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I. Kurzdarstellung

I.1. Aufgabenstellung

FLI war an folgenden Arbeitspaketen des Verbundprojekts beteiligt:
2. Genetische Gnitzen-ldentifizierung

3. Pathogen-Screening

5. Gnitzen-Zucht

4. Infektionsversuche

Die im Verbundprojekt insgesamt gewonnenen Daten sollten helfen, die Epidemiologien der
Blauzungen- und der Schmallenbergkrankheiten sowie die Rolle der Ubertrager der
verursachenden Viren — insbesondere vor dem Hintergrund eines sich verandernden Klimas
— besser zu verstehen, Risikoanalysen zu erméglichen und gezielte prophylaktische und

reaktive MaRnahmen zu unterstiitzen.

I.1.2. Arbeitspaket 2 ,,Genetische Gnitzen-ldentifizierung“

In diesem Teilprojekt sollten zum einen ausgewahlte Unterproben des im Rahmen des
Arbeitspakets 1 (Gnitzen-Monitoring) durch den Projektpartner ZALF gesammelten und
vorsortierten Gnitzenmaterials genetisch bis auf Artebene identifiziert werden. Im Falle der
viruspositiv getesteten Gnitzen sollte so eine Korrelation zwischen Gnitzen- und Virusspezies
hergestellt werden.

Des Weiteren sollten PCR-Identifizierungstests fir die Gnitzen der Obsoletus- und Pulicaris-
Gruppen entwickelt werden, die alle bis heute beschriebenen Spezies und deren genetische
Varianten (Haplotypen) erkennen wirden, um taxonomisch-systematische Licken zu

schlieRen.

I.1.3. Arbeitspaket 3 ,,Pathogen-Screening“

Die vom ZALF zur Verfugung gestellten Gnitzenproben sollten mit evaluierten real-time RT-
PCR Techniken auf das Vorkommen der viralen Erreger BTV und SBV untersucht werden. Die
Resultate sollten zum einen Ruckschlisse auf die rAumlich-zeitliche Zirkulation der Viren und
— in Verbindung mit der Identifizierung der Gnitzen auf Artebene (s. 1.1.2.) — deren Assoziation
mit bestimmten Gnitzenarten ermdglichen. Zum anderen sollte die Untersuchung der

epidemiologischen Uberwachung und als Friihwarnsystem dienen.

I.1.4. Arbeitspaket 5 ,,Gnitzenzucht*
Ziel dieses Teilprojekts war es, eine Laborkolonie der Gnitzenart Culicoides sonorensis
aufzubauen, die anschlieRend als Labormodell fur Infektionsversuche mit Gnitzen und Viren

genutzt werden sollte.



I.1.4. Arbeitspaket 6 ,,Infektionsversuche*

In diesem Teilprojekt sollten Wildtyp-Viren und rekombinant hergestellte Virus-Varianten im
Gnitzen-Infektionsmodell hinsichtlich Vektorkompetenz der Gnitze (Infizierbarkeit mit SBV,
Virusdissemination und -Ubertragungsfahigkeit) getestet werden. Hierfiir sollten Gnitzen aus
der neuen Laborkolonie von C. sonorensis mit infektiocsem Blut gefiittert, unter verschiedenen
Temperaturbedingungen gehalten und nach der Inkubationsphase auf Virus-
Infektion, -Dissemination und -Ubertragungsfahigkeit getestet werden.

Wenn verfligbar, sollten fiir solche Infektionsversuche zusatzlich aus dem Freiland akquirierte

Gnitzen verwendet werden.

I.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Das FLI beschaftigt sich seit vielen Jahren auf nationaler und internationaler Ebene mit
hamatophagen Arthropoden, von ihnen Ubertragenen Krankheitserregern und deren
Interaktionen. Es halt Expertise und Erfahrung in der Okologie und der genetischen
Identifizierung von Gnitzen sowie im Nachweis von Viren in Gnitzen vor und hat Zugriff auf
entsprechendes Referenz- und Kontrolimaterial. Es verfugt tber mehrere Insektarien, in denen
seit Jahren erfolgreich verschiedene Stechmiickenarten geziichtet werden, sowie
Hochsicherheitslaboratorien, in denen die im Projekt geplanten Infektionsversuche
durchgefuhrt werden konnen. Des Weiteren liegen umfangreiche Kenntnisse und langjahrige
Erfahrungen zur allgemeinen Virologie und zur Anwendung von Zellkultur- und
molekularbiologischen Techniken in der Virusforschung, inklusive der Forschung an BTV und
SBV, vor. Fir die Arbeiten mit rekombinanten SBV-Virusvarianten war bereits zu Beginn des
Projektes ein infektidser Klon etabliert.

Bei dem Projekt konnte daher auf Erfahrung, Expertise und Protokolle aus friheren und

verwandten aktuellen Arbeiten mit Gnitzen und Viren zurtickgegriffen und aufgebaut werden.

I.3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die im Teilprojekt ,Gnitzen-Monitoring* vom Projektpartner ZALF vorsortierten, morphologisch
nach Artenkomplexen identifizierten und gepoolten Gnitzen wurden in regelmafigen
Abstdnden an das FLI geliefert. Fir die weitere Prozessierung wurde eine reprasentative
Auswahl der Proben hinsichtlich Jahreszeit und Standorte vorgenommen, da sowohl die
Proben- als auch die Individuenzahl die verfligbaren Kapazitaten zur Untersuchung der
Gnitzen auf Viren sowie ihrer genetischen ldentifizierung bei Weitem Uberstieg. Weitere
Sortierungsarbeiten waren nétig, um ggf. Rickstellproben vorrétig zu haben, die bei auffalliger
Haufung viruspositiver Gnitzen zu bestimmten Zeitperioden an bestimmten Standorten

nachtraglich in groRRerer zeitlicher und raumlicher Dichte hatten analysiert werden kdénnen.



Die ausgewdéhlten Gnitzenproben sollten am FLI mit etablierten PCR-Methoden auf Virus-RNA
getestet werden. Alle viruspositiven Pools wurden anschlieRend unter Einsatz publizierter
PCR-ldentifizierungstests sowie im Rahmen des Projektes neu entwickelter PCR-Tests, die
die inzwischen deutlich angewachsene Anzahl bekannter Gnitzenarten und genetischer
Varianten aus den Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen erfassen wirden, auf die
Zusammensetzung mit Gnitzenarten untersucht.

Eine Laborzucht von Culicoides sonorensis fur Infektionsversuche mit Viren sollte in den
Insektarien des FLI aus Eiern, die von Kollegen aus England zur Verfligung gestellt werden
wurden, aufgebaut und etabliert werden.

Um Schmallenberg-Viren auf molekularer Ebene charakterisieren zu kénnen, sollte ein revers-
genetisches System zur kinstlichen Herstellung von Schmallenberg-Virusvarianten genutzt
werden. Dieses System ermoglicht es, gezielte Veranderungen am viralen Genom und den
viralen Proteinen vorzunehmen. Verschiedene rekombinante SBV-Mutanten sollen hergestellt
und in in vitro- und in vivo-Infektionsversuchen untersucht werden, um die Funktion der viralen
Proteine naher zu charakterisieren.

Die Projektplanungen wurden im Rahmen jahrlicher Meetings der Projektpartner besprochen
und den aktuellen Entwicklungen und Gegebenheiten angepasst.

I.4. Wissenschaftlicher Stand, an den angeknupft wurde

Im Jahr 2006 brach die Blauzungenkrankheit, eine Gnitzen-tbertragene virale Erkrankung von
Wiederkauern, vollig tberraschend in Mitteleuropa aus (Saegerman et al. 2009) und fihrte in
den folgenden Jahren zu hohen Beeintrachtigungen der Tiergesundheit und enormen
O0konomischen Verlusten in der Nutztierhaltung (Gethmann et al. 2010, Velthuis et al. 2010).
Eine kaum weniger dramatische Epidemie ereignete sich 2011 mit dem ebenfalls von Gnitzen
Ubertragenen SBV (Hoffmann et al. 2012; Beer et al. 2013), wobei bis heute unklar ist, woher
dieses Virus kam, das zuvor véllig unbekannt gewesen war.

In Deutschland wurde als Reaktion auf den Ausbruch der Blauzungenkrankheit in den Jahren
2007-2008 ein entomologisches Monitoring durchgefihrt, in dem grundlegende Daten zum
Vorkommen und zur Verbreitung einheimischer Gnitzen-Taxa und deren Durchseuchung mit
dem BTV erfasst wurden (Mehlhorn et al. 2007, Hoffmann et al. 2009). Ein weiteres, sehr viel
eingeschrankteres Monitoring erfolgte nach dem Ausbruch der Schmallenberg-Krankheit im
Jahr 2013 (Kameke et al. 2016). In beiden Fallen wurde reaktivim Rahmen eines Ausbruchs
gehandelt, so dass zwar wichtige epidemiologische Daten gesammelt, diese aber zunachst
nicht zum Management des Seuchengeschehens genutzt werden konnten.

Nach dem Ausklang der Blauzungen-Epidemie im Jahr 2009 und dem Abflauen der

Schmallenberg-Epidemie nach 2012 in Mitteleuropa wurde die zwischenzeitlich in Angriff



genommene Forschung an einheimischen Gnitzen als den Vektoren des BTV und des SBV in
Deutschland wieder weitgehend eingestellt. Durch die beiden Viren verursachte
Krankheitsfélle traten aber in Deutschland und benachbarten Landern weiterhin auf.
Infektionen mit BTV-1- und BTV-4 waren zuletzt hauptsachlich aus Siudeuropa gemeldet
worden, BTV-8 hatte sich 2016 massiv in Frankreich ausgebreitet (Radar Bulletin Februar
2017; https://www.blv.admin.ch). Insbesondere SBV-Félle traten seit 2014 auch in
Deutschland wieder vermehrt auf (Wernike et al. 2015, Gache et al. 2017, Wernike & Beer
2017). Nach wie vor ist unklar, welche Gnitzenarten unter welchen Bedingungen Vektoren fur
solche Viren sein konnen.

Im Freiland wurden BTV und SBV in Mittel- und Nordeuropa i.W. in Gnitzen der Obsoletus-
und Pulicaris-Gruppen/-Komplexe nachgewiesen (z.B. Hoffmann et al. 2009, De Regge et al.
2012, Elbers et al. 2013), doch Studien zur Vektorkompetenz von Gnitzen und zu den Ubertra-
gungsbedingungen sind rar bzw. fehlen ganz. Da die meisten Gnitzenarten, u.a. auch solche,
die als Vektoren in Deutschland in Betracht kommen, im Labor nicht gezuichtet werden kdnnen,
konzentrieren sich die experimentellen Studien vor allem auf den nordamerikanischen BTV-
Ubertrager C. sonorensis und die europaische Schadart C. nubeculosus (Carpenter et al.
2008, Veronesi et al. 2013a, b), zwei der wenigen Spezies, die erfolgreich in Zucht gehalten
werden kénnen. Wahrend in Laborversuchen mit C. sonorensis BTV-infizierte Gnitzen zur
Virus-Ubertragung gebracht werden konnten (Carpenter et al. 2008), lieBen nach Infektion mit
SBV Disseminierung und Replikation des Virus sowie dessen Nachweis im Gnitzen-Speichel
darauf schlieRen, dass diese Gnitzenart zur Ubertragung beféhigt ist (Veronesi et al. 2013b).
In Gnitzen der Spezies C. nubeculosus disseminierte das SBV nach intrathorakaler Infektion
dagegen nur ausnahmsweise (Veronesi et al. 2013a, b). Diese Infektionsmodelle eigenen sich
daher, um valide Ergebnisse fiir die Praxis zu generieren, die dann auf die heimischen
Gnitzenarten Ubertragen werden mussen. Einzelne Infektionsversuche im Labor mit Arten, die
nicht geziichtet werden kénnen, wurden zudem mit im Freiland gefangenen Gnitzen-Weibchen
durchgefuhrt (Venter et al. 2011). Solche Forschungsarbeiten fehlen aber ganzlich fir
mitteleuropéische Gnitzenarten. Die Kombination solcher Studien erlaubt dann ein
vollstandiges Bild.

Des Weiteren herrscht Unkenntnis dartber, wie BTV und SBV in Mittel- und Nordeuropa
Uberwintern, ob in bisher unbekannten natirlichen Wirbeltierreservoiren oder in den Vektoren,
z.B. indem die Viren von Gnitzen vertikal (transovariell) an die nachste Generation
weitergegeben werden (Carpenter et al. 2013). Versuche, diese Fragen durch die
Untersuchung frisch geschlipfter und noch nicht blutgesogener Gnitzen, inklusive solcher, die
als Larve Uberwintert haben, zu klaren, existieren bisher nicht.

Um die Rolle der verschiedenen in Mitteleuropa vorkommenden Gnitzenarten als Vektoren zu

klaren, ist deren zuverlassige Artidentifizierung eine zwingende Voraussetzung. Wie so oft bei



Artenkomplexen ist aber die Systematik und Taxonomie weiterhin im Fluss, und es werden
immer wieder neue Arten und Haplotypen beschrieben (z.B. Pagés et al. 2009, Wenk et al.
2012, Nielsen und Kristensen 2015, Ander et al. 2013, Ramilo et al. 2013, SarvasSova et al.
2014, Yildirim et al. 2019; Zittra et al. 2020). So hat sich mittlerweile die Anzahl der zu den
Obsoletus- und Pulicaris-Komplexen gehdrenden anerkannten Arten deutlich erhéht. PCR-
Tests, die nach den groflden BTV- und SBV-Epidemien in Zentraleuropa zur Identifizierung von
vermeintlichen Vektorarten unter den Gnitzen entwickelt wurden, sind daher langst nicht mehr
aktuell, obwohl sie vielfach noch eingesetzt werden. Die Modifizierung der Tests bzw.
Entwicklung neuer Tests aufgrund aktueller wissenschatftlicher Erkenntnisse war zwingend
erforderlich.

SBYV zirkuliert in einem Infektionszyklus zwischen empfanglichen Saugetieren (Wiederkéuer
wie Rinder, Schafe und Ziegen) und kompetenten Vektoren (Gnitzen der Gattung Culicoides)
(Wernike und Beer 2017). Einzelheiten uber molekulare Viruseigenschaften,
Wechselwirkungen zwischen Virus und Vektor und die Funktion der viralen Proteine im
Insektenvektor sind rar. Das aus drei Segmenten bestehende SBV-Genom kodiert lediglich fur
sechs Proteine (Barr et al. 2011). Um Aussagen Uber die Funktion dieser Proteine im
Insektenvektor treffen zu konnen, benétigt man Systeme zur gezielten genetischen

Veranderung von Viren.
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Tierseuchennachrichtensystem des FLI (www.tsn.fli.de): Fallmeldungen von BTV und SBV bei
Wiederkauern

I.5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projekt wurde in Kooperation mit dem Partner ZALF (Leibniz-Zentrum flr
Agrarlandschaftsforschung e.V.), Miincheberg, durchgefihrt. Insbesondere das Vorgehen bei
der Akquise der Gnitzen im Freiland (z.B. Standortwahl), deren Sortierung (Poolen),
Vorbestimmung und Weiterverarbeitung sowie die Auswahl der auf Viren zu untersuchenden
Proben wurde eng zwischen den Projektpartnern abgestimmt. Die gewonnenen Daten der
Untersuchungen auf das Vorkommen von Viren in den Gnitzen sowie die Artbestimmung der
Gnitzen bei viruspositiven Proben wurden mit der Bitte zur Eingabe in die Datenbank an das

ZALF weitergegeben.


http://www.tsn.fli.de/

Fur die Etablierung der Gnitzen-Laborzucht wurde mit dem Pirbright Institute, England,
zusammengearbeitet, die die Gnitzeneier fur den Aufbau der Laborkolonie von C. sonorensis

am FLI zur Verflgung stellten.



[I. Eingehende Darstellung
II.1 Erzielte Ergebnisse

11.1.1 Arbeitspaket 2 ,,Genetische Gnitzen-ldentifizierung“

Vorgegebene Ziele: Identifizierung von Gnitzen aus Virus-positiven Pools auf Artebene sowie
Entwicklung von PCR-Tests zur Bestimmung der Arten und genetischen Varianten der

Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen

Die Identifizierung der Gnitzen aus den SBV-positiven Pools ergab ausschlie3lich Arten der
Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen. Erstmals konnten Virusinfektionen den beschriebenen
Haplotypen diverser Arten zugeordnet werden.

Mehrere Multiplex-PCR-Tests (Gel-basiert, real time) wurden entwickelt, um die aktuell
bekannten Spezies und Haplotypen der Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen zu differenzieren.
Auf der Basis aller verfligbaren Sequenzeintrage in der GenBank wurden hierfur spezifische
PCR-Primer und -Sonden konstruiert. Die Tests wurden mit im Freiland gesammeltem
Gnitzenmaterial bzw. synthetisch erstellter Target-DNA validiert.

Die Arbeiten zu diesem Arbeitspaket konnten somit fristgerecht erfolgreich beendet werden.

11.1.2 Arbeitspaket 3 ,,Pathogen-Screening“

Vorgegebene Ziele: Etablierung von real-time PCRs fir die Detektion von SBV- und BTV-

Genom, Untersuchung von Gnitzenpools auf das Vorkommen von SBV und BTV.

Reprasentative Unterproben der vom Projektpartner am ZALF in ganz Deutschland mithilfe
von UV-Lichtfallen gesammelten Gnitzen der Jahre 2019 und 2020 wurden auf das
Vorkommen von SBV und BTV untersucht. Fir das Sammeljahr 2019 ergaben sich insgesamt
48 SBV-positive Gnitzenpools (aus ca. 5.000 untersuchten Pools mit ca. 42.000 Gnitzen), die
sich auf 20 Fallenstandorte verteilten. Fir das Sammeljahr 2020 ergaben sich 21 SBV-positive
Gnitzenpools (aus ca. 4.000 untersuchten Pools mit ca. 44.000 Gnitzen) an insgesamt 15
verschiedenen Fallenstandorten. Kein Gnitzenpool der Sammeljahre 2019 und 2020 war BTV-
positiv.

Des Weiteren wurden am Standort Lychen 1.035 frisch geschlipfte Einzelgnitzen aus
Emergenzfallen-Fangen auf SBV untersucht, um die Moglichkeit zur Uberwinterung des Virus
in den Gnitzen zu Uberprifen. Alle getesteten Gnitzen waren Virus-negativ.

Die Arbeiten wurden fristgerecht erfullt.



11.1.3 Arbeitspaket 3 ,,Gnitzen-Zucht*

Vorgegebene Ziele: Eine Laborkolonie der Gnitzenart Culicoides sonorensis sollte im
Insektarium des FLI aufgebaut werden, um Infektionsversuche mit BTV und SBV
durchzufiihren. Die Gnitzeneier zum Start der Zucht sollten vom Pirbright Institute, England,
zur Verfuigung gestellt werden.

Die Zucht von C. sonorensis konnte am FLI erfolgreich etabliert werden. Leider musste sie
nach dem zwischenzeitlichen plétzlichen Tod des Insektariumsmanagers auf Anordnung der
zustandigen Institutsleiterin frihzeitig im Projektzeitraum wieder eingestellt werden, da sie
sehr arbeitsaufwandig ist und keine Vertretungslosung im notwendigen zeitlichen Umfang
moglich war. Infektionsversuche konnten daher nur in beschranktem Mal3e Uber einen kurzen

Zeitraum durchgefihrt werden.

11.1.4 Arbeitspaket 6 ,,Infektionsversuche*

Vorgegebene Ziele: Gewinnung frisch geschlipfter, ungesogener Gnitzen im Freiland aus
Kuhfladen fir Infektionsversuche im Labor; Charakterisierung von Wildtyp- und rekombinanten

Viren in Zellkultur und Gnitzen.

Im Fruhjahr auf Wiesen gesammelte, Uberwinterte Kuhfladen wurden im Labor in Mini-
Ekklektoren bebriitet. Da die natirliche Struktur des Brutsubstrates bei der Gewinnung und
beim Transport beschéadigt wurde und die Kuhfladen wéhrend der nachfolgenden Lagerung im
Labor schnell anfingen zu schimmeln, wurden eine Vielzahl von Anpassungen beziglich
Sammlung, Lagerung und Inkubation des Kuhdungs vorgenommen. Schliel3lich gelang es,
Insekten, die sich in den Fladen entwickelten, zum Schlupf zu bringen. Gnitzen waren
allerdings nicht darunter. Aufgrund der fortgeschrittenen Projektlaufzeit und der Corona-
bedingten Einschrankungen, die grol3e Engpasse in anderen Projektaufgaben mit sich
brachten, wurden keine weiteren Versuche mehr unternommen, Gnitzen aus dem Freiland zu
akquirieren. Der Meilenstein 6.1. ,Gnitzenakquise (Freiland)“ konnte somit nicht erfolgreich
abgeschlossen werden.

Fur die in vivo- und in vitro-Infektionsversuche wurden verschiedene SBV-Varianten
ausgewahlt. Sowohl rekombinant hergestellte SBV-Varianten als auch Wildtyp-Viren wurden
per Wachstumskinetiken in verschiedenen Zellkultursystemen charakterisiert. Damit konnte
der Meilenstein 6.2 ,in vitro-Infektionen* fristgerecht erfullt werden.

Im Rahmen des Meilensteins 6.3. ,in vivo-Infektionen wurden Gnitzen der FLI-eigenen
Laborzucht mit ausgewahlten SBV-Varianten mittels einer infektiosen Blutmabhlzeit infiziert,

unter bestimmten Temperaturbedingungen fir unterschiedliche Zeitspannen inkubiert und



anschlie3end analysiert. Gnitzen konnten mit diesem neu etablierten System erfolgreich
infiziert und Unterschiede zwischen verschiedenen SBV-Varianten untersucht werden.

Der Meilenstein 6.3 ,in vivo-Infektionen* konnte somit fristgerecht abgeschlossen werden.

[1.2. Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises
Die Verwendung der Mittel erfolgte gemald Zuwendungsbescheid.

Die Personalmittel wurden zur Finanzierung von zwei Doktorand:innenstellen fur jeweils drei
Jahre eingesetzt. Die Reisetétigkeit der Doktoranden umfasste Freilandarbeit,
Tagungsbesuche und Projektmeetings. Die Verbrauchsmittel wurden i.W. im Labor fir
Chemikalien, Kits, Enzyme und Plastikware verwendet.

I1.3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Ausbruchsbedingungen und -dynamiken von Blauzungen- und Schmallenbergkrankheit
werden von klimatischen Faktoren sowie den biologischen Charakteristika der viralen Erreger,
ihrer Vektoren, der Wirbeltierwirte und ihrer Interaktionen vorgegeben. Um sie verstehen,
Risikoanalysen durchfiihren sowie pro- und reaktive Managementmal3nahmen
implementieren zu konnen, sind umfassende Kenntnisse aller Faktoren notwendig.
Insbesondere zum Verhalten der Viren und ihrer Vektoren, Gnitzenarten der Obsoletus- und
Pulicaris-Komplexe, bestehen groRe Wissenslicken, nicht zuletzt weil einheimische
Gnitzenarten erst mit dem Ausbruch der Blauzungenkrankheit in Mitteleuropa im Jahr 2006
als Virusvektoren erkannt wurden und das SBV ein vollig neuartiges Virus ist.

Daten zur Zirkulation der Viren in Gnitzen in Deutschland sind insbesondere wichtig, um
Ruckschlisse auf die Vektorspezies und Hotspots der Virusverbreitung ziehen zu kénnen. Die
erbrachten Resultate bestatigen die verdachtigen Gnitzenspezies als potenzielle Vektoren,
deuten darUber hinaus aber auch auf weitere, zuvor nicht mit den Viren assoziierte
Gnitzenarten als mogliche Vektoren von SBV hin.

Die Rolle der verschiedenen Gnitzenarten im Infektionsgeschehen und der Epidemiologie der
Blauzungen- und Schmallenbergkrankheit kann nur ausreichend untersucht werden, wenn die
diversen einheimischen Gnitzenarten zuverlassig identifiziert werden koénnen. Nur dann
konnen ihnen Verhaltensweisen, Blutwirt- und Habitatpraferenzen, Uberwinterungsstrategien
oder Vektorkompetenzen zugeordnet werden, die ggf. zur Ergreifung von Mal3nhahmen zur
Expositionsreduktion von Wiederkauern verwendet werden koénnen. Die Entwicklung von
genetischen Werkzeugen fur morphologisch nicht differenzierbare Gnitzenarten war daher

essenziell.



Da die als Virusvektoren verdachtigen einheimischen Gnitzenarten nicht in Zucht gehalten
werden kdnnen, sind experimentelle Untersuchungen zu deren Vektorkompetenz und zur
Bestimmung der exakten Ubertragungsbedingungen nicht moglich. Infektionsversuche mit
dem Labormodell C. sonorensis lassen aber prinzipielle RuUckschlisse auf die
Wechselwirkungen zwischen Vektor und Virus zu, die z.T. auf die einheimischen Gnitzenarten
Ubertragen werden kénnen. Auch in vitro-Infektionen in Gnitzen-Zellkultursystemen lassen
erste Erkenntnisse Uber das Verhalten von Viren im Vektor zu. Die Infektionsversuche mit
Wildtyp-Viren und Mutanten tragen daher ebenfalls zum besseren Verstandnis der hinter der

Ubertragung von Krankheitserregern durch Gnitzen stehenden Prozesse bei.

II.4. Voraussichtlicher Nutzen der Ergebnisse

Die Ergebnisse tragen dazu bei,

* Gnitzen-Spezies als Vektoren von BTV und SBV zu identifizieren,

» Hotspots der Viruszirkulation zu identifizieren,

* Frihwarnsysteme fir das Auftreten von BTV und SBV zu entwickeln,

* Handlungsempfehlungen fur landwirtschaftliche Betriebe zu erstellen, um Gnitzen-
Populationen bzw. den Kontakt der Nutztiere mit Gnitzen zu minimieren,

» Handlungsempfehlungen fir den Seuchenfall zu entwickeln und MaRnahmen der Gnitzen-
Bekampfung im Falle eines Krankheitsausbruchs schnell und gezielt umzusetzen,

* Mechanismen der Virusentwicklung in Gnitzen zu identifizieren,

« transovarielle Ubertragung der Viren durch Gnitzen zu erkennen und damit Rolle von
Gnitzen als Virusreservoire einzuschatzen,

+ die Fahigkeit und Effizienz der Virusinfektion von und -tbertragung durch Gnitzen unter
verschiedenen klimatischen Bedingungen zu verstehen,

« auf die mdgliche Einschleppung weiterer Gnitzen-tbertragener Pathogene besser
vorbereitet zu sein,

« generelle zukunftsprojizierte Risikoanalysen fiir die Ubertragung von Viren durch Gnitzen

in Deutschland zu ermoglichen.

[I.5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordene

Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Da sich das Verbundprojekt explizit mit der Situation in Deutschland beschatftigte,
entsprechende Daten geografisch nicht zuverlassig transferiert werden kénnen und in

Deutschland keine nicht dem Verbundprojekt angehdrige Arbeitsgruppen einschlagige



Untersuchungen durchfiihren, sind vergleichbare Studien auf dem Gebiet des Vorhabens nicht

existent.

I1.6. Veroffentlichung der Ergebnisse

Publizierte Fachartikel unter Beteiligung des FLI, die aus dem Projekt hervorgegangen
sind:

Sick F, Beer M, Kampen H, Wernike K (2019): Culicoides biting midges -
underestimated vectors for arboviruses of public health and veterinary importance.
Viruses 11, 376.

In Vorbereitung befindliche Fachartikel mit Bezug zum Projekt:

Sick F, Wernike K, Beer M.: Characterization of a Schmallenberg virus dead end
variant

Dahn O, Mathieu B, Werner D, Kampen H: Development of conventional multiplex
PCR assays for the identification of 21 European biting midge species (Diptera:
Ceratopogonidae) belonging to the Pulicaris Group, including recently discovered
species and genetic variants

Dahn O, Mathieu B, Werner D, Kampen H: Development of a gel-based multiplex PCR
test for the identification of important biting midge vector species (Diptera:
Ceratopogonidae) of the subgenus Avaritia Fox, capable to differentiate three
different haplotypes of Culicoides obsoletus

Dahn O, Mathieu B, Werner D, Kampen H: Development of a high-throughput real-
time PCR test for the determination of newly discovered genotypes of biting midge
species (Diptera: Ceratopogonidae) the subgenus Avaritia Fox, putative vectors of
BTV and SBV in Europe

Dahn O, Mathieu B, Beer M, Pfaff F, Kampen H, Werner D: Morphological and genetic
characterisation of German Culicoides (Avaritia) gornostaevae Mirzaeva, 1984-like
biting midges, potential vectors of the Obsoletus Group (Diptera: Ceratopogonidae)

Dahn O, Werner D, Kampen H, Beer M, Wernike K, Sick F: Circulation of
Schmallenberg virus in German biting midges (Diptera: Ceratopogonidae) in 2019
and 2020, including first reports of the virus from Culicoides selandicus and
Culicoides griseidorsum

Prasentationen bei wissenschaftlichen Tagungen mit Bezug zum Projekt:

Sick F, Reimann I, Wernike K, Beer M (2019): Functional characterization of Simbu
virus nonstructural proteins in the insect vector (Poster), 13th EPIZONE Annual
Meeting "Breaking Walls", 26-28.08.2019, Berlin

Dahn O, Werner D, Kampen H (2019): Das Problem der Artidentifizierung innerhalb
der Obsoletus- und Pulicaris-Komplexe (Diptera: Ceratopogonidae: Culicoides)
(Vortrag), Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft flr Medizinische Entomologie
und Acarologie (DGMEA), 12.-14.09.2019, Dornbirn, Osterreich

Dahn O, Werner D, Kampen H (2021): Species identification within the Obsoletus and
Pulicaris Complexes — a crucial and challenging step in determining culicoid vector



species of bluetongue and Schmallenberg viruses (Vortrag), 29th Annual Meeting
of the German Society for Parasitology, 15.-17.03.2021, Bonn

Sick F, Wernike K, Beer M (2021): Establishment of a reverse genetics system for
Shuni virus (Poster), 30th Annual Meeting of the Society for Virology, 24-
26.03.2021, virtuell

Sick F, Wernike K (2021): Shuni-Virus — ein Verwandter des Schmallenberg-Virus auf

dem Vormarsch? (Vortrag), 39. Jahrestagung der Fachgruppe AVID, 14.-
15.09.2021

Dahn O, Werner D, Kampen H (2021): Revision aktueller PCR-Nachweisverfahren fur
die Arten der Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen (Diptera: Ceratopogonidae:
Culicoides) (Vortrag), Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Medizinische
Entomologie und Acarologie (DGMEA), 01.10.2021, virtuell



Gnitzen als Vektoren von Viren in Deutschland unter Berticksichtigung sich andernder

klimatischer Bedingungen (CeratoVir) — Teilprojekt 1

Kurzfassung

Im Rahmen des Projektes wurden entomologische, virologische und infektiologische
Untersuchungen durchgefiihrt, die zum besseren Verstéandnis der Epidemiologie von
Blauzungen- und Schmallenberg-Krankheit in Deutschland beitragen, insbesondere unter dem
Aspekt der Klimaerwarmung. Fur die Jahre 2019 und 2020 konnte demonstriert werden, dass
das Schmallenberg-Virus in weiten Teilen Deutschlands nach wie vor auch in der
Gnitzenpopulation zirkuliert. Neben bekannten mutmaRlichen Ubertragerarten wurden
Infektionen bei zusatzlichen Gnitzenarten und neu beschriebenen genetischen Varianten
bekannter Arten aus den Obsoletus- und Pulicaris-Gruppen nachgewiesen. Es wurden
genetische Tests entwickelt, die die in den letzten Jahren deutlich erhdhte Anzahl
beschriebener Arten und Genotypen aus diesen beiden Gruppen bertcksichtigen und
differenzieren koénnen. Mit Methoden der reversen Genetik konnten Mutanten und
Reassortanten des Schmallenberg-Virus erzeugt werden, die im Zellkultursystem
charakterisiert wurden. Deren Wechselwirkungen mit Gnitzen wurden in ersten
Laborversuchen im Infektionsmodell Culicoides sonorensis, fiir das im Rahmen des Projektes
ein Laborzucht etabliert wurde, erforscht.

Die Projektergebnisse tragen dazu bei, die Gefahr von Krankheitsausbriichen durch Gnitzen-
assoziierte Erreger in Deutschland besser abschatzen und geeignete MaRnahmen im pro- und

reaktiven Management solcher Krankheiten ergreifen zu kénnen.
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