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Empfehlung der ZKBS

zur Risikobewertung des Rift Valley fever virus (RVFV)-Isolats Clone 13 als
Spender- oder Empfangerorganismus fiir gentechnische Arbeiten gemaB § 5
Absatz 1 GenTSV

Das Rift Valley fever virus (RVFV) gehért innerhalb der Familie der Bunyaviridae zum Genus
Phlebovirus und ist geman § 5 Abs. 6 GenTSV als Spender- und Empféangerorganismus fir
gentechnische Arbeiten in die Risikogruppe 3 eingestuft, da es schwere Erkrankungen bei
Wiederkauern und beim Menschen hervorrufen kann.

Das Isolat Clone 13 wurde 1974 in der Zentralafrikanischen Republik aus einem Patienten mit
Rift Valley-Fieber mit nicht-tédlichem Verlauf gewonnen [1]. In nachfolgenden Experimenten
erwies sich Clone 13 als apathogen fir Mause und Hamster. So zeigten die Tiere auch bei
intraperitonealer Verabreichung einer Infektionsdosis von 108 plaque forming units (PFU) keine
Anzeichen einer Erkrankung [1]. Hingegen ist bei Infektionen mit dem Wildtypstamm ZH548
bereits eine Infektionsdosis von 10 PFU letal [2]. Eine Analyse des Genoms von Clone 13
ergab, dass ca. 70 % des Gens fiir das Nichtstrukturprotein NSs in frame deletiert sind. Die
Deletion fuhrt zur Bildung eines verkirzten Proteins, welches nicht funktionsfahig ist und bereits
kurz nach seiner Synthese vom Proteasom abgebaut wird.

Untersuchungen zur Funktion des Nichtstrukturproteins NSs ergaben, dass es sich um einen
Virulenzfaktor handelt, welcher mit mehreren Zweigen der angeborenen Immunitat interferiert.
Zum einen unterdriickt NSs die Induktion der Typ I-Interferone IFN-a und IFN-B [3], vermutlich
durch Inhibition des zellularen Transkriptionsfaktors TFIIH [4]. Zum anderen induziert NSs den
proteasomalen Abbau der antiviral wirksamen Proteinkinase R (PKR). Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass NSs durch Interaktion mit pericentromeren DNA-Sequenzen zu Stérungen
in der mitotischen Chromosomentrennung fihrt [5] und somit mdglicherweise flr die bei RVFV-
Infektionen haufig auftretenden Aborte und fétalen Missbildungen verantwortlich ist.

Die Attenuierung des ANSs-Isolats Clone 13 wurde nicht nur in Mausen und Hamstern, sondern
auch in Ratten, Schafen (z. T. trachtig) und Kéalbern nach subkutaner Infektion demonstriert [6-
8]. Dabei zeigte keine der untersuchten Tierarten Anzeichen einer Erkrankung. Zudem kam es
in den trachtigen Zibben weder zu Aborten noch zu fétalen Missbildungen [7]. Fur
immunkompetente Nager und Wiederkduer ist Clone 13 bei subkutaner Infektion somit
apathogen. Die intranasale Infektion von Mausen mit einer héheren Dosis (2 2 x 10* tissue
culture infective dose 50 [TCIDsg]) einer NSs-Deletionsmutante flhrte hingegen zu einer tddlich
verlaufenden Meningoenzephalitis, was auf eine verzdgerte humorale Immunantwort im
Vergleich zur subkutanen Applikationsroute zuriickgefihrt wird [9]. Die subkutane Injektion von
2 x 10° TCIDso in die Hinterpfote flihrte zu einer asymptomatischen Infektion. Auch bei M&ausen
mit Immundefekten, wie z. B. einer Defizienz im IFN-a-Rezeptor, etabliert Clone 13 bereits bei
Verabreichung einer auBerst geringen Virusmenge eine letale Infektion (LDso: 1 - 5 PFU; [3]).
Die Infektion von PKR"-Mé&usen mit einer Dosis von 10° PFU flihrt ebenfalls zu einer letalen
Erkrankung der Tiere; bei geringeren Infektionsdosen ist Clone 13 jedoch auch fiir PKR”-



Mause apathogen [10]. Aufgrund der gut belegten Sicherheit und Immunogenitét ist Clone 13
seit kurzem in Sidafrika als Veterinarimpfstoff zugelassen [11]. Zudem empfiehlt auch die Rift
Valley Fever Countermeasures Working Group des United States Department of Agriculture in
einem 2006 erschienenen Report fur den Fall eines RVFV-Ausbruchs die Bevorratung mit
Clone 13 als Notfallvakzine fur geféhrdete Nutztiere.

RVFV gehért zu den Arboviren, wobei die Ubertragung von Tier zu Tier durch Stechmiicken
erfolgt (vor allem durch Vertreter der Gattungen Culex und Aedes). Bei der Ubertragung auf den
Menschen spielt zudem der direkte Kontakt mit infizierten Tieren eine wichtige Rolle (z. B. bei
der Schlachtung oder beim Kontakt mit Aborten infizierter Tiere). Transmissionsstudien mit
Clone 13 in Stechmiicken ergaben, dass der Ubertragungsweg des Virus von der Deletion im
NSs-Gen unbeeinflusst bleibt. So repliziert Clone 13 sowohl in kultivierten Insektenzellen als
auch in Stechmucken effizient und kann zudem von infizierten Micken auf Hamster lbertragen
werden [12; 1]. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass sich Clone 13 Uber Stechmicken
innerhalb einer Tierpopulation ausbreiten kdnnte, da das Virus (mit Ausnahme von Hamstern) in
den untersuchten Tierarten nicht viramisch vorliegt und somit von den Stechmiicken auch nicht
mit der Blutmahlzeit aufgenommen und Ubertragen werden kann.

Ein bislang wenig untersuchter Aspekt ist das Geféahrdungspotenzial von Clone 13 flir den
Menschen. Es wére jedoch denkbar, dass Clone 13 auch im Menschen einen attenuierten
Phanotyp aufweist, da die Replikationseffizienz in humanen Fibroblasten im Vergleich zu
IFN-a/B-defizienten Vero-Zellen um ca. drei GréBenordnungen reduziert ist [1]. Clone 13 wurde
zudem zwar aus einem Patienten isoliert, der am Rift Valley-Fieber erkrankt war; bei dem
gesamten Isolat handelte es sich jedoch um ein heterogenes RVFV-Gemisch, aus dem
insgesamt 17 Klone durch plaque purification isoliert wurden. Die oben beschriebene Deletion
im Virulenzgen NSs wurde dabei lediglich bei Clone 13 festgestellt. Ein direkter Riickschluss auf
die Pathogenitat von Clone 13 flr den Menschen ist zwar nicht méglich. Es ist jedoch davon
auszugehen, dass die Erkrankung des Patienten auf die Anwesenheit der 16 anderen Kilone,
welche keine Deletion im NSs-Gen aufweisen, zurlckzuflhren ist, da Clone 13 in den in vitro-
Untersuchungen eine deutlich verringerte Replikationsrate in humanen Fibroblasten im
Vergleich zum Gesamtisolat sowie zu einem RVFV-Wildtypstamm zeigte [1].

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV wird das Rift Valley fever
virus (RVFV)-Isolat Clone 13 als Spender- und Empféngerorganismus fir gentechnische
Arbeiten der Risikogruppe 2 zugeordnet. Zuséatzlich zu den SicherheitsmaBnahmen der
Stufe 2 empfiehlt die ZKBS bei gentechnischen Arbeiten mit Clone 13 das Tragen eines Mund-
und Nasenschutzes als Beruhrungsschutz zur Vermeidung einer akzidentellen intranasalen
Infektion.

Begriindung

Das Rift Valley fever virus (RVFV)-Isolat Clone 13 ist bei subkutaner oder intraperitonealer
Infektion apathogen fir immunkompetente Nager und Wiederkduer. Die intranasale Infektion
von immunkompetenten Mausen mit einer hohen Dosis einer NSs-Deletionsmutante flhrte
hingegen zu einer letalen Erkrankung der Tiere. Bislang ist nicht bekannt, ob Clone 13 im
Menschen bei einer Infektion Uber den natlrlichen Ubertragungsweg ebenfalls keine
Erkrankung auslést. Es ist jedoch zu erwarten, dass Clone 13 beim Menschen zumindest einen
attenuierten Phanotyp aufweist. Da aber nicht auszuschlieB3en ist, dass akzidentelle intranasale
Infektionen auch beim Menschen einen schwereren Krankheitsverlauf nehmen, ist bei
gentechnischen Arbeiten mit dem Virus ein Mund- und Nasenschutz als Berlhrungsschutz zu
tragen, um eine Einbringung von virushaltigem Material in die Nase zu vermeiden. Eine
Ubertragung von Clone 13 durch Stechmicken ist unwahrscheinlich, da das Virus in den
meisten untersuchten Tierarten nicht mehr virdmisch vorliegt.
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