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'Institut für Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin der Ludwig-Maximilians-
Universität München, Institut für Viruskrankheiten und Immunprophylaxe, Mittelhäusern,
Veterinärmedizinisches Labor, Klinik für Innere Medizin der Universität Zürich,

"Institut für Virologie der Veterinärmedizinischen Universität Wien
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Zusammenfassung

In dieser Studie wurde dieVerteilung der

antigenen Typen des canmen Parvovirus (CPV) m
der Schweiz, Osterreich und m Deutschland

bestimmt Insgesamt wurden 14 Isolate aus der

Schweiz, 35 Isolate aus Osterreich und 82 Isolate

aus Deutschland untersucht Aus den Proben,

die aus den Jahren 1996-1998 stammten,
wurden ausschliesslich die neuen antigenen

Typen CPV-2a und CPV-2b isoliert. Nahezu alle

weiter untersuchten Isolate wiesen zudem eine

Serm-Valm-Mutation der Aminosäure 297 auf,

ein Merkmal, das m jungen CPV-Isolaten m
verschiedenen Regionen der Welt nachgewiesen

wurde Diese Ergebnisse werden unter dem

Aspekt derVerwendung von CPV-Lebendvak-

zinen diskutiert

Schlüsselwörter: canines Parvovirus - CPV -
Lebendvakzinen - antigene Typen

Einleitung

Das canine Parvovirus (CPV) ist ein relativ junges
Virus Es trat erstmals Ende der 1970er-Jahre m
den Hundepopulationen auf und breitete sich

innerhalb weniger Monate weltweit aus Es traf
zunächst aufvollkommen ungeschützte Populationen
und die Pandemie ging daher anfangs mit einer
hohen Mortalität einher (Parrish, 1990) Aufgrund des

sehr ähnlichen Krankheitsbildes und der engen se-

rologischenVerwandtschaft wurde das CPV als eine

Wirtsspektrummutante des lange bekannten Feh-

nen Panleukopeme-Virus (FPV) angesehen,

allerdings zu einem Zeitpunkt, zu dem die Wirtsspektren

dieserViren nicht bekannt waren Auch mögliche

Wege seiner Entstehung wurden sehr schnell

diskutiert So nahm man an, dass dasVirus nach

einer allmahhchenVeränderung in der Katze aufden

Hund ubertragen wurde Da Ende der 1940er-

Jahre eine Parvovirusmfektion bei Nerzen
beobachtet wurde, die durch ein als Nerzenteritis-Virus

(MEV) bezeichnetes FPV-ahnliches (identisches')

Virus hervorgerufen wurde, diskutierte man auch

eine Entstehung des CPV als Mutante (sogar Re-

Distribution of the antigenic types of
canine parvovirus in Switzerland, Austria
and Germany

In this study the distribution of the various

antigenic types ofcanme parvovirus m Switzerland,

Austria, and Germany was investigated From
14 samples from Switzerland, 35 samples from

Austria, and 82 samples from Germany exclusively

the new antigenic types CPV-2a and CPV-
2b were isolated. Most of these isolates had a

Ser-Val mutation at ammo acid 297, which was

shown to be prevalent m recent CPV isolates

from various parts of the world. These findings

are discussed with regard to the use ofmodified
hve virus vaccines.

Keywords: canine parvovirus - CPV - modified

live vaccines - antigenic types

kombmante) des MEV Eine andere Hypothese hat

bis heute m einigen europaischen Landern erheblichen

Emfluss auf dieVakzmierung gegen die Par-

vovirose die Hypothese, dass das CPV wahrend der

Attenuierung eines FPV-Impfstammes im Rahmen

der Impfstoffherstellung entstanden ist und

durch Lebendimpfstoffe verbreitet wurde Aus diesen

und anderen Gründen wurden bis vor kurzem

keine CPV-Lebendvakzinen m der Schweiz

zugelassen Die Hypothese der Abstammung des CPV

von einem FPV-Vakzinevirus wurde schon früh

durch Analyse von FPV-Vakzmeviren aus den

1970er-Jahren und frühen CPV-Isolaten geprüft
Obwohl ein direkter Zusammenhang zwischen

den untersuchten Virusisolaten nicht gezeigt

wurde, deuteten die Ergebnisse der genetischen

Untersuchungen, die damals technisch möglich

waren (Restriktionsenzymanalyse), auf
Gemeinsamkeiten zwischen einigenVakzineviren und frühen

CPV-Isolaten hin (Tratschm et al, 1982) Eine

Nachuntersuchung dieserViren durch DNA-Se-

quenzanalyse konnte diese Verwandtschaft jedoch
nicht bestätigen (Truyen et al., 1998a) Die Hypo-
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Antigene Typen des caninen Parvovirus

these der Abstammung des CPV von einer FPV-

Vakzme muss daher aufgrund heutiger Erkenntnisse

als ein reines Gedankenspiel angesehen werden

Heute, zwanzigJahre nach dem Auftreten des CPV,

wissen wir sehr viel mehr über seine Entstehung

Die Entstehung des neuen Virus CPV basiert auf
der Mutation von nur 6 Aminosäuren im Kapsid-

protem des Virus Diese wemgen Änderungen be-

einflussten aber wesentliche biologische
Eigenschaften desVirus So gewann dasVirus durch diese

Änderungen die Fähigkeit, im Hund zu replizieren
und eine Pandemie auszulosen, bei gleichzeitigem
Verlust der Fähigkeit in der Katze zu replizieren

(Parrish, 1991 ,Truyen et al, 1996a,Truyen and Par-

rish, 1992) Bei genauer Analyse der Aminosäure-

austausche scheint eine direkte Abstammung des

CPV von dem ursprünglichen Katzenvirus FPV

unmoghch, vielmehr muss die Entwicklung über

ein nahe verwandtes Virus eines anderen (Wild-)
Karmvoren erfolgt sein Da die Entstehung des

CPV mit grosser Wahrscheinlichkeit m Europa

stattgefunden hat, stellt hier der Rotfuchs (Vulpes

vulpes) einen möglichen Wirt für ein Anzestor-

virus dar Vorlaufige Sequenzanalysen eines Rot-
fuchsparvovirus scheinen diese Hypothese zu

bestätigen (Truyen et al, 1998b)

Neben der eigenthchen Entstehung des CPV aus

einem FPV-ahnhchenVorlaufervirus ist die weitere

Evolution des CPV im neuenWirt «Hund» interessant

Im Hund erwarb dasVirus neue Mutationen,
die mit Hilfe monoklonaler Antikörper nachweisbar

waren Diese sogenannten neuen «antigenenTy-

pen» wurden nach ihrem zeitlichen Auftreten als

CPV-2a (1979) und CPV-2b (1984) bezeichnet und

haben das ursprungliche Virus von 1978 (CPV-2)

weltweit vollständig aus den Populationen
verdrangt (Parrish et al, 1985,1988,1991, Stemel et al,
1998, Truyen et al, 1996b) Neben geringer
antigener Unterschiede weisen die neuen Typen ein

erweitertes Wirtsspektrum auf Sie sind in der Lage,

neben dem Hund auch die Katze zu infizieren
Natürliche Infektionen von domestizierten und wilden

Fehden sind beschrieben (Truyen et al, 1996a,

Stemel undTruyen, unveröffentlichte Daten)

In jüngerer Zeit ist eine weitere Mutation nachgewiesen

worden Sowohl m CPV-2a als auch in
CPV-2b-Viren wurde ein Austausch der Aminosäure

297 festgestellt Die Grundlage dieses Ammo-
saureaustausches ist eine Mutation des Nukleotids

3675 T-G Diese Sequenzanderung führte zu einer

neuen Schnittstelle fur das Enzym Smll Das

Vorhandensein dieser Mutation lasst sich also durch

einfache Restriktionsenzymanalyse bestimmen

Viren mit diesemAustausch setzen sich m Deutschland

seit 1993 in den Populationen durch (Stemel

et al, 1999) Bisher konnte dieser Mutation aller¬

dings keine neue antigenetische oder biologische

Eigenschaft zugeordnet werden

In der vorliegenden Studie wurde die Verteilung
der antigenen Typen des CPV m der Schweiz, m
Osterreich und m Deutschland untersucht und die

Frage geklart, ob die Mutation 297 auch m den

dortigen Parvoviruspopulationen verbreitet ist

Das Wissen um dieVerteilung der antigenen Typen

m den untersuchten Alpenlandern soll auch em

Beitrag zur Diskussion um die Zulassung von Le-
bendvakzmen gegen das canine Parvovirus sein

Die spezifischen Unterschiede der neuen antigenen

Typen im Vergleich zum ursprünglichen Typ

konnten als natürliche biologische Marker genutzt
werden, wenn Vakzinen basierend auf dem

ursprünglichen Typ verwendet werden Impfdurchbruche

liessen sich dann sicher von Feldinfektionen

unterscheiden

Tiere, Material und Methode

Aus einer 10-prozentigen, mit Chloroform
ausgeschüttelten Suspension von Kotproben parvovirus-
verdachtigerTiere wurde m Crandell Fehne Kidney
Cells (CRFK) eineVirusisoherung versucht Diese

Zelhme ist empfanglich fur alle bekannten Subtypen

des CPV sowie fur das FPV (Truyen et al,
1996a, b,Truyen und Parrish, 1992) Es gibt keinen

Hinweis darauf, dass in dieser Zelhme bestimmte

Subtypen selektiert werden Das Vorliegen von
Parvovirus wurde durch einen Hamagglutination-
stest (HA-Test) mit Schweineerythrozyten und

einem anschliessenden Hamagglutmationshem-

mungstest (HAH-Test) mit subtypspezifischen

monoklonalenAntikörpern bestätigt (Parrish et al,
1982, Parrish und Carmichael, 1983) Die antigene

Typisierung der Isolate erfolgte mit den gleichen
monoklonalen Antikörpern wie beschrieben

(Truyen et al, 1998a) Der HA-Test wurde m

Mikrotiterplatten m 100 pl-Ansätzen mit 0 5%iger

Suspension von Schweineerythrozyten bei 4 °C

durchgeführt Alle Reagenten wurden m
Barbiturat-Azetat-Puffer, pH 6 2 (16 mM Diathylbarbitur-

saure, 14 3 mM Natriumazetat, 25 mM
Magnesiumchlorid, 0 75 mM Kalziumchlorid, 0 1% bovines

Serumalbumin, 0 06% Natriumazid) gelost

oder suspendiert Die subtypspezifischen monoklonalen

AntikörperA3B10, C1D1,A4E3,B2G11 und

B2E3 wurden dankenswerterweise von Dr Cohn

Parrish, Ithaca, zur Verfugung gestellt Fur den

HAH-Test wurden diese monoklonalen Antikörper

mit 8 hamagglutmierenden Einheiten der zu

untersuchenden Isolate bei Raumtemperatur mku-
biert und die Hemmung der HA nach Zugabe von
0 5%iger Schwemeerythrozytensuspension und

2- bis 3-stundiger Inkubation bei 4 °C bewertet
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Eine ca 900 Nukleotide lange Region des viralen

Genoms, die das Kodon fur die Aminosäure 297

emschliesst, wurde durch eine Polymerasekettenre-

aktion amplifiziert, Primer Ml (5'—AGCTGTC-

GACGAAAACGGATGGGTGGAAAT-3') und

Primer 41 (5'-GCCCTTGTGTAGACGC-3')
Die PCR wurde m 30 Zyklen ä 30 Sekunden

94 °C,30 Sekunden 55 °C und 30 Sekunden 72 °C

durchgeführt (Truyen et al, 1998a) Die erhaltenen

Amplifikate wurden mit dem Restriktionsenzym
Smll nach Angaben des Herstellers verdaut (NEB,
Schwalbach, Deutschland) undin der Agargelelek-

trophorese nach Standardmethoden (Ausubel et al,
1992) aufgetrennt Ungeschnittene Fragmente

repräsentierten Sequenzen, denen die Mutation
fehlte BeiVorhandensein der Mutation wurden ein

200bp und ein 700bp grosses Fragment beobachtet

(ohne Abbildung)

Ergebnisse

Aus allen untersuchten Proben der drei Lander

wurden ausschliesslich die neuen Typen CPV-2a

oder CPV-2b isoliert Der vorherrschende Typ war

in Deutschland und Osterreich CPV-2a, in der

Schweiz CPV-2b Die Mehrheit der Isolate

(Schweiz 13 von 14, Osterreich 30 von 30,

Deutschland 15 von 17) wies die Mutation der

Aminosäure 297 auf (Tab 1)

Diskussion

Die Parvovirose ist gemessen an der Zahl der

Einsendungen fur die Routinediagnostik des Munche-

ner Instituts die wichtigste Infektionskrankheit des

Hundes In der Schweiz kamen trotz eines wiederholten

Aufrufs zur Einsendung von Parvovirus-po-

sitivem Probenmatenal m 2 Jahren nur 33 Proben

zur Untersuchung Die Grunde hierfür sind unbekannt

In Hundezuchten stellt die Parvovirose

jedoch auch m der Schweiz ein Problem dar

DieVerteilung der antigenen Typen des CPV m der

Schweiz, Osterreich und Deutschland bestätigen

die vollständige weltweite Verdrängung des ur-

Tabelle 1 Verteilung der antigenen Typen des CPV in den Proben aus der

Schweiz, Deutschland und Osterreich

Jahr Gesamt- CPV-2 CPV-2a CPV-2b Mutation
Proben was® AS 297

Schweiz 1996— 14 mmmm 13 13/14
1998 (7%) (93%) (93%)

Deutschland 1996- 82 0 53 29 15/17
1998 (65%) (35%) (88%)

Osterreich 1996— 35 0 34 1 30/30
1997 (97%) (3%) (100%)

sprunglichen Typs (Greenwood et al, 1995,Parrish

et al, 1991, Stemel et al, 1998, Truyen et al,
1996b) Die Verteilung der neuen Typen CPV-2a

und CPV-2b ist allerdings sehr unterschiedlich Waren

m der Schweiz fast alle Isolate vom antigenen

Typ CPV-2b, war in Osterreich CPV-2a der weit
vorherrschende Typ In anderen Regionen derWelt
sehen wir ebenfalls eine Koexistenz beiderTypen m
unterschiedlichen Verteilungsraten Dies zeigt, dass

keiner der antigenen Typen sich gegen den anderen

Typ durchsetzen kann, keiner der beiden Typen
einen evolutionärenVorteil aufweist

Interessant ist darüber hinaus, dass die grosse Mehrheit

der Isolate die Mutation der Aminosäure 297

aufweist Viren mit dieser Mutation scheinen sich

in den Populationen durchzusetzen, unabhängig

davon, ob sie vom antigenen Typ CPV-2a oder -2b

sind Welches der evolutionäre Vorteil dieser

Mutation ist, ist zurzeit unbekannt Die Mutation hegt

in einer Region desViruskapsids,die wichtige anti-

gene Epitope tragt und auch das canine und feline

Wirtsspektrum beeinflusst Em Emfluss auf diese

Eigenschaften ist daher nicht auszuschliessen,

obwohl vorlaufigeVersuche bisher einen solchen Emfluss

mcht zeigen konnten

Die Diskussion über die Einfuhrung von CPV-Le-

bendimpfstoffen kann basierend auf diesen

Erkenntnissen neu gefuhrt werden In der Schweiz,

Osterreich und Deutschland wurden ausschliesslich

die neuen Typen CPV-2a und -2b nachgewiesen

Daher besitzt der ursprüngliche Typ CPV-2

einen naturlichen Marker Bei Verwendung eines

Lebendimpfstoffes basierend auf einem CPV-Typ-
2-Virus (zurzeit die grosse Mehrheit der weltweit

verwendeten Impfstoffe), ware also die Möglichkeit

gegeben, bei einer Impfkomplikation
(«Impfdurchbruch») eine mögliche ursachliche Rolle des

Impfvirus durch Restriktionsenzymanalyse, DNA-
Sequenzanalyse oder durchTypisierung mit
monoklonalen Antikörpern einfach zu untersuchen In
der nunmehr zwanzigjährigen weltweiten Impfung

mit CPV-Lebendvakzmen ist nach unserem

Wissenjedoch niemals ein echter Impfdurchbruch

nachgewiesen worden

DNA-Sequenzanalysen zeigen, dass das canine

Parvovirus genetisch stabil und nicht, wie häufig

behauptet, hochmutagen ist In den letzten 20 Jahren

wurden nur 2 Ammosaureaustausche beobachtet

Aus dem antigenen Typ CPV-2a, der ab 1979

nachweisbar ist, entstand in der Mitte der 1980er-Jahre

durch Änderung derAminosäure 426 der antigene

Typ CPV-2b undAnfang der 1990er-Jahre kam die

Änderung der Aminosäure 297 m CPV-2a und

CPV-2b-Viren dazu Diese grosse genetische
Stabilität eines in den natürlichen Wirtspopulationen
selektierten Virus ist bemerkenswert Dass sich das

Impfvirus basierend auf CPV-2-Stammen zudem
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Distribution des types antigeniques des

Parvovirus canins en Suisse, en Autriche et
en Allemagne

Dans cette etude, la distribution des types

antigeniques des Parvovirus canins (PVC) a ete de-

terminee en Suisse, enAutriche et enAllemagne
En tout, 14 specimens isoles en provenance de la

Suisse, 35 de 1'Autriche et 82 de 1'Allemagne ont
ete examines Les nouveaux types d'antigene

PVC-2a et PVC-2b ont ete exclusivement identifies

des echantillons des annees 1996-1998

Tous les specimens isoles sont caractenses par

une mutation serine-valine de l'acide amine 297

qui a ete identifiee dans des specimens provenant
de plusieurs regions du monde. Ces resultats sont

discutes dans l'optique de l'utilisation de vaccms

vivants de PVC modifie

offensichtlich nicht in den Populationen halten

kann, zeigt der fehlende Nachweis des antigenen

Typs CPV-2 m den untersuchten Populationen

Mögliche Rekombinationen zwischen den

verschiedenen antigenen Typen sind nicht beschrieben

und aufgrund der Biologie dieserViren (kurze

akute Krankheitsphase mit vollständiger Elimime-

rung desVirus und nachfolgender lang anhaltender

Immunität) auch sehr unwahrscheinlich Die
verschiedenen antigenen Typen sind auf der Nuklein-
saureebene zu wenigstens 98% identisch Die

typspezifischen Unterschiede stellen sich als diskrete

Nukleotidmutationen im Kapsidprotemgen dar

Diese Unterschiede sind auf verschiedene Regionen

dieses Gens verteilt (Nukleotide 3045, 3088,

3685, 3699,3909,4062 und 4449) Eine mögliche
Rekombination ist daher ausserordentlich schwierig

darzustellen

Aus Sicht der Autoren stehen derVerwendung von

Lebendimpfstoffen aufgrund der Erfahrungen der

letzten 20 Jahre und basierend auf der heutigen

Kenntnis der Evolution dieses Virus keine

Sicherheitsbedenken imWege Parvoviruslebendvakzmen

sind besonders fur die Impfung von Junghunden
den im Feld häufig nur unzureichend lmmunogen
wirkenden inaktivierten CPV-Impfstoffen vorzuziehen
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Distribuzione dei tipi antigenic! del Parvovirus

canino in Svizzera, Germania ed Austria

In questo studio sono stati determmati l tipi
antigemci del Parvovirus camno (CPV) m Svizzera,

Austria e Germania In totale sono stati esa-

mmati 14 campiom svizzeri, 35 campiom aus-

triaci e 82 campiom provementi dalla Germama

In questi campiom, prelevati tra ll 1996 ed ll
1998, sono stati isolati umcamente l nuovi tipi
antigemci CPV-2a e CPV-2b Quasi tutti i
campiom isolati moltre presentavano una mutazione
Ser-Val dell'ammmoacido 297, una caratten-

stica dimostrata m recenti isolati CVP in diverse

regiom del mondo I risultati vengono discussi

m considerazione dell'uso di vaccim CPV vivi
modificati
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