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Vorführender
Präsentationsnotizen
• Buruli ulcer (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Chagas disease (protozoan parasites)
• Dengue fever (virus)
• Dracunculiasis (Guinea-worm disease)
• Human African trypanosomiasis (or sleeping sickness; 
 protozoan parasites)
• Leishmaniasis (or Kala-azar; protozoan parasites)
• Leprosy (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Lymphatic filariasis (or elephantiasis; worm disease)
• Onchocerciasis (or river blindness; worm disease)
• Schistosomiasis (or bilharzia; worm disease)
• Helminthoses (intestinal worm infections)
• Trachoma (bacterial)
• Treponematoses (bacterial)
• Cysticercosis (tapeworm)
• Echinococcosis (tapeworm)
• Rabies (virus)
• Fascioliasis (flukes)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
• Buruli ulcer (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Chagas disease (protozoan parasites)
• Dengue fever (virus)
• Dracunculiasis (Guinea-worm disease)
• Human African trypanosomiasis (or sleeping sickness; 
 protozoan parasites)
• Leishmaniasis (or Kala-azar; protozoan parasites)
• Leprosy (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Lymphatic filariasis (or elephantiasis; worm disease)
• Onchocerciasis (or river blindness; worm disease)
• Schistosomiasis (or bilharzia; worm disease)
• Helminthoses (intestinal worm infections)
• Trachoma (bacterial)
• Treponematoses (bacterial)
• Cysticercosis (tapeworm)
• Echinococcosis (tapeworm)
• Rabies (virus)
• Fascioliasis (flukes)


FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

.
@ since 1910 F L I
®
-

e Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

Tollwut
Eine “neglected zoonotic disease”

6. Infection of brain
% neurons with
neuronal

= Rabie drstunction
Ies x
| |
7. Centrifugal spread along
nerves to salivary glands,
skin, cornea and
|| other argans

] 3. Virus binds to nicotinic
acetylcholine receptors at 5. Replication in motor
neuremuscular junction neurons of the spinal cord

and local dorsal root ganglia

=, and rapid ascent to brain

| |
Dorsal root
ganglion Sensory nerves
“ EErEEE B
K o i a8 b ar v
] \\‘ 4. Virus travels within

axons in peripheral
nerves via retrograde
fast axonal transport

Spinal Cord

¥« 1.Virus inoculated |
Gionga Wporns 74


Vorführender
Präsentationsnotizen
• Buruli ulcer (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Chagas disease (protozoan parasites)
• Dengue fever (virus)
• Dracunculiasis (Guinea-worm disease)
• Human African trypanosomiasis (or sleeping sickness; 
 protozoan parasites)
• Leishmaniasis (or Kala-azar; protozoan parasites)
• Leprosy (bacterium related to the tubercle bacterium)
• Lymphatic filariasis (or elephantiasis; worm disease)
• Onchocerciasis (or river blindness; worm disease)
• Schistosomiasis (or bilharzia; worm disease)
• Helminthoses (intestinal worm infections)
• Trachoma (bacterial)
• Treponematoses (bacterial)
• Cysticercosis (tapeworm)
• Echinococcosis (tapeworm)
• Rabies (virus)
• Fascioliasis (flukes)


FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

[ ] .
[ X X
0000 i 1910
00e-
[ X
[ ] L ]

[ Study countries in Africa 0 6000 Kilometres
B Study countries in Asia

Knobel et al., Bulletin
WHO,

83: 360-368,2005



FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

Tollwut
Bedeutung der “neglected zoonotic diseases’

.

®-
@O ince 1910
Qe

[ IO

L ]

)

10000+
9000+
8000+
7000- DALY scores x 1000
6000 -
5000+
4000+
3000+
2000+
10004




FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT
¥ FLI
c00@®®- i 1910
n....-
[ X

Tollwut
Bedeutung der “neglected zoonotic diseases”

® Geschatzte Zahl jahrlicher Todesfalle
330,304 (95% ClI: 141, 000 — 565, 000)

®Geschatzte Kosten durch Hundetollwut:
124 200 000 000 (112 000 000 000 — 136,000 000 000)

Quelle: Anderson und Shwiff (2013)

< @6 Source: World Health Report 1999; Knobel et al. 2005 (Africa and Asia only)
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Die Erreger: Lyssaviren
Reservoirspezies & geographische Verbreitung

Species Spread Reservoirs
Presence of classical rabies
RABV worldwide
LBV Africa Chiroptera
MOKV Africa ???
DUVV Africa chiroptera
EBLV 1 Europe chiroptera
EBLV 2 Europe chiroptera
ABLV Australia chiroptera Bat lyssaviruses
ARAV Asia chiroptera
KHUV Asia chiroptera
IRKV Asia chiroptera
WCBV Asia chiroptera
SHIBV Africa chiroptera
BBLV Europe chiroptera
IKOV Africa chiroptera



Vorführender
Präsentationsnotizen
Intriguingly, rabies is the most significant viral zoonosis associated with bats. Chiroptera are reservoirs for 11 of 14 species of lyssaviruses. For 12 species bats are the exclusive vectors clearly indicating that Chiroptera are the true reservoirs for lyssaviruses. In contrast to the classical rabies virus which occurs almost worldwide bat lyssaviruses have a narrower geographic and and host-range distribution .
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Der Forschungsverbund Tollwut
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Der Forschungsverbund Tollwut
Lyssavirus Research Network
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Der Forschungsverbund Tollwut
Vernetzung
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Realtime PCRs, micro arrays

Molecular host adaptations

P8 potential public Pathogenicity determinants
health hazard

Vaccine candidates
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Risk management
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WP 1

RABV backbone = |dentification of G-dependant pathogenicity &

GO T h transmission
A\ = [|dentification and characterization of M-
" . 2 dependant viruselimination
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Vorführender
Präsentationsnotizen
G-abhängige Pathogenese: Identifizierung von Lyssavirus G-Protein Sequenzen, die mit einer erhöhten Virulenz korrelieren (in prep.)
M-abhängige Viruseliminierung: Identifizierung und Charakterisierung von M-Mutanten, die eine Viruseliminierung ermöglichen (in prep.)
Weitere Virusmutanten generiert zur Erforschung involvierter Mechanismen
Protein abhängige Interferonhemmung durch Lyssaviren an IRF3
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WP 2

:'i;':;'l’i:'"’“"e{pﬂﬂe‘“)m ‘*‘ IFN receptor (Jak/Statjsignaling u P is rabies virus IFN antagonist
IRF3/T activation - Expression of antiviral and immune- o ) . . .
IEN induction and secroli modulatory ISGs . Inhibits IRF3/7 activation and thus IFN induction
=  Inhibitis JAK/STAT signaling and thus IFN-mediated
antiviral response
"= |FN-beta induction only blocked by RABV and
EBLV-1
Rabies virus P IFNovp Rabies virus P = Funktional species barrier for phylogroup 2
EBLVFP? EBLVP? and 3 members
thaIiun hhlhTm
F
IRF and STAT I
domain
mutations


Vorführender
Präsentationsnotizen
Das antivirale Interferon System verschiedener Säugerspezies unterscheidet sich im Detail. Die Anpassung von animalen Viren an das Interferon-System des Menschen wird als Schlüssel für das Entstehen eines neuen Humanpathogens erachtet. Im vorliegenden Projekt sollen die Phosphoproteine (P) von Lyssaviren bezüglich Ihrer spezifischen immun-supprimierenden Eigenschaften in humanen Zellen analysiert werden.
 
Das P Protein des Tollwutvirus (Rabies Virus; RABV) ist in Zellen terrestrischer Wirte ein effektiver  Antagonist (a) der Interferon (IFN) Induktion und (b) des IFN-vermittelten JAK/STAT Signalweges. Rekombinante RABV, die in  diesen Funktionen Defekte aufweisen, sind im Tiermodell attenuiert. Im Rahmen des Projektes wird die Frage beantwortet, ob die P Proteine von Fledermaus-assoziierten Lyssaviren (bat lyssaviruses; BLV) das IFN System humaner Zellen genauso gut  wie das P des RABV inhibieren können und somit eine potentielle Gefahr für den Menschen darstellen.   

Die transkriptionelle Induktion von IFN-beta in humanen Zellen kann jedoch nur durch die P Proteine des RABV und des EBLV1 blockiert werden, während die P Proteine der Viren aus den Phylogruppen II und III) Aus diesen Befunden ist zu schließen, dass das humane IFN System eine wesentliche Speziesbarriere für Lyssaviren der Gruppen II und III darstellt, aber vermutlich nicht für Phylogroup I Viren wie EBLV1. 



FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT
I FLI
~0®@®e® - 100JAHRE
i ?gg? i Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
o . Federal Research Institute for Animal Health

WP 3

Potential emerging rabies hosts - raccoon

= Susceptibility studies
= Susceptible for RABV
= Efficacy studies
= 1 - Commercial oral rabies vaccines
= 2 -reverse genetic vaccine candidates
= 3 - new recombinant vaccine candidates
= 4 - bait development



Vorführender
Präsentationsnotizen
Die deutsche Waschbärpopulation ist für RABV-Isolate mit einem hohen Einschleppungsrisiko empfänglich; daher muss diese Tierart als potentielle Tollwutreservoirspezies eingestuft werden. 

Waschbären sind dagegen unempfänglich gegenüber EBLV-1 Infektionen.

Waschbären können erfolgreich mit einem neu-entwickelten, gentechnisch-modifiziertem oralen Impfstoff (SPBN-Konstrukt mit doppelt exprimiertem Glycoprotein) immunisiert werden.
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WP 4

\Whole genome seguencing, virus-host adaptation, and molecular epidemiological
analyses of lyssaviruses

|dentification of an idependent cycle in
herbivores

= Complete genome analyses of field and
vaccine samples (70)

= Viral quasispecies analysis in cell culture
adapted viruses and field viruses

= Combining host and viral phylogeny for RABV
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Vorführender
Präsentationsnotizen
NGS Plattform
Optimierung und Etablierung von Probenvorbereitungs - und Sequenzauswerteverfahren

Molekularer Nachweis eines unabhängigen Tollwutinfektionszyklus in Herbivoren (Kudu Antilopen) in Namibia (Scott et al., 2013)

Komplettgenomanalyse von Impfstoffen und Feldisolaten

Virus Quasispecies Analyse: Entdeckung von Strukturvarianten ähnlich denen des Stammes CVS-11 bei weiteren  
komplettgenom sequenzierten Lyssavien - Pilotprojekt zur Untersuchung von Haplotypen 
mittels random priming



Komplettgenomanalyse von diagnostischen Proben, die im Rahmen der Surveillance aufgetreten sind. 

Kopplung molecularepidemiologischer Daten bei Proben aus Grönland
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Humoral and cellular adaptive immune reactions of raccoons & European bats
against ,emerging viruses*

= Characterisation of immunoglobulines
= Poly and monoclonal anti-bat-IgG
= Poly and monoclonal anti-raccoon-IgG

= ELISA for IgG

Poly- and monoclonal antibodies specific to =  Transcriptom analysis
immunoglobulines from = |nterferon Kappa and Omega (bats)

= Permanent cell lines (bats)



Vorführender
Präsentationsnotizen
Entwicklung von poly- und monoklonalen Anti-Fledermaus- IgG zum Nachweis spez. Antikörper
Entwicklung von poly- und monoklonalen Anti-Waschbär-IgGs zum Nachweis spez. Antikörper
ELISA zum Nachweis von Erreger spezifischem IgG in serologischen Proben vom Waschbär
Interferon Kappa und Omega von Fledermausspezies (He et al., eingereicht)

Transkriptomdatenbanken:
Leukozyten Myotis myotis
Leukozyten Nyctalus noctula
Leukozyten Procyon lotor
Permanente Zelllinien von
Waschbär (Gehirn und Nerven)

http://www.biopix.com/Species.asp?Searchtext=Myotis%20dasycneme&Category=Pattedyr
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Bat-borne Lyssaviruses as neglected causes of viral encephalitis in Africa and Brazil

= ecological and virological species barriers
= prevalence of LVs in fruit-eating bats

= |solation of LBV in an apparently
healthy bat

=  Generation of bat cell lines from E.
helvum

= Detection of a novel bat-Rhabdovirus

= transmissibility to humans and livestock
by cell culture models



Vorführender
Präsentationsnotizen
Nachweis von Lagos Bat Virus in einer Fledermauskolonie (Eidolon helvum) aus Ghana 

Nachweis eines bisher unbekannten Fledermaus-Rhabdovirus in Ghana

(73,2%) adulte Tiere und n=8 (24,2%) juvenile

hUMANseren
HAustiere: 
Insekten:



http://images.google.de/imgres?imgurl=http://www3.uni-bonn.de/Pressemitteilungen/233-2009/eidolon-helvum_ji.jpg&imgrefurl=http://www3.uni-bonn.de/Pressemitteilungen/233-2009&usg=__GFQi_bSTtLGoGItlbKUHVQnnZKA=&h=2112&w=1887&sz=1472&hl=de&start=3&itbs=1&tbnid=zp_FRlGshVbeIM:&tbnh=150&tbnw=134&prev=/images?q=Eidolon+Helvum&hl=de&gbv=2&tbs=isch:1
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WP 7

Establishing passive and active surveillance of bat related lyssaviruses in
iIndigenous bat species in Europe

= Detection of a Bokeloh bat lyssavirus, a novel
lyssavirus

= Enhanced passive surveillance: additional
cases for EBLV-1, 2 and BBLV

= Active surveillance: few positives



Vorführender
Präsentationsnotizen
Nachweis eines neuen bisher unbekannten Fledermausassoziierten Lyssavirus (Bokeloh bat lyssavirus) in
einem neuen Reservoir (Fransenfledermaus) 

Nachweis von deutlich mehr Fledermaustollwutfällen
durch zielgerichtete passive Surveillance

Nachweis 
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Universitatsklinikum Essen
Anstat des offentichen Rechts

WP 6

The potential public health hazard of rabies — perception by the general pepulation
& the medical community in Germany.

= Rabies assessment Germany
= Knowledge on rabies limited
= Both general public and human

medicine
= Exposition rate halved after rabies-free
declaration
= Annually ca 20.000 doses of RABV
vaccines

= Not possible to further assess


Vorführender
Präsentationsnotizen
Kenntnisstand der Humanmedizin und Bevölkerung ist gering
Klassische Tollwut 
Fledermaustollwut

Ärzteblatt: Tollwut nicht von Interesse

Halbierung der Expositionsrate 
Keine Angaben zu PEP Möglich
Im Erhebungszeitraum wurden jährlich durchschnittlich 21 700 Dosen Tollwutimpfstoff auf „Kassenrezept“ bezogen, die ausgereicht hätten, um etwa 7 230 vollständige Tollwut-Prä- oder 4 340 komplette –Post-Expositions-Prophylaxen vorzunehmen. 
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WP 9

Development and validation of moelecular methods for genome detection and

characterization of all lyssaviruses

= Technology platform

g = Development and establishment of fully
validated, standardized and applicable
real-time RT-PCR and microarray
systems

= Ring trials

= Pan-Lyssa (N-and L-Gene)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Real-time PCRs und Low Density Array zum molekularbiologischen
Nachweis von Lyssaviren, (RABV, EBLV-1/2,
BBLV, pan-Lyssa)
(Freuling et al., 2013, Schatz et al., 2013, Fischer et al.,
eingereicht)
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Lyssavirus
Herausforderungen und Forschungsbedarf

= WHO definierter Forschungsbedarf

= Diagnostics
= Epidemiology
= Characterization of viral isolates
WHO Expert Consultation _ _ ]
on Rabies = Biological medical products
= Human rabies prohylaxis
= Pathobiology
= Host ecology

(78N World Health
;=% Organization
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Lyssavkus
Herausforderungen und Forschungsbedarf

Unbekannte Diversitat der Lyssaviren

*
e Sveny
?: * WCBV, IKRV
Flederméause sind die wahren Reservoire 1a R Ao
- Aufbau einer permanenten Surveillance Hoo NT | || I I
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* Kopplung mit anderen Surveillanceaktivitaten o e
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Lyssavirus
Herausforderungen und Forschungsbedarf

= Alternative dezentrale Nachweisverfahren
* Logistische Probleme vor allem in Afrika
« fehlende Infastruktur, Laborkapazitaten
 Mangelnde Surveillance
o z.B. Lateral Flow Devices

G, Absorbent pad
4, Nitracslhilose membrans

£ Conjupate pad
X, D on Comjugabe

1. Sample pad
7. Plastic adhesive

5(b). Control line backing card
5[a). Test ling
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Lyssavirus
Herausforderungen und Forschungsbedarf

= Invasive Spezies mit Vektorkompetenz
 Z.B. Waschbar

Koder-Impfstoff-

Fehlende Strategien der Bekdmpfung

Jagd streckene ntwir.:klung des Waschbaren
~ in Deutschland

1954: Beginn der Bejagung
in Deutschland

1934; Emste dokumentierte
erfolgreiche Aussctzung in
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Lyssavkus
Herausforderungen und Forschungsbedarf
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= Infektionsrisiko fur Mensch & Tier 2 ) -
* Kein Kreuzschutz fur Lyssaviren der Phylogruppen II-1V
e Unbekannter Schutz fir BBLV
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Aréchiga et al., 2013
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Lyssavirus
Herausforderungen und Forschungsbedarf

= Virale Neuroinvasion und Pathogenese
e Tollwutvirus als Modell um Mechanismen zu erkennen
* Angriffsmoglichkeiten fur antivirale Molektile

rRABV EGFP-P Gevs rRABV EGFP-P AG




FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI|

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

. 00 -
10-2010 -....0 100 JAHRE
0000 -
90 -

Working together to make rabies history
Internationale Initiative
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