekundirausbriiche verant-
wortlich ist, konnte in den letzten Jahren wiederholt ge-
zeigt werden, dass die Verfiitterung von KSPV-kontami-
nierten, nicht ausreichend erhitzten Speiseabfillen das
Hauptrisiko fiir das Auftreten neuer Primdrausbriiche
darstellt (Buttner und Kaden, 1997; Ruttili, 1997).

1993 traten in der Schweiz vier Primirausbriiche von
KSP auf (Tab. 1),nachdem die Krankheit wihrend 20 Jah-
ren nie aufgetreten war. Der erste Fall wurde im Juni in
Trubschachen (Kanton Bern) diagnostiziert; das ent-
sprechende KSPV-Isolat erhielt die Bezeichnung 1/93.
Der zweite Ausbruch betraf im Oktober einen Mastbe-
trieb in Herrenschwanden (Kanton Bern) (Isolat 2/93).
Ein dritter Fall wurde im darauffolgenden Monat in Ker-
zers (Kanton Fribourg) entdeckt (3/93/1). Dieser fiihrte
infolge Tierhandel im Dezember zu einem Sekundiraus-
bruch in derselben Gemeinde (3/93/2). Der bis heute
letzte Ausbruch von KSP wurde im Dezember in Burg-
dorf (Kanton Bern) festgestellt (4/93). Obwohl die vier
Primirausbriiche innerhalb eines kurzen Zeitraums auf-
traten, ergaben epidemiologische Abklirungen keinerlei
Hinweise auf einen Zusammenhang; die einzige Ge-
meinsamkeit stellte die Verfltterung von Speiseabfallen,
die auf allen vier Betrieben praktiziert wurde, dar. Die
Vermutung lag nahe, dass KSPV-kontaminiertes Fleisch
in den Abfillen die Infektionsquelle war; dessen Her-
kunft konnte jedoch in keinem Fall eruiert werden. Eine
mittels monoklonaler Antikorper durchgefiihrte antige-
netische Typisierung der Isolate ergab, dass 1/93 und
4/93 nicht unterscheidbar waren und gleichzeitig ein
ahnliches Reaktionsmuster zeigten wie der 1990 in
Deutschland isolierte KSPV-Stamm «Flandern 90» (Kos-
midou et al., 1995; R.Ahl, pers. Mitt.). 2/93 und 3/93/1
waren unter sich wiederum nicht unterscheidbar, bilde-
ten aber eine bis dato unbekannte neue Gruppe von
KSPV (Kosmidou et al., 1995).

1995 beschrieben Krassnig et al. die Isolierung eines
KSPV aus tiefgefrorenem, aus China importiertem Wild-
schweinefleisch. Auch dieses Isolat liess sich mittels
monoklonaler Antikorper nicht von den Schweizer Iso-
laten 2/93 und 3/93/1 unterscheiden (R. Ahl, pers.
Mitt.).

Ausgehend von dieser antigenetischen Identitit wurde
daraufhin der genetische Verwandtschaftsgrad mittels
Nukleotidsequenzbestimmung gewisser Teile des vira-
len Genoms eruiert, da schon frither gezeigt werden
konnte, dass diese Methode eine feinere Virusstamm-Un-
terscheidung erlaubt (Lowings et al., 1996). Die Se-
quenzbestimmung eines 116 Nukleotide (nt) umfassen-
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den Fragmentes der 5 nicht translatierten Region
(5’NTR) des Virusgenoms erlaubt sowohl eine Abgren-
zung von KSPV von anderen Pestiviren als auch eine gro-
be Unterteilung in verschiedene Genotyp-Gruppen
(Hofmann et al., 1994). Um jedoch eine feinere Untertei-
lung in Subtypen zu erhalten (Lowings et al., 1996) und
moglicherweise die bis dahin nicht voneinander unter-
scheidbaren Isolate 1/93 und 4/93 respektive 2/93 und
3/93/1 differenzieren zu konnen (Hofmann, 1996), wur-
de eine Methode zur Sequenzbestimmung der fast
ganzen 5’NTR entwickelt und fir die Analyse aller finf
Schweizer Isolate sowie einer grosseren Anzahl weiterer
KSPV-Stimme verwendet.

Material und Methoden

Die KSPV-Isolate 1/93, 2/93, 3/93/1, 3/93/2 und 4/93
wurden auf PK15-Zellen aus Organen (Tonsillen, Lymph-
knoten) von Schweinen der KSP-Ausbriiche in Trub-
schachen, Herrenschwanden, Kerzers und Burgdorf iso-
liert. Das Isolat SP10549/13, welches aus tiefgefrorenem
Wildschweinefleisch aus China isoliert worden war
(Krassnig et al., 1995), wurde freundlicherweise von R.
Krassnig, Bundesanstalt flir Virusseuchenbekampfung,
Wien,zur Verfugung gestellt. Die KSPV-Stimme VRI2277,
c4D (Lowings et al., 1996), Hannover 907, Alfort/Tiibin-
gen, Alfort/187, Brescia, CAP und Baker A (Hofmann et
al., 1994) wurden zu Vergleichszwecken mitgefiihrt.
Die RNA fiir die Reverse Transkription mit nachfolgen-
der Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde mittels
Trizol (Gibco BRL) aus Zellkultur-Uberstinden extra-
hiert. Die RT-PCR wurde mit den beiden Primern
CSFR411 (Downstream-Primer, bindet an nt 411-433
des Genoms von KSPV Alfort/187 [Ruggli et al., 1996])
und CSFLO01 (Upstream-Primer, entspricht den 5’termi-
nalen 21 nt von Alfort/187) durchgefithrt. Das amplifi-
zierte 433-nt-PCR-DNA-Fragment wurde anschliessend
mittels «Cycle Sequencing» und einem Sequenzierauto-
maten direkt sequenziert, und zwar unter Verwendung
der drei IRD41-markierten Primer CSFR408 (nt
408-431, antisense), CSFR119 (nt 119-1306, antisense)
und CSFLO72 (nt 72-88,sense). Flr die vergleichende Se-
quenzanalyse wurden die nt 22 bis 376 des RT-PCR-Pro-
duktes, welche der ganzen 5’NTR mit Ausnahme der er-
sten 21 nt entsprechen, verwendet. Die ermittelten Se-
quenzdaten wurden in der GenBank Sequenzdatenbank
deponiert (Accession Numbers AF045068 [1/93],
AF045069 [2/93], AF045070 [3/93/1], AF045071
[3/93/2],AF045068 [4/93]).
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Resultate

Die Sequenzdaten der fiir die vorliegende Arbeit ver-
wendeten KSPV-Stimme wurden ausgehend von min-

3/93/1

1 | 3932

SP10549/13

I— 2/93

I 1/93

| 4/93

Abbildung 1: Verwanditschafisgrad der fiinf Schweizer
KSPV:solate und des Wildschweinefleisch-Isolates
SP10594/13 aus China. Das Dendrogramm wurde
aufgrund der Sequenzdaten von 355 nt der 5’NTR des
viralen Genoms erstelit. 3/93/1, 3/932 und
SP10594/13 wiesen eine identische Sequenz auf,
wdbrend 2/93 um 1 nt abwich. 1/94 und 4/93 waren
unter sich wiederum gleich, unterschieden sich aber
von den anderen 3 Isolaten um 17 nt. Die Anzabl der
ni-Differenzen ist angegeben

destens zwei unabhingigen RT-PCRs bestimmt, um PCR-
Artefakte auszuschliessen.

Der Vergleich der Sequenzen der fiinf Schweizer KSPV-
Isolate zeigte, dass 3/93/1 und 3/93/2 unter sich iden-
tisch waren und sich iiberdies nicht von der Sequenz des
chinesischen Wildschweine-Isolates SP10549/13 unter-
schieden; andererseits wichen sie an einer einzigen Po-
sition von 2/93 ab (T statt C). 1/93 und 4/93 waren un-
ter sich wiederum nicht differenzierbar, unterschieden
sich aber im Vergleich zu SP10549/13 um 17 nt. Ein auf-
grund der ermittelten Sequenzdaten erstellter phyloge-
netischer Stammbaum (Abb. 1) zeigte Klar, dass die Isola-
te 2/93,3/93/1, 3/93/2 und SP10549/13 innerhalb des
gleichen Astes gruppiert waren, welcher der Genotyp-
Subgruppe 2.1 entsprach, wenn fiir die Erstellung des
Stammbaumes Daten von weiteren, schon frither cha-
rakterisierten Virusstimmen mit einbezogen wurden
(Abb. 2a). In die gleiche Subgruppe eingereiht wurden
auch Isolate, die Anfang der neunziger Jahre in Deutsch-
land und Holland gefunden wurden, sowie ein 1986 in
Malaysia isoliertes KSPV (Lowings et al., 1996; Hofmann,
unveroffentlicht). Diese Gruppe stimmte weitgehend
mit dem antigenen Reaktionsmuster des Typs «Schwein-
furt 93» iberein (Kosmidou et al., 1995; Greiser-Wilke et
al., 1997). Die beiden Isolate 1/93 und 4/93 hingegen,

a
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3/93/1
SP10549/13
21
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Hannover 907 o
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4/93 1
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Abbildung 2: Vergleich des Differenzierungsvermagens der beiden phylogenetischen Stammbdiume basierend

auf dem Sequenzvergleich von 355 nt (a) respektive 116 nt (b) der 5’NTR des KSPV-Genoms. Zwar erlaubten bei-
de Dendrogramme eine Klassifizierung der untersuchten Virusstamme in die fiinf Riirzlich vorgesclo.lageﬁen Ge-
notyp-Subgruppen 1.1, 1.2, 2.1, 2.2 und 2.3 (Lowings et al., 1996), jedoch konnten einige der in (b) identisch er-
scheinenden Virusstcimme in (a) klar differenziert werden (z.B. 2/93 und 3/93/1 oder Alfort/187, CAP und
Baker A). Der Grad der Sequenzkonservierung, der in beiden analysierten Genomfragmenten dbnlich bo.ch war
(88% respektive 90%), ist auf einer Skala angegeben. Die borizontale Distanz in den Dendrogrammen wider-
spiegelt den genetischen Verwandtschaftsgrad der Virusstdmimne
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welche unter sich nicht unterscheidbar waren, wurden
aufgrund ihrer deutlichen Sequenzunterschiede zu den
ubrigen Schweizer Isolaten in eine andere Subgruppe,
nimlich 2.3, eingeteilt (Abb. 2). Diese umfasst die mei-
sten in den letzten Jahren in Europa aufgetretenen Isola-
te und entspricht dem antigenen Reaktionsmuster des
Typs «Flandern 90» (Kosmidou et al., 1995).
EinVergleich des Stammbaumes,der aufgrund der 355 in
der vorliegenden Arbeit analysierten Nukleotide erstellt
wurde (Abb. 2a), mit einem Stammbaum aus dem Ver-
gleich eines kiirzeren, fiir eine frithere Arbeit verwende-
ten 116-nt-Genomfragmentes (Abb. 2b) ergab keine we-
sentlichen Unterschiede. Beide Dendrogramme zeigten
die selbe Unterteilung in die zwei Genotyp-Gruppen 1
und 2 sowie in die jeweiligen Subgruppen. Hingegen war
das Differenzierungsvermogen des lingeren Genom-
fragmentes dem kiuirzeren deutlich tiberlegen, und nur
das 355-nt-Fragment liess eine Unterscheidung von 2/93
und 3/93/1 zu.

Diskussion

Obwohl schon frither gezeigt werden konnte, dass ein
116-nt-Fragment der (im allgemeinen hochkonservier-
ten) 5’NTR sich zur Charakterisierung von unbekannten
Pestiviren eignet (Hofmann et al., 1994), wurde in der
vorliegenden Arbeit versucht, durch Sequenzanalyse ei-
nes Grossteils der 5’NTR auch nahe verwandte KSPV-
Isolate differenzieren zu konnen. Bis heute konnten 87
KSPV-Stimme und -Isolate erfolgreich mit dieser Metho-
de differenziert werden, auch solche, die sich im frither
benutzten 116-nt-Fragment nicht unterschieden (wie
z.B. Alfort/187,CAP und Baker A oder 2/93 und 3/93, sie-
he Abb. 2). Uberraschenderweise liess die Analyse der
5'NTR sogar eine dhnlich gute Differenzierung zu, wie
sie durch Sequenzierung von Genomsegmenten mit
hoherer Variabilitit, wie beispielsweise im E2-Gen (Lo-
wings et al., 1996) oder im ns5B-Bereich (Vilcek et al.,
1996) moglich ist. Das unterschiedliche Differenzie-
rungsvermogen der beiden 5’NTR-Fragmente war um so
erstaunlicher, da der Anteil an konservierten Sequenzen
bei beiden Fragmenten etwa gleich hoch war (88% re-
spektive 90%, siche Abb. 2). Aufgrund dieser Ergebnisse
bietet sich die Sequenzanalyse der 5’NTR fiir molekular-
epidemiologische Abklirungen an, wie beispielsweise
die Unterscheidung, ob es sich bei einer Serie von neu-
en KSP-Ausbriichen um Sekundidrausbriiche handelt
oder ob verschiedene Virusstimme in das Seuchenge-
schehen involviert sind.

Die beiden Schweizer KSPV-Isolate 3/93/1 und 3/93/2
liessen sich nicht voneinander differenzieren, obwohl
mehrere andere Genomsegmente analysiert wurden
(Daten nicht gezeigt). Dies stellt eine Bestatigung fuir die
Resultate der epidemiologischen Abklirungen im Felde
dar, wo gezeigt wurde, dass es sich beim Fall 3/93/2 um
einen Sekundirausbruch handelte, verursacht durch das
Verstellen von KSPV-infizierten Schweinen aus dem Be-
trieb 3/93/1. Die Tatsache, dass 3/93/1 sich auch nicht
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von SP10549/13, das in Osterreich aus chinesischem
Wildschweinefleisch isoliert worden war, unterschei-
den liess,lisst vermuten, dass die beiden Isolate einen ge-
meinsamen Ursprung hatten. Es ist ohne weiteres mog-
lich, dass gewisse Mengen desselben KSPV-kontaminier-
ten Wildschweinefleisches auch in die Schweiz impor-
tiert worden waren und via die Verfilitterung von
ungeniigend erhitzten Speiseabfillen den KSP-Ausbruch
3/93/1 auslosten.

Fleisch von KSPV-infizierten Wild- oder Hausschweinen
stellt ein stindiges Risiko dar fiir das erneute Auftreten
von KSP-Seuchenfillen. Dies wird durch folgende Tatsa-
chen bestitigt: KSPV wurde in den letzten Jahren mehr-
fach aus tiefgefrorenem Schweinefleisch isoliert (Krass-
nig et al., 1995) und dies,obwohl KSPV in Muskelfleisch
nur sehr unzuverlissig nachgewiesen werden kann
(Thiir und Hofmann, 1998,im Druck).Im weiteren stellt
die Verfiitterung von ungentigend erhitzten Speiseabfil-
len in Europa bis heute die Hauptinfektionsquelle fiir
neue Primarausbriiche dar (Biuittner und Kaden, 1997;
Ruttili, 1997). Es konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass der riesige Seuchenzug, der im vergangenen Jahr in
Holland zu Tierverlusten in der Grossenordnung von 9
Millionen Schweinen flihrte, durch die Verfiitterung von
nicht inaktivierten Speiseabfillen in einem einzigen
Schweinebetrieb in Deutschland bedingt war (Greiser-
Wilke, 1997; Stegeman et al., 1997). Aus dieser Erkennt-
nis heraus sollte ein Import von Wildschweinefleisch
nur bewilligt werden, falls das Herkunftsgebiet nach-
weislich frei von KSP ist. Weiter muss mit Nachdruck auf
die Bedeutung der gesetzlich vorgeschriebenen korrek-
ten Hitzebehandlung von Speiseabfillen, die zur Verfiit-
terung an Schweine bestimmt sind, hingewiesen werden
(Tierseuchenverordnung, Art. 41 bis 45). Ein sorgfiltiges
serologisches Monitoring von KSP in Gebieten, wo Wild-
schweine zu kommerziellen Zwecken gejagt werden,
dringt sich auf, da eine Routinekontrolle von importier-
tem Wildschweinefleisch weder zuverlissig noch prak-
tikabel ist (Krassnig et al., 1995;Thiir und Hofmann,
1998, im Druck).

Es wurde in den letzten Jahren mehrfach gezeigt, dass
verschiedene KSPV-Stimme in Europa zirkulieren, die
immer wieder zu Seuchenausbriichen fiithren (Greiser-
Wilke, 1997). Daher ist es nicht klar, ob das Isolat 2/93,
welches nahe verwandt ist mit 3/93/1, von einem ge-
meinsamen Ursprung stammt oder ob beide Virusstim-
me unabhingig in die Schweiz gelangten. Fiir die letzte-
re Erklirung spricht die Tatsache, dass die beiden
Schweizer Isolate sehr nahe verwandt sind mit Isolaten
von zeitlich und geographisch verschiedenen KSP-Aus-
briichen in Deutschland und Holland.

Auch die beiden Isolate 1/93 und 4/93 liessen sich nicht
unterscheiden. Man konnte vermuten, dass 1/93 die
Quelle fir denAusbruch 4/93 darstellte. Dagegen spricht
jedoch, dass die beiden Fille im Abstand von sechs Mo-
naten auftraten. Im tbrigen waren diese beiden Isolate
ihrerseits sehr nahe verwandt zu KSPV-Isolaten, die von
Ausbriichen in Deutschland, Frankreich und Italien
stammten, gehorten aber aufgrund der analysierten Ge-
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nomsequenz eindeutig einer anderen Gruppe an als
2/93 und 3/93/1 (Abb. 2). Es muss daher auch in diesen
beiden Fillen davon ausgegangen werden, dass virus-
kontaminiertes Fleisch auf verschiedenen Wegen, aber
moglicherweise von einer gemeinsamen Quelle, in die
Betriebe gelangte, wo es infolge auch dort praktizierter
Abfallfutterung zu den erwihnten KSP-Ausbriichen
fithrte. Dies wurde auch den grossen zeitlichen Abstand
zwischen den Ausbriichen 1/93 und 4/93 erkliren, da
KSPV in viruskontaminiertem tiefgefrorenem Fleisch
wihrend langer Zeit infektios bleibt (Mahnel und Mayr,
1974).

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die
vergleichende Nukleotidsequenzbestimmung gewisser
Fragmente des KSPV-Genoms ein wertvolles Werkzeug
fur epidemiologische Abklirungen darstellt. Die Analyse
der hier beschriebenen Seuchenausbriiche untermauert
einmal mehr die Bedeutung der Speiseabfallverfiitte-
rung als wichtigster Risikofaktor fiir die Einschleppung
von KSP in ein Gebiet, das lange Zeit frei von dieser Seu-
che war. Infolge des zunehmenden weltweiten Handels
mitTieren undTierprodukten wird dieser Risikofaktor in
Zukunft noch wichtiger werden.
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Peste porcine classique 1993 en Suisse:
caractérisation moléculaire-épidémiologique
des souches virales

La séquence de nucléotides de la 5’ région non
translatée (5'NTR) du génome du virus de la peste
porcine classique (VPPC) des cing souches
isolées lors de apparition en 1993 de I'épizootie
en Suisse, ont été a 'aide de la RT-PCR et finale-
ment du séquencage direct du cDNA amplifi€, mis
en comparaison. Les résultats ont été comparés
avec d’autres souches de VPPC et présentés sur un
arbre phylogénétique sur lequel différentes lon-
gueurs de fragments de la 5’NTR ont pu étre par-
allelement analysées. Il a pu étre démontré que
toutes les souches Suisse sont treés proches d’au-
tres qui ont été depuis 1990 la cause d’épizooties
en Europe. Deux ne se laissent pas différencier du
virus qui a été isolé en Autriche en 1993 pro-
venant de viande de sanglier importée de Chine.
Le risque de transmission de la peste porcine par
les restes d’aliments insuffisamment cuits et lors
de I'importation de viande de sanglier est discuté.
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mite RT-PCR e sequenzazione diretta del cDNA
amplificato.I dati della sequenza dei nucleotidi so-
no stati comparati con altri ceppi di VPCS e usati
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