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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

&    und 

„cap“     eine Nukleotidkappe „cap“ am 5' Ende des RNA-Genoms 

°C    Grad Celsius 

26S RNA 26S subgenomische Ribonukleinsäure (S steht für 

Svedberg unit) 

3′ UTR   3′ untranslatierter Bereich (untranslated Region) 

49S RNA   genomische Ribonukleinsäure (S steht für Svedberg unit) 

5' UTR   5′ untranslatierter Bereich (untranslated Region) 

Aag2    Ae. aegypti-Stechmückenzellen 

Abb.     Abbildung     

Ae.    Aedes 

An.    Anopheles 

BATV    Batai-Virus 

BHK/BHK-21/J  Babyhamster Nieren-Zellen (baby hamster kidney cells) 

C6/36    Aedes albopictus-Stechmückenzellen  

ca.    circa 

CDC    Centers for Disease Control and Prevention 

CHIKF   Chikungunya-Fieber 

CHIKV   Chikungunya-Virus 

CSE    konservierte Sequenzelement in der 3' UTR Region 

Cx.    Culex 

DR/DRs  sich wiederholende Sequenzelemente in der 3' UTR 

Region (direct repeats) 

ECDC    European Centre for Disease Prevention and Control 

ECSA    East, Central, and South African Genotyp der CHIKV 

EIP     extrinsische Inkubationsperiode 

et al.     und andere (et alii) 

IgG    Antikörper vom Typ Immunglobulin-G 

IgM    Antikörper vom Typ Immunglobulin-M 

IO-Linie   Indischer Ozean Linie 

MEB    Mitteldarm-Entweichungsbarriere  

MIB    Mitteldarm-Infektionsbarriere 

mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (messenger RNA) 
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NABU   Naturschutzbund Deutschland e.V. 

nm    Nanometer 

nt/nts    Nukleotid (nucleotide) 

ONNV   O’Nyong-Nyong-Virus 

ORF    Offene Leserahmen (open reading frame) 
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PAHO   Pan American Health Organization 

PHE    Public Health Emergencies Department 

ProMED ProMED-mail ist ein Programm der ISID (International 

Society for Infectious Diseases), in dem neu auftretende 

Infektionskrankheiten und Häufungen dieser 
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RRV     Ross-River-Virus 
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RT-PCR /RT-qPCR Real-Time Reverse Transkriptase- Polymerase 

Kettenreaktion (Real-Time Reverse Transcriptase-
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SGIB    Speicheldrüseninfektionsbarriere 
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1  Einleitung 

Stechmücken-übertragene Viruserkrankungen spielen weltweit eine große Rolle bei 

Mensch und Tier. Durch den internationalen Handel und die Klimaveränderungen 

gewinnen sie zunehmend an Bedeutung. 

Das Chikungunya-Virus (CHIKV) ist ein Arthropoden übertragenes Virus aus dem 

Genus Alphavirus der Familie Togaviridae, das durch Stechmücken des Gattung Aedes 

übertragen wird. Die Hauptvektoren sind Aedes aegypti (Ae. aegypti) und Ae. 

albopictus. 

Dieses Virus stellt ein klassisches Beispiel für ein vernachlässigtes Virus dar, welches 

auf einmal große Bedeutung erlangt hat. So brach eine CHIKV Epidemie mit fast 

250.000 Betroffenen auf der Insel La Réunion im Jahr 2005 aus, bei der Ae. albopictus 

als Hauptvektor fungierte. Einer der Gründe dafür war eine einzige Mutation im 

Hüllprotein-Gen E1 (E1-A226V), die dazu führte, dass sich CHIKV wesentlich 

effizienter in Ae. albopictus Stechmücken vermehren kann. Ae. albopictus ist global 

weit verbreitet und hat die Tendenz sich auch in den gemäßigten Breiten zu 

etablieren. Seit 2005 hat dieses CHIKV (E1-A226V) so weltweit schon viele Millionen 

Menschen infiziert und es wurden CHIKV Ausbrüche auch in gemäßigten 

Klimazonen gemeldet. So kam es im Jahr 2007 zu einem lokalen CHIKV Ausbruch 

mit CHIKV (E1-A226V) in der Provinz Ravenna in Italien. Im Jahr 2017 wurde über 

einen autochthonen Ausbruch des CHIKV (E1-A226V) in Südostfrankreich berichtet. 

Bei beiden erwähnten CHIKV Ausbrüchen in den gemäßigten Klimazonen fungierte 

Ae. albopictus als Hauptvektor. Über die Überwinterung der Ae. albopictus in 

Deutschland wurde bereits im Jahr 2016 berichtet. 

Konsequenterweise ergab sich daraufhin die Frage, ob auch andere 

Stechmückenarten neben Ae. albopictus in den gemäßigten Klimazonen als CHIKV-

Vektoren fungieren können. Daher  war es das  Ziel dieser Arbeit, die 

Vektorkompetenz von zwei, auch in Deutschland häufig vorkommenden 

Stechmückenarten, zu untersuchen: Aedes vexans (Ae. vexans), einem Vertreter der 

gleichen Gattung wie die Hauptvektoren für CHIKV Ae. aegypti und Ae. albopictus, 

und Culex pipiens molestus (Cx. pipiens) – die sogenannte Hausschnake, die nicht zur 

gleichen Gattung gehört. 

Nachdem einige Studien gezeigt haben, dass die repetitiven 3' UTR-Sequenzen im 

CHIKV-Genom die Virusübertragung beeinflussen, haben wir zusätzlich 

entsprechende Versuche mit einem CHIKV mit einer Deletion in diesem Bereich im 

Vergleich mit CHIKV (E1-A226V) durchgeführt. 
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2    Literaturübersicht 
2.1  Alphaviren 
2.1.1  Klassifikation 

Das Genus Alphavirus (Familie Togaviridae) umfasst mehr als 30 Viren und enthält 

wichtige Krankheitserreger, welche vor allem durch Stechmücken auf eine große 

Auswahl von empfänglichen Vertebraten übertragen werden (Azar et al. 2020, Chen 

et al. 2018). 

Alphaviren vermehren sich in vertebraten und in arthropoden Wirten, so dass 

Letztere als biologische Vektoren für die Viren dienen. In Arthropoden wird eine 

lebenslange persistente Infektion verursacht mit nur minimalen Effekten auf die 

biologischen Funktionen (Jose et al. 2009). Andererseits kommt es bei vertebraten 

Wirten zu einer akuten, meist nicht lang andauernden Infektion. Dies lässt sich auch 

bei einer Infektion in einer Zellkultur mit vertebraten Zellen und Insektenzellen 

beobachten: es kommt zu einer persistierenden Infektion mit Überleben der 

Stechmückenzellen und zu einer Infektion mit Zytolyse und Untergang der 

vertebraten Zellen (Strauss & Strauss 1994). 

Neben der Aufteilung in acht antigene Komplexe, lassen sich die Alphaviren 

geografisch in zwei große Gruppen einordnen. Die Vertreter der Alphaviren der 

Neuen Welt sind Eastern-/Western-/Venezuelan-Equine-Encephalitis-Virus,  Una- 

und Mayaro-Viren. Diese sind vor allem als Verursacher von Enzephalitiden bekannt 

(Azar et al. 2020). Die zweite Gruppe umfasst die Alphaviren der Alten Welt, welche 

ursprünglich in Afrika, Asien und Europa aufgetreten sind und bei Mensch und Tier 

Fieberzustände, Hautausschläge und Arthritiden hervorrufen können, darunter 

Sindbis-Virus (SINV), Chikungunya-Virus (CHIKV), Ross-River-Virus (RRV) und 

O’Nyong-Nyong-Virus (ONNV) (Azar et al. 2020). 

 

2.1.2  Virusmorphologie und Genomaufbau 

Alphaviren gehören zu den behüllten RNA-Viren. Das sphärische Virion ist ca. 70 

nm groß und setzt sich aus einem 40 nm großen ikosaedrischen Nukleokapsid und 

einer Lipid-Doppelschichthülle zusammen, in der die Glykoproteine E1 und E2 

verankert sind. Die Hüllproteine E1 und E2 liegen als Heterodimere vor und werden 

weiter zu trimeren Komplexen (Spikes) zusammengelagert (Maclachlan & Dubovi 

2017). Das Nukleokapsid besteht aus einer einzelsträngigen RNA mit positiver 

Polarität, welche von innen am Kapisdprotein (C) angelagert ist. 
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Das fast 12 Kilobasen große RNA-Genom besitzt eine Nukleotidkappe („cap“) am 5' 

Ende und einen Poly-(A)-Schwanz am 3' Ende (Abbildung 1) (Maclachlan & Dubovi 

2017). 

Das 5' UTR-Ende der Alphaviren verfügt über cis-wirksame Elemente. Diese sind an 

der Regulierung der Negativ- und Positiv-Strang-RNA-Synthese beteiligt (Frolov et 

al. 2001). Das 3' UTR-Ende ist durch ein konserviertes Sequenzelement 

gekennzeichnet, das sich vor dem Poly-(A)-Schwanz befindet und durch diverse 

Wiederholungssequenzelemente (RSE) gekennzeichnet ist (Ou et al. 1982, Pfeffer et 

al. 1998, Chen et al. 2013). 

Das Genom verfügt über zwei offene Leserahmen (ORF). Der 5'-gelegene 

Leserahmen entspricht zwei Dritteln des Genoms und kodiert die 

Nichtstrukturproteine nsP1 bis nsP4. Der 3'-gelegene Leserahmen entspricht der 

subgenomischen 26S RNA und kodiert die Strukturproteine C, E1, E2 und zwei 

Spaltprodukte 6K und E3 (Maclachlan & Dubovi 2017). 

 

 
Abb. 1: Alphavirus Genom  
Das knapp 12 Kilobasen große, einzelsträngige RNA-Genom mit positiver Polarität ist am 5' Ende 

gekappt und besitzt am 3' Ende einen Poly-(A)-Schwanz. Das Genom hat zwei offene Leserahmen, die 

durch eine untranslatierte Junction-Region (J) voneinander getrennt sind. Der 5'-gelegene ORF kodiert 

für die Nichtstrukturproteine nsP1- nsP4. Der 3'-gelegene ORF entspricht der subgenomischen 26S 

RNA, diese wird von einer negativsträngigen RNA-Zwischenstufe transkribiert und dient als mRNA 

für die Synthese der viralen Strukturproteine C, E1, E2, 6K und E3. 
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2.1.3  Virusreplikation 

Der rezeptorvermittelten Endozytose des Virions und Fusion mit der endosomalen 

Membran folgt die Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma (Abbildung 2) 

(Voikov et al. 2015, Lum & Ng 2015). Die virale RNA dockt an den Ribosomen an 

und zunächst wird lediglich vom ersten ORF das P1234 - Polyprotein oder ein P123 - 

und P1234 - Polyprotein translatiert (Jose et al. 2009, Voikov et al. 2015, Modrow et 

al. 2010). Der Unterschied hängt davon ab, ob ein starkes oder schwaches 

Stoppcodon zwischen nsP3 und nsP4 ein „Durchlesen“ teilweise begünstigt (Li & 

Rice 1993). Diese Polyproteine werden posttranslational weiter in die 

Nichtstrukturproteine nsP1, nsP2, nsP3 und nsP4 gespalten (Voikov et al. 2015). Die 

neu gebildeten Nichtstrukturproteine haben spezifische Funktionen. Das nsP1 ist 

eine Methyl- und Guanosyltransferase, die beim Methylieren der 5' „cap“ - 

Strukturen beteiligt ist (Modrow et al. 2010). Das nsP2 besitzt die Aktivität einer 

RNA-Helikase im aminoterminalen Segment und die proteolytische Aktivität im 

carboxyterminalen Segment, damit ist das nsP2-Protein entsprechend für die 

Transkription, Replikation des Genoms und Spaltung des Vorläufer Polyproteins 

verantwortlich (Modrow et al. 2010). Das nsP3 wirkt bei der Synthese der Negativ-

Strang-RNA und subgenomischer RNA (Voikov et al. 2015). Das 

Nichtstrukturprotein nsP4 besitzt RNA-Polymerase-Aktivität und ist bei der Bildung 

des negativen RNA-Strangs sowie Bildung der subgenomischen RNA aktiv 

(Modrow et al. 2010).  

Die früh in der zellulären Infektion gebildeten Nichtstrukturproteine replizieren die 

genomische 49S RNA, so dass eine komplementäre Negativ-Strang-RNA entsteht. 

Diese dient als Template für die Produktion der positivsträngigen genomischen 49S 

RNA und für die Transkription einer subgenomischen positivsträngigen mRNA, der 

so genannten subgenomischen 26S RNA. Von dieser werden die Strukturproteine 

translatiert, als ein Polyprotein synthetisiert und dann in die Proteine C, E1, E2, 6K 

und E3 gespalten. Die neugebildeten Viren werden durch Knospung aus der 

Wirtszelle ausgeschleust (Strauss & Strauss 1994). 
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Abb. 2: Entwicklungszyklus und Strategie des CHIKV-Genoms (Zyklusphasen 

beziffert, aus Lum & Ng 2015) 
1. Rezeptorvermittelte Endozytose des CHIKV-Virion in einer Zelle 

2. Fusion mit Endosommembran und Freisetzung des Nukleokapsid mit 49S RNA ins Zytoplasma 

3. Translation und Synthese der nicht Struktur Proteine nsP1 bis nsP4 

4. Replikation der 49S RNA mit Entstehung des negativen RNA-Strangs 

5. Replikation und Entstehung der 49S viral RNA vom negativen RNA-Strang 

6. Transkription und Entstehung subgenomischer 26S RNA vom negativen RNA-Strang 

7. Translation und Synthese eines Polyproteins mit folgender Spaltung in Proteine C, E1, E2, 6K und 

E3 

8. Zusammensetzung des Nukleokapsid und Freisetzung des Virions durch Knospung 

 
 
2.2  Chikungunya-Virus 

2.2.1  Übertragungszyklus 

Der Begriff Chikungunya kommt aus dem afrikanischem Makonde, einer weit 

verbreiteten Bantusprache und besagt „der gebeugt geht“ (Pialoux et al. 2007). 

Chikungunya-Virus (CHIKV) ist ein Arbovirus, das durch Stechmücken auf 

Vertebraten übertragen wird. CHIKV ist in den tropischen und subtropischen 

Regionen Afrikas, sowie in Südostasien endemisch (Tsetsarkin et al. 2011). In Afrika 



6 
 

wird das CHIKV meist in einem sylvatischen Zyklus zwischen wilden Primaten und 

im Wald lebenden Aedes Stechmücken unterhalten (Abbildung 3) (McIntosh et al. 

1964, McIntosh et al. 1977). Als Hauptreservoir für CHIKV in Afrika werden 

Primaten, unter anderen Grüne Meerkatzen (Cercopithecus aethiops) und 

Bärenpaviane (Papio ursinus) angenommen (McIntosh et al. 1964, McIntosh et al. 

1977, Jupp & McIntosh 1990, Diallo et al. 1999, Eastwood et al. 2017). Als Vektoren in 

einem sylvatischen Übertragungszyklus fungieren vor allem Stechmücken aus dem 

Gattung Aedes. In Südafrika sind es vor allem Ae. furcifer und Ae. cordellieri (Jupp & 

Kemp 1996, McIntosh et al. 1977) und in Westafrika Ae. furcifer, Ae. luteocephalus 

sowie Ae. taylori (Diallo et al. 1999). In Zentralafrika fungieren vor allem Ae. africanus 

Stechmücken als CHIKV Hauptvektoren (Dobler & Knobloch 2010). 

In ländlichen Gebieten können die Stechmücken durch die räumliche Nähe sowohl 

Primaten als auch Menschen infizieren, was als ländlicher oder ruraler 
Übertragungszyklus bezeichnet wird. Diese endemischen CHIKV-Infektionen 

verlaufen meist in isolierten Populationen (dörflichen Strukturen) und in Form von 

kleinen Ausbrüchen (McIntosh et al. 1977, Kumar et al. 2020). 

Jedoch hat sich die epidemiologische Situation von CHIKV in Afrika in den letzten 

Jahrzehnten aufgrund der Expansion von Ae. aegypti und Ae. albopictus sowie 

zunehmender Urbanisierung verändert, was in größeren Ausbrüchen resultierte 

(Horwood & Buchy 2015). So unter anderem die CHIKV Ausbrüche in Gabun im 

Jahr 2007 und im Kongo im Jahr 2011 (Leroy et al. 2009, Kelvin 2011). 

In asiatischen Regionen hingegen zirkuliert CHIKV in einem urbanem 
Übertragungszyklus Mensch-Stechmücke-Mensch. Aufgrund der hohen CHIKV-

Virämie in infizierten Individuen verläuft dieser Übertragungszyklus ohne die 

Notwendigkeit für einen tierischen Reservoirwirt (Go et al. 2014). Als Vektoren 

fungieren hier somit anthropophile Ae. aegypti und Ae. albopictus Stechmücken (Das 

et al. 2012, Ng et al. 2009, Thavara et al. 2009). In der Konsequenz kommt es in Asien 

unter für die Stechmücken günstigen Bedingungen daher zu größeren Ausbrüchen 

innerhalb der Städte. 
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Abb. 3: CHIKV Übertragungszyklus (nach Runowska et al. 2018) 
Afrikanischer sylvatischer Zyklus zwischen Primaten, Fledermäuse, Nagetiere, anderen Vertebraten 

und Waldstechmücken des Gattung Aedes als Vektoren. Unter anderem sind es primatophile 

Waldstechmücken: Ae. furcifer und Ae. cordellieri in Südafrika, Ae. furcifer, Ae. luteocephalus und Ae. taylori 

in Westafrika und Ae. africanus in Zentralafrika. In ländlichen Gebieten können Stechmücken sowohl 
Primaten als auch Menschen infizieren, was man als einen ländlichen (ruralen) Übertragungszyklus 

bezeichnet.  Ein urbaner Übertragungszyklus Mensch-Stechmücke-Mensch findet vor allem in 

asiatischen Regionen statt, aber durch die Ausbreitung von anthropophilen Stechmücken-Vektoren 

und zunehmender Urbanisierung tritt er vermehrt auch in Afrika auf. Als Vektoren fungieren hier die 

anthropophilen Ae. aegypti und Ae. albopictus Stechmücken. 

 

2.2.2  Epidemiologie 

Die erste Isolierung des CHIKV erfolgte im Jahr 1953 nach der Newala CHIKV 

Epidemie in den Jahren 1952-1953 in Tanganyika, im heutigen Tansania (Ross 1956). 

Seit der ersten Beschreibung der CHIKV-Infektion waren die Ausbrüche regional 

und meist auf Asien und Afrika begrenzt (Rougeron et al. 2015). 

CHIKV kam in den Jahren 1999-2000 erneut in den Fokus, durch eine urbane 

Epidemie in Kinshasa, der Hauptstadt der Demokratischen Republik Kongo, mit 

etwa 50.000 infizierten Menschen (Pastorino et al. 2004). Im Jahr 2004 folgte ein 
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CHIKV Ausbruch auf der Insel Lamu in Kenia. Es waren mit etwa 13.500 Infizierten 

knapp 75 % der Inselbevölkerung betroffen (Sergon et al. 2008). 

Im Jahr 2005 hat sich das aus Kenia stammende CHIKV auf die Inseln im Indischen 

Ozean und nach Indien ausgebreitet (Abbildung 4) (Njenga et al. 2008).  

Im Jahr 2005 brach eine CHIKV Epidemie auf den Komoren aus und danach folgte 

ein Ausbruch auf La Réunion, bei denen jeweils etwa  215.000 bzw. 244.000 

Menschen infiziert wurden (Sergon et al. 2007, Renault et al. 2007). Die Epidemie auf 

La Réunion ist besonders bemerkenswert, da es der erste dokumentierte Bericht über 

einen CHIKV Ausbruch war, bei dem Ae. albopictus als Hauptvektor in Afrika 

fungierte. Untersuchungen zeigten, dass eine adaptive Alanin zu Valin-Mutation an 

der Position 226 des Hüllenproteins E1 (E1-A226V) des CHIKV für das Ausmaß 

dieses Seuchengeschehens verantwortlich war.  

Durch diese Mutation replizierte sich CHIKV schneller und zu höheren Virustitern in 

Ae. albopictus Stechmücken, zudem wurde eine erhöhte Übertragungseffizienz des 

CHIKV (E1-A226V) durch diese Stechmücken auf Vertebraten beobachtet (Tsetsarkin 

et al. 2007, Vazeille et al. 2007). 

Seit Januar 2006 wurden weitere CHIKV Epidemien in der Region des Indischen 

Ozeans auf den Seychellen, Mayotte und Mauritius gemeldet (Ligon 2006, Chastel 

2005). 

Phylogenetische Analysen von partiellen Glykoprotein-E1-Sequenzen zeigten, dass 

der CHIKV-Ausbruchsstamm mit den Isolaten East, Central, and South African 

Genotyp (ECSA) verwandt ist und dass der Ausbruch auf den Inseln des Indischen 

Ozeans La Réunion, Seychellen, Mayotte, Madagaskar und Mauritius durch 

denselben Stamm verursacht wurde (Schuffenecker et al. 2006).  

Weiterhin kursierte in den Jahren 2005 bis 2006 das Chikungunya-Virus des 

afrikanischen Genotyps (ECSA) in Indien und verursachte in diesem Zeitraum 1,3 

Millionen Infektionen in 13 Bundesstaaten (Lahariya & Pradhan 2006, Kumar & 

Gopal 2010, Arankalle et al. 2007). 

Weitere Berichte über CHIKV Ausbrüche kamen im Jahr 2007 aus Europa. Die 

Infektionen mit der CHIKV (E1-A226V) Variante und Beteiligung der Ae. albopictus 

als Vektor traten in der Provinz Ravenna, Italien, auf. Das war der erste Bericht mit 

einer lokalen Übertragung der CHIKV-Infektion in einer gemäßigten Klimazone 

(Rezza et al. 2007). 

Auch bei einem autochthonen Ausbruch in Südostfrankreich im Jahr 2017 war es die 

CHIKV (E1-A226V) Variante (Calba et al. 2017). 
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Ende 2013 kursierte der asiatische Genotyp des CHIKV in der Karibik, Süd-, Mittel- 

und Nordamerika, wo die Übertragung durch Ae. aegypti erfolgte (Lanciotti  & 

Valadere 2014, Leparc-Goffart et al. 2014). Bis Ende 2017 wurden etwa 2,5 Millionen 

CHIKV Fälle in der Neuen Welt gemeldet (PAHO, 2018) 

 
Abb. 4: Geografische Ausbreitung von CHIKV-Genotypen von 2005 bis 2017 (nach 

Weaver et al. 2020)  

 

2.2.3  Genotypen und die 3′ UTR Region 

Nach umfangreichen phylogenetischen Analysen auf Basis von 

Gesamtgenomsequenzen wird CHIKV in drei Genotypen eingeteilt: die East, Central, 

South African- (ESCA), Westafrican- (WA) und Asian-Genotypen. Diese 

Untersuchungen deuten auf einen Ursprung in Afrika und einen gemeinsamen 

Vorfahren hin, der vor ca. 500 Jahren existierte (Volk et al. 2010, Powers et al. 2000). 

Aus diesem entstanden die zwei afrikanischen CHIKV-Genotypen, nämlich WA und 

ECSA. Der Asiatische Genotyp entstand in den letzten 150 Jahren als Abkömmling 

des ECSA-Genotyps (Volk et al. 2010). 

Bei der Sequenzierung von 40 verschiedenen CHIKV-Genomen wurde auch eine 

Variabilität in der Genomlänge festgestellt. Die kürzeste Genomlänge mit 11.557 nts 

bis 11.789 nts weist das CHIKV-Genom vom ECSA-Genotyp auf, gefolgt vom WA-

Genotyp mit 11.843 nts bis 11.881 nts und schließlich dem Asiatischen Genotyp mit 

11.777 nts bis 11.999 nts. Diese Nukleotiddifferenzen und Längenunterschiede 

wurden vor allem in der 3′ UTR beschrieben (Volk et al. 2010, Pfeffer et al. 1998). 
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Viele Studien wurden durchgeführt, um Punktmutationen in den kodierenden 

Abschnitten des CHIKV-Genoms eine Bedeutung beizumessen, aber nur wenige 

Studien betrachten den Einfluss der nichtkodierenden Regionen auf phänotypische 

Eigenschaften des Virus (Chen et al. 2013). 

Die 3′ UTR ist gekennzeichnet durch eine Reihe von sich wiederholenden 

Sequenzelementen (repeated sequence elements, RSE, oder direct repeats, DR) und 

einem konservierten Sequenzelement (CSE), direkt vor dem Poly-(A)-Schwanz (Ou 

et al. 1982, Pfeffer et al. 1998, Chen et al. 2013). 

Die Anzahl und Anordnungen der direkten Widerholungssequenzen – direct repeats 

(DR 1, 2 und 3) in 3′ UTR, unterscheidet sich zwischen den CHIKV-Genotypen 

(Abbildung 5) (Chen et al. 2013, Hyde et al. 2015). 

 

 
Abb. 5: Organisation der 3'UTR der ECSA- und der asiatischen CHIKV-Isolaten 

(nach Filomatori et al. 2019) 

Schematische Übersicht über das komplette CHIKV-Genom (oben links), Nukleotid-

Konservierungsplot (unten) und CHIKV 3' UTR der ECSA- und asiatischen Genotypen (rechts). Der 

schwarze Block entspricht dem konservierten Sequenzelement (CSE) und als farbige Blöcke sind 

direkte Wiederholungen (DRs) dargestellt. 

 

Die 3′ UTR der ECSA- sowie WA-Genotypen beinhalten jeweils zwei DR Elemente, 

nämlich zwei Kopien von DR1 und drei Kopien DR2 (Chen et al. 2013). Die Vertreter 

des asiatischen Genotyps haben im Vergleich zu den anderen Genotypen eine 

längere 3′ UTR. Diese enthält Insertionen und Punktmutationen um DR1 und DR2, 

die als DR(1+2)a und DR(1+2)b bezeichnet werden, sowie die Duplizierung der DR3-

Region (Filomatori et al. 2019). 

Diese auf den ersten Blick redundanten Sequenzen müssen eine vorteilhafte Rolle 

spielen, um von der natürlichen Selektion begünstigt zu sein, da sich sonst ein 

längeres Genom weniger effektiv im Vergleich zu einem Kürzeren replizieren würde 

(Chen et al. 2013). Ein erweitertes Verständnis der treibenden Faktoren der Evolution 

der arboviralen 3‘ UTR ist notwendig, um wichtige Erkenntnisse über ihre Funktion 

zu gewinnen (Chen et al. 2013).  
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Derzeit wird die Ausbildung der verschiedenen 3′ UTR als ein evolutionärer Prozess 

verstanden, der durch einen entgegengesetzten Selektionsdruck in Stechmücken- 

und Säugetierzellen während der Virusübertragung geprägt ist (Filomatori et al. 

2019). 

Einer der Ansätze zur Erforschung der Funktion von DRs ist die gerichtete Deletion 

von ausgewählten Elementen der 3′ UTR mit anschließender Analyse der 

Replikationsfähigkeit der entsprechenden CHIKV-Mutante in vivo und in vitro. 

So hat die Deletion verschiedener DRs in zwei CHIKV-Isolaten, nämlich dem 

asiatischen und dem ECSA-Genotyp, keinen Effekt auf die Virusreplikation in 

Säugertierzellen BHK (BHK-21, Mesocricetus auratus hamster kidney, ATCC, CCL-10) 

(Filomatori et al. 2019). Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse von Deletions-

Analysen in Stechmückenzellen C6/36 (Ae. albopictus, ATCC, CRL-1660) eine positive 

Korrelation zwischen der DR-Kopienzahl und den Replikationsraten in 

Stechmückenzellen (Filomatori et al. 2019). Interessant ist auch, dass DR(1+2)-Kopien 

die Deletion von DR3 nicht kompensieren, was auf eine unterschiedliche 

Funktionalität dieser DR-Elemente hinweist (Filomatori et al. 2019). 

In einer weiteren Untersuchung bewirkte die Deletion von manchen DR Elementen 

in der 3′ UTR der karibischen Isolate eine verringerte Replikation in Stechmücken-

Zellen und eine verzögerte Replikation in Ae. aegypti und Ae. albopictus Stechmücken, 

was zu einer verlängerten extrinsischen Inkubationsperiode führte (Merwaiss et al. 

2021). 

Die extrinsische Inkubationsperiode (EIP) ist eine der Kennzahlen, um die 

Interaktion zwischen Viren und ihren Vektoren zu charakterisieren (Filomatori et al. 

2021). Die EIP definiert die virale Inkubationsdauer zwischen dem Moment, in dem 

eine Mücke eine virushaltige Blutmahlzeit aufnimmt, und dem Moment, in dem die 

Stechmücke ansteckend wird. Die EIP ist vor allem davon abhängig, wie gut und wie 

schnell das Virus die Gewebebarrieren innerhalb der Stechmücke überwinden kann. 

Es korreliert negativ mit der Umgebungstemperatur. Der Mitteldarm und die 

Speicheldrüsen sind die wichtigsten Gewebebarrieren für die Vektorkompetenz 

(Filomatori et al. 2021). Auf der einen Seite beeinflusst die Mitteldarm-

Infektionsbarriere (MIB), ob ein Virus in die Mitteldarmzellen eindringen und diese 

infizieren kann und andererseits kontrolliert die Mitteldarm-Entweichungsbarriere 

(MEB) die Fähigkeit des Virus, aus den Mitteldarmzellen zu entweichen und eine 

weitere Infektion der sekundären Gewebe einer Stechmücke zu ermöglichen 

(Filomatori et al. 2021). Ähnlich funktionieren auch Speicheldrüseninfektions- und 
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Entweichungsbarrieren (SGIB und SGEB), die von einem Virus erst zu überwinden 

sind, um bei der nächsten Blutmahlzeit mit dem Speichel übertragen zu werden 

(Filomatori et al. 2021). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CHIKV-Populationen während der 

Adaptation an die Wirtszelle einer progressiven Selektion unterworfen sind. 

Da sich wiederholende Sequenzen keinen Vorteil für die virale Replikation in 

Säugetierzellen darstellen, wird die Selektion von Viren, die DR-Kopien verlieren, 

offensichtlich begünstigt. Andererseits verbessert die Duplikation von DRs die 

Replikation in Stechmücken-Zellen und somit gibt es einen positiven 

Selektionsdruck auf die DRs, der die verminderte Häufigkeit von Deletionsvarianten 

in diesem Wirt erklärt (Filomatori et al. 2019). 

Es sind weitere Untersuchungen erforderlich, um zu erforschen, wie DR-Kopien die 

Fähigkeit der Viren beeinflussen, die anatomischen Stechmückenbarrieren zu 

überschreiten und den Speichel zu erreichen, um eine effektive Übertragung auf den 

Säugetierwirt zu gewährleisten (Filomatori et al. 2021). Diese Mechanismen zu 

verstehen ist essentiell, um nachvollziehen zu können, wie sich das Spektrum an 

Stechmücken verändert, die kompetent sind CHIKV zu übertragen. 

 

2.2.4  Chikungunya-Fieber 

Das Chikungunya-Fieber (CHIKF) ist die Erkrankung, welche durch das CHIKV 

verursacht wird. Die Besonderheit des Chikungunya-Virus im Vergleich zu vielen 

anderen Arboviren besteht darin, dass die verursachende Erkrankung bei bis zu 80 % 

der infizierten Personen symptomatisch verläuft (Erasmus et al. 2016, Simon et al. 

2015, Kumar et al. 2020). 

Das Chikungunya-Fieber wird in drei klinische Phasen eingeteilt: die Akutphase (bis 

zum Tag 21 nach Auftreten der klinischen Symptome), die Postakutphase (ab Tag 21 

bis zum Ende des dritten Monats) und die chronische Phase (vom vierten Monat der 

klinischen Symptomatik) (Simon et al. 2015, Kumar et al. 2020).  

Auf die Infektion mit CHIKV durch die infizierte Stechmücke folgt eine 

Inkubationsphase, die durchschnittlich vier bis sieben Tage dauert. Diese Zeitspanne 

kann jedoch zwischen einem und zwölf Tagen variieren (Simon et al. 2015). Danach 

treten schlagartig folgende klinische Symptome auf: hohes Fieber, Kopfschmerzen, 

Rückenschmerzen, Myalgien, Hautausschlag und ausgeprägte, zumeist bilaterale 

und symmetrische Arthralgien. Es werden vor allem die Extremitäten betroffen, 
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Knöchel, Handgelenke und Fingergelenke (Lam et al. 2001, Kelvin 2011, Silva & 

Dermody 2017, Simon et al. 2015, Pfeffer et al. 2008). 

Das CHIKF ist meist eine selbstlimitierende Erkrankung und die akuten Symptome 

klingen innerhalb von zwei Wochen ab (Kumar et al. 2020). Jedoch haben mehr als 

die Hälfte der infizierten Individuen persistierende Gelenkbeschwerden, die Monate 

bis Jahre lang nach der Infektion anhalten können (Simon et al. 2015, Kumar et al. 

2020). 

Nach fünf bis sieben Tagen wird im Serum eine sehr hohe Virämie beobachtet (bis zu 

10¹⁰ RNA-Kopien/ml), die auf die Replikation des Virus in peripheren Geweben 

zurückzuführen ist (Panning et al. 2008). Während dieser Zeit können kompetente 

Stechmückenarten die Krankheit weiter übertragen (Simon et al. 2015, Silva & 

Dermody 2017). 

Es gibt derzeit noch keinen zugelassenen Impfstoff und wenn die Krankheit auftritt, 

wird hauptsächlich eine symptomatische Therapie angewandt (Simon et al. 2015). 

Die atypischen Symptome bei einer CHIKV-Infektion, wie z. B. Blutungen, Hepatitis, 

Myokarditis und neurologische Symptome wurden ebenfalls beschrieben und 

können selten bei gefährdeten Gruppen, einschließlich Neugeborenen, älteren 

Personen und Menschen mit Vorerkrankungen auftreten (Silva & Dermody 2017, 

Simon et al. 2015). 

 

 

2.3  Stechmücken 
2.3.1  Taxonomie und Stechmückenarten in Deutschland 

Stechmücken gehören zur Ordnung Diptera (Zweiflügler) der Familie Culicidae 

(Becker et al. 2010, Harbach 2008). 

Mit mehr als 3500 Arten ist es die größte Gruppe der blutsaugenden Insekten, von 

denen viele Arten eine medizinische Bedeutung als Überträger von Pathogenen 

haben (Becker et al. 2014, Harbach 2008). 

Die Familie Culicidae beinhaltet zwei Unterfamilien, die Subfamilie Anophelinae 

(auch Fiebermücken benannt) mit acht bekannten Arten in Deutschland und die 

Subfamilie Culicinae mit einer Vielzahl von Arten, die auch in Deutschland 

vorkommen:  fast 30 Ochlerotatus – und Aedes-Arten (werden auch als Wiesen und 

Waldmücken benannt), sechs Arten der Gattung Culex, acht Culiseta-Arten und 

jeweils eine Art von Coquillettidia und Uranotaenia (Becker et al. 2014, Werner et al. 

2020, Harbach 2008). Bisher sind in Deutschland mehr als 50 Stechmückenarten 
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nachgewiesen (Werner et al. 2020). Unter diesen sind fünf neue exotische Spezies zu 

erwähnen, die bereits als etablierte Stechmückenarten in Deutschland gelten, das 

sind Culiseta longiareolata, An. petragnani, Ae. albopictus, Ae. japonicus und Ae. koreicus 

(Werner et al. 2020). Aus medizinischer Sicht sind vor allem die asiatische 

Tigermücke (Ae. albopictus), die Japanische Buschmücke (Ae. japonicus) und Ae. 

koreicus von Bedeutung. Alle drei Arten sind als Überträger von mehreren Arboviren 

bekannt und nutzen gerne den Menschen als Blutquelle (Pfeffer et al. 2013, Tanaka et 

al. 1979). 

 
2.3.2  Allgemeine Morphologie, Biologie und Ökologie 

Stechmücken sind exotherme Tiere und ihre Entwicklung ist auf das Vorhandensein 

von temporären oder permanenten Gewässern angewiesen.  Dennoch haben sich die 

Stechmücken als sehr anpassungsfähig in Bezug auf unterschiedliche Habitate und 

Klimazonen erwiesen (Pfeffer & Dobler 2014, Becker et al. 2010). So schaffen diese 

Tiere es in Salzwasser und in Marschgebieten, in kaltem Schneeschmelzwasser oder 

in kleinen Mengen von kurz bestehenden Gewässern ihre Entwicklung zum adulten 

Tier zu vollenden (Abbildung 6), (Pfeffer & Dobler 2014). 

 

 

Abb. 6: Illustration des Entwicklungszyklus der Überschwemmungs-Stechmücke 
Aedes vexans und des von dieser übertragenen Tahyna-Virus (nach Pfeffer & 

Dobler 2014). 
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2.3.2.1  Eiablage und Schlüpfen der Larven 

Die meisten Stechmückenarten sind unautogen: nach der Kopulation, brauchen die 

Weibchen Blut, um die Entwicklung der Eier zu vollenden. Die weiblichen 

Stechmücken legen zwischen 50 und 500 Eier ab (Becker et al. 2010). 

Bezüglich der Eiablage ist es möglich Stechmücken in zwei großen Gruppen 

aufzuteilen. Die Weibchen der Gattungen Anopheles, Culex, Culiseta, Uranotaenia und 

Coquillettidia legen die Eier entweder einzeln oder in Flößen unmittelbar auf die 

Wasseroberfläche (Pfeffer & Dobler 2014). Die Weibchen der Aedes- und Ochlerotatus-

Arten dagegen legen ihre Eier auf lehmhaltigen Böden in der Nähe von Gewässern 

ab, wo durch Regenfälle, Schneeschmelze oder Überschwemmungen 

vorübergehende Wasserflächen entstehen (Pfeffer & Dobler 2014). 

Die Ei-Embryonen der ersten Gruppe gehen weder in eine Ruhephase (durch externe 

Faktoren initiiert) noch in die Diapause (genetisch bedingte Ruheperiode), die 

Larven (L1) schlüpfen, sobald die Embryonalentwicklung abgeschlossen ist (Becker 

et al. 2010). Die Stechmückenarten aus dieser Gruppe bilden mehrere Generationen 

pro Jahr in Abhängigkeit von der Entwicklungsdauer pro Generation und diese ist 

durch biotische (Nahrungsangebot, Anzahl Fressfeinde etc.) und abiotische Faktoren, 

vor allem durch die Wassertemperatur beeinflusst (Pfeffer & Dobler 2014). Die 

abgelegten Eier der zweiten Gruppe können dagegen mehrere Jahre ohne 

Wasserkontakt überdauern (Pfeffer & Dobler 2014). Die Stechmücken der zweiten 

Gruppe können nach Schlupfstrategien auch in zwei Gruppen unterteilt werden: 

Schneeschmelz-Stechmücken (z.B. Ochlerotatus cantans, Ochlerotatus communis, 

Ochlerotatus rusticus) und Überschwemmungs-Stechmücken (z.B. Ae. vexans) (Becker 

et al. 2010). Die Vertreter dieser Stechmücken legen ihre Eier einzeln ab. Diese 

werden nicht auf die Wasseroberfläche, sondern in den feuchten Boden gelegt, der 

dann bei steigendem Wasserstand überflutet wird (Becker et al. 2010). 

Schneeschmelz-Stechmücken sind univoltin (monozyklisch) und durchlaufen nur 

eine Generation/Jahr. Die Eier werden im Frühsommer abgelegt und treten 

automatisch in eine Diapause ein, welche bei den meisten Schneeschmelz-

Stechmücken mit Beginn der kalten Wintertemperaturen unterbrochen wird (Becker 

et al. 2010). Diese Stechmücken schlüpfen somit bereits zur Schneeschmelze im 

nächsten Frühjahr, beziehungsweise kurz danach, in den europäischen Zeitzonen ist 

das Ende April, Anfang Mai (Becker et al. 2010). Die Brutgebiete der Schneeschmelz-

Stechmücken, z. B. Mulden und Gräben in sumpfigen Gebieten in Mitteleuropa, sind 

meist über lange Zeiträume mit relativ kaltem Wasser überflutet (Becker et al. 2010).  
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Überschwemmungs-Stechmücken sind multivoltin (polyzyklisch) und erzeugen 

somit mehrere Generationen pro Jahr. Die Eier dieser Stechmücken gehen in die 

Diapause im Herbst bis zum Frühjahr (Becker et al. 2010). Die Schlüsselreize für das 

Schlüpfen der L1-Larven nach der Diapause sind eine steigende Wassertemperatur 

und eine sinkende Sauerstoffsättigung (Becker et al. 2010, Pfeffer & Dobler 2014). 

 

2.3.2.2  Aquatische Entwicklungsstadien 

Wie alle Diptera vollziehen die Stechmücken eine vollständige Metamorphose 

(Becker et al. 2010). Nach dem Schlupf aus dem Ei folgen vier Larvenstadien (L1-L4) 

und ein Puppenstadium im Wasser. 

Larven 

Die Larven besitzen keine Gliedmaßen, und der Larvenkörper lässt sich in drei 

Abschnitte unterteilen, nämlich den Kopf mit Mundwerkzeugen, Fühlern und 

Augen, den breiten Thorax und das Abdomen. Letzteres besteht aus sieben fast 

identischen Segmenten und drei angepassten hinteren Segmenten, die vier 

Analpapillen tragen und der Regulierung des Elektrolythaushalts dienen (Becker et 

al. 2010). 

Die Larven sind zur Atmung auf Luftsauerstoff angewiesen. Auf dem 

Abdominalsegment VIII werden bei den Culicinen ein Siphon und bei den 

Anophelines „spiracular lobes“ ausgebildet, die mit dem Tracheensystem zur 

Aufnahme von Sauerstoff in Verbindung stehen (Becker et al. 2010). 

Als Nahrung dienen Mikroorganismen, Algen, Protozoen und Detritus (Becker et al. 

2010). Die aquatische Entwicklung der Stechmücken ist temperaturabhängig und 

dauert z. B. bei Cx. pipiens pipiens 7-8 Tage bei 25 °C Wassertemperatur (Pfeffer & 

Dobler 2014). 

Puppen 

Das Puppenstadium ist das abschließende aquatische Stadium. Dieses dauert in der 

Regel zwei Tage, und während dieser Zeit findet die Metamorphose statt. 

Morphologisch zeichnen sich die Puppen durch einen ausgeprägten Cephalothorax 

mit zwei anterolateralen Atemtrompeten und einem schmalen, gegliederten 

Abdomen aus. Dieses wird gebeugt unter dem Cephalothorax gehalten und dient 

der Fortbewegung beim Schwimmen (Becker et al. 2010). 

Puppen nehmen keine Nahrung auf und sind im Vergleich zu den Puppen der 

meisten anderen Insekten mobil und tauchen bei Gefahr schnell unter. Sonst halten 
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sich die Puppen in der Regel an der Wasseroberfläche auf in Kontakt mit der Luft 

mittels der paarigen Atemtrompeten (Becker et al. 2010). 

 

2.3.2.3  Adulte 

Nach etwa zwei Tagen der Metamorphose schlüpft die adulte Stechmücke. Diese ist 

innerhalb weniger Minuten nach der Sklerotisierung der weichen Cuticula flugfähig 

(Becker et al. 2010). 

Stechmücken sind mit einem Exoskelett bedeckt und weisen eine bilaterale 

Symmetrie auf (Rueda 2008). Im Allgemeinen unterscheiden sich die adulten 

Stechmücken von anderen Vertretern der Nematocera durch ihren langen 

Stechrüssel, der immer länger als der Thorax und nach vorne gerichtet ist (Becker et 

al. 2010). 

Der Körper der Stechmücke wird in Kopf, Thorax und Abdomen unterteilt 

(Abbildung 7). 
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Abb. 7: Körperbau einer weiblichen Steckmücke (Culicine), (nach Werblow 2015) 

 

Alle drei Körperabschnitte sind gattungsspezifisch mit Schuppen und Borsten 

bedeckt (Becker et al. 2010). Der Kopf verfügt über Antennen, Maxillarpalpen, zwei 

Facettenaugen und einen Proboscis (Stechrüssel) (Becker et al. 2010). Der Proboscis 

ist in der Regel etwas kürzer als der Körper und generell sind nur die weiblichen 

Stechmücken Blutsauger (Kren & Aspöck 2012). Der weibliche Stechrüssel ist in 

Faszikel (Stilettbündel) und das ihn umschließende Labium unterteilt. Bei der 

Blutaufnahme dringt der Faszikel in die Haut ein, während das Labium gebogen 

wird und auf der Hautoberfläche bleibt. 
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Der Faszikel besteht aus sechs langen und schmalen Stiletten: dem Labrum, den 

paarigen zahntragenden Maxillen, dem Hypopharynx und den paarigen Mandibeln 

(Wahid et al. 2003, Lehane 1991). Männliche Stechmücken nehmen kein Blut auf und 

haben einen reduziert ausgebildeten Stechrüssel (Wahid et al. 2003). 

Der Thorax wird in drei verschiedene Brustsegmente unterteilt: Prothorax, 

Mesothorax und Metathorax (Becker et al. 2010). Stechmücken besitzen drei 

Beinpaare, jeweils ein Paar auf jedem Brustsegment (Becker et al. 2010). Zusätzlich 

weist der Mesothorax ein paar Flügel auf, welche einen aktiven Flug ermöglichen. 

Die metathorakalen Flügel sind zu kleinen vibrierenden Organen modifiziert, den 

sogenannten Halteren, die das Gleichgewicht während des Fluges kontrollieren 

(Becker et al. 2010).  

Das Abdomen der Stechmücken besteht aus zehn Segmenten. Die letzten drei 

Segmente mit ihren Organen sind auf die Fortpflanzung und Exkretion spezialisiert 

(Rueda 2008, Becker et al. 2010). 

Neben Blut ernähren sich die weiblichen Culicidae auch von Pflanzen (z.B. 

Blütennektar), die für die Männchen die einzige Nahrungsquelle sind (Krenn & 

Aspöck 2012). Stechmücken haben unterschiedliche Präferenzen bei der Suche nach 

Wirten für die Blutaufnahme. Einige Stechmückenarten sind anthropophil und 

saugen vor allem Blut von Menschen, während andere Arten lieber Blut von Tieren 

und Vögeln saugen (Rueda 2008). Dabei gibt es Arten, die vorwiegend ornithophil 

sind, und andere eher mammophil. Medizinisch interessant sind die Arten mit eher 

promiskem Stechverhalten, da sie Pathogene zwischen den verschieden 

Wirtstierarten übertragen können. 

 

2.3.2.4  Flugverhalten und Überwinterungsstrategien 

Stechmücken weisen auch Unterschiede im Flugverhalten auf. Man unterscheidet 

zwischen ortsansässigen Arten (z. B. Cx. pipiens pipiens), welche nur durch starke 

Winde verstreut und so vom Brutplatz vertrieben werden (Pfeffer & Dobler 2014). 

Dagegen ist es für die starken Flieger (v.a. Waldstechmücken) möglich, in einer 

Nacht mehrere Kilometer zurückzulegen. Grundsätzlich ist das Ausmaß der 

Stechmückenaktivität multifaktoriell und hängt unter anderem von der Windstärke, 

der Lichtintensität und dem physiologischen Zustand (vollgesogen, hungrig, gravid 

oder in der Paarungszeit) ab (Pfeffer & Dobler 2014). Zudem sind die meisten 

Stechmücken dämmerungs- und nachtaktiv, um eine starke Dehydrierung während 

der Tageshitze zu vermeiden (Pfeffer & Dobler 2014). 
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Die Stechmücken haben verschiedene Strategien entwickelt, um die kalten 

Jahreszeiten erfolgreich zu überleben. Die meisten Arten überwintern nur in einem 

Entwicklungsstadium. Es gibt jedoch auch einige Arten (z. B. Ochlerotatus rusticus, 

Culiseta morsitans), die je nach Feuchtigkeit und Temperatur als Eier oder als Larven 

überwintern. Bei anderen Stechmückenarten (z. B. Cx. pipiens pipiens) halten die 

Weibchen in feuchten Kellern einen Winterschlaf ab und legen im Frühjahr nach der 

Blutaufnahme die Eier ab (Pfeffer & Dobler 2014). 

 
2.3.3  Arboviren in Deutschland 

Im Allgemeinen sind fünf Virusfamilien bekannt, die von Stechmücken übertragen 

werden können: Togaviren, Flaviviren, Orthobunyaviren, Reoviren und 

Rhabdoviren. Vor allem die Vertreter der ersten drei Virusfamilien sind von großer 

veterinär- und humanmedizinischer Bedeutung (Pfeffer et al. 2013). 

Um das von Stechmücken ausgehende Risiko für die Gesundheit von Mensch und 

Tier zu bewerten, wurden in Deutschland Monitoring- und Surveillance-Programme 

initiiert. Sie erfassen beispielsweise die einheimische Stechmückenfauna und führen 

Studien zum Erregernachweis und zur Vektorkompetenz für exotische Pathogene 

durch (Jöst et al. 2010, Jöst et al. 2011a, Jöst et al. 2011c, Werner et al. 2012, Becker et 

al. 2012, Allering et al. 2012, Cadar et al. 2014, Cadar et al. 2017a, Cadar et al. 2017b, 

Kampen et al. 2017, Walther & Kampen 2017, Scheuch et al. 2018, Werner et al. 2020).  

Bisher wurden in Deutschland Viren aus verschiedenen Virusfamilien nachgewiesen: 

Tahyna-Virus, Batai-Virus, Sindbis-Virus, Usutu-Virus und West-Nil-Virus. Alle 

diese Viren sind potenzielle Krankheitserreger für Mensch und Tier und werden hier 

im Einzelnen kurz vorgestellt (Scheuch et al. 2018). 

 

Tahyna-Virus und Batai-Virus 

Tahyna-Virus (TAHV) und Batai-Virus (BATV) sind zwei Arboviren aus der 

Ordnung der Bunyavirales, Familie Peribunyaviridae, die in Deutschland in 

Stechmücken nachgewiesen wurden. Beide Viren gehören zur Gattung der 

Orthobunyaviren und verursachen bei einer Infektion des Menschen die sogenannte 

Sommergrippe (Hubalek 2008, Li et al. 2014). 

Die Erstisolierung des Tahyna-Virus (TAHV) erfolgte aus Ae. vexans und Ae. caspius 

in der Ortschaft Tahyna in der Slowakei im Jahr 1958 (Bardos & Danielova, 1959). 

Das TAHV war das erste in Europa und auch in Deutschland nachgewiesene 

humanpathogene Arbovirus und wird vor allem durch Überschwemmungsmücken 
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(z.B. Ae. vexans) in einem Zyklus zwischen Hasen (Lepus europaeus) und Kaninchen, 

Igeln (Erinaceus roumanicus) und Nagetieren unterhalten (Spieckermann & 

Ackermann 1972, Becker et al. 2014, Pfeffer et al. 2013, Hubalek 2008). Seit dem 

letzten Nachweis von TAHV aus Stechmücken im Oberrheintal Anfang der 1980er 

Jahre erfolgten in Deutschland keine weiteren TAHV-Virusisolierungen mehr 

(Pfeffer & Dobler 2014). 

Das Batai-Virus (BATV) wurde zum ersten Mal aus Cx. gelidus Stechmücken in 

Kuala Lumpur, Malaysia, im Jahr 1955 isoliert (CDC 1984). In Europa wurde es aus 

Anopheles maculipennis (An. maculipennis) in der Slowakei 1960 isoliert (Gratz 2006).  

Als BATV-Hauptvektoren gelten in Europa vor allem An. maculipennis und An. 

claviger (Gratz 2006). Als Wirte fungieren vor allem Hausschweine, Wiederkäuer und 

Pferde (Hubalek 2008). 

Im Jahr 2009, wurde in Deutschland BATV in einem von 643 An. maculipennis s.l. 

untersuchten Pools (mit insgesamt 16.057 Stechmücken) nachgewiesen (Jöst et al. 

2011a). 

Um die veterinärmedizinische Bedeutung von BATV in Deutschland bei 

Wiederkäuern zu bewerten, wurden 648 Rinderserumproben in Südwestdeutschland 

auf BATV untersucht. Drei Proben enthielten neutralisierende Antikörper, was auf 

eine lokale Übertragung hinweist und Wiederkäuer als potenzielle Wirte für BATV 

in Südwestdeutschland identifiziert (Hofmann 2015). 

In einer weiteren Studie wurden von 2011 bis 2016 in verschiedenen Teilen 

Deutschlands Stechmücken gesammelt und auf Flavivirus-, Alphavirus- und 

Orthobunyavirus-RNA untersucht. Von 4.144 Pools mit insgesamt 97.648 

Stechmücken wurden 24 Pools positiv auf BATV-RNA getestet (Scheuch et al. 2018). 

BATV-RNA wurde in An. messeae, An. daciae, Cx. pipiens s.l., Culiseta spp. (nicht 

weiter differenziert), Ae. vexans und Cx. modestus nachgewiesen (Scheuch et al. 2018).  

Da die Untersuchung der einheimischen Stechmückenarten und der übertragenen 

Krankheitspathogene in Deutschland lange Zeit vernachlässigt wurde, ist es nicht 

möglich zu beurteilen, ob die Ausbreitung der nachgewiesenen BATV zugenommen 

hat (Scheuch et al. 2018). 

 
Sindbis-Virus  

Sindbis-Virus (SINV) ist ein Arbovirus der Familie Togaviridae, Genus Alphavirus. 

1952 wurde das SINV erstmals aus Culex Stechmücken bei der Ortschaft Sindbis in 

Ägypten isoliert und nach diesem Ort benannt (Taylor et al. 1955). Außerdem hat 
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SINV eine ungewöhnlich weite Verbreitung und kommt in Europa, Afrika, Asien 

und Australien vor (Eldridge & Edman 2002, Pfeffer et al. 2013, Lundström und 

Pfeffer 2010). 

Die erste bekannte Isolierung von SINV fand 1961 bei einer erkrankten Person in 

Uganda statt (Eldridge & Edman 2002). Die Klinik beim Menschen ist durch Fieber, 

Hautausschläge, Muskel- und Gelenkschmerzen charakterisiert (Adouchief et al. 

2016). 

Als Vektoren in Europa gelten vor allem Cx. pipiens, Cx. torrentium, Culiseta morsitans, 

Coquillettidia richiardii, Ochlerotatus communis, Ochlerotatus excrucians, Ae. cinereus, and 

An. hyrcanus und als Wirte fungieren vor allem Sperlingsvögel (Passeriformes) 

(Hubalek 2008).  

Bei einem Arbovirus Surveillance Programm am Oberrhein im Jahr 2009 wurden 10 

von 643 Stechmücken-Pools SINV-positiv getestet, dabei handelte es sich um Pools 

mit Culex- und Anopheles-Spezies (Jöst et al. 2010). Im Folgejahr wurde SINV zum 

ersten Mal aus einer verletzten Nebelkrähe (Corvus corone cornix) in Berlin isoliert 

(Eiden et al. 2014). 

Darüber hinaus wurden in den Folgejahren auch spezifische Antikörper (IgG) gegen 

SINV bei vier von 3.389 untersuchten Serumproben gesunder Blutspender gefunden 

(Jöst et al. 2011b).  

In der bereits genannten Studie wurden von 2011 bis 2016 insgesamt 97.648 

Stechmücken in 4.144 Pools untersucht und von 29 Pools, die positiv auf Arbovirus-

RNA getestet wurden, waren drei Pools mit Culex-Arten positiv auf SINV-RNA 

getestet (Scheuch et al.2018). 

Eine weitere Isolation des SINV erfolgte aus dem Blut einer erkrankten Ringeltaube 

(Columba polumbus), welche in Gießen im Jahr 2016 untersucht wurde (Ziegler et al. 

2019).  

Darüber hinaus wurden in den Jahren 2016 und 2017 in verschiedenen Regionen 

Deutschlands SINV Antikörper im Blut von wildlebenden Vögeln nachgewiesen (z.B. 

bei einem Mäusebussard (Buteo buteo), einem Habicht (Accipiter gentilis), zwei Elstern 

(Pica pica) und zwei Aaskrähen (Corvus corone)) (Ziegler et al. 2019).  

Weiterhin wurden SINV Antikörper im Blut von drei Greifvögeln in einer Falknerei 

in Westdeutschland und bei elf Greifvögeln und Eulen in einer anderen Falknerei in 

Baden-Württemberg vorgefunden (Ziegler et al. 2019). 
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Diese Ergebnisse deuten auf eine enzootische Zirkulation des SINV in den beprobten 

Gebieten hin, allerdings sind keine Daten zur Übertragung der SINV auf den 

Menschen vorhanden (Ziegler et al. 2019). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Monitoring-Programme zum Nachweis der 

Zirkulation von SINV in Stechmücken und wildlebenden Vögeln weiterhin nötig 

sind, um das Infektionsrisiko mit SINV für Mensch und Tier zu bewerten (Ziegler et 

al 2019). 

 

Usutu-Virus 

Das Usutu-Virus (USUV) ist ein Arbovirus der Familie Flaviviridae, Genus Flavivirus 

und gehört zur Japan-Enzephalitis-Serogruppe (Poidinger et al. 1996). Das USUV 

wurde erstmals 1959 aus Cx. neavei-Stechmücken in Südafrika isoliert (NABU). 

Wildlebende Vögel fungieren als Hauptreservoir für USUV, und Zugvogelarten 

spielen eine wesentliche Rolle bei der Verbreitung von USUV in neue Regionen (Jöst 

et al. 2011c). 

Im Jahr 2010 wurden im Rahmen eines Arbovirus-Surveillance-Programms in 

Deutschland 54.321 weibliche Stechmücken gefangen und in Pools nach ihrer 

Spezieszugehörigkeit untersucht, ein Pool von Cx. pipiens pipiens Weibchen aus 

Weinheim wurde positiv auf USUV getestet, und anschließend konnte USUV auch 

isoliert werden (Jöst et al. 2011c). Im Juni des folgenden Jahres wurde ein erhöhtes 

Amselsterben (Turdus merula) am Oberrhein gemeldet. Bei der Untersuchung von 223 

verstorbenen Wildvögeln wurde in den Organen von 86 Vögeln USUV nachgewiesen 

(Becker et al. 2012).  

In der bereits oben erwähnten Stechmücken Monitoring-Studie aus den 

Untersuchungsjahren 2011-2016 wurden 4.144 Pools auch auf Flavivirus-RNA 

untersucht und zwei Pools mit Culex-Arten wurden positiv auf USUV-RNA getestet 

(Scheuch et al. 2018). 

Darüber hinaus wurden im Jahr 2013 zwei tote Fledermäuse positiv auf USUV 

getestet (nur im Gehirngewebe) und es sind weitere Untersuchungen erforderlich, 

um festzustellen welche Rolle Fledermäuse bei der Verbreitung von USUV spielen 

(Cadar et al. 2014).  

Um ein Verständnis über die Ausbreitung des USUV in Europa zu gewinnen, sind 

länderübergreifende Monitoring-Programme von Vorteil. So wurden im Jahr 2016 in 

einem Überwachungsprogramm in Belgien, Frankreich, Deutschland und den 
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Niederlanden insgesamt 17 lebendige und 147 verstorbene Vögel positiv auf das 

USUV-Virus getestet (Cadar et al. 2017a). 

Beim Menschen wurden zwei klinische Fälle von USUV im Jahr 2009 bei 

immungeschwächten Personen beschrieben (Pecorari et al. 2009, Cavrini et al. 2009).  

Darüber hinaus wurde im Rahmen des Überwachungsprogramms im Jahr 2012 in 

Südwestdeutschland und im Jahr 2016 in Westdeutschland jeweils ein Blutspender 

positiv auf USUV-IgG und -IgM getestet. Insgesamt wurden entsprechend 4.200 und 

13.023 Blutproben untersucht (Allering et al. 2012, Cadar et al. 2017b). 

Es sind keine dokumentierten Fälle von USUV-Infektionen bekannt, die durch 

Transfusionen von mit USUV-kontaminierten Blutprodukten verursacht wurden 

(Cadar et al. 2017b).  

Aufgrund der kontinuierlichen Ausbreitung des USUV in Europa und der 

beschriebenen USUV-Infektion in der Humanmedizin, sollte das USUV jedoch in die 

Differentialdiagnose der Enzephalitiden mit unbekannter Ätiologie mit einbezogen 

werden (Pecorari et al. 2009, Cavrini et al. 2009, Cadar et al. 2017a). 

 

West-Nil-Virus 

Das West-Nil-Virus (WNV) ist ein Arbovirus der Familie Flaviviridae, Genus 

Flavivirus. WNV gehört zur Japan-Enzephalitis-Serogruppe und wird in zwei 

Subtypen, WNV-Subtyp1 und 2, unterteilt (RKI 2021). 

Die erste Isolierung erfolgte im Jahr 1937 aus einer erkrankten Person im West Nil 

Distrikt in Uganda (Hubalek 2008). Das WNV zirkuliert in einem enzootischen 

Zyklus vor allem zwischen den Stechmücken der Gattung Culex und Reservoir-

Wirten, in erster Linie Vögeln (Kramer et al. 2008). Das WNV verursacht bei mehr als 

20 % der infizierten Menschen meist eine febrile Erkrankung (Zou et al. 2010). Unter 

1 % der Betroffenen entwickeln eine neurotrope Erkrankung, die sich in 

Enzephalitiden oder Meningo-Enzephalomyelitis äußern kann (Mostashari et al. 

2001). 

In Europa zirkuliert WNV seit den 1960er Jahren (Hubalek 2008). In Deutschland 

sind bis 2018 nur importierte Fälle beschrieben worden (Gabriel et al. 2013, Frank et 

al. 2020). Im Jahr 2018 wurde eine Zunahme der WNV-Ausbrüche in Südost- und 

Südeuropa beobachtet (ECDC 2018). Auch in Deutschland wurden in diesem Jahr 

Vögel positiv auf WNV getestet. Im August und September wurden sechs tödliche 

WNV-Fälle bei wildlebenden Vögeln (Habicht (Accipiter gentilis), zwei Amseln 

(Turdus merula)) und in Gefangenschaft lebenden Vögeln (zwei Steinkäuze (Strix 



25 
 

nebulosa), Habicht (Accipiter gentilis)) festgestellt (Ziegler et al. 2018). Darüber hinaus 

wurde 2018 auch ein Fall von autochthonem West-Nil-Fieber beim Menschen 

gemeldet - allerdings handelte es sich dabei nicht um eine vektorübertragene WNV-

Infektion, sondern um eine Infektion durch Kontakt mit einem erkrankten Vogel 

(ProMED‐mail 2018). 

Im darauffolgenden Jahr wurden beim Menschen fünf autochthone WNV-

Infektionen diagnostiziert, und in drei dieser Fälle wurde eine neuroinvasive 

Erkrankung beobachtet (Frank et al. 2020). Im Jahr 2020 wurden in Leipzig neun 

Fälle der WNV-Infektion festgestellt, in sieben davon handelte es sich um die 

neuroinvasive West-Nil-Erkrankung (WNND) und in zwei anderen Fällen um das 

West-Nil-Fieber (WNF) (Pietsch et al. 2020). 

Nachdem in Deutschland autochthone Fälle von WNV-Infektionen bei Menschen 

und Tieren gemeldet wurden, wird empfohlen, bei fiebrigen Erkrankungen und 

Enzephalitiden eine WNV-Diagnostik durchzuführen (Frank et al. 2020). 
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3  PUBLIKATION 
3.1  Stellungnahme zum Eigenanteil an den Arbeiten zur Publikation 
„Characterization and Vector Competence Studies of Chikungunya Virus Lacking 

Repetitive Motifs in the 3′Untranslated Region of the Genome“ 

Karliuk Y, vom Hemdt A, Wieseler J, Pfeffer M, Kümmerer BM. Viruses 2021; 

13(3):403. https://doi.org/10.3390/v13030403 

 

Konzept: An der Konzipierung des Projekts waren PD Dr. rer. nat. Beate Kümmerer 

und mein Betreuer Prof. Dr. Martin Pfeffer maßgeblich beteiligt. 

Material und Methoden: Die Etablierung des Insektariums und die Aufzucht der 

Stechmücken für die Infektionsversuche erfolgten durch mich. 

Die Unterhaltung der Zellkultur, die Konstruktion des CHIKV-∆DR, die in-vitro-

Transkription und Gewinnung des rekombinanten Virus, Untersuchungen zur 

Wachstumskinetik in der Zellkultur sowie der Plaque-Assay wurden von der 

Forschungsgruppe PD Dr. rer. nat. Beate Kümmerer durchgeführt. 

Die Vorbereitung der Stechmücken für die Infektionsversuche sowie die oralen- und 

intrathorakalen Infektionsversuche im S3-Labor wurden durch mich durchgeführt. 

Auch die Verarbeitung der Stechmücken nach der Infektion wurde durch mich 

durchgeführt. Die umfasste die Betäubung und Präparation der Stechmücken nach 

der Infektion sowie die Speichelassays der infizierten Stechmücken im S3-Labor. 
Die Extraktion der Nukleinsäure aus Stechmücken-Proben und die Real-Time PCR 

(RT- PCR) Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe PD Dr. rer. nat. Beate 

Kümmerer durchgeführt. Die Statistischen Tests wurden durch die 

Forschungsgruppe PD Dr. rer. nat. Beate Kümmerer und Prof. Dr. Martin Pfeffer 

durchgeführt. An der Literaturrecherche und dem Verfassen der Publikation haben 

alle Autoren mitgewirkt. 
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4  Diskussion 

Nachdem im Jahr 2007 ein lokaler Ausbruch des CHIKV (E1-A226V) in einer 

gemäßigten Zone in der italienischen Provinz Ravenna aufgetreten war und vor Ort 

gefangene Ae. albopictus Stechmücken positiv auf CHIKV getestet wurden, stellte sich 

daraufhin die Frage, ob auch andere Stechmückenarten in gemäßigten Zonen als 

CHIKV-Vektoren fungieren könnten. In der vorliegenden Studie sollte zum einen 

untersucht werden, ob auch die Stechmückenarten aus der Gattung Aedes und der 

Gattung Culex, die in den gemäßigten Klimazonen Deutschlands vorkommen, als 

CHIKV-Vektoren fungieren können. Zum anderen: nachdem einige Studien gezeigt 

haben, dass die repetitiven 3' UTR-Sequenzen im CHIKV-Genom die 

Virusübertragung beeinflussen, haben wir eine CHIKV 3́ UTR-Deletionsmutante mit 

einer Deletion von DR1a und DR2a in der 3́ UTR (CHIKV-∆DR) hergestellt und diese 

bezüglich der Wachstumskinetik mit Chikungunya-Wildtyp-Virus (CHIKV-WT) in 

C6/36- und Aag2-Stechmückenzellen sowie in BHK-21/J-Wirbeltier-Zellen sowie in 

vier Stechmückenarten verglichen.  

Bei den Stechmücken lag der Schwerpunkt auf in Deutschland vorkommenden 

Stechmücken Ae. vexans und Cx. pipiens molestus sowie auf den bekannten 

Hauptvektoren von CHIKV Ae. aegypti und Ae. albopictus. 

In Experimenten mit Stechmücken wurden diese mit CHIKV-∆DR und CHIKV-WT 

sowohl oral mit je 1x 106 PFU/ml über eine Fütterungsmembran als auch 

intrathorakal mit je 200 PFU (zur Umgehung der Mitteldarmbarriere) infiziert und an 

verschiedenen Tagen nach der Infektion und in verschiedenen Körperteilen sowie im 

Speichel auf virale RNA mittels Real-Time Reverser Transkription-Polymerase 

Kettenreaktion (RT-PCR) untersucht. 

Schon vor Jahrzehnten wurde darüber berichtet, dass die Alphaviren in der 3′ UTR 

eine Reihe von Sequenzwiederholungen (RSE oder DRs) enthalten (Ou et al. 1982, 

Pfeffer et al. 1998, Strauss & Strauss 1994). Dennoch gibt es im Vergleich zu 

zahlreichen Studien über Punktmutationen innerhalb offener Leserahmen des 

Virusgenoms nur wenige Studien, die sich mit der Evolution und den Faktoren für 

die Fitness von UTRs befassen (Chen et al. 2013). So sind bislang die Funktionen und 

die Evolution der CHIKV 3′ UTR und der direkten Wiederholungssequenzen nicht 

vollständig verstanden. 

Bemerkenswert ist, dass die Anzahl und die Reihenfolge der direkten 

Wiederholungssequenzen nicht nur zwischen verschiedenen Alphaviren, sondern 

auch innerhalb einer Spezies variieren (Pfeffer et al. 1998, Hyde et al. 2015). Dies 
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betrifft auch das CHIKV, bei dem die verschiedenen Genotypen eine 

unterschiedliche Anzahl und Anordnung von direkten Wiederholungssequenzen in 

der 3′ UTR-Region (DRs 1, 2 und 3) aufweisen (Chen et al. 2013, Hyde et al. 2015). 

Chen und seine Ko-Autoren vermuten, dass diese Unterschiede das Ergebnis eines 

evolutionären Prozesses der Anpassung an Vektoren und nicht an Wirtsarten sind 

(Chen et al. 2013). Einer der Ansätze zur Erforschung der Funktion von DRs ist die 

gerichtete Deletion von ausgewählten Elementen der 3′ UTR mit anschließender 

Analyse der Replikationsfähigkeit der entsprechenden CHIKV-Mutante in vivo und 

in vitro (Chen et al. 2013). 

Beide Viren, das CHIKV-WT und das CHIKV-∆DR, zeigten ein vergleichbares 

Wachstum in Wirbeltier-Zellen (BHK-21/J) und erreichten 44 Stunden nach der 

Infektion einen Titer von 5 x 108 PFU/ml. Das Wachstum beider Viren war auch in 

von Ae. albopictus abgeleiteten C6/36-Stechmückenzellen effizient, wobei CHIKV-WT 

ein um fast eine Log-Stufe höheres Wachstum zeigte als CHIKV-∆DR. 

Ähnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Autoren in Experimenten mit 

Deletionsmutanten des Sindbis-Virus (SINV), einem weiteren Vertreter und 

Prototypvirus des Genus Alphavirus beschrieben. So erwiesen sich drei der sechs 

konstruierten Deletionsmutanten des SINV mit Deletionen jeweils von 31nts, 266nts 

und 293nt in der 3′ UTR als lebensfähig (Kuhn et al. 1990). Die lebensfähige 

Deletionsmutante mit der längsten Deletion von 293nts, was 92 % der 

ursprünglichen 3′ UTR ausmachte und bei der nur 25nts des 3′-Terminus des 

Genoms einschließlich des CSE-Elements und eines Nukleotids 3‘ des UGA-

Stoppcodons der Strukturproteine übrig blieben, zeigte ein stark beeinträchtigtes 

Wachstum in C6/36-Stechmückenzellen im Vergleich zum Wachstum in 

Wirbeltierzellen mit einem Unterschied von mehr als zwei Logstufen. Diese Mutante 

war auch stärker im Wachstum beeinträchtigt als die beiden anderen lebensfähigen 

Deletionsmutanten in dieser Studie mit entsprechenden Deletionen von 31nts und 

266nts in der 3′ UTR (Kuhn et al. 1990). Dass die drei lebensfähigen SINV 

Deletionsmutanten in C6/36-Stechmückenzellen weniger effizient wachsen als in 

Wirbeltierzellen, deutet darauf hin, dass in Arthropodenwirten Faktoren vorhanden 

sind, die spezifisch mit den deletierten Sequenzen interagieren (Kuhn et al. 1990, 

Chen et al. 2013). Noch weitere drei der sechs Deletionsmutanten in dieser Studie mit 

der Deletion von 44nts, 317nts und 358nts waren nicht lebensfähig, was darauf 

hindeutet, dass die 3′ UTR von SINV (minimale) Sequenzen enthält, die für die 

Virusreplikation unerlässlich sind (Kuhn et al. 1990). 
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Auch die jüngeren Studien in Versuchen mit CHIKV-Deletionsmutanten des 

asiatischen Genotyps sowie der IO-Linie haben ähnliche Ergebnisse gezeigt (Chen et 

al.2013, Filomatori et al. 2019, Morley et al. 2018). In einer von diesen jüngeren 

Studien mit einem karibischen CHIKV-Isolat, führten die Deletionen verschiedener 

Anzahlen und Sätze von DR-Elementen in der 3’ UTR zu einem verringerten 

Wachstum in C6/36-Stechmückenzellen. Jedoch hatten die Deletionen keine 

signifikanten Auswirkungen auf die Virusreplikation in vertebraten BHK-Zellen 

(Filomatori et al. 2019). Es wurde auch eine positive Korrelation zwischen der Anzahl 

der deletierten DR-Elemente und den Replikationsraten in Stechmückenzellen 

beobachtet. Außerdem konnte die Deletion von DR3-Kopien nicht durch DR(1+2) 

kompensiert werden, was auf eine andere Funktionalität schließen lässt (Filomatori 

et al. 2019). 

Die gleichen Autoren untersuchten auch die Deletion der Sequenzen DR1ab und 

DR2ab in CHIKV-La Réunion, das ebenfalls wie CHIKV-∆DR in unserer Studie zur 

IO-Linie gehört. Dies führte zu einem um etwa drei bis vier log-Stufen verringerten 

Wachstum in Stechmückenzellen C6/36 im Vergleich zum Wildtyp-Virus (Filomatori 

et al. 2019). 

In unseren Versuchen mit C6/36-Stechmückenzellen führte die Deletion der DR1a- 

und DR2a-Sequenzen im 3′ UTR (CHIKV-∆DR) zu einer Reduktion von nur etwa 

einer Log-Stufe im Vergleich zum Wildtyp Virus, was die Erkenntnis bestätigt, dass 

die Größe der Deletion mit dem Ausmaß der Wachstumsreduktion korreliert. 

Bemerkenswerterweise zeigte CHIKV-WT in unseren Experimenten ein weniger 

effizientes Wachstum in von Ae. aegypti abgeleiteten Aag2-Stechmückenzellen als in 

den Ae. albopictus abgeleiteten C6/36-Zellen, obwohl Ae. aegypti als Hauptvektor für 

CHIKV gilt. So war nach einer Infektion der Aag2-Stechmückenzellen der Aufstieg 

des Virustiters verzögert und erreichte erst nach 96 Stunden bei 105PFU/ml seinen 

Höhepunkt. Auch andere Studien beschreiben eine vergleichsweise geringe 

Replikation von CHIKV in Aag2-Stechmückenzellen (Roberts et al. 2017).  

Die Effizienz der CHIKV Freisetzung aus Aag2-Stechmückenzellen im Vergleich zu 

C6/36-Stechmückenzellen scheint auch zwischen verschiedenen CHIKV-Isolaten zu 

variieren. So stieg in einer anderen Studie die virale Kopienzahl im Überstand der 

Aag2-Zellkultur bei der Infektion mit CHIKV des asiatischen Genotyps schneller an, 

als bei der Infektion mit CHIKV der IO-Linie der ECSA-Genotyp innerhalb der 

ersten 24 Stunden (Zhang et al. 2018). 
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Wie auch in der C6/36-Zellkultur, zeigte sich auch die Replikation von CHIKV-∆DR 

auch in Aag2-Stechmückenzellen beeinträchtigt. Dies deutet darauf hin, dass die 

Deletionsmutanten ein beeinträchtigtes Wachstum in Stechmückenzellen aufweisen, 

und noch unbekannte Faktoren in Stechmückenzellen spezifisch mit den deletierten 

Sequenzen interagieren (Kuhn et al. 1990).  

In Übereinstimmung mit dieser Hypothese wurden funktionelle Unterschiede 

zwischen 3' UTRs in Wirbeltier- und Insektenzellen im Hinblick auf die Translation 

beschrieben. So konnte festgestellt werden, dass ein Motiv aus repetitiven 

Sequenzelementen in der 3’ UTR an der Translation genomischer und 

subgenomischer mRNAs von SINV in Stechmückenzellen, nicht aber in 

Wirbeltierzellen beteiligt ist (Garcia-Moreno et al. 2016). Es wird vermutet, dass 

solche, sich wiederholenden Motive im Laufe der Evolution erworben wurden, um 

das Wirtsspektrum bei den Stechmücken zu erweitern (Garcia-Moreno et al. 2016). 

Ein weiterer Fokus dieser Studie war es, die Vektorkompetenz der einheimischen Ae. 

vexans, Cx. pipiens Stechmücken für CHIKV-WT zu untersuchen, und wie sich die 

Deletion der DR-Elemente in CHIKV-∆DR im Vergleich zu CHIKV-WT auf die 

Vektorkompetenz in bekannten CHIKV-Vektoren Ae. aegypti und Ae. albopictus und 

einheimischen Ae. vexans, Cx. pipiens Stechmücken auswirkt. 

Trotz, dass die Deletionsmutante im Vergleich zu CHIKV-WT ein vermindertes 

Wachstum in Stechmückenzellen zeigte, konnten die bekannten CHIKV-Vektoren 

Ae. aegypti und Ae. albopictus erfolgreich in intrathorakalen und oralen 

Infektionsversuchen infiziert werden.  

Die einheimischen Stechmückenarten Ae. vexans oder Cx. pipiens konnten oral zwar 

weniger effizient als die CHIKV-Vektoren Ae. aegypti und Ae. albopictus, aber 

trotzdem erfolgreich mit CHIKV-WT und CHIKV-∆DR infiziert werden. Bei der 

intrathorakalen Infektion und Umgehung der Mitteldarmbarriere wurde auch bei Ae. 

vexans oder Cx. pipiens eine effiziente Virusreplikation beobachtet. 

In einer weiteren Studie von Merwaiss und Ko-Autoren (2021) wurden mehrere DR-

Elemente in der 3' UTR des karibischen Isolats von CHIKV deletiert und die 

erhaltene 3' UTR-Deletionsmutante mit dem CHIKV-Wildtyp in Bezug auf 

Infektions-, Disseminations- und Übertragungsraten in Ae. aegypti und Ae. albopictus 

Stechmücken verglichen (Merwaiss et al. 2021). Die Autoren stellten fest, dass in 

einem oralen Infektionsversuch das Wildtyp-CHIKV im Vergleich zur 

Deletionsmutante eine kürzere extrinsische Inkubationszeit hatte und, dass die virale 

Replikationskinetik die Fähigkeit des Virus, aus dem Mitteldarm zu entkommen, 



46 
 

beeinflusst. Neben der Replikationskinetik könnte diese Fähigkeit auch von der 

initialen Virusdosis beeinflusst werden (Merwaiss et al. 2021). Die langsam 

replizierende Deletionsmutante war in dieser Studie weniger gut in der Lage, die 

Mitteldarmbarriere zu überwinden, als CHIKV-WT (Merwaiss et al. 2021). Erhöhte 

Virustiter wurden auch nach intrathorakaler Infektion bei CHIKV-WT im Vergleich 

zur Deletionsmutante beobachtet, allerdings nur am Tag 2 und Tag 4 der Infektion, 

am Tag 6 wiesen die Viren vergleichbare Titer auf (Merwaiss et al. 2021).  

In unseren Experimenten kamen wir zu ähnlichen Ergebnissen, und nach einer 

intrathorakalen Infektion von Ae. vexans oder Cx. pipiens Stechmücken wurden keine 

signifikanten Unterschiede in Virusreplikation zwischen Mutanten- und Wildtyp-

Viren festgestellt, wenn die Proben von Tag 7 bzw. zwei Wochen nach der Infektion 

analysiert wurden. 

Allerdings gab es statistisch signifikante Unterschiede bei der Analyse der 

Wachstumsraten eines Virustyps in verschiedenen Stechmückenarten. 

So stiegen bei einer intrathorakalen Infektion der Stechmücken mit 200 PFU der 

CHIKV-∆DR die Virustiter bei Ae. albopictus und Ae. aegypti Stechmücken am Tag 7 

und Tag 14 nach der Infektion um vier Logstufen an, während sie bei Ae. vexans und 

Cx. pipiens Stechmücken am Tag 7 und Tag 14 nach der Infektion um drei 

beziehungsweise zwei Logstufen entsprechend zunahmen. 

In ähnlicher Weise replizierte CHIKV-WT in einem Versuch mit 200 PFU bei einer 

intrathorakalen Infektion von Stechmücken mit höheren Titern in Ae. vexans als in 

Cx. pipiens Stechmücken. Dies deutet darauf hin, dass die Mitteldarm-

Entweichungsbarriere nicht der einzige Faktor ist, der die Vektorkompetenz von 

Stechmücken beeinflusst. Auch die Replikationskinetik des Virus in den 

Sekundärgeweben scheint bei den verschiedenen Stechmückenarten unterschiedlich 

zu sein. Der Einfluss dieser beiden Faktoren bei einer oralen CHIKV-Infektion führt 

zu einer längeren extrinsischen Inkubationsperiode bei Ae. vexans und Cx. pipiens 

Stechmücken im Vergleich zu Ae. albopictus und Ae. aegypti Stechmücken. 

Dies wird auch durch unsere Ergebnisse gestützt, wonach Ae. vexans Stechmücken 

erst nach Tag 14 höhere Virustiter erreichen und erst dann die meisten Ae. vexans 

Stechmücken mit disseminierter Virusinfektion beobachtet wurden. 

Bemerkenswert ist auch, dass der Virusnachweis im Speichel meist in Stechmücken 

mit hoher Viruslast in den Flügeln erfolgte, was auf eine bestimmte 

Virusreplikationsschwelle in sekundären Geweben hinweist, die erreicht werden 

muss, damit das Virus im Speichel erscheint und somit potenziell übertragbar wird. 
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Obwohl in einem oralen CHIKV-Infektionsversuch mit den einheimischen 

Stechmücken, die Cx. pipiens in geringerer Zahl infiziert wurden als die Ae. vexans, 

wurde eine Dissemination des Virus in sekundäres Gewebe sowie ein 

Übertragungspotenzial beobachtet, da 104 RNA-Kopien oder mehr in sekundärem 

Gewebe (Flügel) nachgewiesen werden konnten. 

In einer anderen Studie wurde die Empfänglichkeit von in Frankreich gesammelten 

Ae. vexans und Cx. pipiens Stechmücken für CHIKV (E1-A226V) untersucht. Es 

wurden Immunfluoreszenzanalysen von Kopfquetschproben durchgeführt und alle 

Stechmückenweibchen erwiesen sich als refraktär für eine CHIKV-Infektion (Vazeille 

et al. 2008). In dieser Studie hat sich jedoch gezeigt, dass andere in Frankreich 

vorkommende Aedes Stechmücken für CHIKV empfänglich sind, nämlich Ae. detritus 

und Ae. caspius, die in Immunfluoreszenzanalysen mit Infektionsraten von 67,3 % 

bzw. 25 % positiv auf CHIKV getestet wurden (Vazeille et al. 2008). 

In einer weiteren Studie wurden Eier und Larven von Ae. vexans und Cx. pipiens in 

Norditalien gesammelt und die Stechmücken auf ihre Vektorkompetenz für CHIKV 

(E1-A226V) getestet, während sich Cx. pipiens Stechmücken als refraktär für eine 

CHIKV-Infektion erwiesen, wurden 7,7 % der mittels Immunfluoreszenzanalyse 

untersuchten Kopfquetschproben von Ae. vexans positiv auf CHIKV getestet 

(Talbalaghi et al. 2010).  

In diesen beiden Studien wurde jedoch das Transmissionspotenzial von CHIKV im 

Speichel nicht untersucht, und es ist nicht möglich zu sagen, ob eine erfolgreiche 

Übertragung möglich ist. 

In einer anderen Studie untersuchten Prudhomme et al. (2019) eine weitere Aedes 

Stechmückenart, nämlich Ae. geniculatus aus Albanien, auf ihre Vektorkompetenz für 

CHIKV (E1-A226V). Obwohl diese Stechmücken im Vergleich zu Ae. albopictus eine 

längere extrinsische Inkubationszeit aufwiesen, nämlich drei und sieben Tage nach 

der Infektion entsprechend, erwiesen sie sich als empfänglich für CHIKV und 

kompetent, dieses Virus weiterzugeben (Prudhomme et al. 2019). 

In einem anderen Projekt wurden Stechmücken gesammelt und in Pools mittels Real-

Time Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) auf CHIKV 

getestet. Neben der als CHIKV-Vektor bekannten Ae. aegypti Stechmücke wurde eine 

weitere Stechmückenart aus der Gattung Culex positiv auf CHIKV getestet, und zwar 

wurden zwei der insgesamt 234 gesammelten und getesteten Cx. quinquefasciatus-

Weibchen positiv auf CHIKV-RNA getestet (Cruz et al. 2020). Da die Stechmücken 

als Ganzes analysiert wurden, ohne eine getrennte Speicheldrüsenanalyse auf 
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CHIKV, konnte keine Aussage über das Transmissionspotenzial von Cx. 

quinquefasciatus Stechmücken gemacht werden. 

Abschließend lässt sich zum Vektorpotenzial einheimischer Stechmücken sagen, dass 

unsere Studie zur oralen Infektion mit CHIKV zwar nicht viele Ae. vexans und Cx. 

pipiens Stechmücken umfasste, jedoch deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass 

potenziell sowohl einheimische Ae. vexans als auch Cx. pipiens Stechmücken als 

Vektoren für CHIKV dienen können, basierend auf dem positiven Nachweis von 

CHIKV im Speichel der Stechmücken. 
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Einleitung: Arthropoden-übertragene Viren (Arboviren) spielen weltweit eine große 

Rolle für die Gesundheit von Menschen und Tieren. Das Chikungunya-Virus 

(CHIKV) wird v.a. durch Stechmücken der Gattung Aedes übertragen. Die 

Hauptvektoren sind Aedes aegypti (Ae. aegypti) und Aedes albopictus (Ae. albopictus), 

wobei letzterer sich zunehmend auch in gemäßigten Breiten etabliert. 

Ziele der Untersuchungen: Zum einen sollte untersucht werden, ob auch die 

Stechmückenarten Aedes vexans (Ae. vexans) und Culex pipiens molestus (Cx. pipiens), 

die in gemäßigten Klimazonen vorkommen, als CHIKV-Vektoren fungieren können. 

Zum anderen sollte der Einfluss von Deletionen der Sequenzwiederholungen (DR) in 

der 3‘ nichttranslatierten Region (3‘ UTR) auf die virale Replikation in Zellkultur und 

in Stechmücken untersucht werden. 

Tiere, Material und Methoden: Zunächst wurde eine CHIKV 3́ UTR-

Deletionsmutante mit einer Deletion von DR1a und DR2a in der 3́ UTR (CHIKV-

∆DR) hergestellt und diese bezüglich der Wachstumskinetik mit Chikungunya-

Wildtyp-Virus (CHIKV-WT) in C6/36- und Aag2-Stechmückenzellen sowie in BHK-

21/J- Wirbeltier-Zellen verglichen. Um die Vektorkompetenz von beiden Viren in 

Stechmücken zu untersuchen, wurden Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. vexans und Cx. 

pipiens in einem Insektarium gezüchtet. 

Bei den Infektionsexperimenten im S3-Labor wurden insgesamt 27 Ae. aegypti, 20 Ae. 

albopictus, 78 Ae. vexans und 62 Cx. pipiens Stechmücken verwendet. In diesen 

Experimenten wurden diese mit CHIKV-∆DR und CHIKV-WT sowohl oral mit je 1x 

106 PFU/ml über eine Fütterungsmembran als auch intrathorakal mit je 200 PFU (zur 
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Umgehung der Mitteldarmbarriere) infiziert und an verschiedenen Tagen nach der 

Infektion und in verschiedenen Körperteilen sowie im Speichel auf virale RNA 

mittels Real-Time Reverser Transkription-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) 

untersucht. Unterschiede in der Virusreplikation wurden entweder mit Mann-

Whitney- oder Fisher’s Exakt-Test überprüft. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. 

Ergebnisse: 

Beide Viren, das CHIKV-WT und das CHIKV-∆DR, zeigten ein vergleichbares 

Wachstum in Wirbeltier-Zellen (BHK-21/J) und erreichten einen Titer von 5x 108 

PFU/ml. Das Wachstum beider Viren war auch in von Ae. albopictus abgeleiteten 

C6/36- Stechmückenzellen effizient, wobei CHIKV-WT ein um knapp eine Log-Stufe 

höheres Wachstum zeigte als CHIKV-∆DR. In unseren Experimenten zeigte CHIKV-

WT ein weniger effizientes Wachstum in von Ae. aegypti abgeleiteten Aag2-

Stechmückenzellen, als in Ae. albopictus abgeleiteten C6/36-Stechmückenzellen, 

obwohl Ae. aegypti als Hauptvektor für CHIKV-WT gilt. In einer intrathorakalen und 

oralen Infektion konnten sowohl die bekannten CHIKV-Vektoren Ae. aegypti und Ae. 

albopictus als auch die einheimische Stechmückenarten Ae. vexans und Cx. pipiens 

erfolgreich infiziert werden. Bei einer intrathorakalen Infektion mit Umgehung der 

Mitteldarmbarriere wurde bei Ae. vexans oder Cx. pipiens eine effizientere 

Virusreplikation beobachtet als bei einer oralen Infektion. CHIKV-WT zeigte eine 

signifikant höhere Replikation in Ae. vexans im Vergleich zu CHIKV-∆DR am Tag 7 

und am Tag 14 nach der Infektion. Bei Cx. pipiens wurden signifikante Unterschiede 

für CHIKV-WT im Vergleich zu CHIKV-∆DR nur am Tag 7 beobachtet. 

Schlussfolgerungen: 

Das beeinträchtigte Wachstum in C6/36- und Aag2-Zellen von CHIKV-∆DR deutet 

darauf hin, dass die deletierten Sequenzwiederholungen spezifisch mit noch 

unbekannten Faktoren in Stechmückenzellen interagieren. Dennoch konnte CHIKV-

∆DR die bekannten CHIKV-Vektoren Ae. aegypti und Ae. albopictus problemlos nach 

intrathorakaler und oraler Infektion infizieren. Die Mitteldarm-

Entweichungsbarriere scheint also nicht der einzige Faktor zu sein, der die 

Vektorkompetenz von Stechmücken beeinflusst. Auch die Replikationskinetik des 

Virus in den Sekundärgeweben scheint bei den verschiedenen Stechmückenarten 

unterschiedlich zu sein. Zwar umfassten unsere Studien zur oralen Infektion mit 

CHIKV nur einige einheimische Ae. vexans und Cx. pipiens Stechmücken, jedoch 

deuten die Ergebnisse darauf hin, dass diese Stechmücken potenziell als Vektoren 

für CHIKV dienen können. 
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Introduction: Arthropod-borne viruses (arboviruses) play a major role in human and 

animal health worldwide. Chikungunya virus (CHIKV) is transmitted primarily by 

mosquitoes of the genus Aedes. The main vectors are Aedes aegypti (Ae. aegypti) and 

Aedes albopictus (Ae. albopictus), with the latter becoming increasingly established in 

temperate regions. 
Objectives of the studies: On the one hand, to investigate whether the mosquito 

species Aedes vexans (Ae. vexans) and Culex pipiens molestus (Cx. pipiens), which occur 

in temperate climates, can also act as CHIKV vectors. On the other hand, to 

investigate the impact of sequence repeat (DR) deletions in the 3' untranslated region 

(3' UTR) on viral replication in cell culture and in mosquitoes. 

Animals, material and methods: We first produced a CHIKV 3́ UTR deletion mutant 

with a deletion of DR1a and DR2a in the 3́ UTR (CHIKV-∆DR) and compared it with 

regard to growth kinetics with chikungunya wild-type virus (CHIKV-WT) in C6/36-

and Aag2-mosquito cells and in BHK-21/J-vertebrate cells. 

To investigate the vector competence of the two viruses in mosquitoes, Ae. aegypti, 

Ae. albopictus, Ae. vexans and Cx. pipiens were reared in an insectarium. 

A total of 27 Ae. aegypti, 20 Ae. albopictus, 78 Ae. vexans and 62 Cx. pipiens mosquitoes 

were used in the infection experiments in the S3 laboratory. In these experiments, 

they were infected with CHIKV-∆DR and CHIKV-WT both orally with 1x 106 PFU/ml 

each via a feeding membrane and intrathoracically with 200 PFU each (to bypass the 

midgut barrier) and assayed for viral RNA by real-time reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR) on different days after infection and in different 
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body parts and saliva. Differences in viral replication were calculated using the 

Mann-Whitney-test. For comparison of transmission efficiencies, the Fisher’s exact 

test was applied. For both tests the significance level was set at p < 0.05. 

Results: Both viruses, the CHIKV-WT and the CHIKV-∆DR, showed comparable 

growth in vertebrate cells (BHK-21/J) and reached a titer of x 108 PFU/ml. Growth of 

both viruses was also efficient in Ae. albopictus derived C6/36-mosquito cells, where 

CHIKV-WT showed growth nearly one log level higher than CHIKV-∆DR. In our 

experiments, CHIKV-WT showed less efficient growth in Ae. aegypti derived Aag2-

mosquito cell than in Ae. albopictus derived C6/36-mosquito cell, although Ae. aegypti 

is considered as the main vector for CHIKV-WT. In an intrathoracic and oral 

infection, both the known CHIKV vectors Ae. aegypti and Ae. albopictus and the local 

mosquito species Ae. vexans and Cx. pipiens could be successfully infected. In 

intrathoracic infection with bypass of the midgut barrier, more efficient viral 

replication was observed in Ae. vexans or Cx. pipiens than in oral infection. CHIKV-

WT showed significantly higher replication in Ae. vexans compared to CHIKV-∆DR 

at day 7 and day 14 post-infection. In Cx. pipiens, significant differences were 

observed for CHIKV-WT compared to CHIKV-∆DR only on day 7. 

Conclusions: Impaired growth in C6/36- and Aag2- cells of CHIKV-∆DR suggests 

that the deleted sequence repeats specifically interact with yet unknown factors in 

mosquito cells. Nevertheless, CHIKV-∆DR could easily infect the known CHIKV 

vectors Ae. aegypti and Ae. albopictus after intrathoracic and oral infection. Thus, the 

midgut escape barrier does not appear to be the only factor influencing vector 

competence in mosquitoes. The replication kinetics of the virus in secondary tissues 

also appear to differ among mosquito species. While our studies on oral infection 

with CHIKV only included some local Ae. vexans and Cx. pipiens mosquitoes, the 

results suggest that these mosquitoes can potentially serve as vectors for CHIKV. 
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