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1. Einleitung

1.1 Zoonosen und Emerging Infectious Diseases

Als Zoonosen werden Infektionserkrankungen bezeichnet, die von Tieren auf den
Menschen Ubertragen werden. Mogliche Erreger konnen Viren, Bakterien, Pilze oder
Wurmer sein. Neue oder genetisch veranderte Infektionserreger, bei denen sich die
geografische Ausbreitung verandert hat oder bei denen eine Zunahme der Inzidenz
beobachtet wurde, werden als Emerging Infectious Diseases (EID) bezeichnet
(Racaniello 2004, Morse 1995). Zoonotische Erreger und EIDs kommen in
verschiedenen Virusfamilien vor. Zu dieser Gruppe von Viren gehoren unter anderem
das Influenza A Virus aus der Familie Orthomyxoviridae, das SARS (,severe acute
respiratory syndrome®) -assoziierte Coronavirus (SARS-CoV, Familie Coronaviridae)
oder mehrere Mitglieder der Virusfamilie Paramyxoviridae (Wang et al. 2013, Jones et
al. 2008, Drosten et al. 2003, Chua et al. 2000). Eine gro3e Bedeutung bei der
Transmission von EIDs spielen hierbei Fledermause, da sie mit einer Vielzahl an
zoonotischen Erregen infiziert sind, wie z.B. mit SARS-CoV oder Henipaviren (Calisher
et al. 2006). Mogliche Ursachen der Zunahme von Zoonosen und EIDs konnen
Veranderungen durch den Menschen an seiner Umwelt sein. Im Vordergrund stehen
dabei die Urbanisierung, Flugverkehr und Tourismus, sowie Veranderungen von
Okosystemen (Jones et al. 2008, Gubler 1998, Aguirre und Tabor 2008, Daszak et al.
2000, Cunningham und Daszak 2000).

Das Influenza A Virus unterliegt aufgrund des genetischen drift (Mutationsereignisse)
und shift (Neukombination von Genen) einem starken Potential, Pandemien in der
menschlichen Bevolkerung auszulosen (Wang et al. 2013). Dies erfolgte im Jahre 2004
in Sudost Asien. Bei hochpathogenen H5N1 Influenza A Viren aus Geflugel hatten sich
durch genetische Mutationsereignisse und Neukombinationen (sog. Reassortments) die
Oberflachenantigene (Hamagglutinin und Neuraminidase) so stark verandert, dass die
Viren eine deutlich gesteigerte Pathogenitat aufwiesen (Wang et al. 2013). Weiterhin
ermoglichte diese Neukombination der Genomsegmente eine Infektion neuer Wirte. Das
H5N1 Influenza A Virus konnte somit nicht nur Huhner, sondern auch Menschen
infizieren, und l0ste eine Pandemie in der Bevolkerung mit einer Mortalitatsrate von
mehr als 50 % aus (Webster und Govorkova 2006, Ferguson et al. 2005).
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Charakteristisch sind die oft schweren klinischen Verlaufe der Erkrankung mit einer
fulminanten Pneumonie und einem Multiorganversagen (de Jong et al. 2006).

Wie schnell sich Pathogene z.B. Uber den Flugverkehr und Reisetatigkeit ausbreiten
konnen, hat die SARS Pandemie in den Jahren 2002/2003 gezeigt. Das SARS-CoV
hatte sich in nur wenigen Monaten, ausgehend von Sudchina in insgesamt 26 Lander
ausgebreitet. Von uber 8000 infizierten Menschen starben 774 an den Folgen der
Erkrankung (Peiris et al. 2003). Nach der SARS Pandemie konnten Fledermause als
das naturliche Reservoir von Coronaviren ausgemacht werden (Hormansdorfer 2008). In
verschiedenen Hufeisennasenfledermausen aus unterschiedlichen Regionen Chinas
konnten Coronaviren nachgewiesen werden, die mit dem aus Menschen isolierten
SARS-CoV eine nahe phylogenetische Verwandtschaft aufwiesen. Als mdogliche
Ubertragungswege der Viren durch Fledermduse kommen hierbei Faeces, Harn wie
auch Blut oder Tropfchen bzw. Aerosole aus dem Respirationstrakt in Betracht (Wang et
al. 2006, Hormansdorfer 2008).

Ein weiteres Beispiel einer EID sind Infektionen durch Henipaviren. Die Henipaviren aus
der Familie der Paramyxoviridae, umfassen derzeit zwei Spezies. Der Gattungsname
setzt sich aus der Bezeichnung der beiden hoch pathogenen Viren, Hendra- und
Nipahvirus, zusammen. Das Hendravirus, erstmals 1994 in Flughunden in Australien
gefunden, konnte durch diese auf das Pferd und dann auf den Menschen Ubertragen
werden. Die Infektion der Pferde durch Hendraviren kann einen asymptomatischen
Verlauf haben aber auch bis hin zu einer schweren respiratorischen Insuffizienz, einem
Schocksyndrom und zu einem zugigen Tod innerhalb weniger Tage fuhren. Die
Erkrankung wird wahrscheinlich durch Tropfchen Ubertragen und ruft bei Menschen eine
schwere Ateminsuffizienz oder Enzephalitis hervor (Weingartl et al. 2009).

1998 wurde ein Ausbruch hochfieberhafter Enzephalitiden beim Menschen mit haufiger
Todesfolge in Malaysia beschrieben. Ausloser war eine Infektion mit dem Nipahvirus.
Der Ubertragungsweg erfolgte ausgehend von Fledermausen der Gattung Pteropus
Uber Schweine auf den Menschen. Aufgrund der raumlichen Nahe von Nutztier und
Mensch zeigte sich eine rasante Ausbreitung des hochinfektiosen Virus (Hayman et al.
2008, Yob et al. 2001). Von 265 erkrankten Personen starben 105 an den Folgen der
Viruserkrankung (Chua et al. 2000, Yob et al. 2001). Nachdem bisher nur Flughunde der
Gattung Pteropus als Wirte fur Henipaviren bekannt waren, konnten Henipaviren 2008
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erstmals in Flughunden der Gattung Eidolon helvum in Ghana nachgewiesen werden,
welches gleichzeitig der erste Nachweis auf dem afrikanischen Kontinent war. (Hayman
et al. 2008, Epstein et al. 2008).

1.2 Moskito-ubertragene Viren

1.2.1 Arboviren

Unter dem Begriff Arboviren (engl. arthropod-borne viruses) werden Viren
zusammengefasst, welche die Fahigkeit besitzen, sowohl in Vertebraten, wie Vogeln,
Amphibien oder Saugetieren, als auch in haematophagen Arthropoden einen
produktiven Infektionszyklus zu durchlaufen. Arthropoden wie Moskitos, Zecken,
Sandmiicken, Gnitzen oder Wanzen dienen dabei als Ubertragungsvektor. Arthropoden
infizieren sich beim Saugakt an infizierten Vertebraten. Die Erreger vermehren sich in
den Arthropoden zuerst im Verdauungstrakt und breiten sich dann im gesamten
Organismus aus. Durch den Befall der Speicheldrisen kann bei nachfolgenden
Blutmahlzeiten das Virus auf weitere Wirte Ubertragen werden (Meyer 2007) Der
Mensch stellt in diesem Transmissonszyklus haufig einen Endwirt dar und Moskitos
konnen sich nicht erneut infizieren. Ausnahmen bilden hier das Gelbfiebervirus, Dengue
Virus oder Chikungunyavirus. In den Vertebraten breiten sich die Viren zunachst lokal
an der Einstichstelle in den Epithel-, bzw. dendritischen Zellen aus. Anschlie3end erfolgt
eine systemische Ausbreitung (Modrow et al. 2010). Meist verlauft eine arbovirale
Infektion asymptomatisch. Es konnen jedoch auch unspezifische Symptome wie hohes
Fieber, ein Exanthem oder Muskel- und Gelenkschmerzen auftreten. Neben der
fieberhaft-grippalen Symptomatik konnen die Viren jedoch auch Enzephalititiden oder
bei einer Infektion der Leberzellen eine Hepatitis auslosen. Zu den Erregern, welche
eine Enzephalitis ausldésen kdnnen, zahlen beispielsweise die Flaviviren West Nil Virus
(WNV) oder St. Louis Enzephalitis Virus (SLEV) (Kramer et al. 2007, Reisen 2003).
Arboviren, die vorwiegend die Leber infizieren und eine Hepatitis auslosen kdnnen, sind
u. a. das Rift Valley Fever Virus (RVFV) oder das Gelbfieber Virus (YFV) (Gubler 2002,
Modrow et al. 2010).

Dengue- und Dengue-Hamorrhagisches Fieber (DEN), Gelbfieber (YF), Japanische-
Enzephalitis (JE), St.-Louis-Enzephalits (SLE), sowie West-Nil-Fieber (WNF) sind einige
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der wichtigsten durch Arboviren verursachten Krankheiten. Dengue-Fieber, als Moskito-
ubertragene Erkrankung, ist nach Malaria die wichtigste tropische Infektionserkrankung
mit geschatzten 100 Millionen Fallen von Dengue-Fieber, 500.000 Fallen von Dengue-
Hamorrhagischem Fieber und ca. 12.500 Todesfallen pro Jahr weltweit (WHO 2019). Es
sind vier Dengue-Serotypen bekannt, die in nahezu allen tropischen Regionen verbreitet
sind (Guzman und Harris 2015). Bislang ist kein Impfstoff gegen das Dengue-Virus
bekannt.

Trotz des Vorhandenseins eines effektiven Impfstoffs, ist Gelbfieber in Afrika noch
immer ein groles Gesundheitsproblem. Laut WHO (WHO 2016) sind 47 afrikanische
Lander endemisch fur Gelbfieber. Weltweit kommt es jahrlich zu ca. 200.000
Gelbfieberinfektionen mit ca. 30.000 Todesfallen. Obwohl seit fast 70 Jahren ein
effektiver Impfstoff zur Verfligung steht und in einigen afrikanischen Landern die
Impfung in das Impfprogramm fur Kinder aufgenommen wurde, ist die Impfabdeckung
hier nicht optimal (Barnett 2007).

Arboviren sind in unterschiedlichen Virusfamilien zu finden, wie z.B. Peribunyaviridae,
Phenuiviridae, Nairoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae
und Togaviridae. Arboviren kommen weltweit vor, jedoch gibt es eine Haufung in den
tropischen- und subtropischen Regionen der Welt. Die Moskitos sind als Ubertrager von
besonderer Bedeutung, da sie ebenfalls weltweit und mit hoher Pravalenz in den Tropen
und Subtropen vorkommen. Sie konnen sich sehr gut anpassen und sind durch ihre
Flugfahigkeit sehr mobil. Weiterhin konnen sie kleinste Wasseransammlungen als
Brutstatten nutzen. Gerade bei warmen Temperaturen und Uberschwemmungen kann
es dadurch schnell zu grof’en Massen an Moskitos kommen, was die Ausbreitung von
viralen Erkrankungen begunstigen kann.

Von medizinischer Bedeutung sind vor allem Moskitos der Genera Aedes, Anopheles
und Culex. Viele Moskitos besitzen einen Wirtstropismus, bevorzugen also einen
bestimmten Wirt fur ihre Blutmahlzeit. Diese Wirtsspezifitat wird durch verschiedene
Faktoren bestimmt, wie beispielsweise die Verfugbarkeit/Haufigkeit des Wirts aber auch
welchen Geruch der Wirt aussendet (Zwiebel und Takken 2004). Moskitos des Genus
Culex bevorzugen neben Vogeln auch Saugetiere als Wirte. Besonders Moskitos des
Genus Culex sind bekannte Vektoren fur diverse Arboviren. Diese weltweit
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vorkommenden Moskitos sind z. B. Ubertrager des WNV, sowie von RVFV (Harbach
2011, Farajollahi et al. 2011). Moskitos des Genus Anopheles saugen hauptsachlich an
Saugetieren (Lyima und Ferguson 2009). Anopheles gambiae Moskitos sind als
Hauptubertrager des O’nyong-nyong Virus (ONNV) beschrieben (White 1974). Die
Infektion zeichnet sich durch hohes Fieber mit Schuttelfrost, Kopfschmerzen und
Lymphadenitis aus. Vertreter des Genus Aedes sind Hauptlbertrager wichtiger
humanpathogener Viren. Aedes aegypti und Aedes albopictus ubertragen bsw. YFV,
Dengue Virus (DENV), Chikungunya Virus (CHIKV) und Zika Virus (ZIKV) (Diallo et al.
2005, Barrett und Monath 2003, Panning et al. 2008, Martha et al. 2014)

1.2.2 Alphaviren

Viren des Genus Alphavirus zahlen zusammen mit den Rubiviren zu der Familie
Togaviridae. Alphaviruspartikel haben einen Durchmesser von 60 — 80 nm und
bestehen aus einem ikosaedrischen Kapsid, welches von einer Membranhille umgeben

ist.

Abb. 1: Graphische Darstellung eines Alphaviruspartikels. Die Viruspartikel sind
spharisch geformt mit einem Durchmesser von ca. 70 nm. Sie besitzen ein
ikoseadrisches Kapsid, umgeben von einer Membranhille. Die Hdulle besitzt
charakteristische Spikes und Glykoproteine und umgibt die positiv-einzelstrangige RNA
(Abbildung aus: Togaviridae. Virus taxonomy; eighth report of the international
committee on taxonomy of viruses).

Das Alphavirusgenom besteht aus einer einzelstrangige RNA mit Plus-Polaritat und ist
ca. 12 kb grof3 (Ryman und Klimstra 2008). Das 5°-Ende tragt die Informationen fur vier
Nichtstrukturproteine, die vom Genom translatiert und anschlielend proteolytisch

gespalten werden. Am 3’-Ende des Genoms befinden sich die Gene fur das Kapsid-
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Protein und die drei Membranproteine. Diese werden postreplikativ translatiert (Modrow
et al. 2010).

Die ,Alt-Welt*-Alphaviren beinhalten das Sindbis Virus (SINV), Semliki Forest Virus
(SFV), CHIKV und das ONNV. Sie losen vor allem fieberhafte und arthritische
Krankheitsbilder aus. Beschriebene Symptome einer akuten Infektion sind Fieber mit
Schuttelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen, Durchfall und Erbrechen sowie Arthralgien,
die auch uber Jahre persistieren konnen. Die ,Neu-Welt“-Alphaviren wie das Eastern-,
Western-, und Venezualan-Equine-Encephalitis Virus (EEEV, WEEV & VEEV) zeichnen
sich zusatzlich zu den oben genannten Symptomen vor allem durch die
encephalitischen Krankheitsverlaufe bei Pferden wie auch Menschen aus (Ryman und
Klimstra 2008).

Vor allem in Suddamerika wird das Vorkommen von VEEV, CHIKV und SINV
beschrieben. Die Ubertragung dieser Viren findet durch Aedes, Anopheles, Culex oder
Mansonia spp. Moskitos statt (Rezza et al. 2007, Enserink 2007, Gould et al. 2010). In
Afrika, im Speziellen fur Ghana sind einzelne Infektionen beschrieben, aber ein grolierer
Ausbruch wurde bisher nicht beobachtet (Cavrini et al. 2009, Bessaud et al. 2006).

1.2.3 Flaviviridae

Die Familie Flaviviridae umfasst mehr als 90 Virusspezies, die in die vier Genera
Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus und Pegivirus unterteilt sind (Abb. 2; Knipe et al.
2006). Das Genus Flavivirus wird im nachsten Abschnitt gesondert beschrieben, siehe
1.2.3.1. Mitglieder des Genus Pestivirus haben  ausschlieBlich eine
veterinarmedizinische Bedeutung (Hulst und Moormann 1997), wahrend das Hepatitis-
Virus C (HCV) als wichtigster Vertreter des Genus Hepacivirus eine schwerwiegende
Leberinfektion des Menschen verursachen kann (Calisher und Gould 2003). Der Name
Pegivirus setzt sich aus ,pe“ von ,persistent® und dem historischen Bezug zu seinem
fruheren Namen ,,GB“ oder Hepatitis ,G" Virus zusammen, siehe 1.2.3.2 (Stapleton et al.
2011).

1.2.3.1 Flavivirus
Innerhalb der Familie Flaviviridae sind Arboviren bisher fur das Genus Flavivirus

beschrieben. Die Virionen der Flaviviren sind im Durchmesser 37 — 50 nm grofe,
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umhtillite, kubische Partikel (Abb. 2). Das Genom besteht aus einer einzelstrangigen
RNA in Plus-Polaritat mit einer Lange von ca. 10 kb. Die Viruspartikel bestehen aus drei
Strukturproteinen, dem Kapsid-Protein, dem M-Protein und dem E-Protein. Das M-
Protein und das E-Protein sind glykosilierte Membranproteine, wobei das E-Protein die
Rezeptor-bindende Domane enthalt.

M protein

E dimer

%

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Flaviviruspartikels. Die Viruspartikel sind
kubisch geformt und haben einen Durchmesser von ca. 50 nm. Die Membranproteine
sind gekennzeichnet mit M und E, das Kapsid-Protein mit C. Die Hulle umgibt eine plus
gerichtete einzelstrangige RNA (Abbildung: [links] Viral Zone: Flavivirus. Accessed April
2, 2011. Expert Protein Analysis System. Rasterelektronenmikroskopisches Bild [rechts]
von CDC/Cynthia Goldsmith Creation,
http://phil.cdc.gov/phil_images/10302002/8/PHIL_2290 lores.jpg)

Das Genom codiert fur einen offenen Leserahmen, von dem ein Vorlauferpolyprotein
synthetisiert wird, welches anschlieBend in die viralen Strukturproteine und
Nichtstrukturproteine gespalten wird. Innerhalb des Genus Flavivirus sind uber 70
verschiedene Spezies bekannt (ICTV 2012). Bedeutende moskito-Ubertragene
Flaviviren sind DENV, Japan Enzephalitis Virus (JEV), SLEV, WNV und YFV. Klinische
Manifestationen einer Infektion mit Flaviviren sind Enzephalitiden, fieberhafte Infekte mit
Schuttelfrost oder auch hamorrhagische Fiebererkrankungen, zum Teil mit Beteiligung
der Leber in Form von Hepatitiden. Das bedeutendste humanpathogene Flavivirus ist
YFV, welches durch Aedes aegypti Moskitos, auch Gelbfiebermlicke oder Asiatische
Tigermucke genannt, Ubertragen wird (Gillett 1971, Baron 1966). Nach einer
Inkubationszeit von bis zu sechs Tagen, imponiert das klinische Bild, zum Teil mit einem
biphasischen Verlauf, welches mit hohem Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, Ubelkeit
sowie Erbrechen beginnt. Nach drei bis vier Tagen setzt eine Besserung der Symptome
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ein. In ungunstigen Krankheitsverlaufen setzt anschliefend eine zweite Phase mit
Fieberspitzen ein, die mit Nieren- und Leberzellschaden und mit einem lkterus,
Erbrechen und Hamorrhagien einhergehen kann. Dieser Verlauf ist durch eine hohe
Mortalitatsrate von bis zu 80 % gekennzeichnet. Seit 1936 gibt es einen Impfstoff gegen
YFV, der erfolgreich in Endemiegebieten verabreicht wird und die Infektionsrate mit YFV
reduziert hat.

Weiterhin sind zahlreiche Flaviviren bekannt, die ausschlie3lich Moskitos infizieren und
nicht auf Vertebraten Ubertragen werden, sogenannte Insekten- (ISF) oder Moskito-
spezifische Flaviviren (Blitvich und Firth 2015).

In den letzten Jahren zeigte sich eine rasch zunehmende Anzahl an neu beschriebenen
ISF (Bolling et al. 2015), welches sich auf die Fortschritte der Sequenziertechnologien
und genauen phylogenetischen Analysen zuruckfuhren lasst. Hierauf lasst sich die
aktuelle Unterteilung unter anderem in klassische ISF (engl. classical ISF, cISF) und
sogenannte zweifach-Wirt assoziierte insektenspezifische Flaviviren (engl. dual-host
affiliated, dISF) zurtckfuhren. Phylogenetische Untersuchungen konnten zeigen, dass
klassiche insektenspezifische Flaviviren wie das z. B. Cell fusing agent virus (CFAV)
eine eigene monophyletische Gruppe im Vergleich zu den bisher beschriebenen
Flaviviren wie z.B. YFV bilden (Blitvich und Firth, 2015). Die dISF zeigen sich als
Gruppe nicht monophyletisch und haben trotz eines scheinbar insektenspezifischen
Phanotyps eine phylogenetische Verwandtschaft zu moskito-tbertragenden Flaviviren.
Hauptsachlich wurden die klassischen ISF bisher in Culex- und Aedes Moskitos
gefunden (Hoshino et al. 2007, Crabtree et al. 2009). Weitere prominente Beispiele fur
clISF sind neben dem Cell fusing agent virus, Kamiti River Virus (KRV), Quang Binh
Virus, Nakiwogo Virus (NAKV) sowie Culex-, und Aedes Flavivirus (CxFV, AeFV)
(Stollar und Thomas 1975, Cook et al. 2009 und 2012, Crabtree et al. 2003, Crabtree et
al. 2009, Cook et al. 2009, Hoshino et al. 2009).

1.2.3.2 Pegivirus

Das GB-Virus wurde erstmals 1967 beschrieben. Benannt wurde es nach den Initialen
eines Chirurgen, bei dem das Virus erstmals detektiert wurde, nachdem die Inokulation
einer Serumprobe des Patienten in Tamarinen zu einer akuten Hepatitis fuhrte
(Deinhardt et al. 1967). 1995 wurden zwei weitere Viren, GBV-A und GBV-B, aus
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Tamarinen isoliert. Beide Viren wurden bisher nicht im Menschen nachgewiesen. Die
Viren bilden die Gattung Pegivirus in der Familie Flaviviridae (Simons et al. 1995b).
Kurze Zeit spater konnte ein weiteres Virus in humanen Serumproben, von Patienten mit
einer akuten oder chronischen Hepatitis, detektiert werden. Die niedrige Homologie zu
GBV-A, GBV-B und HCV legte nahe, dass es sich um ein neues Virus im Genus
Flavivirus handelte. Vorlaufig wurde dieses GBV-C genannt (Simons et al. 1995a). Im
ahnlichen Zeitraum wurde ein weiteres RNA Virus, bezeichnet als Hepatitis-G-Virus
(HGV), in Plasma von Patienten mit chronischer Hepatitis nachgewiesen. Dieses wurde
ebenfalls in enge Verwandschaft zu den oben genannten Viren gesetzt (Linnen et al.
1996). Eine anschliellende Analyse der Genomsequenzen von HGV und GBV-C ergab
eine 96 % Identitat, sodass es sich um zwei verschiedene Stamme derselben Spezies
handelt, die zunachst als GBV-C/HGV bezeichnet wurden (Simons et al. 1995, Linnen et
al. 1996, Kim und Fry 1997). GBV-C/HGV wurde sowohl in Menschen als auch in Affen
nachgewiesen, zeigte jedoch keine auslosende Krankheitssymptomatik. Alle GB-Viren
zeigen eine Verwandschaft zu HCV wobei GBV-B in engerer Beziehung steht. Beide
besitzen ein Neukleokapsidprotein welches in GBV-A und GBV-C/HGV nicht gefunden
wurde (Muerhoff et al. 1995).

Im Jahr 2007 wurde in einer Screeningstudie ein zu GBV-A und GBV-C entfernt
verwandtes Virus in Serumproben von Flughunden (P. giganteus) aus Bangladesh
nachgewiesen. Das Genom des Virus zeigte 50 % Ahnlichkeit auf Aminosaureebene zu
den bis dahin bekannten GB-Viren und wurde als GBV-D bezeichnet. Die infizierten
Tiere schienen allesamt gesund und es zeigten sich keine Hinweise auf eine Hepatitis
oder weitere Erkrankung (Epstein et al. 2010). Virale RNA des GBV-D Virus wurde in 5
% von klinisch gesunden Fledermausen einer Kolonie in Bangladesh detektiert
(Stepleton et al. 2011). Bei einer viruspositiven Fledermaus wurde GBV-D RNA im
Speichel nachgewiesen, sodass sowohl eine horizontale wie auch eine zoonotische
Transmission vermutet wird (Stapleton et al. 2011, Quan et al. 2013).

Lediglich das GBV-B Virus, welches sich in das Genus Hepacivirus einreiht, zu dem
auch Hepatitis C Virus (HCV) gehort, wurde als Hepatitis auslosendes Virus identifiziert
(Bukh et al. 1999, Lanford et al. 2003). GBV-B verursacht eine Hepatitis in experimentell
infizierten Neuweltaffen, nicht jedoch im Menschen. Das Reservoir von GBV-B ist
bislang unbekannt, es wird jedoch vermutet, dass GBV-B von Nagetieren stammt
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(Drexler et al. 2013). Basierend auf der phylogenetischen Beziehung der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase (RdRp), der Genom-Organisation, sowie den pathogenen
Eigenschaften der GB-Viren, wurden diese Viren in ein neues Genus mit dem Namen

Pegivirus eingeordnet.

Familie: Flaviviridae

Genus: Flavivirus
Spezies: Gelbfieber
West Nil Virus
Dengue Virus
Japanese Encephalitis Virus
Genus: Pestivirus

Spezies: Bovine viral diarrhea Virus
Genus: Hepacivirus
Spezies: Hepatitis C Virus
GBV (GBV-B)
Genus: Pegivirus
Spezies: SPgV (GBV-A)
HPgV (GBV-C)
BPgV (GBV-D)

Abb. 3: Klassifikation der GB Viren innerhalb der Familie Flaviviridae. GBV-B als
Mitglied des Genus Hepacivirus zusammen mit HCV wurde in GBV umbenannt. Die
Viren GBV-A, GBV-C/HGV und GBV-D bilden das Genus Pegivirus. GBV-A und GBV-A-
ahnliche Viren sind als simiane (Affen) Pegiviren (SPgV) klassifiziert und GBV-C/HGV
sind als humane Pegiviren (HPgV) eingeteilt. GBV-D wurde in bat (Fledermaus)
Pegivirus (BPgV) umbenannt.

Die humanen Pegiviren (HPgV) sind bisher nicht mit einer Hepatitis assoziiert (Stapleton
et al. 2011). HPgV werden zwischen Menschen durch Sexualkontakt, Kontakt mit
kontaminiertem Blut oder von Mutter zu Kind Ubertragen (Bhattarai und Stapleton 2012).

1.2.3.3 Hepacivirus

Das am besten charakterisierte Mitglied der Hepacivirus-Gattung ist das Hepatitis-C-
Virus (Smith et al. 2016). HCV infiziert den Menschen und ist ein wichtiger Ausloser der
chronischen Hepatitis. Ein weiteres Hepacivirus, GBV-B, wurde erstmals 1995 in
Tamarinen beschrieben, in denen es eine akute Infektion und Leberveranderungen,

ausloste, ahnlich wie bei einer HCV-assoziierten Hepatitis (Simons et al. 1995). Mehrere
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andere Hepaciviren wurden erst kurzlich in verschiedenen Primaten, Nagetieren und
Fledermausarten beschrieben (Firth et al. 2014, Sibley et al. 2014, Drexler et al. 2013,
Quan et al. 2013).

HCV-Infektionen sind weltweit bekannt. Es wird von einer unterschiedlichen
Infektionsrate von bis zu 2,3 % in Industrieldandern ausgegangen. In den
Entwicklungslandern sind meist weniger Daten bezuglich der Pravalenz vorhanden. In
China wird von einer Pravelanz von ca. 3,2 % ausgegangen. Die hochste Seropravalenz
hat Agypten mit 22 % (Shepard et al. 2005). Zudem wird auch eine hohere
Infektionsrate bei Patienten mit sexuell Ubertragbaren Erkrankungen wie HIV
angenommen. Knapp 40 % der HIV-Patienten hatten eine nachweisbare HCV-Viruslast
im Blut (Stapleton et al. 2011).

1.2.4 Bunyavirales

Die Ordnung der Bunyavirales umfasst zur Zeit die 10 Virusfamilien Arenaviridae,
Cruliviridae, Fimoviridae, Hantaviridae, Mypoviridae, Nairoviridae, Peribunyaviridae,
Phasmaviridae, Phenuiviridae, Wupedeviridae (Knipe et al. 2006, ICTV 2018). Bekannte
Vertreter sind beispielsweise die Moskito-ubertragenen Orthobunyaviren Bunyamwera
Virus oder La Crosse Virus (Familie Peribunyaviridae) oder das Zecken-Ubertragene
Krim-Kongo-Fieber Virus (engl. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus, CCHFV,
Familie Nairoviridae). Die ersten Symptome der Infektionen durch Bunyaviren zeigen
sich unspezifisch mit Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, allgemeiner Schwache sowie
Atemwegssymptomen. Wie bei den Alphaviren beschrieben, kann auch hier ein
biphasischer Krankheitsverlauf auftreten, bei denen sich die Patienten vorribergehend
besser fuhlen. Sobald genug virusneutralisierende Antikorper gebildet werden, reduziert
sich die Viramie und die vollstandige Genesung tritt ein. Jedoch treten auch schwere
Verlaufsformen mit hamorrhagischem Krankheitsbild, schweren Enzepahlitiden sowie
Multiorganversagen auf (von Stebut 2015, Duygu et al. 2012).

Das Erscheinungsbild der Bunyaviren ist pleomorph mit einem Partikeldurchmesser von
100-120 nm und einer spharischen Form.



26

80-110 nm

Abb. 4: Graphische Darstellung eines Bunyaviruspartikels. Die Viruspartikel sind
pleomorph, haufig spharisch geformt und haben einen Durchmesser von ca. 100 nm.
Die Glykoproteine in der Hullmembran sind gekennzeichnet mit Gn und Gc. Die Hille
umgibt die drei einzelstrangigen RNA-Nukleokapside L-, M-, S Segment. (Abbildung
aus: Bunyaviridae. Virus taxonomy; eighth report of the international committee on
taxonomy of viruses).

Die Viren sind umhillt und besitzen ein negativ orientiertes, segmentiertes
einzelstrangiges RNA-Genom, dass in die Segmente L-, M- und S-Segment (steht fur
large, medium, small) unterteilt ist (Modrow et al. 2010). Das L-Segment kodiert fur die
RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp) und das M-Segment fir ein Polyprotein,
welches posttranslational in die zwei Glykoproteine Gn und Gc gespalten sowie fir ein
Nichtstrukturprotein (NSm). Das S-Segment codiert fir das Nukleokapsidprotein (N) und
ebenfalls fur ein Nichtstrukturprotein (NSs).

Moskito-assoziierte Viren bzw. Arboviren findet man beispielsweise in den Familien
Peribunyaviridae, Phasmaviridae und Phenuiviridae. Die Familie Phenuiviridae wurde
wie die gesamte Ordnung Bunyavirales neuklassifiziert und umfasst aktuell 15 Genera
(ICTV 2019). Das bekannteste Genus Phlebovirus enthalt wichtige human- und
tierpathogene Erreger, z. B. RVFV und Uukuniemi Virus (UUKV, Bird et al. 2009,
Palacios et al. 2013).

Das neue Genus Goukovirus beinhaltet die Prototypspezies Gouléako Virus (GOLV)
und die Spezies Cumuto Virus (CUMV) und Yichang insect virus (Auguste et al. 2014, Li
et al. 2015, Junglen 2016).
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Gouléako-Virus, isoliert aus Moskitos aus Westafrika, kann nur in Insektenzellen, nicht
jedoch in Vertebratenzellen replizieren und ist somit das erste beschriebene
insektenspezifische Bunyavirus (Marklewitz et al 2011). Aufgrund seiner grol3en
phylogenetischen Distanz zu den anderen Bunyaviren und durch Unterschiede in der
Genomorganisation (kurzeres Genom, keine Nichtstrukturproteine), konnte es keinem
der bekannten Genera zugeordnet werden. Goukoviren zeigen in phylogenetischen
Analysen entfernte Verwandtschaft zu Phleboviren.

Seit wenigen Jahren ermoglicht die Tiefensequenzierung eine schnellere und
umfassende Erhebung der Virendiversitat in erheblichem Male (Brinkmann et al. 2016).
2009 konnte aus dem Zellkulturiberstand einer infizierten Insektenzelllinie (C6/36) aus
Thailand das Phasi Charoen Virus (PhaV) aus Aedes aegypty Larven isoliert werden.
Eine Aussage uber die Pathogenitat konnte bisher nicht getroffen werden (Yamao et al.
2009). Anzunehmen ist jedoch eine Wirtsspezifitat die sich auf Insekten beschrankt.
Ebenfalls Uber die Tiefensequenzierung wurde ein Bunyavirus aus Aedes aegyply in
naher Verwandschaft zu PhaV beschrieben, das Phasi Charoen-like Virus (PCLV)
(Chandler et al. 2014). PhaV wie auch PCLV zeigen eine geringe Homologie zum UUKV
sowie dem RVFV aus dem Genus Phlebovirus. Aktuelle phylogenetische Analysen
definieren die Viren PhaV, PCLV wie auch Wutai Mosquito Virus, isoliert aus Moskitos
aus China, zugehorig zu einem eigenen Genus, genannt Phasivirus, welches von allen
derzeit etablierten Bunyaviren gleichermalien entfernt ist. Das Genus steht in basaler
phylogenetischer Beziehung zu den Genera Phlebovirus und Guokovirus. Die S- und L-
Segmente haben Langen von 1,1-1,5 bzw. 6,8 kb. Das M-Segment variiert erheblich in
der Grofde und ist zwischen 3,4 und 4,4 kb lang. Es wurden bislang keine kodierenden
Regionen fur weitere Nichtstrukturproteine identifiziert (Junglen 2016).

Das neue Genus Herbevirus (Familie Peribunyaviridae) beinhaltet ebenfalls
insektenspezifische Viren, jedoch mit Verwandtschaft zu Orthobunyaviren (Familie
Peribunyaviridae). Die Vetreter Herbert Virus (HEBV), Tai Virus (TAIV) und Kibale Virus
(KIBV) wurden aus Moskitos aus Zentral- und Westafrika isoliert und kdnnen wie die
Goukoviren nur in Insektenzellen replizieren (Marklewitz et al. 2013).

Bei den oben genannten Viren ist das geographische Vorkommen an den jeweiligen
Vektor gekoppelt. Die fortschreitende Klimaerwarmung, so ist anzunehmen, wird das
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Vordringen aus ihrem urspringlichen Verbreitungsgebiet in weitere Regionen
beglnstigen (Lafferty und Mordecai 2016).

1.2.5 Mesoniviridae

Die Familie Mesoniviridae wurde erstmals im Jahre 2011 beschrieben (Nga et al. 2011,
Zirkel et al. 2011). Es ist die neueste Virusfamilie der Ordnung Nidovirales. Weitere
bekannte Virusfamilien dieser Ordnung sind Coronaviridae, Arteriviridae und
Roniviridae. Alle Nidoviren besitzen ein nicht-segmentiertes, einzelstrangiges RNA-
Genom mit Plus-Polaritat, wobei die Mesoniviren eine mittlere Genomlange (20 kb) im
Vergleich zu den anderen bekannten Nidoviren (13-30 kb) aufweisen. 2011 wurden das
Cavally Virus (CavV) und das Nam Dinh Virus (NDiV) erstmals aus Moskitos isoliert.
Dies geschah unabhangig voneinander, sowohl an der Elfenbeinkuste als auch in
Vietnam (Nga et al. 2011, Zirkel et al. 2011). Basierend auf der Genomorganisation
konnten CavV und NDiV in die Ordnung Nidovirales eingeordnet werden und bilden hier
die Spezies Alpahmesonivirus-1 (Subgenus Namcalivirus) im bisher einzigen Genus
Alphamesonivirus. Das Genus Alphamesonivirus umfasst aktuell 8 Subgenera mit
insgesamt 9 Virusspezies.

Bei Mesoniviren handelt es sich um die ersten beschriebenen insektenspezifischen
Viren innerhalb der Nidoviren, eine Replikation in Vertebratenzellen konnte nicht
nachgewiesen werden. Eine Studie von der Elfenbeinkliste zeigte, dass neben CavV
noch weitere Mesoniviren, z. B. Hana Virus, Nsé Virus und Meno Virus aus
verschiedenen Moskitospezies der Genera Culex, Aedes, Anopheles und Uranotaenia,
isoliert werden konnten (Zirkel et al. 2013). Hierbei zeigte sich, dass Culex Moskitos die
hochste Infektionsrate besitzen. Es wurde ein deutlicher Anstieg in der Virushaufigkeit
von Primarregenwald zu menschlich modifizierten Gebieten nachgewiesen (Zirkel et al.
2011, Junglen et al. 2009). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass einige Viren ihren

Ursprung im Regenwald hatten und sich in menschliche Siedlungen ausgebreitet haben.

1.3 Beschriebene moskitolbertragene Viren und deren Vektoren in Westafrika mit
Fokus auf Ghana
In tropischen und subtropischen Gebieten ist die hochste Diversitat an Moskitos zu

finden. Daher ist zu vermuten, dass auch die Diversitat an Arboviren und insekten-
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restringierten Viren in diesen Gebieten besonders hoch ist. Tatsachlich findet man in
keiner Klimazone der Erde eine solch ausgepragte Diversitat von Arboviren wie in den
Tropen. In tropischen Gebieten treten gehauft durch Arbovirusinfektionen verursachte
Epidemien auf (Gubler 2004, Cavrini et al. 2009, Caminade et al. 2010). Allerdings sind
im tropischen Afrika nur begrenzte Moglichkeiten zur gezielten Diagnostik von
Arbovirosen vorhanden. Daher ist zu vermuten, dass Arbovirosen aufgrund der
unspezifischen Symptome, wie Fieber, Kopfschmerzen und Ubelkeit, haufig als Malaria

oder eine bakterielle Infektion fehldiagnostiziert werden.

1.3.1 Gelbfiebervirus

Gelbfieber ist eine akute Infektionserkrankung welche durch das YFV hervorgerufen
wird. Ghana gilt fur Gelbfieber als Endemiegebiet. Die letzten Epidemien in Ghana
wurden 1993, 1996 und 2003 beschrieben. Zwischen 1990 und 2004 wurden in Ghana
227 Gelbfiebererkrankungen offiziell registriert (Monath 2005, 2006), nicht jedoch in der
Ashanti-Region (Esena et al. 2013) Die WHO empfiehlt eine Gelbfieberimpfung bei
Sauglingen in endemischen Gebieten, so auch in Ghana. Eine Routineimpfung gegen
Gelbfieber wird in Ghana durch das Gesundheitsministerium bei Sauglingen von 9
Monaten empfohlen (Osei-Kwasi et al. 2001). Durch eine verstarkte Politik- und
Offentlichkeitsarbeit erreichte Ghana im Jahr 2004 eine Immunisierung der S&uglinge
von 9 Monaten von ca. 81 % (Monath 2006).

1.3.2 Dengue Virus

Dengue ist eine systemische Infektion welche durch Aedes Moskitos (hauptsachlich
Ae.aegypti) vor allem in den Regenwaldern Asiens und Afrikas auf Primaten und den
Menschen ubertragen wird. Die stark angepassten Aedes aegypti Moskitos bevorzugen
eine Eiablage in klnstlichen, mit Wasser geflllten Behaltern, wie Autoreifen,
Regentonnen und Mull. Diese finden sie zunehmend in menschlicher Nahe (Gubler
1998).

Klinisch kann Dengue in Form von leichten Fieberschiben bis hin zu einer
Schocksymtomatik imponieren. Das klassiche Dengue Fieber ist eine Erkrankung alterer
Kinder oder Erwachsener, meist gekennzeichnet durch plétzlich auftretendes Fieber,
begleitet von einer Vielzahl an unspezifischen Symptomen wie Cephalgien, Myalgien

und Arthralgien, sowie Ubelkeit und Erbrechen. Hamorrhagische Manifestationen sind
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nicht selten und reichen von Hautblutungen in Form von Petechien oder Purpura Uber
Epistaxis und Zahnfleischbluten bis hin zu gastrointestinalen Blutungen. Das Dengue
Hamorrhagische Fieber betrifft Kinder unter 15 Jahren sowie Erwachsene nach einer
Zweitinfektion mit einem anderen Serotypen. Die Symptome sind schwer von dem
Dengue Fieber zu unterscheiden. Auch hier zeigt sich ein plotzlicher Fieberbeginn mit
z.T. schweren Blutungskomplikationen. Zudem werden die serologischen Parameter
einer Leuko- sowie Thrombozytopenie und relative Hamodilution als Zeichen eines
.Kapillarlecksyndroms® beobachtet. Vor allem in Folge der Blutungskomplikationen
sowie des Kapillar-Lecks kann es zu einem fulminanten Schockgeschehen mit
begleitendem Multiorganversagen kommen (Gubler 1998, WHO 2009).

Gegenwartig gibt es noch keinen lizensierten Impfstoff, sodass Dengue eine
lebensbedrohliche Krankheit bleibt. Dengue kommt Uberall in den Tropen vor, wobei es
mehrere Faktoren gibt, die eine Ausbreitung unterstitzen. Zum einen wird das globale
Bevolkerungswachstum und die damit verbundene Urbanisierung, insbesondere in den
Entwicklungslandern, beschrieben. Besonders die Verschlechterung der Wasser-,
Abwasser- und Abfallentsorgungssysteme, die mit einer ungeplanten Verstadterung
einhergehen, birgen ideale Lebensbedingungen fur Moskitos und kdnnen somit zu einer
vermehrten Ubertragung von Viren bzw. Erkrankungen fiihren. Dariiber hinaus sind die
geografische Verteilung und die Populationsdichten von Ae. aegypti, insbesondere in
den Tropengebieten, aufgrund der erhdhten Anzahl von Muckenlarven in der hauslichen
Umgebung, angestiegen. Ein weiterer Faktor zur weltweiten Ausbreitung von Dengue
wird im erhOohten Flugverkehr fur Geschafts- und Urlaubsreisen gesehen. Viele
Reisende werden infiziert, wenn sie tropische Gebiete besuchen, werden aber erst nach
ihrer Ruckkehr krank, was zu einer standigen Bewegung von Dengue-Viren in infizierten
Menschen in alle Teile der Welt fuhrt (Gubler 1998). Geschatzt gab es im Jahr 2010 ca.
390 Millionen Dengue-Falle weltweit. Viele Erkrankungen blieben inapperent, jedoch
bildeten ca. 96 Millionen Erkrankte Krankheitssymptome aus (Bhatt et al. 2013, Gubler
1998).

Dengue wird in 4 Serotypen (DENV 1-4) eingeteilt. In Westafrika wurden in den 1960er
Jahren erstmalig DENV-1,-2, und -3 aus menschlichen Seren aus Nigeria extrahiert
(Carey et al. 1971). Die letzten Ausbruche von Dengue wurden in der Elfenbeinkuste,
ausgelost durch DENV-2 und -3, in den Jahren 2006 und 2008 dokumentiert (WHO
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2009). Vereinzelt ist Dengue auch in Ghana aufgetreten. Bisher wurde allerdings noch
keine Epidemie nachgewiesen. Es bleibt jedoch Gegenstand der Forschung, da es in
den angrenzenden Landern, wie oben beschrieben, zu vereinzelten Ausbrichen
gekommen ist und mit einer zunehmenden Migration der Menschen Uuber die
Landergrenzen hinweg, eine Ubertragung moglich ist (Franco et al. 2010, Huhtamo et al.
2008, Amarasinghe et al. 2011). In Westafrika kommt DENV-2 am haufigsten vor
(Franco et al. 2010).

1.3.3 West-Nil-Virus

Das WNV, ebenfalls zugehorig zu den Flaviviren, wurde erstmals 1937 in Uganda
isoliert (Smithburn et al. 1940). In den folgenden Jahrzenten zeigte sich eine weltweite
Verbreitung des Virus vornehmlich durch Moskitos aus der Gattung Culex und Aedes
(Haas et al. 2004). Ausbruche von WNV wurden in Afrika, Asien, Europa, mittlerer Osten
und Australien beschrieben. In den letzten Jahrzehnten wurden gro3e Epidemien in
Rumanien, Russland, Isreal und Nordamerika durch WNV ausgelost. 1999 hat sich eine
schwere Epidemie von Meningoencephalitiden in New York City gezeigt, fur welche das
WNV verantwortlich gemacht wurde. Innerhalb von 3 Jahren (1999-2001) wurden in den
USA 142 Falle von WNV mit 18 Todesfallen berichtet. Die meisten menschlichen WNV
Infektionen verlaufen subklinisch mit unspezifischen Symptomen. Es werden aber auch
komplizierte Verlaufe mit todlich verlaufender Meningoencephalitis berichtet. Die
Haufigkeit einer schweren Infektion mit WNV nimmt mit dem Alter zu (Campbell et al.
2002).

Ein Ausbruch in Westafrika kann bisher nicht belegt werden. In einer klinischen Studie
mit 1300 Serumproben von Menschen aus Ghana wurde keine akute Erkrankung des
WNV nachgewiesen (Wang et al. 2009). Jedoch 4,8 % der Kinder, sowie knapp 28 %
der Erwachsenen besitzen spezifische IgG Antikorper gegen WNV. Es wird
angenommen, dass haufig eine Infektion innerhalb der ersten 30 Lebensjahren stattfand
und sich anschlieRend eine lebenslange Immunitat ausbildete.

1.3.4 Rift-Tal-Fieber-Virus

Das RVFV, ein Phlebovirus aus der Familie der Phenuiviridae 16st das sogenannte Rift-
Valley-Fieber (RVF) aus. Kennzeichnend sind die Epidemien bei Nutztieren mit hohen
Abortraten trachtiger Tiere und einer hohen Sterblichkeit der Jungtiere (Gubler 2002,
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Woods et al. 2002). RVFV wurde erstmals nach plotzlichen Todesfallen von ca. 4.700
Lammern und Schafen auf einer Farm am Ufer des Lake Naivasha in Kenia beschrieben
(Daubney et al. 1931). Seit dieser Zeit hat das RVFV zahlreiche Epidemien ausgelost.
Charakteristisch fur die Infektion, nach einem Stich eines infizierten Moskitos, sind hohe
Abortraten und Sterblichkeit bei Jungtieren von bis zu 100 % und bei ausgewachsenen
Tieren von 10-20 % (Bird et al. 2009). Menschen infizieren sich durch Kontakt von
Gewebe infizierter Tiere oder ebenfalls durch Moskitostiche. Infektionen beim Menschen
sind in der Regel selbstlimiterende fieberhafte Erkrankungen, ahnlich zu
Grippesymptomen. Bei ca. 1 % - 2 % der Betroffenen kdnnen sich jedoch schwere
Komplikationen wie eine fulminante Hepatitis, Enzephalitis, Retinitis mit Erblindung oder
hamorrhagische Erscheinungsformen ausbilden. Bei den schweren Verlaufen liegt die
Letalitat bei ca. 10 % - 20 % (Madani et al. 2003, Grobbelaar et al. 2011).

RVFV wird durch verschiedene Moskito-Genera Ubertragen, hauptsachlich jedoch durch
Aedes und Culex-Arten. Eine Zunahme der Moskitopopulation wird vor allem nach
heftigen Regenfallen beschrieben (Lacaux et al. 2007). Ein erhohtes RVFV Risiko wird
in Westafrika fur den nordlichen Senegal, sudliches Mauretanien und Mali beschrieben
(Caminade et al. 2011). Infektionen mit RVFV in Ghana wurden bisher nicht
beschrieben. Angesichts der ernsten gesundheitlichen Folgen der RVF Epidemien, wird
eine grolBere Investition in die Durchfuhrung oder Berichterstattung der

Uberwachungstatigkeiten in Ghana empfohlen (Clements et al. 2007).

1.3.5 Arbovirus Immunstatus

Uber den Immunstatus der Bevolkerung Aquatorialafrikas gegen Arboviren ist wenig
bekannt. In einer Studie wurden unspezifisch fieberhaft erkrankte Patienten aus Guinea
auf Antikorper gegen verschiedene Arboviren bspw. WNV, YFV, DENV, CHIKV und
Tahyna Virus (TAHV) untersucht. Es zeigte sich bei 63 % der erkrankten Patienten ein
positiver Antikorperstatus hinsichtlich einer abgelaufenen Infektion (Jentes et al. 2010).
Eine genaue Einschatzung uUber das Vorkommen von arboviralen Erkrankungen ist
jenseits der grollen Epidemien kaum mdoglich, da ausreichendes medizinisches
Personal, eine konsequente Erregersuche und Kontrollen fehlen. Haufig liegt dies an
einer nicht ausreichenden Infrastruktur und fehlenden finanziellen Mitteln in den Landern

Aquatorialafrikas.
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1.3.6 Moskitovorkommen

Weltweit gibt es aktuell 3546 verschiedene Moskitospezies. Diese sind in 112 Genera
eingeteilt (Harbach 2015). In Ghana sind bislang 24 Moskitogenera beschrieben, auf die
sich 134 Spezies aufteilen (WRBU). Von den 24 Genera sind bisher 12 als Ubertrager
von medizinisch relevanten Erkrankungen beschrieben (WRBU). Beispielhaft kann hier
Aedes aegypti genannt werden, bekannt fiir die Ubertragung von DENV oder YFV, oder
Culex pipiens als Ubertrager des Sindbis Virus. In Ghana sind verschiedene arbovirale
Infektionen wie z. B. Gelbfieber, Dengue-Fieber oder West-Nil-Fieber nachgewiesen
(Appawu et al. 2006, Bhatt et al. 2013).

1.4 Gegenstand der Forschung

1.4.1 Kumasiin Ghana, Afrika

Kumasi ist nach der Hauptstadt Accra die zweitgroRte Stadt in Ghana. Kumasi liegt in
der Regenwaldzone von Westafrika und hat eine stetig steigende Einwohnerzahl von
mittlerweile 1,2 Millionen. Ghana liegt aquatornah, hat ein feuchtwarmes Klima mit
einem durchschnittlichen Niederschlag von ca. 1400 mm/Jahr und zwei eindeutigen
Regenzeiten. Die Durchschnittstemperatur betragt ca. 25 °C (Afrane 2004).

P Vauretanien!
I ey

Abb. 5: Karte von Ghana im Kontext zu den umliegenden afrikanischen Landern, sowie
eine VergroRerung mit Lupeneffekt auf die Lage der Fangpunkte im Stadtgebiet von
Kumasi. Die Karten wurde mit Google Maps (http://www.maps.google.de) erstellt.
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In Kumasi/Ghana lebte zum Zeitpunkt dieser Arbeit eine groRe Kolonie der
Palmenflughunde Eidolon helvum in unmittelbarer Nahe zum Studiengebiet. Eine
Infektion mit GB Viren wurde in einer anderen Gattung von Flughunden Pteropus
giganteus bereits nachgewiesen (Epstein et al. 2010, Stapleton et al. 2011, Quan et al.
2013). Ob ebenso eine Infektion der in Ghana ansassigen Flughunden vorliegt, konnte
bisher nicht aufgezeigt werden. Dennoch wurde ein mdglicher Ubertragungsweg durch
Moskitos diskutiert.

1.4.2 Botanischer Garten, Kwame Nkrumah University of Science and Technology,
KNUST

Der Botanische Garten auf dem Campusgelande in Kumasi ist der drittgroRte Garten
von funf Botanischen Garten in Ghana. Der Botanische Garten wurde 1960 gegrundet
und besitzt eine Grolde von 12,9 Hektar, die sich auf zwei eindeutig unterschiedliche
Gebiete aufteilen. Ein Bereich des Gartens ist mit einer grol3en Fulle unterschiedlicher
Pflanzen bepflanzt, wahrend der Rest mit unkultivietem Sekundarregenwald
bewachsen ist (Abb. 6).
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Abb. 6: Ubersichtskarte der beiden unterschiedlichen Gebiete, gestorte (disturbed) und
ungestorte (undisturbed) Flache des Botanischen Gartens auf dem Camupusgelande
der Universitat Kumasi (KNUST). (Grafik von PA Fordjour, Diversity and Distribution of
Climbing Plants in a Semi-Deciduous Rain Forest, KNUST Botanic Garden, Ghana,
2008)
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Einige wenige Mal3nahmen wurden eingesetzt, um die Menschen vom unkontrollierten
Betreten des Gartens abzuhalten. Der gesamte Garten wurde eingezaunt, Wachmanner
beschutzen den Eingang und versuchen den Garten vor Eingriffen wie wilder Rodung
fur Feuerholz, Bambus sammeln und Jagen der dort ansassigen Tiere zu schitzen
(AddoFordjour et al. 2008).

Bisher gibt es nur eine geringe Datenlage daruber, welche Viren in den Wald-, und
Wohngebieten kursieren. Durch frUhere Arbeiten in der angrenzenden Elfenbeinkuste
konnte die Pravalenz und Artenzusammensetzung von Arboviren und deren Vektoren
im Tai National Park und angrenzenden Gebieten aufgezeigt werden (Junglen et al.
2009).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es Moskitos im Botanischen Garten und einem Wohngebiet in
Kumasi zu fangen, diese anschlieBend morphologisch zu bestimmen und auf
Virusinfektionen zu untersuchen. Damit soll ein Uberblick ber das Vorkommen von
Moskitoarten und deren Erreger erhalten werden.

Die Moskitos sollen mit generischen PCR Assays auf bekannte und unbekannte Viren
getestet werden. Zusatzlich sollte versucht werden aus den Moskitos Viren in Zellkultur

zu isolieren.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

1kb Plus DNA Ladder ™
100bp DNA Ladder
Ampuwa-

Aqua bidest

Biozym LE Agarose

Bromphenolblau
Dithiothreitol (DTT)
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP)
Ethanol absolute
Essigsaure (Eisessig)
Ethidiumbromid

Ficoll 400

Hexaquart® plus
Isopropanol
Lambda-DNA

MgCl, 25mM

MgCl, 50mM
Na,EDTA
Nuclease-Free Water
Primer

Saccharose

TRIS

Trypsin/EDTA
Xylencyanol FF

2.1.2 Losungen und Puffer
Dubecco’s PBS (1x)

36

Life technologies, Darmstadt

Life technologies, Darmstadt
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Institut fur Virologie UK, Bonn

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Olderndorf

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Life technologies, Darmstadt

Life technologies, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Fermentas GmbH, St Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Life technologies, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Biomers.net GmbH, Ulm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
PAA, Pasching, Osterreich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
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Saccharoselosung 36% (Eigenherstellung)
36% Saccharose
H.O
Sterilfiltriert Institut fur Virologie, Bonn

2.1.2.1 PCR Puffer
10X Expand High Fidelity Buffer (15mM MgCls)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
10X PCR-Puffer fur Platinum-* Taq (ohne MgCly)
Life technologies, Darmstadt
5X First Strand Puffer (SSIII) Life technologies, Darmstadt
5X Phusion: HF Puffer Life technologies, Darmstadt

2.1.2.2 Zellkulturmedien und Zusatze
Amphotericin B PAA, Pasching, Osterreich
C6/36-Medium (Eigenherstellung)
L-15 Medium (Leibovitz's Medium), mit L-Glutamin
5%, 10% Fotales Kalberserum (FKS)
DMEM, high Glucose (4,5g/l), mit L-Glutamin PAA, Pasching, Osterreich

Fotales Kalberserum (FKS) PAA, Pasching, Osterreich
Imipenem Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
L-15 Medium, mit L-Glutamin PAA, Pasching, Osterreich
Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching, Osterreich

Vero E6/7-Medium (Eigenherstellung)
DMEM, high Glucose (4,5g/l), mit L-Glutamin
5% Fotales Kalberserum (FKS)
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2.1.2.3 Nahrmedien fur One Shot* TOP10 Chemically Competent E.coli

LB-Agar (Eigenherstellung)
- Standardrezeptur-
+ 5mg/ml Carbencillin
LB-Flissigmedium (Eigenherstellung)
- Standardrezeptur-
+ 5mg/ml Carbencillin
S.0.C. Medium
X-Gal

2.1.2.4 Agarose-Gelelektrophorese
Agarose Gel 1%, 2%
1%, 2% Agarose
TAE-Puffer
Ladepuffer 6x (Eigenherstellung)

0,13% Bromphenolblau

0,13% Xylencyanol FF

15% Ficoll 400

5x TAE-Puffer
TAE-Puffer 50X (Eigenherstellung)

2429 Tris

Nahrmedienkiche UK, Bonn

Nahrmedienkiche UK, Bonn
Life technologies, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Institut fur Virologie UK, Bonn

Institut fur Virologie UK, Bonn

100ml 0,5M Na>EDTA (pH 8,0)

57,1ml Essigsaure

ad 1 Liter mit aqua bidest

2.1.3 Kits

ExoSAP-IT For PCR Product Clean-Up Kit

MinElute Gel Extraction Kit
QIAamp* Viral RNA Mini Kit
NulceoSpin® RNA Virus
Seglab PCR-Reinigungs-Kit

Institut fur Virologie UK, Bonn

Affymetrix, Santa Clara, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Macherey-Nagel, Duren
Seglab GmbH, Gottingen
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TOPO TA Cloning- Kit for Sequencing Life technologies, Darmstadt
2.1.4 Enzyme

Phusion- High-Fidelity DNA Polymerase Life technologies, Darmstadt
Platinum- Taq DNA Polymerase Life technologies, Darmstadt
SuperSc:riptT'VI [l Reverse Transcriptase Life technologies, Darmstadt

2.1.5 Bakterienstamme und Plasmide
One Shot* TOP10 Chemically Competent E.coli

Life technologies, Darmstadt

pCR2.1 Vector Life technologies, Darmstadt
pCR4-TOPO- Life technologies, Darmstadt
2.1.6 Zelllinien

C6/36 Insektenzellen:

Moskitozellen aus der Asiatischen Tigermucke (Aedes albopictus)
Larve Klon C6/36
ECACC Nr. 89051705

Vero E6/7 Vertebratenzellen:
Nierenzellen aus der afrikanischen grunen Meerkatze (Ceropithecus
aethiops)
ECACC Nr. 85020205

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Clear Seal Diamond, ABgene (Einschweil¥folie fur 96er Plates)
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Cryotubes (1ml) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Eppendorf AG Combitips: (25ml) Eppendorf AG, Hamburg



Filter-Pipettenspitzen fur Mikropipetten
Flat Cap Strips

Luer-Lok™ Spritze (3ml)

Millex: — GV 0,22um

Parafilm- ,M* Laboratory Film

PCR Tube (0,2ml Flat Cap)

PCR Tube (0,5ml)
Precellys-Keramikkugeln 1,4mm
QPCRTube Stripes (0,2ml)
Reaktionsgefalie (1,5ml, 2ml)
Standard 96 Well PCR Plates
Stahlkugel 5mm

Whatman: S&S FP30/0,2um CA-S

Zellkulturflaschen (25cm?, 75¢cm?, 175¢cm?)
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nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
BD, Franklin Lakes, USA

Merck Millipore, Billerica, USA
Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Heinrich Hermanns, Bonn

Whatman GmbH, Dassel

Nunc, Roskilde, Danemark

Zellkulturpipetten (1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Zellkulturplatten (6-, 24-Well)
Zellschaber (24cm, 32cm)
Zentrifugenrohrchen (15ml, 50ml)

2.1.8 Technische Gerate
Autoklav

BG Sentinel Trap®
Brutschranke:

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Thermo Fischer scientific Inc., Waltham,
USA
Biogents AG, Regensburg

Galaxy 170 S (37,0°C; 5%CO,)

Heraeus B 6200 (28°C)

New Brunswick Scientific, Eppendorf AG,
Hamburg

Thermo Fischer scientific Inc., Waltham,
USA

Heraeus Hera Cell 240 (28°C) (37°C; 5%CO,)
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Thermo Fischer scientific Inc., Waltham,

USA
CDC Light Trap John W. Hock Company, USA
Eismaschine AF 100 Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA
Feather: Disposable Scalpel No. 11 Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka,
Japan
Federstahlpinzetten, spitz Fiebig Lehrmittel, Berlin

Geldokumentation:
AlphaDigiDoc™ RT (Alpha Innotech Corp.)
Cell Bioscience Inc., Santa Clara, USA
Olympus Camedia C-5060 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
UV-Tisch AITM.26 (Alpha Innotech Corp.)
Cell Bioscience Inc., Santa Clara, USA
Visi-Blue™ UV Transilluminator
UVP, Cambridge, GBR
Gelkamme:
Kamm 1.5mm/6 Zahne fur Gelsystem Mini
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
Kamm 1.5mm/10 Zahne fur Gelsystem Mini
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
Kamm 1.5mm/12 Zahne fur Gelsystem Maxi
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
Kamm 1.5mm/20 Zahne fur Gelsystem Maxi
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
Kamm 1.5mm/25 Zahne fur Gelsystem Maxi
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
Kamm ~1mm/12 Zahne Eigenkonstruktion UKB
Gelkammern:
Gelkammer (Eigenkonstruktion)
Washington University, Saint Louis, USA
Owl B2 EasyCast Mini Gel System
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Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA
PerfectBlue Gelsystem Maxi S
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen
PerfectBlue Gelsystem Mini S
PeqLab Biotechnoologie GmbH, Erlangen

Kudhlschrank Bosch
Mikroskopie:
Canon IXUS 95IS Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Digitalkamera Adapter mit C-Mount 1x
ProMicron, Kirchheim/Neckar
Inversmikroskop AE20 Motic Incorporation Ltd., Hong Kong,
Japan
Stereomikroskop Stemi DRC Carl Zeiss AG, Oberkochen
Zahlkammer Neubauer improved
Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen
Mirkowelle Micromat AEG, Nurnberg
Pipetten:
Mikroliterpipetten Eppendorf AG, Hamburg
Mehrkanalpipette Eppendorf AG, Hamburg
Multipette plus Eppendorf AG, Hamburg

Einmalskalpell

Pipettierhelfer accu-jet:Pro BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sterilbank Gelaire flow BSB4A Flow Laboratories, Merckenheim

Stromquelle fur Geldokumentation:

Thermozykler:

Biometra Standard Power Pack P25

Biometra GmbH, Gaéttingen
Whatman Biometra Power Supply EC-105

Biometra GmbH, Gaéttingen

Vapo protect Master cycler pro
Eppendorf AG, Hamburg



43

Vapo protect Master cycler pro S

Master cycler gradient

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Gene Amp PCR System 2400

TiefkUhler
Tischschiittler Certomat®S 11

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
AEG Elektrolux
Sartorius AG, Gottingen

Inkubationshaube Certomat: H

Tissue-Lyser Qiagen:

Adapter-Set 2x24
Vortex-1 Genie Touch mixer
Vortex Neolab 7-2020

Zentrifuge:

Heraeus Megafuge 1.0R

tTM

Sprout ™ Tischzentrifuge

Eppendorf Centrifuge 5424

Sartorius AG, Gottingen

Retsch GmbH, Haan

Qiagen, Hilden

Scientific Industries Inc., New York, USA
Laborbedarf-Vertriebs

neoLab  Migge

GmbH, Heidelberg

Thermo Fischer scientific Inc., Waltham,
USA

Heathrow Scientific LLC, Vernon Hills,
USA

Eppendorf AG, Hamburg



44

2.2 Methoden

2.2.1 Sammeln der Moskitos

Die Moskitos wurden Uber einen Zeitraum von funf Wochen, von Februar bis Marz 2011
(Ubergang der Trocken- in die Regenzeit), auf dem Gelande der Universitat von Kumasi,
Ghana gefangen. Es wurden zwei verschiedene Fangpunkte ausgewahlt. Zum einen
wurde in Wohngebieten gefangen, um die Nahe zum Menschen zu gewahrleisten. Als
zweiter Fangort diente der botanische Garten, da sich hier eine groRe Kolonie von
Palmenflughunden (Eidolon helvum ca. 400.000 Tiere) aufhielt.

2.2.1.1 Botanischer Garten, Kwame Nkrumah University of Science and Technology,
KNUST

Der botanische Garten auf dem Campusgelande in Kumasi ist der drittgrof3te von funf

Botanischen Garten in Ghana. Neben einem unkultivierten Bereich der als

Sekundarregenwald bezeichnet werden kann, gibt es einen angelegten Bereich mit

einer grof3en Vielfalt an Pflanzen und Baumen.

Die Moskitos dieser Arbeit wurden an zwei verschiedenen Punkten auf dem

Universitatsgelande (Abb. 7) folgendermalen gefangen:

1.) Im Botanischen Garten (BG) wurden drei Fallen pro Fangnacht an verschiedenen

Orten aufgestellt. Meist standen sie bodennah oder auf kleinen Anhohen. Es wurde

sowohl an dem kleinen Bach, der den Botanischen Garten durchkreuzt, gefangen, als

auch bei dem Haus der Nachtwachter und auf fast freier Flache.

2.) In der umgebenen Wohngegend (WG) wurde mit zwei bis drei Fallen pro Fangnacht

im Garten, direkt am Haus, in der Nahe von Lichtquellen oder in vollstandiger Dunkelheit

gefangen. Ebenfalls wurde die Nahe zu Wasserbehaltern wie Regentonne oder

Zisternen gesucht, sowie in der Nahe der Terrasse gefangen.
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Abb. 7: Satelitenbild der beiden Fanggebiete auf dem Universitatsgelande KNUST
Kumasi/Ghana. Das Bild wurde mit Google Maps (http://www.maps.google.de) erstellt.
BG: Botanischer Garten, WG: Wohngebiet. Beispielhaft sind hier zwei der
unterschiedlichen Fangorte im Botanischen Garten dargestellt, oben in direkter Nahe
zum Haus der Nachtwachter und unten im Schutz eines grolen Baumes neben einer
freien Flache (Fotos privat).

2.2.1.2 Moskitofallen

Die Moskitos wurden mit zwei unterschiedlichen Fallentypen gefangen. Zum einen mit
den sogenannten Lichtfallen CDC Light Traps (Abb. 8), bei der sich oberhalb des
Ventilators eine kleine Gluhbirne befindet, die in Dunkelheit die Moskitos anlockt und sie
dann durch den Ventilator in ein Auffangsackchen beférdert. Diese Fallen wurden meist
1,5 m bis 2 m Uber dem Boden aufgehangt.

Zum anderen wurde mit BG Sentinel Traps® gefangen (Abb. 8), die einen groRen
tonnenartigen Aufbau haben. Die Falle ist durch eine Gaze, bis auf ein zentral
gelegenes Loch verschlossen. Uber die Oberflache entweichen die Lockstoffe. Die
Moskitos werden durch den Luftsog eines Ventilators im Inneren der Falle durch ein
Zwischenrohr in ein darunter hangendes Auffangsackchen gesogen. Die einstromende
Luft steigt dann aulRen durch die Tonne wieder nach oben und tragt somit die Lockstoffe

aus dem Innern der Falle nach aufen.
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Abb. 8: Verwendete Moskitofallentypen Links ist eine CDC Light Trap dargestellt mit der
nachts mit Hilfe einer Lichtquelle und Lockstoff die Moskitos gefangen wurden. Das Foto
stammt von der Website des Herstellers (http://johnwhock.com/products/mosquito-
sandfly-traps/cdc-miniature-light-trap/). Rechts ist eine BG Sentinel Trap®zu sehen, die
vor allem in den Dammerstunden eingesetzt wurde und bei der mit Hilfe eines
Ventilators sowie Lockmitteln die Moskitos angelockt wurden. (Foto: privat)

Die Fallen wurden mit unterschiedlichen Lockstoffen beflllt. Es wurden Limburger
Weichkase, getragene Kleidungsstiicke wie Socken oder T-Shirts, sowie Behalter mit
verschiedenen Flussigkeiten als Lockstoffe genutzt. Die Flissigkeiten wurden ein paar
Tage vor dem Gebrauch folgendermalRen hergestellt: eine grofe Plastikflasche wurde
mit Pfitzenwasser oder Wasser aus einer Regentonne geflllt und zusatzlich wurden
einige gehaufte Essloffel Zucker und unterschiedliche Graser, die im Botanischen
Garten wachsen, hinzugegeben. Die Flasche wurde nun fiir ca. 2-3 Tage in die pralle
Sonne gestellt, sodass Zersetzungs- und Garungsprozesse beschleunigt wurden. An
jedem Fangpunkt wurde je ein oder zwei der drei Lockstoffe fir mindestens eine
Fangnacht eingesetzt.

Die Fallen wurden vor der Dammerung gegen 17 Uhr aufgestellt und liefen dann bis
zum kommenden Morgen nach Sonnenaufgang bis ca. 6.30 Uhr. Zusatzlich wurde an
sechs Tagen auch von 6.30 bis 17 Uhr gefangen.
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2.2.2 Okologische Analysen

2.2.2.1 Bildung von Fangeinheiten (FE)

Um die Anzahl der verschiedenen vorkommenden Moskitospezies an den beiden
Fangpunkten zu bestimmen, wurde eine standardisierte Fangeinheit (FE) pro Fangpunkt
gebildetet. Dies ist ndtig um einen Unterschied der Fallenanzahl und unterschiedliche
Anzahl an Fangtagen an beiden Fangorten auszugleichen. Da eine Leerung der Fallen
zwei Mal pro Tag sattfand, betrug eine FE 12 Stunden. Die Anzahl der Moskitos pro
Fangeinheit an einem Fangort ergibt sich somit aus der Haufigkeit einer gefangenen
Moskitospezies dividiert durch das Produkt der Faktoren Fallenanzahl und
Fangtageanzahl.

, C Anzahl Moskitos
Moskitos/Fangeinheit [M / Fe] =

(Anzahl Fallen x Anzahl Tage)

2.2.2.2 Bestimmung der Diversitat

Der Shannon Index ist eine mathematische GrofRe zur Beschreibung und Errechnug der
Diversitat. Er beschreibt die Artenvielfalt innerhalb einer Gruppe von Arten, in dieser
Arbeit Moskitos, und betrachtet dabei sowohl die Zahl der einzelnen Arten als auch die
Anzahl der einzelnen Individuen je Art (Abundanz) (Shannon und Weaver 1949).

Berechnet wird der Shannon Index nach folgender Formel:

s S = Anzahl der vorhandenen Spezies

, (1d) ux1d T-= M pi = relative Haufigkeit der jeweiligen Spezies i
ni . . i

mit pi = W ni = Anzahl der jeweiligen Spezies i

N = Gesamtzahl aller Individuen

H wird kleiner je gleichmaliger die Moskitoarten vertreten sind. Je unterschiedlicher die
Verteilung desto grofder wird H.

Der Simpson-Index ist ebenfalls ein Berechnungsmaly fur die Diversitat (Sodhi und
Ehrlich 2010). Durch ihn wird die Wahrscheinlichkeit errechnet, dass zwei zufallig
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gefangene Individuen eines Fangs nicht der gleichen Spezies angehdren. Er errechnet

sich wie folgt:
ni (ni—1) n; = die Zahl der Individuen einer Art (i)
D=1-Y ——
i1 n(n—1) n = Gesamtheit aller Individuen

D = 0 wenn alle Individuen einer Spezies angehoren, somit keine Diversitat vorherrscht.

Je mehr sich D der 1 annahert desto grof3er die Diversitat.

Die Aquitdt oder Evenness (Biodiversitat) beschreibt wie haufig oder selten ein
Individuum einer Art an einem der beiden Fangpunkte vorkommt, bezogen auf die
Anzahl an Individuen der an dem Fangort vorkommenden Arten. Je hoher die Aquitat
desto ausgeglichener ist die Individuenanzahl an dem ausgewahlten Fangort (Pielou
1975).

b

Aquitét = S Richness = Anzahl der Genera
In (Richness)

2.2.3 Bestimmung der Moskitos

Die gefangenen Moskitos wurden in den Auffangsackchen in das Labor transportiert und
zur besseren Handhabung fur zwei bis funf Minuten in den Kihlschrank oder Tiefkuhler
gelegt. Anschlieffend wurden sie unter dem Binocular moglichst zeitnah bis zur Spezies
bestimmt. Zur Bestimmung wurde die Bestimmungsliteratur von Edwards (Edwards
1941) und Jupp (Jupp 1996) verwendet. Mittels Digitalkamera wurden von einigen
Exemplaren Aufnahmen bestimmter Korperpartien gemacht. Die Moskitos wurden nach
Genus/Subgenus, Spezies, Fangpunkt, Geschlecht und Vitalitdt sortiert und in
Cryotubes in flussigem Stickstoff gelagert. Aufgrund einer Neuklassifizierung innerhalb
des Genus Aedes wurde einige der gefangen Moskitos nachtraglich den Genera
Stegomyia und Diceromyia zugeordnet (Reinert et al. 2004).
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2.2.4 Herstellung der Pools

Am Institut far Virologie in Bonn wurden die in Stickstoff gelagerten Moskitos
weiterbearbeitet. Die Moskitos wurden einzeln in Schraubdeckel-Tubes gegeben und mit
500 pL gekihltem (4 °C) L-15 Medium ohne Zusatze bedeckt. Ebenfalls wurden 4-5
gekuhlte Keramikkugeln (1,4 mm) als Reibungsflache in die Gefalle gegeben. Bei
Spezies des Genus Toxorhynchites wurden statt Keramikkugeln gekuhlte Stahlkugeln (5
mm) verwendet.

Die Homogenisierung der Moskitos erfolgte mit jeweils drei Zyklen von je 30 Sekunden
und einer Schlagfrequenz von 30 f/s im Tissue-Lyser. Falls noch grobe Partikel zu
sehen waren, wurde ein weiterer Homogenisierungszyklus vorgenommen. Im Anschluss
wurden die Proben in einer auf 4 °C gekuhlten Tischzentrifuge fur 10 Minuten bei 2500
rounds per minute (rpm) zentrifugiert.

Aus dem Uberstand der Moskito-Homogenisate wurden im Anschluss Pools, bestehend
aus 20 Tieren, gebildet. Hierzu wurden 50 pl Uberstand von 20 homogenisierten
Einzelmicken in einem Schraubdeckel-Tube zusammengefihrt. Dabei wurden
moglichst Tiere einer Art und eines Fangpunktes zusammengefasst. 500 pl des
gepoolten Homogenisats wurden fur Anzuchtversuche aliquotiert und 140 pl wurden far
die RNA Extraktion in AVL-Puffer gegeben. Die Infektion der Zelllinien wurde direkt im
Anschluss gemacht ohne die Proben nochmals einzufrieren. Das Homogenisat der
Einzelmoskitos sowie die Aliquots fur die RNA Extraktion und die restlichen 360 pl des

Pools wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.5 Virusanzucht

2.2.5.1 Kultivierung von Zellen

Fur spatere Virus Anzuchtversuche wurden C6/36 (Aedes albopictus) und Vero E6/7
(Ceropithecus aethiops) Zellen verwendet. Diese beiden Zelllinien wachsen adharent
und werden zweimal pro Woche gesplittet und in frische Zellkulturflaschen umgesetzt.
Fiar die C6/36 Zellen bedeutete dies, das alte Medium alle 2 bis 3 Tage zu entfernen
und mit frischem L-15 Medium mit fotalem Kalberserum (FKS) aufzufullen. Die Zellen
wurden vorsichtig mit einem Zellschaber vom Boden gelost und im Medium

resuspendiert. Je nach Zelldichte (1:2 bis 1:4) wurden die Zellen in frische
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Zellkulturflaschen ohne Filter im Deckel umgesetzt und mit entsprechendem Volumen
frischen Mediums aufgefullt. Inkubiert wurden die C6/36 Zellen bei 28 °C ohne CO;
Begasung. Die Vero E6/7 Zellen wurden ebenfalls alle 2 bis 3 Tage gesplittet. Das alte
Medium wurde auch hier vorsichtig abgenommen und die Zellen anschlieBend mit
Dulbecco’s PBS Losung gewaschen. Dann wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA bedeckt
und far wenige Minuten bei 37 °C inkubiert wurden, um ein rasches Ablosen der Zellen
zu erreichen. Danach wurden die Zellen in frischem DMEM Medium mit FKS
resuspendiert, in frische Zellkulturflaschen mit Filter im Deckel Uberfuhrt und mit
frischem Medium aufgefullt. Die Vero EG/7 Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO;
Begasung inkubiert.

2.2.5.2 Infektionsversuche

Am Vortag der Infektion wurden die Zellen in 24-Well Platten ausgesat, wobei die
Zellzahl pro Well bei den C6/36 Zellen 2,5 x 10° und bei den Vero E6/7 8 x 10* betrug.
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Am Infektionstag
sollte der Zellrasen mit einer Dichte von ca. 70-80 % vorliegen.

Das Infektionsvolumen pro Well einer 24-Well Platte betrug 300 pl. Diese geringe
Menge an Medium soll die Anheftung der Viruspartikel an die Zellen erleichtern und die
Zellen wahrend der Inkubationszeit vor Austrocknung schutzen. Dieses Volumen teilt
sich in 200 yl Medium ohne Zusatze und 100 pyl Moskitopool-Homogenisat. Fur jede
Zelllinie wurden zwei verschiedene Infektionsansatze durchgefuhrt. Zum einen wurden
290 pl des Moskitopools durch einen Spritzenvorsatzfilter mit einer Porengrofde von 0,45
um filtriert und jeweils 100 pl auf C6/36 und Vero Zellen gegeben. Im zweiten
Infektionsansatz wurde das unfiltrierte Homogenisat direkt auf die beiden Zelllinien
gegeben. Nach einer einstindigen Inkubation im Brutschrank unter den jeweiligen
Wachstumsbedingungen fur die Zelllinien wurden 700 uyl Medium mit Zusatzen auf die
Zellen gegeben und diese anschlieRend maximal eine Woche inkubiert. Zu den Zellen,
die mit dem unfiltrierten Homogenisat behandelt wurden, wurden dem Medium in einer
Konzentration von 1 % die Antibiotika Penicillin und Streptomycin sowie das
Antimykotikum Amphotericin B hinzugeflugt.

Die Wells wurden taglich nach Anzeichen eines cytopatischen Effektes (CPE) unter dem
Lichtmikroskop untersucht und eventuelle Zellveranderungen dokumentiert.
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Die Passage von infektiosem Zellkulturiberstand auf frische Zellen erfolgte jeweils in
einem sieben Tage Rhytmus. Hierzu wurden wie oben beschrieben die Zellen am
Vortag ausgesat. Die ausgesaten Zellen wurden dann mit 200 pl Medium ohne Zusatze
bedeckt und mit 100 ul der vorangegangenen Passage infiziert. AnschlieRend wurde der
Ansatz eine Stunde im jeweiligen Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 700 ul der beiden oben beschriebenen Mediumvarianten auf 1 ml Infektionsvolumen
aufgefullt.

2.2.5.3 Virusernte

Sobald ein deutlicher CPE bei 80-100 % der Zellen in einem Well zu erkennen war, z.B.
in Form von Zellcluster, Zellplatzen, Riesenzellen, oder ein Ablosen der Zellen, wurden
die Zellen mit einer Pipettenspitze vom Boden abgekratzt und mit dem Uberstand
resuspendiert. Anschliellend wurde ein Aliquot von 100 pl fur das weitere Passagieren
abgenommen und der restliche Uberstand in 2 Cryotubes aliquotiert und bei -80 °C
eingelagert.

Bei der Ernte von Zellkulturflaschen wurden die Zellen vom Boden mit einem
Zellschaber abgel6st und in 15 ml bzw. 50 ml Falconrohrchen uberfuhrt und bei -80 °C

eingefroren.

2.2.6 Ultrazentrifugation

Um Viruspartikel aufzukonzentrieren wurde eine groRBe Zellkulturflasche von 175 cm?
infiziert. Nach Ausbildung eines CPE's wurden die Zellen wie unter 2.2.5.3 beschrieben
geerntet. Der virushaltige Zellkulturiberstand wurde auf je 5ml einer 36 %igen
Saccharoselosung aufgeschichtet und in einer Ultrazentrifuge (Rotor: Sw 32 Ti) fur 4
Stunden bei 4 °C und 28000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig
verworfen und das Zentrifugenrohrchen mit dem zurickgebliebenen Viruspellet kopfuber
fur zehn Minuten getrocknet. Das Pellet wurde in 200 ul PBS gelost uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Probe stand dann fur weitere  Untersuchungen  wie
elektronenmikroskopische Diagnostik oder Tiefsequenzierung zur Verfugung.
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2.2.7 RNA Extraktion aus den Moskito-Pools und infektiosem Zellkulturiberstand

Die Extraktion von RNA aus den homogenisierten Moskitos und den Moskitopools
erfolgte mit Hilfe des QlAamp® Viral RNA Mini Kit. Hierzu wurden 140 pl der Probe in
560 pl AVL-Puffer gegeben, was zur Inaktivierung der vorhandenen Viren fuhrte. Die
RNA wurde nach Herstellerangaben extrahiert. Die Elution der RNA erfolgte in 2 x 40 pl
AVE Puffer.

Die Extraktion von RNA aus dem infektidsen Zellkulturiberstand erfolgte mit Hilfe des
NulceoSpin® RNA Virus Kits. In diesem Protokoll wurden 150 pl des infektiosen
Zellkulturiberstandes in 600 yl RAV1 Puffer gegeben und nach Herstellerangaben

extrahiert. Die RNA wurde in 2 x 40 yl RNase-freiem Wasser eluiert.

2.2.8 cDNA Synthese

Wahrend der cDNA Synthese wird die RNA in einzelstrangige, komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben und somit fur die nachfolgende PCR Versuche vorbereitet.

Die Synthese erfolgte entweder mit unspezifischen Random-Hexamer Primern (R6
Primer) oder mit Sequenz-spezifischen Primern (Tab. 7). Bei der Synthese von
spezifischer cDNA mit einem spezifischen Primer erfolgte nach der cDNA Synthese ein
RNase H-Verdau, bei dem die RNA der Ubriggebliebenen RNA-cDNA Hybride abgebaut
wurden. Die genaue Vorgehensweise und das Pipettierschema fur die verwendete
cDNA Synthesen sind in Tab. 1 und 2 ersichtlich.



Tab. 1: Standard cDNA-Synthese Protokoll mit SuperScript™ I
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Hexamer Primern

Standard cDNA-Synthese Protokoll

Mix 1:

Mix 2:

Random-Hexamer Primer R6 (50 pM) 2 ul
dNTPs (25 mM) 0,4 pl
H.O 7,1 ul
RNA-Probe 5yl

> 14,5 ul
First-Strand Buffer (5X) 4 pl
DTT(0,1M) 1 ul
SuperScript 0,2 ul
Mix 14,5 ul
H,O 0,3 ul
> 20 pl

RT und Random-

Cycler-Programm:

98°C
auf Eis

3 min
1 min

- Zugabe von Mix 2

50°C 60 min
70°C 15 min
4°C unendlich

Tab. 2: Spezifische cDNA Synthese Protokoll SuperScript™ 1ll RT und spezifische

Primer

Spezifische cDNA-Synthese Protokoll

Mix 1:

Mix 2:

spezifischer Primer (10 uM) 0,5 ul
dNTPs (25 mM) 0,4 pl
H-0 8,1 ul
RNA-Probe 5yl
> 14 ul
First-Strand Buffer (5X) 4yl
DTT (0,1M) 1 ul
SuperScript 1 ul
Mix 14 ul
> 20 pl
Rnase H 1l

Cycler-Programm:

98°C
auf Eis

3 min
1 min

- Zugabe von Mix 2

55°C 60 min
70°C 15 min
4°C unendlich
- Zugabe

37°C 20 min
-20°C Lagerung
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2.2.9 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine der wichtigsten molekularbiologischen
Methoden und bildet eine Grundlage fur alle weiterfuihrenden Untersuchungen. Die PCR
ermoglicht die selektive Vervielfaltigung von bestimmten DNA Abschnitten mit Hilfe von
spezifischen Primern und einer hitzestabilen Polymerase. Der komplementare Einbau
von frei vorliegenden Nukleotiden (nt) wird in diesem Bereich von der hitzestabilen
Polymerase vollfuhrt. Das Protokoll richtet sich dabei nach der Schmelztemperatur der

Primer, der Lange des gewunschten Amplifikats und der verwendeten Polymerase.

2.2.9.1 Konventionelle PCR

Fir die konventionelle PCR wurde als Enzym die Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase verwendet. Das Enzym zeichnet sich einerseits durch eine besonders hohe
Amplifikationsgeschwindigkeit (nur 15 s/kb) aus und andererseits durch seine
Fehlerkorrekturfunktion (Proofreading). Das verwendete Protokoll ist in Tab. 3
ersichtlich.

Tab. 3: PCR-Protokoll und Cycler Programm

Standard PCR Protokoll

Mix: H.O 14 ul Cycler-Programm:
5X Phusion HF-Puffer 5yl
dNTPs (10 mM) 0,5 ul 95°C 3 min
Forward Primer (10 yM) 1,25 pl
Reverse Primer (10 uM) 1,25 i 95°C 20 sec
DMSO (100 %) 0,75 pl 55°C 20 sec 30x
Phusion DNA
Polymerase 0,25 ul 72°C 1 min

23 ul

Template cDNA 2 ul 72°C 5 min
> 25yl 4°C unendlich

2.2.9.2 Nested PCR und seminested PCR

Fiar den Fall, dass nach einer ersten PCR keine Produkte auf einem Agarose-Gel zu
sehen waren, wurde eine nested oder seminested PCR durchgefuhrt. FUr diese wurde
als Template das PCR-Produkt aus der ersten PCR eingesetzt. Fur die nested PCR
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wurden zwei neue, eingeruckte Primer verwendet. Es wurde somit ein kurzeres PCR
Produkt gebildet. Fur die seminested PCR wurde ein Primer aus dem ersten Lauf

beibehalten und ein zweiter eingeruckter Primer eingesetzt.

Tab. 4: PCR Protokoll der nested-PCR und Programm

Nested PCR

Mix: H.O 37,8 ul Cycler-Programm:
10X PCR-Puffer 5 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul 95°C 3 min
MgCl, 2,5 pl
Forward Primer (10 M) 1,25 i 95°C 15 sec
Reverse Primer (10 uM) 1,25 pl 55°C 20 sec 30x
Platinum Tag DNA Polymerase 0,2 pl 72°C 30 sec

49 ul

Template PCR Produkt 1. Runde 1 pl 72°C 5 min
> 50 ul 4°C unendlich

2.2.9.3 Touch Down PCR

Wurde vermutet, dass die Primerbindungsstellen bei dem zu amplifizierenden Template
Nukleotidaustausche besitzen konnten, wurde durch kontinuierliches Absenken der
Annealingtemperatur die Chance auf ein Binden der Primer erhoht.

Fir dieses Protokoll wurden den 35 regularen Zyklen weitere 10 Zyklen vorangestellt.
Bei diesen 10 Zyklen nahm die Annealingtemperatur ausgehend von der gemittelten
Primerschmelztemperatur pro Zyklus um 0,5 °C oder 1 °C ab. Die anschlieRenden 35
Zyklen liefen dann bei der erniedrigten Temperatur von Zyklus 10. Durch das Absenken
der Temperatur wird die Amplifikation des gewunschten Fragmentes trotz Primer
Fehlbildungsstellen ermdglicht. Nebeneffekte sind haufig unspezifische Bindungen und
dadurch die Amplifikation unerwtnschter Produkte.
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Tab. 5: Protokoll der Touch-Down PCR und Cycler Programm

Touch-Down PCR Protokoll

Mix: H.O 16,65 ul Cycler-Programm:
10X PCR-Puffer 2,5 pl
dNTPs (10 mM) 0,5 pl 94°C 3 min
MgCl, 1,25 pl
Forward Primer (10 M) 1l 94°C 15 sec
Reverse Primer (10 uM) 1 ul 55°C 30 sec 10x
Platinum Tag DNA Polymerase 0,1 pl 72°C 30 sec
23 pl
Template cDNA 2 ul 95°C 15 sec
> 25 pl 50°C 30 sec 40x
72°C 30 sec
72°C 5 min
4°C unendlich

Touch Down je 0,5°C pro Cycle

Wie bei der konventionellen PCR konnen an die Touch Down PCR eine nested oder
seminested PCR angeschlossen werden. Wie unter 2.2.9.2 beschrieben, wurden ein
oder zwei neue Primer, eingeruckt auf dem Sequenzstuck der ersten PCR, eingesetzt.
Fiar den Mix wurde, wie oben beschrieben, ein Ansatz von 50 ul verwendet, das Cycler-

Programm wurde an das zu erwartende Sequenzstick angepasst.

2.2.9.4 Generische PCR

FUir das Testen auf neuartige Viren bestimmter Genera oder Familien werden
generische PCR-Assays als Touch down PCR verwendet. Die eingesetzten Primer sind
so angefertigt, dass sie Fragmente in hochkonservierten Bereichen der Sequenz binden.
Dabei werden innerhalb der Genera variierende Nukleotide in dem konservierten
Bereich mitberucksichtigt und an dieser Stelle seltene Nukleoside wie z. B. das Inosin
eingesetzt. Dieses kann mit jedem der vier Basen (A, T, G und C) binden (degenerierte
Primer). Mit diesem PCR Protokoll kann es vorkommen, dass genau die gewunschte
Primervariante nicht ausreichend vorliegt und es somit zu falsch negativen Ergebnissen

kommen kann.
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Bei den nachfolgenden Untersuchungen stand vor allem die Amplifikation unbekannter
Viren aus bekannten Virusfamilien im Vordergrund. In diesem Fall war die generische
PCR die Methode der Wahl, um die unbekannten Viren in dem Probenmaterial
nachzuweisen. Fur diese Arbeit wurden die generischen PCR-Assays fur die
Untersuchung auf Alphaviren nach Grywna (Grywna et al. 2010), Flaviviren nach
Moureau (Moureau et al. 2007), Orthobunyaviren nach Junglen (Junglen et al. 2009)
und Phleboviren nach eigenem Design (AG Junglen, Institut fur Virologie UK Bonn)

benutzt.

2.2.9.5 Real Time PCR (TaqManTM)

Die Real Time PCR ermdglicht neben der spezifischen Amplifikation eines Fragmentes
ebenfalls die Quantifizierung mittels einer mit Fluoreszensfarbstoffen markierten Sonde.
Das Signal dieser Sonde wird wahrend der PCR kontinuierlich gemessen. Somit ist die
Menge des synthetisierten Amplikons in Echtzeit (Real-Time) moglich. Die
Fluoreszenzintensitat ist hierbei proportional zur DNA Menge zu betrachten (Heid et al.
1996). Das Real Time PCR Protokoll ist in Tab. 6 zu sehen.

Nachfolgend wurde die Real Time PCR zur moglichen Detektion des Gouléako-Virus

aus den Anzuchtversuchen verwendet (Junglen et al. 2009).

Tab. 6: Real Time PCR Protokoll und Programm

Gouléako TagMan

Mix: H.O 15,55 ul Cycler-Programm:
10X Puffer 2,5 pl
MgCl, 2 ul 95°C 2 min
dNTPs (10 mM) 0,5 pl
Gouv-L F (10 uM) 0,75 pl 95°C 15 sec
Gouv-L R (10 uM) 0,75 pl 60°C 30 sec” 45x
Gouv-L- TM (10 pM) 0,25 pl
BSA (1:20) 0,5 pl 4°C unendlich
Platinum Taq DNA Polymerase 0,2 pl

23 pl

Template cDNA 2 ul
> 25 pl

*hier erfolgt die Messung
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2.2.9.6 Design sequenzspezifischer Primer

Das Design der fur die PCR bendtigten spezifischen Primer erfolgte mit Hilfe des

Programms Primer3, welches in der Software Geneious implementiert ist. Die Kriterien

fur die Auswahl eines spezifischen Primers sind die Anzahl der verwendeten Nukleotide

(moglichst zwischen 18 und 30 nt), einer Schmelztemperatur von zwischen 50-60 °C

sowie einem GC Gehalt zwischen 40 und 60 %. Hairpinstrukturen und Primer-Dimere

sollen soweit moglich vermieden bzw. reduziert werden. Die sequenzspezifischen bzw.

generischen Primer sind in der nachfolgenden Tabelle 7 aufgefuhrt. Die Synthese der

Primer wurde von der Firma Biomers.net durchgefuhrt.

Tab. 7: Verwendete Primer und Sonden.

Zielsequenz Name Sequenz (5' > 3') Tm
Pan Alpha' AlphaS2 GGTGCGATGATGAAGTCTGGGATGT 58,9°C
AlphaS1 TTTAAGTTTGGTGCGATGATGAAGTC 54,7°C
AlphaAS2.2 CTATGATATTGACTTCCATGTTCAGCCA 55,3°C
AlphaAS2.1 CTATGATATTGACTTCCATGTTCATCCA 53,4°C
AlphaAS1 GCATCTATGATATTGACTTCCATGTT 51,7°C
Pan Flavi® PF1S TGYRTBTAYAACATGATGGG 43,6 - 51,8°C
PF2Rbis GTGTCCCAICCNGCNGTRTC 53,8 - 64°C
PF3S GCIATHTGGTAYATGTGGYT 45,6 - 53,8°C
Pan Phlebo® Ph FO CAACTTGCAACHCTNAARGC 54,6°C
Ph F1 TCAARAAGAMICAACATGGTGG 50°C
Ph F2 GGACTTAGAGAGATYTAYGTITTGG 50°C
Ph R1 TATGCCYTGCATCATYCCWG 51°C
Ph R2 ACATGRTGACCYTGRTTCCA 50°C
Ph R3 TGAAGCAGGANCCACCYTC 57,8°C
Ph R3.2 TGAAGCATGCNCCHCCYTC 58,5°C
Ph R4 GGAAGAARAAYTCTGARTTRTAYTCCA 56,7°C
Pan Orthobunya®  Orth F1 ATGCTGAYATGTCIAAGTGGTSTGC 53,6°C
Orth F2 ACAAACTGCTATWAGRCAYGGKTG 50°C
Orth F3 GKTGTCCACCGAGYTTDGCA 53°C



Orth R1
Orth R2
Orth R3

Pan Nido Mev F1
MeV R2
MeV R3
MeV F2

GBV’ BtGBV-A/C-Mosq F a
BtGBV-A/C-Mosq F b
BtGBV-A/C-Mosq R a
BtGBV-A/C-Mosq R b
BtGBV-A/C-Mosq
Rnest a
BtGBV-A/C-Mosq
Rnest b
BtGBV-A-Rnest a
BtGBV-A-Rnest b

GBV-C NS3 F1
GBV-C NS3 F2
GBV-C NS3 R1
GBV-C NS3 R2

cDNA Synthese R6-Primer

Klonierung® M13_F Mod
M13_R Mod

Real-Time

Gouleako” Gouv-L F
Gouv-L R
Gouv-L TM

Real-Time Herbert* TFHV-F
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TGATTGTCATCGSTRTGIACYA
TCAARTTVCCTTGGAKCCART
GACATCTCGTAAGTYTCHCCMAT

CCCATGGTCCCTTCAGAAGT
GTTTCAGCCATRTATTCATGCCA
CCAACCGCCATATTGTGC
GGTGATTCAGAATTCATGCGT

GTGACACTTGACCCCACCAT
GTGACACTGGATCCAACCAT
TCCTTGCACATTCTCCGYTG

TCTAGACACATTCGGCGYTG

ACGCCAACCAATAGGGGCCA

ACTCCAGTCAGAAGTGGCCA
GACAATCCAGCAAAGAAGTTGAC
TCAGTCCTGAAAAGAAGTTGAC

GGTRWCCCTTGATCCCACCAT
TCGGCWGAAYTGTCGATGCA
CACATBGTCCGCTGAAC
ACGCCGCGHACYTTTGCCCA

NNNNNN

ATTCACTGGCCGTCGTTTTAC
CACACAGGAAACAGCTATGAC

AACTGGAGGGAAGATGTGGAAGAG

TCCTAGCCCACCCTCACAT

6-FAM-CCGTTCCAAGGACACTCCAG

AACAGCC-BHQ

AGAATGCTTTGTCAGTGG

45°C
51°C
50°C

53°C
53°C
52°C
52°C

58°C
56°C
57°C
57°C

60,1°C

58°C

56,7°C

54,7°C

59,2°C

57°C

54,1°C

61,8°C

12-24°C

53,5°C

51,2°C

55,8°C

59,7°C

62,8°C

50,8°C



Spezifische Primer:

Orthobunya

Phlebo

TFHV-R
TFHV-TM

Orth-P06-60R

Orth-P06-98R

Orth-P06-117R
Orth-P08-118F
Orth-P08-162F
Orth-P13-119R
Orth-P13-232F
Orth-P13-345F
Orth-P13-371R
Orth-P13-411R
Orth-P13-565R
Orth-P13-587R
Orth-P13-647R
Orth-P13-86R

Ph_P2/3-F6

Ph_P2/3-F7

Ph_P2/3-F8

Ph-P15-110F
Ph-P15-17F

Ph-P15-213F
Ph-P15-240R
Ph-P15-241F
Ph-P15-294F
Ph-P15-400F
Ph-P15-405R
Ph-P15-431F
Ph-P15-456R
Ph-P15-45F

Ph-P15-666R
Ph-P15-687F
Ph-P15-709R
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AGCAGCAACTTATAAAACAAATC
6-FAM-TTCTCCGCTAATAAAA-MGB

GTTCCATATGTCATTTCTGTTGCAC
GGCCTGGATCATTTTTCATACCAGG
CTATCATACCCAAATATATGGCCTGGAT
GCCAGATTCTGCAATGGGAATTC
GAATAGATGACCCTATTATTGAAATGACTA
TACATAGACCCAGAGATATAACTTTCTTTTC
GTTCCAAGGTAATTTGAATTATATGAGTTCT
CAGTGTCTCTAGTTCATAGCGATGAC
GTCATCGCTATGAACTAGAGACACTG
GGCTATCAATTTTCTCAATCATGCATAC
AATTCCTTTATTATGCTACTAATGTATGTTTT
AAATCTATGATAAACTGAAAATGGTTCTCC
ATAGAAATCTATGATAAACTGAAAATGGTTC
TTGATCTTAAGCTTGGATTCAAGGCT

GTGCTTACGGCTGTGGGAATT
AGATGGATACGAGCAGGGAGC
CAAATTTTGGAATTGTTTGATAA
CCATAGCAGAGTTATTCGAGGACC
GGCCTCTACTGTATGATAGGAAGAATG
AACTTCAAGAGGGGCAGCAA
CTCAATATACGGCTCACCGGC
ATTGCTGCCCCTCTTGAAGTTA
GATGTCTGAGGCTTTGGGAATCC
GGCCTCTACTGTATGATAGGAAGAATG
AGCATCAGCAGAACTGTTTAAGGT
GCTTTAAGTTATTGCTGCCCCTCT
AGAGGGGCAGCAATAACTTAAAGC
CTCCAGTAAGTACACAAGATCAAAAGTG
CTCAATATACGGCTCACCGGC
AGGCATTCTGCACTACAGCTC
GAGCTGTAGTGCAGAATGCCT

51,4°C
41,7°C

53,3°C
55,9°C
54,3°C
54,6°C
51,5°C
53,1°C
52,9°C
55,1°C
55,1°C
53,7°C
51,3°C
52,8°C
51,4°C
54,9°C

55,3°C
55,5°C
45,1°C
54,6°C
54,5°C
53,8°C
55,2°C
53,9°C
55,3°C
54,5°C
54,7°C
55,4°C
55,4°C
54,4°C
55,2°C
54,5°C
54,5°C
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Ph-P15-723F TGCAATTATAGCCAGAGCAAAGGAG 55,4°C
Ph-P15-81F GCTCGCCAAGCTGAAAGGAA 55,4°C
Ph-P15-829F TCTTCTGATGACTCTTTCTTCAGCG 54,9°C
Ph-P15-836F ATGACTCTTTCTTCAGCGCTAGC 55,1°C
Ph-P15-854F CTAGCTGCCCAGTAGATGGC 54,1°C
Ph-P15-857F GCTGCCCAGTAGATGGCAC 55°C
Ph-P15-877R GCCATCTACTGGGCAGCTAG 54,1°C
Ph-P17-180F GATGTCTGAGGCTTTGGGAATCC 55,3°C
Ph-P17-233F ATTGCTGCCCCTCTTGAAGTTA 53,9°C
Ph-P17-316F AACTTCAAGAGGGGCAGCAA 53,8°C
Ph-P17-59F CAAAGGGATAGGGAATTTTAGGTGGG 55,2°C
Ph-P17-84F CAGTGCAGAACATGTATGATGGGT 55,2°C
Ph_P15-F1 GGTTAAAGCCGGTGAGCCG 55,7°C
Ph_P15-F2 CTACAGCTCATCATTGTACCAT 49,8°C
Ph_P15-F3 CCAGAGCAAAGGAGGTTATTAG 50,4°C
Ph_P15-F4 GATGTGTCACTTACAATCTTCTG 49,6°C
Ph_P15-R1 GGAATTATGGATTTGTTATGAGGG 49,7°C
Ph_P15-R2 CGTCATGGTTTCTTCTGGA 49,1°C
Ph_P15-R3 CCACACAAGACCCTAGCTATC 51,7°C
Sonstige L12_P54_291R GTAAAAGTCCATTGCAATACTATGGC 53,2°C
L12_P54_334R TGTCAATTCCCATAGTTTTAGCAAAGTC 54,5°C
H-L-4339R ACATGCTCCTACAACTGGAAATAG 52,6°C
Phlebo_D10.1_R6 CTCTTGCTCTGAGACTAGGAATCC 54°C

'Grywna et al. 2010, “Moureau et al. 2007, *unpublished Virologie UK Bonn, *Junglen et
al. 2009, *Modifizierte Primer nach TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing

2.2.10 Agarose Gelelektrophorese

Nach Abschluss der PCR-Laufe schloss sich in fast allen Verfahren (ausgenommen die
Real Time PCR) eine Auftrennung im Agarosegel an. Die PCR Produkte wurden hierbei
je nach GroRe der zu erwartenden Fragmente in einem 1 % - 2 % Agarosegel
aufgetrennt.

Die DNA ist negativ geladen und kann somit durch ein elektrisches Feld in einer
Gelelektrophorese-Kammer zum positiven Pol laufen. Die GroRe des Produktes
bestimmt die Laufgeschwindigkeit im Gel und dadurch werden die Fragmente
entsprechend ihrer Grolle im Gel aufgetrennt. Durch den Zusatz vom interkalierenden
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Ethidiumbromid werden die einzelnen DNA-Banden im Gel unter ultraviolettem (UV)
Licht sichtbar gemacht. Die Ethidiumbromidmolekile lagern sich in die Basen des
Nukleinsaurefragmentes ein und fluoreszieren bei Anregung durch UV Licht. Diese im
Gel als Banden erkennbaren Fragmente konnen dann mit Hilfe einer Kamera
abfotografiert werden.

Bei der Herstellung der Gele wurde die Agarose in 1x TAE-Puffer durch Kochen
aufgelost, das Ethidiumbromid (0,1 pl/ml Endkonzentration) hinzugegeben und alles in
die vorbereitete Gelelektrophoresekammer gegossen. Der zuvor eingesetzte Kamm
bildete nachher die Taschen, um das PCR Produkt auftragen zu konnen. Nach
Ausharten des Gels zu einer homogenen Gelmatrix wurde das PCR Produkt gemeinsam
mit einem Ladepuffer (6x Puffer) aufgetragen. Zudem wurde in einer Tasche ein Marker
aufgetragen, der Nukleinsdurefragmente bestimmter GroRen enthielt und anhand
dessen die Grofle des PCR-Produktes abgeschatzt werden konnte. Die Auftrennung
des PCR Produktes erfolgte abhangig von dessen Grofde bei 100-160 V fur 20-60

Minuten.

2.2.11 Aufreinigung von DNA
Die Aufreinigung von PCR Produkten ist haufig notwendig, um stérende Komponenten,
wie denaturierte Polymerasen, alte Primer und Salze zu entfernen, damit die folgenden

Reaktionen nicht beeintrachtigt werden.

22111 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um die PCR Produkte sequenzieren zu konnen, wurden sie im Voraus aufgereinigt. Fur
diese Aufreinigung wurde entweder das Seqlab PCR-Reinigungs-Kit verwendet. Diese
Aufreinigung erfolgte wie im Kit beschrieben mittels einer Affinitatssaule wodurch
ebenfalls eine Aufkonzentration des PCR Fragmentes durch ein sehr kleines
Elutionsvolumen von nur 10 pl erreicht werden konnte. Die Elution erfolgte stets mit dem
mitgelieferten Elutionspuffer.

In den meisten Fallen wurde allerdings das ExoSAP-IT For PCR Product Clean-Up Kit
entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dieses Verfahren beruht auf der
Verwendung von Exonukleasen und alkalischen Phosphatasen die freien Nukleotide

und Primer zu degradieren und somit eine Aufreinigung zu erzielen.
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2211.2 Aufreinigung von DNA aus Agarose Gelen

Sobald in einem Agarose Gel mehr als nur die erwartete Bande zu sehen war, wurde die
gesuchte Fragmentbande aus dem Agarose Gel herausgeschnitten. Fur diese
Aufreinigung wurde das PCR Produkt in grof3erer Menge aufgetragen und nach dem
Auftrennen im Gel mit einem Skalpell sauber ausgeschnitten. Hierbei ist es wichtig,
moglichst keine Nebenbanden mit auszuschneiden, die spater die Sequenzierung
storen oder gar unmoglich machen konnten.

Nun wurde die DNA aus dem Gelstuck mittels MinElute Gel Extraction Kit entsprechend
dem mitgelieferten Protokoll extrahiert und in einem maglichst kleinen Volumen, minimal

jedoch 10 pl, eluiert.

2.2.12 Klonierung

Zur weiteren Bearbeitung der zum Teil mit Doppelpeaks versehenen Sequenzen wurden
die PCR Amplifikate mit Hilfe des TOPO TA Cloning- Kit kloniert. Durch die Klonierung
konnten einzelne DNA-Fragmente getrennt und im Anschluss sequenziert werden.

Bei den zu klonierenden PCR-Produkten, die alter als zwei Stunden waren und bei
denen aus Agarose-Gelen gewonnenen PCR Produkten, erfolgte zuerst eine Refresh-
PCR (Tab. 8) bei der Oligo-A-Uberhange angefiigt wurden.

Tab. 8: Protokoll der Refresh PCR und Programm

Refresh PCR Protokoll

Mix: H>O 10,125 pl Cycler-Programm:
10X Puffer 1,25 yl
dNTPs (10 mM) 0,25 pl 70°C 10 min
MgCl, (50 mM) 0,75 pl
Platinum Taq DNA Polymerase 0,125l
> 12,5 ul

10 pL Mix + 4 pl PCR Produkt

Der Klonierungsansatz und die Transformation wurden nach Tab. 9 angesetzt und
inkubiert.
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Die LB-Carbenicillin-Agar-Platten und das S.0.C-Medium wurden auf Raumtemperatur
gebracht. Im Anschluss wurden 40 pl X-Gal (40 mg/ml) pro Platte gleichmalig
ausplattiert. Die Zellen (One Shot: TOP10 Chemically Competent E.coli, 50 ul) wurden

auf Eis (ca. 30 min) langsam aufgetaut.

Tab. 9: Protokoll der Klonierungsreaktion

Klonierungsreaktion

Ligation:

PCR-Produkt 4 ul
Salt Solution 1 ul
Vector pCR.2.1 0,5 yl
> 5,5 pl

bei Raumtemperatur 20min inkubieren

Fiar die Transformation wurde der Ligationsmix vorsichtig zu den Zellen gegeben und
anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert. Um die Zellen flr Transformation offnen zu
konnen, wurde ein Hitzeschock von 42 °C uber 30 Sekunden angeschlossen. Die Zellen
wurden nach dem Hitzeschock sofort erneut auf Eis gegeben. Nach dem
Herunterkuhlen wurden 250 pl S.0.C-Medium hinzugegeben. Dieser Mix wurde fur eine
Stunde bei 37 °C und leichtem Schutteln inkubiert. Von diesem Mix wurden ca. 100-150
Ml pro Platte ausplattiert, der Rest konnte als Backup im Kuhlschrank aufbewahrt
werden. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Kolonien, die am nachsten Tag gewachsen waren, trugen ein Plasmid mit dem
Insert in sich, da nur die Bakterienzellen mit dem Plasmid und Insert die
Kanamycin/Carbenicillin-Resistenz trugen auf den Platten wachsen konnten. Die nun
anschliellende Kolonie PCR diente der Amplifikation des im Vektor inserierten
Fragmentes. Die vektorspezifischen Primer M13_F Mod und M13_ Mod sind modifizierte
Bestandteile des Kits und binden zu beiden Seiten des Inserts.

Fir die Kolonie PCR wurden pro Platte ca. 10 Kolonien gewahlt, die vereinzelt vorlagen

und gut gepickt werden konnten. Mit einer 10 ul Pipettenspitze wurde direkt in die
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Kolonie gepickt und anschlieRend mit einer Drehbewegung der Pipettenspitze in der
Kolonie das Material in die PCR Platte mit dem vorgelegten Mix gegeben.

Tab. 10: Kolonie PCR Protokoll und Cycler Programm

Kolonie PCR Protokoll

Mix: H»O 18,8 ul Cycler-Programm:
10X PCR-Puffer 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul 95°C 3 min
MgClz (50 mM) 2 ul
M13_F Mod 0,5 ul 95°C 30 sec
M13_R Mod 0,5 pl 55°C 30 sec 30x
Platinum Taqg DNA Polymerase 0,2 pl 72°C 30 sec
25yl
Klon von Agar-Platte 72°C 5 min
> 25 pl 4°C unendlich

Im Anschluss an die Kolonie PCR folgte die Aufreinigung der Probe mittels Agarose Gel
und die weitere Analyse per Sequenzierung der erhaltenen Fragmente.

2.2.13 DNA Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab in Goéttingen Ubernommen. Als
Sequenzierungsoption wurde generell ,Extended Hot-Shot* gewahlt. Dies beinhaltet die
Sequenzierung von Plasmiden und PCR Produkten mit einer Leseweite von bis zu 1000
Basen. Fur die Sequenzierung von PCR Produkten wurden 2 pl der zur Amplifikation
genutzten Primer vorgelegt und mit 5 yl des aufgereinigten PCR Produkts auf ein
Gesamtvolumen von 7 pl aufgefullt.

Die anschlielfiende Analyse der Sequenzen erfolgte mithilfe des Programms Geneious.
Die Vorbereitung fur diese Analyse beinhaltete, dass zunachst die Primersequenzen
oder im Falle einer Klonierung die Vektorsequenz abgeschnitten wurden. Im Anschluss
wurden bei jeder Sequenz die Chromatogrammpeaks angeschaut und nicht eindeutige

Peaks an beiden Enden der Sequenz eventuell entfernt. Die sauberen Sequenzen
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wurden anhand ihrer Nukleotidsequenz mit den hinterlegten Sequenzen in der Online-
Datenbank von NCBI (GenBank: http://www-ncbi.nim.Nih.gov) verglichen und nach

verwandten Sequenzen gesucht.

2.2.14 Phylogenetische Analysen

Fur die Untersuchung der phylogenetischen Verwandtschaft wurden die hier
gewonnenen und fur einen Stammbaum relevanten Virussequenzen untereinander und
mit verwandten Sequenzen aus der Virusfamilie verglichen. Hierzu wurde aus diesen
Sequenzen ein MAFFT Alignment mit Hilfe der BLOSUMG62-Matrix in dem Programm
ClustalWW (Chenna et al. 2003) in Geneious erstellt. Die Stammbaume wurden dann
basierend auf dem Alignment ebenfalls in Geneious als maximum likelihood mit Hilfe
des Jukes Cantor (JC69) Substitutionsmodell und 1000 Replikaten berechnet und
grafisch dargestellt. Zusatzlich wurden die Distanzen jeder Position in dem Alignment
paarweise zwischen jeweils zwei Sequenzen verglichen, als statistische Methode diente
dabei das Neighbour-Joining-Verfahren (Tamura et al. 2011, Thompson et al. 1994). Die
dabei entstandenen Stammbaume geben Uber die Astlange die phylogenetische
Verwandtschaft der Sequenzen zueinander wieder. Je kurzer die horizontalen Linien
sind, desto naher sind die Viren miteinander verwandt, wahrend die Lange der Aste in

Relation zur genetischen Distanz zunimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Moskitoabundanz auf dem Campusgelande in Kumasi, Ghana

Im Zeitraum von Februar bis Marz 2011 wurden an 26 Fangtagen mit 156
Fangeinheiten (standardisierte Fangeinheit, siehe 2.2.2.1) im Botanischen Garten und
in der Wohngegend auf dem Campusgelande der Universitat Kumasi (Kwame Nkrumah
University Of Science and Technology, KNUST) in Kumasi, Ghana, 1.622 adulte
Moskitos mit zwei unterschiedlichen Fallentypen (CDC Light Traps und BG Sentinel
Trap®) und verschiedenen Lockmitteln gefangen. Im Botanischen Garten wurden 1.039
Moskitos in 89 Fangeinheiten und in dem angrenzenden Wohngebiet 583 Moskitos in
67 Fangeinheiten gefangen. Im Botanischen Garten wurden im Durchschnitt 9,54
Moskitos pro Fangeinheit gefangen und im Wohngebiet nur 5,78 Moskitos pro
Fangeinheit. Damit war die Fangrate im Botanischen Garten annahernd doppelt so hoch
wie in der Wohngegend.

Mit den BG Sentinel Traps® konnten deutlich héhere Fangergebnisse erzielt werden als
mit den CDC Light Traps (1081 Moskitos im Vergleich zu 11 Moskitos; dies entspricht
einem Quotienten Moskitos/Fangeinheit von 0,82 bei den Lockmittelfallen im Vergleich
zu 0,29 bei den Lichtfallen). Der Vergleich der Fangraten mit den verschiedenen
Lockstoffen ergab, dass sich die Moskitos im Botanischen Garten am besten mit Kase
und in der Wohngegend am besten mit getragenen Socken anlocken lieien (Tab. 11).

Tab. 11: Anzahl der gefangenen Moskitos mit verschiedenen Lockmitteln.

Lockmittel Moskitos BG' WG” BG' Anzahl/FE° WG® Anzahl/FE’
gesamt FE FE

Kise 750 472 278 |21FE 2248 |31FE 8,97
Wasser 364 331 33 23 FE 14,39 4 FE 8,25
Socke 190 137 53 | 8FE 17,13 5FE 10,6
T-Shirt 42 15 27 | 2FE 7.5 4 FE 6,75
Licht * 11 9 2 11 FE 0,82 7 FE 0,29
Unbekannt 265 75 190 |24 FE 16 FE

Gesamt 1622 1039 583 89FE 67 FE

'BG, Botanischer Garten; WG, Wohngegend; °FE, Fangeinheit; ‘cbc Light Traps
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Zum Zeitpunkt der Auswertung der Fangergebnisse lagen 59 % der Moskitos lebendig
in den Fangsackchen vor. Die ubrigen 41 % der Moskitos waren bereits tot. Von den
1.622 adulten Moskitos waren 23,8 % mannlich (n=386) und 76,2% (n=1236) weiblich.
Von den weiblichen Moskitos wurden 849 im Botanischen Garten und 387 im
Wohngebiet gefangen.

Die mannlichen Moskitos wurden sechs verschiedenen Genera zugeordnet, wobei der
Groldteil zum Genus Culex gehort (Aedes 1 %, Anopheles 0,5 %, Culex 92,2 %,
Mansonia 0,5 %, Mimomyia 5,4 %, Uranotaenia 0,3 %).

Die weiblichen Moskitos wurden morphologisch zu zwolf verschiedenen Genera
zugeordnet und 92,4 % der Moskitos konnten bis zur Spezies bestimmt werden. 1,2 %
der Moskitos konnten aufgrund des reduzierten Erhaltungszustands lediglich bis zum

Subgenus und 6,1 % nur bis auf Genuslevel klassifiziert werden.
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Abb 9: Verteilung der gefangenen Moskitos auf Genuslevel im Botanischen Garten und
im Wohngebiet.
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Bei vier Moskitos (0,3 %) war keine Zuordnung zu einem Genus moglich. Die Moskitos
teilten sich wie folgt in die zwolf Genera auf: Aedeomyia <0,1 %, Aedes 1,5 %,
Anopheles 0,2 %, Culex 92,4 %, Diceromyia 0,3 %, Eretmapodites <0,1 %, Lutzia 0,2
%, Mansonia 0,5 %, Mimomyia 1,5 %, Stegomyia 2,4 %, Toxorhynchites 0,4 %,
Unknown 0,3 %, Uranotaemia <0,1 % (Abb. 9).

Im Botanischen Garten wurden elf verschiedene Genera und im Wohngebiet sieben
verschiedene Genera gefangen. Der Groldteil der Proben gehorte an beiden Fangorten
zum Genus Culex (92,4 %). Moskitos der funf Genera Anopheles, Eretmapodites,
Mimomyia, Toxorhynchites und Uranotaenia wurden nur im Botanischen Garten und
Moskitos des Genus Aedomyia nur in der Wohngegend gefangen. Diese Daten lassen
eine hohere Diversitat im Botanischen Garten und eine hohe Habitatspezifitat einzelner

Moskitospezies vermuten.

Tab. 12: Anzahl gefangener weiblicher Moskitospezies in absoluten Werten (n) und in
relativen Verhaltnissen zu Fangeinheit (M/FE) aufgeteilt nach Fangort.

Moskito Gesamt Botanischer = Wohngegend
Garten

n % n M/FE n M/FE
Aedeomyia lepiothauma africana 1 <0,1% - - 1 0,01
Aedes spp 19 1,5 18 0,2 1 0,01
Anopheles neocellia salbaii 2 0,2 2 0,02 - -
Culex culex argenteopunctatus 5 0,4 1 0,01 4 0,06
Culex culex chorleyi 1 <0,1% - - 1 0,01
Culex culex decens 3 0,2 - - 3 0,04
Culex culex pipiens 115 9,3 36 0,4 79 1,18
Culex culex quinquefasciatus 111 9 18 0,2 93 1,39
Culex culex spp 4 0,3 3 0,03 1 0,01
Culex culex terzii 1 <0,1% - - 1 0,01
Culex culex theileri 5 0,4 2 0,02 3 0,04
Culex culiciomyia cinereus 1 <0,1% - - 1 0,01
Culex culiciomyia nebulosus 713 57,7 542 6,09 171 2,55
Culex eumelanomyia horrideus 123 10 117 1,31 6 0,09
Culex eumelanomyia
wigglesworthi 9 0,7 9 0,1 - -
Culex eumelanomyia spp 4 0,3 3 0,03 1 0,01
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Culex spp 47 3,8 38 0,43 9 0,13
Diceromyia fascipalpis 4 2 0,02 2 0,03
Eretmapodites silvestris 1 <0,1% 1 0,01 - -
Lutzia spp 3 0,2 2 0,02 1 0,01
Mansonia spp 3 3 0,03 - -
2
1

Mansonia africana 0,2 - - 2 0,03
Mansonia theobaldi africana <0,1% - - 1 0,01
Mimomyia pallida 18 1,5 18 0,2 - -
Stegomyia albopictus 3 0,2 1 0,01 2 0,03
Stegomyia ledgeri 7 0,6 7 0,08 - -
Stegomyia soleatus 15 1,2 13 0,15 2 0,03
Stegomyia spp 5 0,4 5 0,06 - -
Toxorhynchites brevipalpis 2 0,2 2 0,02 - -
Toxorhynchites spp 3 0,3 3 0,03 - -
Unknown 4 0,3 1 0,01 3 0,04
Uranotaenia pseudoficalbia spp 1 <0,1% 1 0,01 - -

Im Botanischen Garten wurden 15 Spezies zugehorig zu 11 Genera und in der
Wohngegend 16 Spezies zugehorig zu sieben Genera identifiziert (Tab. 12). Die grofite
Diversitat lag innerhalb der Gattung Culex mit sieben unterschiedlichen Arten im
Botanischen Garten und mit 10 verschiedenen Arten in der Wohngegend (Abb. 12). Die
Anzahl an gefangenen Culex Moskitos ist im Botanischen Garten hoher als im
Wohngebiet (8,62 im Vergleich zu 5,53 Moskitos/Fangeinheit). Im Wohngebiet wurden
vier Spezies gefangen, die im Botanischen Garten nicht gefangen werden konnten: Cx.
cx. choleyi, Cx. cx. decens, Cx. cx. terzii und Cx. culiciomyia cinereus. Die Spezies Cx.
eumelanomia wigglesworthi wurde nur im Botanischen Garten gefangen. Das am

zweithaufigst vertretene Genus war das Genus Stegomyia mit 2,4 %.
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B Botanischer Garten Wohngegend
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Abb. 10: Abundanz gefangener Stegomyia und Culex Arten gezeigt fur beide Fangorte.

Insgesamt zeigten sich Unterschiede im Vorkommen der Moskitoarten an den beiden
Fangorten. In der Wohngegend zeigte sich, gegen die erste Vermutung, eine hohere
Diversitat, wie auch eine hohere Gleichmaligkeit der Individuenanzahl, welches sich
anhand verschiedener mathematischer Grof3en in Bezug zu den Fangorten berechnen
Iasst. Die Diversitat lasst sich anhand des Shannon oder Simpson Index berechnen.
Der Shannon Index beschreibt die Artenvielfalt innerhalb einer Gruppe von Arten. Im
Botanischen Garten liegt er mit 1,104 niedriger als im Vergleich zu 1,418 in der
Wohngegend. Je kleiner die Zahl desto gleichmaRiger sind die Moskitoarten vertreten.
Eine weitere Berechnung der Diversitat ist durch den Simpson Index moglich. Hiermit
errechnet sich die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Individuen in einem Fang nicht
derselben Spezies angehoren. Eine Berechnung D = 0 bedeutet: alle gefangenen
Individuen gehoren einer Spezies an. Je mehr sich D 1 annahert desto grof3er ist die
Diversitat. In dieser Arbeit zeigt sich hier eine geingere Diversitat im Botanischen
Garten mit 0,479 im Vergleich zu der Wohnungegend mit 0,68.
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Die GleichmaBigkeit der vorhandenen Spezies kann anhand der Aquitat errechnet
werden. Je héher die Aquitat, desto ausgeglichener ist die Individuenzahl. Hier zeigt
sich eine ausgeglichenere Verteilung in der Wohngegend mit einer Aquitat von 0,511 im
Vergleich zu 0,407 im Botanischen Garten (siehe Tab. 13).

Tab. 13: Berechnung der Diversitat an den beiden Fangorten anhand verschiedener
mathematischer Grolen

Gesamt Botanischer Garten Wohngegend
Fangeinheit 156 89 67
Spezies Richness 22 15 16
Diversitat (Shannon) 1,352 1,104 1,418
Diversitat (Simpson) 0,579 0,479 0,68
Aquitat (Evenness) 0,437 0,407 0,511

3.2 PCR Screening der gepoolten Moskitos

Alle gefangenen Moskitos wurden auf Infektionen mit Arboviren untersucht und hierzu in
62 Moskitopools zusammengefasst. Diese wurden mit beschriebenen, generischen
PCR-Systemen auf Infektionen mit Viren der Genera Pegivirus (unpubliziert), Flavivirus
(Moureau et al. 2007), Alphavirus (Grywna et al. 2010), Alphamesonivirus (Zirkel et al.
2013), Orthobunyavirus (Marklewitz et al. 2013) und Phlebovirus (unpubliziert) inklusive
verwandter insektenspezifischer Viren getestet. Bei positiven Ergebnissen wurden in
besonderen Fallen alle einzelnen Moskitos des zugehorigen Pools getestet, um die

infizierte Moskitoart und Viruspravalenz bestimmen zu kdnnen.

3.2.1 Untersuchung auf Pegiviren

Eine dieser Arbeit zu Grunde liegende Hypothese war, ob Pegiviren zwischen
Palmenflughunden (Eidolon helvum) durch Moskitos Ubertragen werden konnen. In
dieser Arbeit wurden die Moskitos in unmittelbarer Nahe zu den Flughunden im
Botanischen Garten von Kumasi gefangen und mittels zweier unterschiedlichen PCR-
Assays auf Pegiviren getestet.

Sowohl eine Onestep PCR mit anschlieRender nested PCR, als auch eine Real-Time
PCR (Epstein et al. 2010), die spezifisch fur die in den Palmenflughunden
nachgewiesenen Pegiviren ist, lieferten keinen Hinweis auf eine Infektion der Moskitos

mit Pegiviren.
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3.2.2 Untersuchung auf Alphaviren und Mesoniviren
In den 62 Moskitopools konnten keine Infektionen mit Alpha- und Mesoniviren

nachgewiesen werden.

3.2.3 Untersuchung auf Flaviviren

Bei 22 von 62 (35,5%) Moskitopools wurden Flaviviren dedektiert. Die Sequenzen
lieRen sich in drei verschiedene Gruppen (Contigs) einteilen. Vergleiche mit der NCBI
Datenbank zeigten fur ein Contig (n = 17 positive Pools) eine enge Verwandtschaft zu
Culex flavivirus (ca. 98 % ldentiat auf nt-Ebene). Somit handelt es sich um 17 neue
Stamme des Culex flavivirus, wobei die ldentitat der verschiedenen Sequenzen der 17
positiven Pools zwischen 96 und 98 % auf nt-Ebene lag.

Fir die beiden anderen Contigs zeigte sich bei BLAST nur eine geringe Verwandtschaft
mit ca. 60 % ldentitat zu insektenspezifischen Flaviviren (ISF). Dies lasst vermuten,
dass hochstwahrscheinlich zwei bisher unbekannte Spezies entdeckt wurden. Im
weiteren Verlauf werden diese beiden Viren als Kumasi-ISF-A und Kumasi-ISF-B
bezeichnet (Tab. 14). Kumasi-ISF-A besteht aus einem positiven Pool, Kumasi-ISF-B
aus vier positiven Pools. Die vier Stamme von Kumasi-ISF-B zeigten eine 73 — 76 % nt-
|dentitat zueinander.

Phylogenetische Analysen mit den hier identifizierten Flavivirussequenzen und
bekannten Flaviviren zeigten, dass die neuen Flaviviren drei Kladen bilden (Abb. 11).
Bei dem Contig mit 17 positiven Pools zeigten die Sequenzen mittels BLAST Vergleich
eine hohe Ahnlichkeit zu Culex flavivirus und gruppierten sich mit anderen Culex
flavivirus Stammen. Sie zeigen eine 98 % ige Identitat zu den bekannten Culex
flaviviren, sodass es sich um 17 neue Stamme des Culex flavivirus handelt. Culex
flavivirus wurde in Moskitos aus Asien, Amerika und Ostafrika nachgewiesen. Die hier
gefundenen Stamme sind die ersten aus Westafrika.

Kumasi-ISF-A gruppiert mit insektenspezifischen Flaviviren, die aus Aedes Moskitos
stammen. Das Virus Kumasi-ISF-A wurde aus einem Pool extrahiert welcher sich
ausschlieRlich aus Aedes-Arten zusammensetzt. Beim Vergleich der Sequenz in der
Genbank unter Verwendung von BLAST zeigte Kumasi-ISF-A eine 79% igen
Ubereinstimmung zu dem Cell fusing agent Virus (CFAV). CFAV ist ein klassisches ISF,
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sodass auch beim Kumasi-ISF-A davon ausgegangen werden kann, dass es einen rein

insektenspezifischen Phanotyp hat.

Tab. 14: In dieser Arbeit identifizierte Flaviviren.

Virus Stamm Moskitospezies Herkunft
Kumasi-ISF-A P01-GH2011 |Ae. le. africana, Ae. di. fascipalpis, Ae. spp. BG/WG
Kumasi-ISF-B P02-GH2011 Ae. Spp., St. albopictus, St. ledgeri, St. BG/WG
soleatus
PO3-GH2011 | o, So Ve, theobaiar | BGMWG
P04-GH2011 Cx. argenteopyrjctatus, Cx. chorleyi, Cx. BG/WG
decens, Cx. pipiens
Ma. spp., Cx. spp., St. ledgeri, Cx. pipiens,
P58-GH2011 | Lu. spp., Er. silvestris, Cx. eu. BG/WG
wigglesworthi, Cx. eu. spp.
g:\li/)i(rus P05-GH2011 | Cx. pipiens BG/WG
P06-GH2011 | Cx. pipiens BG/WG
P07-GH2011 | Cx. pipiens BG/WG
P08-GH2011 | Cx. pipiens BG/WG
P09-GH2011 | Cx. pipiens BG/WG
P10-GH2011 | Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus BG/WG
P11-GH2011 | Cx. quinquefasciatus BG/WG
P12-GH2011 | Cx. quinquefasciatus BG/WG
P13-GH2011 | Cx. quinquefasciatus BG/WG
P14-GH2011 | Cx. quinquefasciatus BG/WG
PsaHzn | Q6 el O S Grie | e
P24-GH2011 | Cu. nebulosus BG/WG
P28-GH2011 | Cu. nebulosus, Cx. quinquefasciatus BG/WG
P50-GH2011 | Cu. nebulosus BG/WG
P57-GH2011 | Cx. eu. horrideus, Cx. Spp., Cx. pipiens BG
P59-GH2011 | Cx. spp. BG/WG
P60-GH2011 | Cx. spp. BG/WG

Kumasi-ISF-B gruppiert mit anderen insektenspezifischen Flaviviren, die ebenfalls aus

Aedes Moskitos stammen. Es zeigt zum Menghai Flavivirus (MFV), einem Flavivirus
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welches bei einem Arbovirus-Screening in China entdeckt wurde (Zhang et al. 2017),
eine lediglich 76% ige Ahnlichkeit. Phylogenetisch liegt es somit nahe, dass Kumasi-
ISF-B eine neuartige Spezies innerhalb der insektenspezifischen Flaviviren darstellt. Die
Pools in denen Kumasi-ISF-B nachgewiesen wurde, waren gemischte Moskito Pools,
die Aedes-, Stegomyia-, Mansonia- und Culex-Arten beinhalten (Tab. 14).

Die Sequenzauswertung zeigte, dass ca. die Halfte der Sequenzen an bestimmten
Positionen nicht eindeutig war und sogenannte Doppelpeaks aufwiesen. Dies deutet auf
auf eine Mischinfektion mit mehreren Virusvarianten hin. Auffallig war, dass die
Doppelpeaks bei Culex flavivirus haufig an gleichen Genompositionen in
unterschiedlichen Proben zu finden waren, wie z.B. bei Stamm P09-GH2011 an den
Positionen 13 (Cund T), 52 (Cund T), 64 (Aund G), 73 (C und T), 88 (A und C), 100 (G
und T), 121 (A und C), 142 (G und C), 154 (C und T), sowie 157 (A und G).

Tab. 15: Sequenzen mit Doppelpeaks. Die fett markierten Positionen kommen bei min.
50% der Stamme vor.

Pool Basenposition der Doppelpeaks

P02 |44 (T+G), 55 (A+G), 82 (C+T), 113 (A+T), 136 (A+G)

P05 [13 (C+T), 31 (C+T), 52 (C+T), 73 (C+T), 88 (A+C), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)

PO7 |13 (C+T), 73 (C+T), 88 (A+C), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T)

PO8 |22 (C+T), 52 (C+T)

PO9 |13 (C+T), 52 (C+T), 64 (A+G), 73 (C+T), 88 (A+C), 100 (G+T), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)
P10 [13 (C+T), 52 (C+T), 64 (A+G), 73 (C+T), 88 (A+C), 100 (G+T), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)
P11 [13 (C+T), 52 (C+T), 73 (C+T), 88 (A+C), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)

P12 |22 (C+T), 52 (C+T)

P13 |13 (C+T), 52 (C+T), 88 (A+C), 100 (G+T), 130 (C+T), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)

P15 [13 (C+T), 52 (C+T), 73 (C+T), 88 (A+C), 100 (G+T), 121 (A+C), 142 (G+C), 154 (C+T), 157 (A+G)

P59 |73 (C+T)

Bei Kumasi-ISF-B  (P02-GH2011) wurden die Doppelpeaks an anderen
Genompositoinen nachgewiesen, z.B. 44 (T und G), 55 (Gund A), 82 (Cund T), 113 (A
und T) sowie 136 (A und G). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass mehrere
Moskitos innerhalb der Pools mit verschiedenen Virusvarianten infiziert waren.

Exemplarisch wurde fur diese Fragestellung der Pool 2 kloniert. Hier zeigten sich
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saubere Sequenzen flur beide Varianten, so dass von einer Infektion mit zwei

unterschiedlichen Virusvarianten ausgegangen werden kann.

54] Culex flavivirus P06-GH2011
63f Culex flavivirus P28-GH2011
Culex flavivirus P59-GH2011
62 Culex flavivirus P12-GH2011
Culex flavivirus PO8-GH2011
271 Culex flavivirus P13-GH2011
5ok Culex flavivirus P24-GH2011
54 [ Culex flavivirus P50-GH2011
Culex flavivirus P10-GH2011
Culex flavivirus P15-GH2011
@Culex flavivirus T1123 MH719098
Culex flavivirus Uganda GQ165808
Culex flavivirus P09-GH2011
oLulex flavivirus P57-GH2011
Culex flavivirus P60-GH2011
o Culex flavivirus P14-GH2011
3 Culex flavivirus P11-GH2011
Culex flavivirus PO7-GH2011
Culex flavivirus P05-GH2011
. Culex flavivirus HOU FJ502995
99'= Culex flavivirus Tokyo NC_008604
Quang Binh Virus FJ644291
Yamadai Virus AB981186
Culex theileri flavivirus HE574574
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Haslams Creek Virus MF352617
Mc Peak Virus NC_035187
Karumba Virus NC_035118
Hanko Virus JQ268258
Ochlerotatus caspius flavivirus KY345399
Parramatta River Virus NC_027817
Calbertado Virus KX669684
Palm Creek Virus KC505248
Nienokoue Virus NC_024299
46 Kumasi-ISF-B-P02-GH2011
16‘8 Kumasi-ISF-B-P03-GH2011
Kumasi-ISF-B-P04-GH2011
Kumasi-ISF-B-P58-GH2011
_:Menghai flavivirus KX907452
67 Xishuangbanna aedes flavivirus KU201526
Culiseta flavivirus KT599442
Mercadeo Virus NC_027819

47 Cell fusing agent Virus NC_001564
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Abb. 11: Phylogenetische Analyse der in dieser Studie gefundenen Flaviviren zu
etablierten insektenspezifischen Flaviviren mittels eines maximum likelihood
Stammbaum. Zunachst wurde ein Nukleotidalignment mit Hilfe des MAFFT Programms
erstellt. Es erfolgte eine maximum likelihood Analyse (engl. phylogenetic inferences
using Maximum Likelihood, PHYML) mit dem Jukes Cantor 69 Substitutionsmodell und
1000 bootstrap Replikaten. Als Auldengruppe diente DENV. Neu beschriebene Viren
sind farblich dargestellt. Reprasentative Vertreter der insektenspezifischen Flaviviren
sind in schwarz aufgefuhrt.

Auffallig war, dass die Sequenzen der Viren Kumasi-ISF-A und Kumasi-ISF-B keinen

durchgehenden offenen Leserahmen (open reading frame (ORF)) aufwiesen und damit
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kein fur Flaviviren typisches Polyprotein bilden konnen. Die Integration von flaviviralen
Genomfragmenten ins Genom der Wirtszelle wurde beschrieben (Crochu et al. 2004).
Der ORF von integrierten viralen Genomfragmenten ist in der Regel durch Stopcodons
unterbrochen und es konnen keine funktionalen Proteine exprimiert werden. Es ist
daher naheliegend, dass die detektierten Sequenzen der Viren Kumasi-ISF-A und
Kumasi-ISF-B ins Genom der Moskitos integriert sind.

Fur die phylogenetische Analyse wurde ein Alignment auf Nukleotidebene erstellt.
Dieses zeigte schlussendlich jedoch nur eine sehr kurze Sequenz von insgesamt 162 nt
welches die niedrigen Bootstrap-Werte erklaren kann. Jedoch lasst sich anhand dieser
Sequenzen bereits eine Ubersicht Gber die Einordnung der neuen Viren erkennen,
welches sich wie erwartet innerhalb der cISF einordnen.

3.2.4 Untersuchung auf Bunyaviren

Bei der Untersuchung der Moskitos auf Infektionen mit Viren der Ordnung Bunyavirales
wurde der Fokus auf die Genera Phlebovirus und Goukovirus der Familie Phenuiviridae
und die Genera Orthobunyavirus und Herbevirus der Familie Peribunyaviridae gelegt.
Die Moskitopools wurden mittels zwei verschiedener PCR-Systeme getestet, die zum
einen Phleboviren und die Diversitdt um das neu beschriebene Gouleako Virus
detektieren und zum anderen Orthobunyaviren und Herbert Virus ahnliche Viren
erfassen. Gouleako Virus und Herbert Virus sind entfernt zu den Genera Phlebovirus
und Orthobunyavirus verwandt und sind die Prototypen zwei neuer Genera (Marklewitz
et al. 2011 und 2013, ICTV 2018).

3.2.4.1 Screening auf Phenuiviren

Bei 25 Pools wurden Genomfragmente von Viren mit Ahnlichkeit zu Viren des Genus
Phasivirus detektiert. Die Sequenzen gruppierten in zwei Contigs, die innerhalb der
Contigs 97-100 % Ahnlichkeit auf nt-Ebene untereinander aufwiesen. Diese hohe
Ahnlichkeit lasst vermuten, dass verschiedene Stdmme, die unterschiedlichen
Virusspezies angehoren, detektiert wurden. Die Sequenzen der zwei Contigs hatten
zueinander mindestens eine genetische Distanz von 65 % und zeigten beim Vergleich
mit Sequenzen in der NCBI Datenbank mittels BLASTn keine nahe Verwandtschaft zu
bekannten Phleboviren. Damit gehoren die Virussequenzen hochstwahrscheinlich zu
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zwei bisher unbekannten Viren und werden nachfolgend als KNUST-Aedes Virus und

KNUST-Culex Virus bezeichnet.

Tab. 16: Detektierte neuartige Phenuiviren

Virus Stamm Moskitospezies Herkunft
NUST- P02-GH2011 ?(flé 2,?58 St. albopuctus, St. ledgeri, St. BG/WG
AUOSVIVS | pongraors | Salalle S s An et sy | BOMIG
PO1-GH2011 ,;\;l.).le. africana, Ae. di. fascipalpis, Ae. BG/WG
PO4-GH2011 ggc :gg’egtogggieclsztus, Cx. chorleyi, Cx. BG/WG
P05-GH2011 Cx. pipiens BG/WG
P06-GH2011 Cx. pipiens BG/WG
P07-GH2011 Cx. pipiens BG/WG
P08-GH2011 Cx. pipiens BG/WG
P09-GH2011 Cx. pipiens BG/WG
P10-GH2011 Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus BG/WG
P11-GH2011 Cx. quinquefasciatus BG/WG
KNUST- P12-GH2011 Cx. quinquefasciatus BG/WG
Culex Virus P13-GH2011 Cx. quinquefasciatus BG/WG
P14-GH2011 Cx. quinquefasciatus BG/WG
PISGH2011 | G e sinoreus, Gu. nebuiosss | B
P17-GH2011 Cx. nebulosus BG/WG
P24-GH2011 Cu. nebulosus BG/WG
P28-GH2011 Cu. nebulosus, Cx. quinquefasciatus BG/WG
P50-GH2011 Cu. nebulosus BG/WG
P54-GH2011 Cx. horrideus, Cu. wigglesworthii BG/WG
P55-GH2011 Cx. horrideus BG/WG
P56-GH2011 Cx. horrideus BG
P57-GH2011 Cx. eu. horrideus, Cx. spp., Cx. pipiens BG/WG
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Unknown, Ma. spp., Cx. spp., St. ledgeri,

P58-GH2011 Cx. pipiens, Er. silvestris, Cx. spp., BG/WG
Cx.wigglesworthii, Cx. spp., Lut. Spp
P59-GH2011 Cx. spp. BG/WG

KNUST-Aedes Virus wurde nur in zwei Pools gefunden, welche hauptsachlich aus
Aedes Moskitos zusammengesetzt waren. Die Virussequenzen zeigten zueinander eine
99 %ige Ubereinstimmung. KNUST-Aedes Virus weist damit eine Pravalenz von 3,2 %
(2/62) auf. KNUST-Culex Virus wurde mit einer Pravalenz von 37,1 % (23/62) gefunden
und hauptsachlich in den Moskitopools, die aus Culex Moskitos bestanden,
nachgewiesen (Tab. 16).

Um die beiden neuartigen Viren taxonomisch und phylogentisch besser einordnen zu
konnen, wurde als nachstes versucht, die gesamte Lange der hoch konservierten
Polymerasemotive zu sequenzieren. Hierzu wurden basierend auf der vorhandenen
Sequenzinformation fur beide Viren spezifische Primer designt mit denen die
vorhandene Sequenz in 5’- und in 3’-Richtung verlangert werden sollte. Fir die PCR
Reaktionen wurden fur KNUST-Aedes Virus reprasentativ die Stamme P02-GH2011
und P03-GH2011 und fur KNUST-Culex Virus entsprechend die Stamme P15-GH2011
und P17-GH2011 verwendet.

Die Sequenzinformation des KNUST-Culex Virus P15-GH2011 konnte mit den Primern
Ph-FO und Ph-R3 von 473 nt auf 880 nt in § Richtung verlangert werden. In einem
zweiten Verlangerungsschritt konnte mit einem spezifischen und einem sub-
spezifischen Primer (Ph_P15-836F und Phlebo_D10.1_R6) die Sequenz auf insgesamt
2,359 nt verlangert werden und deckt damit den gesamten Bereich der konservierten
Polymerasemotive ab (Abb. 12). Bei KNUST-Culex Virus P17-GH2011 konnte die
Sequenz lediglich auf 655 nt mit den Primern Ph-P17-59F und Ph-P15-877R verlangert
werden. Alle weiteren Amplifikationsversuche schlugen fehl.

Alle Versuche die vorhandene Sequenzinformation des KNUST-Aedes Virus zu
verlangern waren erfolglos. Versuche mit verschiedenen Primerkombinationen mit
spezifischen und generischen Primern, sowie mit random und spezifischen Primern
hergestellte cDNA fuhrten zu keinem positiven Ergebnis. Von KNUST-Aedes Virus
liegen nur Sequenzfragmente von 475 nt vor, welches lediglich einen Teil des Pramotif
A bis zu dem &’ terminalen Bereich von Motif B abdeckt.
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Premotif A Motif A Motif B Motif C Motif D Motif E
GOuv
I I 1
1 PH_F1 PH_R2 PH_R1 00 PH_R3 1250
PH_F2
[ — 3
Pan Phlehn
KNUST-Culex Virus P15-Ghana2011
I I |
! Pan Phlebo 800 2359
PH_FO PH_R3
—)
Ph_P15-836F Phlebo_D10.1_R6
——)

KNUST-Aedes Virus P02-Ghana2011

I 1
! Pan Phlebo 500

PH_F1 PH_R1

Abb. 12: Schematische Darstellung der PCR-Varianten zur Sequenzierung der
phleboahnlichen Viren KNUST-Aedes Virus und KNUST-Culex Virus. Zur Orientierung
ist die dritte konservierte Region des L-Segments von GOLV mit den sechs
hochkonservierten Motifen (hellgrau) dargestellt, sowie die bisherigen Fragmente von
P15-GH2011 und P02-GH2011. Rote Striche kennzeichnen den Pan-Phlebo
amplifizierten Bereich. Blaue Striche kennzeichnen die Verlangerung. Grune Pfeile
stellen Forward-Primer dar, orange Reverse-Primer.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen innerhalb der konservierten Motive Pramotiv
A bis Motiv E zwischen KNUST-Aedes Virus, KNUST-Culex Virus, Gouléako Virus und
reprasentativen Vertretern aller etablierten Bunyavirusgenera zeigte, dass die hier
erstmals identifizierten Viren ebenfalls die hochkonservierten Aminosauren besitzen
(Abb. 13).
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Group Jirus Motif A Motif
N DUGV [VIHATTEMESR FFXTVCIBGENT-QGPIHC NSYNHEMGOEIAHAT
ccHv TTKVMHATTIMESR FYXVICIBGENTE-QGPIHC NSYNEMGOraEATHVLTSY
H HANV QRTER ‘“TFITTLFTgﬁﬁﬂ—II YYD XKRXLMYV GEVXGNWLGNENXCEJEFcvA
TPMV SRTEADQGFFITTLETRVRLEIIEDY D KRXLMYV GLVRGNWLGNLNXCHYLFSVA
T TSWV RRTHT LMSMV FIsTEx XSRLAFL YpUSMNHLENINY LB vEsC
WSMV VOR‘([ 3 FIHTEX ECKMAFI FPVSMNWLSGNLNYLERlvYHSsC
0 BUNV EaRMCMYVVERESX ALXLE-IN VOIXRNWLGNENY 1B vEsC
GROV 1CMYV 4% SLXLE-IN IQIRMNWLMGNFNY IEv THTC
o RVFV PVWTCAT LETTTCMMNGILEY 1B AT T
SFNV SVWTCAT LXTSTGMMOEILE- THELLHS L
UUXV HHETVAT VOTETGMMOEILEY THHLLHTL
SFTSV GSININS IXKTETGMMOGILEFTHYLLHSC
Gouv  GOUV MRIESCMMOGILEYTEJurHAS
XCV15 reLTTeMYgiLEYsEivESA
XAavoz D) 4 |
Group Virus Motif C Motif D Motif E
N DUGV  TVNVDHARSEHNNYAX VRRCCQM--BDSAX  FL! MMGN
CCHV  TVHVEHARSEHMYAX VQRCCQM--BDSAX  FL| MMGY
H HANV  DCFFEFAHAFUNALE GSIKISPX-RrTvs Al FEGC
TEMV  DCFIEFAHAENNALE GSVKVSPX-IITVS N2 FEGC
T TSWV  DFQTRWINAHENNAT FCITLNPX-[SYAS IVNG
WSMV  DFTIRWMPHEINAT YCITLNPX-EJSYAS R--\C
0 BUNV  DCLINSMHERBRINOT FGCQANMX-[TYIT CKl v.L NLHG
GROV  HANATSMENINOT FGCQANMX-UTYLT IXABVSLENLHG
o UUXV ~ DVLVDVLPSEONsGM YLGIYSSV-s FRHI
RVFV Schoaracsonssz YLAIYPS-ERS YEHT
SENV  XvvCDMMPGEE S YIGIYPS-ERS FFHS
SFTSV  SGVVDVIEGEMMSAT LFGIYSS-EWSS" HFHR
Gouv  GOUV  SITTDLV CFGIWMSP-JsTYC M YEFRA
XCV15S KIVMCHL st FF avevvNseEv@sara  veEZENENBeFcr
KAVOZ  —m=mmmmmfmmmmmoo|  mmmmmmmeen e
M

Abb. 13: Alignment der Motive in der dritten konservierten Region der RNA-abhangigen
RNA-Polymerase (Premotif A, Motif A, B, C, D, E) und den KNUST-Culex Virus P15-
GH2011 (KCV15) und KNUST-Aedes Virus P02-GH2011 (KAV02) und Vertretern der
Bunyavirus Genera (N = Nairovirus, H = Hantavirus, T = Tospovirus, O =
Orthobunyavirus, P = Phlebovirus, GOLV = Gouleakovirus). Regionen mit Homologien
zu aktiven Zentren (3'VRNA Bindestelle, Nukleotid-Additions-Stelle) sind umrahmt.
Aminosduren mit 100 % Ubereinstimmung wurden schwarz hinterlegt, mit >75 %
dunkelgrau und >50 % hellgrau.

Die oben beschriebenen PCR-Produkte wurden sequenziert und ein Vergleich der
Nukleotidsequenzen mit der Online Datenbank NCBI zeigte fir KNUST-Culex Virus eine
94 % ige Ubereinstimmung zum Wutai Virus, einem Phasivirus aus der Familie
Phenuiviridae. Fir KNUST-Aedes Virus zeigte sich im Vergleich der NCBI Datenbank
eine hohe Ahnlichkeit mit 98 % zum Phasi Charoen-like Virus, ebenfalls ein Phasivirus.
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Sowohl Wutai Virus wie auch das Phasi Charoen-like Virus wurden erstmals aus einem
Tiefensequenzier-Screening aus Thailand und China beschrieben (Chandler et al. 2014.
Li 2015).

621 KNUST Culex Virus PO1_GH2011
KNUST Culex Virus P06_GH2011
KNUST Culex Virus P13_GH2011
KNUST Culex Virus P09_GH2011
KNUST Culex Virus P12_GH2011
KNUST Culex Virus P14_GH2011
KNUST Culex Virus P10_GH2011
KNUST Culex Virus P05_GH2011
63| KNUST Culex Virus P15_GH2011
541 KNUST Culex Virus P08_GH2011
KNUST Culex Virus P07_GH2011

98
100 KNUST Culex Virus 04_GH2011
KNUST Culex Virus P11_GH2011
Wutai Mosquito Virus NC_031317

Badu Virus KT693187
441 KNUST Aedes Virus P02_GH2011
46} KNUST Aedes Virus P03_GH2011
— 50 Phasi Charoen like Virus KM001085
Phasi Charoen like Virus RIO NC_038262

= Wuhan Fly Virus NC_031298

44 Massilia Virus EU725771
Sandfly fever Naples Virus NC_006319
85 Salobo Virus HM627185 Phlebovirus
49 Rift Valley fever Virus NC_014397

= Uukuniemi Virus NC_005214

Gouleako Virus HQ541738 Goukovi
100|__ Cumuto Virus KF543244 oukovirus

Rice stripe Virus NC_003755 I Tenuivirus

Phasivirus

86

7

0.3

Abb. 14: Maximum likelihood Stammbaum von Phasiviren und reprasentativen
Vertretern der Familie Phenuiviridae. Grundlage des Stammbaums war ein
Nukleotidaligment erstellt mittels MAFFT aus der Geneious Software. Durchgefuhrt
wurde eine maximum likelihood Analyse (PHYML) mit dem JC96 Substitutionsmodell
und 1000 bootstrap Replikaten. Gerooted wurde zum Rice Stripe Virus, einem
Tenuivirus. Farblich hinterlegt sind die neuen Phasiviren. Schwarz sind wichtige
Vertreter aus der Familie Phenuiviridae.

Um zu untersuchen welche Moskitospezies und wie viele Moskitos pro Pool mit
KNUST-Aedes Virus und KNUST-Culex Virus infiziert waren, wurde die RNA von allen
20 Einzelmoskitos der viruspositiven Pools extrahiert und anschlieBend cDNA
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synthetisiert. Fur beide Viren wurde jeweils eine spezifische PCR etabliert und die
Proben getestet (siehe 2.2.9.6).

In den virushaltigen Pools waren zwischen einem und 14 Moskitos positiv. Die
Pravalenzen von KNUST-Aedes Virus und KNUST-Culex Virus in den Proben lassen
sich jetzt genau bestimmen und liegen bei 0,9 % (12/1236) und 11 % (134/1236).

Tab. 17: Viruspositive Moskitos der positiven Moskitopools

Virus Moskito Spezies Herkunft
P01 MO0001-Gh2011 | Aedeomyia lepiothauma africana WG
P02" | M0025-Gh2011 |Aedes stegomyia albopictus BG
MO0027-Gh2011 | Aedes stegomyia albopictus WG
MO0036-Gh2011 | Aedes stegomyia soleatus BG
MO0038-Gh2011 |Aedes stegomyia soleatus WG
MO0040-Gh2011 | Aedes stegomyia soleatus BG
P03" | M0041-Gh2011 |Aedes stegomyia soleatus BG
M0042-Gh2011 |Aedes stegomyia soleatus BG
MO0047-Gh2011 |Aedes stegomyia soleatus BG
MO0048-Gh2011 |Aedes stegomyia soleatus BG
MO0049-Gh2011 | Aedes stegomyia spp BG
MO0050-Gh2011 | Aedes stegomyia spp BG
MO0059-Gh2011 | Mansonia spp BG
P04" | MO0070-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0071-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0073-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0074-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0075-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0076-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0077-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0080-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
P05" | M0081-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0083-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0084-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0085-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0088-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0090-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0098-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
M0099-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
P06" | M0101-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0102-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0117-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0120-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
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PO7" | M0123-Gh2011 |Culex culex pipiens BG
MO0127-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0128-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0131-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0132-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0136-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0137-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0138-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0139-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0140-Gh2011 | Culex culex pipiens WG

P08 M0149-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0150-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0153-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0155-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0158-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0159-Gh2011 | Culex culex pipiens WG

P09" | M0165-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0166-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0167-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0170-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0171-Gh2011 | Culex culex pipiens WG
MO0173-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0174-Gh2011 | Culex culex pipiens BG
MO0175-Gh2011 | Culex culex pipiens BG

P10" | M0181-Gh2011 |Culex culex pipiens BG
MO0186-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0187-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0189-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0190-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0192-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0195-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0197-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0199-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
M0200-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG

P11" | M0201-Gh2011 |Culex culex quinquefasciatus WG
M0202-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0203-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0204-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0207-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0214-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0215-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0216-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0217-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0218-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
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MO0219-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0220-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
P12" | M0222-Gh2011 |Culex culex quinquefasciatus WG
M0223-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
M0225-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0226-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0230-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0235-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0236-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
P13" | M0243-Gh2011 |Culex culex quinquefasciatus WG
M0245-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0246-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0248-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0250-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0252-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0254-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0256-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0258-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0259-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
P14" | M0261-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
M0263-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0268-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
M0269-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0270-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0271-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0273-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0275-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
MO0276-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0277-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0278-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0279-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
P15" | M0283-Gh2011 |Culex culex quinquefasciatus WG
M0284-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0285-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus BG
M0286-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
MO0287-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0288-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0289-Gh2011 | Culex culex quinquefasciatus WG
M0299-Gh2011 | Culex culiciomyia cinereus WG
P17" | M0326-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG
MO0330-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0333-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0335-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0337-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
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P24 M0462-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0466-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0467-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
MO0468-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0469-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus WG
M0471-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG
M0472-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG
MO0475-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG
M0479-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG

P28 M0557-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG

P50" | M0982-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG
M0985-Gh2011 | Culex culiciomyia nebulosus BG

P54 M1077-Gh2011 | Culex eumelanomyia  horrideus WG

P55 M1086-Gh2011 | Culex eumelanomyia  horrideus BG
M1088-Gh2011 | Culex eumelanomyia horrideus BG
M1089-Gh2011 | Culex eumelanomyia horrideus BG

P56 M1102-Gh2011 | Culex eumelanomyia horrideus BG
M1107-Gh2011 | Culex eumelanomyia horrideus BG
M1120-Gh2011 | Culex eumelanomyia horrideus BG

P57 M1139-Gh2011 | Culex culex spp WG

P58" | M1154-Gh2011 | Culex eumelanomyia  wigglesworthi BG

P59 | M1163-Gh2011 |Culex spp WG
M1164-Gh2011 | Culex spp BG
M1165-Gh2011 | Culex spp BG
M1180-Gh2011 |Culex spp BG

* die Sequenz des Pools zeigt Doppelpeaks

Bei der Auswertung der Moskitopools fiel auf, dass bei 17 von den 25 positiven Pools
(68 %) Doppelpeaks in den Sequenzen vorlagen. Hier ist also davon auszugehen, dass
verschiedene Moskitos in den Pools mit unterschiedlichen Varianten der Viren infiziert
sind. Diese lieBen sich nun entsprechend der Sequenzen der einzeln getesteten
Moskitos zuordnen. Allerdings wiesen auch einige der Virussequenzen der Moskitos
Doppelpeaks auf, sodass in diesen Fallen eine Doppelinfektion des Moskitos mit

verschiedenen Virusvarianten vermutet wird.

3.2.4.2 Screening auf Orthobunya- und Herbeviren
Als nachstes wurden alle Moskitopools mit einer generischer RT-PCR auf Infektionen
mit Viren der Genera Orthobunyavirus und Herbevirus getestet. Die Proben wurden mit

zwei unterschiedlichen nested RT-PCR-Assays getestet. Sechs Moskitopools waren
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positiv. In den Pools P13, P27 und P29 wurde in der nested-PCR mit Orth-F1 und Orth-
R2 ein PCR-Produkt von 273 bp und in den Proben P06, P11 und P43 in der nested-
PCR mit den Primerpaaren Orth-F3 und Orth-R4 ein Produkt von 152 bp amplifiziert.

Herbert Virus P43_GH2011
55

75 Herbert Virus P27_GH2011

53]' Herbert Virus P29_GH2011
Ghana

- Herbert Virus P13_GH2011

Herbert Virus P11_GH2011
dj1
I Herbert Virus P06_GH2011

1 50

100

—— Herbert Virus JQ659256

Ivory Coast

Tai Virus KF590574

Kibale Virus KF590577 | Uganda

Bunyamwera Virus NC_001925

0.08

Abb. 15: Phylogenetische Analyse der ghanaischen Herbert Virus Stamme. Mit Hilfe
der geneious Software wurde ein MAFFT Alignment erstellt. Die Stammbaumalayse
erfolgte mittels maximum likelihood Analyse und dem Jukes Cantor 69
Substitutionsmodell und 1000 bootstrap Replikaten. Als AulRengruppe diesnte hier
Bunyamwera Virus einem Orthobunyavirus. Zudem wurden die Herkunftslander
angegeben.

Die Sequenzen der sechs Proben wiesen untereinander eine maximale Distanz von 5 %
auf und gehoren damit wahrscheinlich zu einer Virusspezies. Der Vergleich der
amplifizierten Sequenzen mit Sequenzen in der NCBI Datenbank mittels BLASTn ergab

Ahnlichkeiten zwischen 95 % und 100 % zu Herbert Virus, einem von der Arbeitsgruppe



88

beschriebenen insektenspezifischen Bunyavirus (Junglen et al. 2009; Marklewitz et al.
2013).

Mit einem spezifischen Primer basierend auf dem L-Segment des Herbert Virus (H-L-
4339R) und einem fur die ghanaischen Stamme spezifischen Primer (Orth-P08-118F),
konnte die Sequenzinformation der Stamme P13-GH2011, P27-GH2011 und P29-
GH2011 auf insgesamt 618 nt verlangert werden (Abb. 16).

Die Virussequenzen der Pools P06, P11 und P43 konnten durch PCR mit den Primern
Orth-P08-118F und H-L-4339R auf eine Lange von ca. 450 nt verlangert werden.
Zwischen diesem Genomfragment und einem Fragment von 124 nt welches durch eine
alternative PCR (mit den Primern Ortho_F3 und Ortho_F4) generiert werden konnte, lag

eine Lucke von 91 nt, die sich auch durch wiederholte Versuche nicht schlief3en liel3.

HERBV-L Segment
I
1

XY, I R
3680 Ortho_F1 Ortho_R1
— — 4600
—) 7428

Pan Ortho

Ortho_R2 Ortho_F3 Ortho_R4
——)

Orth-PO8-118F H-L-4405R

—

Abb. 16: Vereinfachte Darstellung der PCR-Varianten zur Sequenzierung von
orthobunyaahnlichen Viren. Zur Orientierung ist das L-Segment des Herbertvirus
dargestellt. Eingezeichnet sind die Produkte der generischen Ortho-PCR (rote Linie)
und eine nested PCR Varianten (blaue Linie). Gelb zeigt eine alternative Ortho-PCR,
welche hinter dem Motif E der konservierten Region liegt. Die PCR-Produkte zur
Verlangerung der Sequenzinformation der Pools P13-GH2011, P27-GH2011 und P29-
GH2011 wurden in grun dargestellt. Die Lucke zwischen beiden Sequenzfragmenten ist
in lila eingezeichnet. Grune Pfeile stellen Forward-Primer dar und orange Reverse-
Primer.

Zur Bestimmung der exakten Infektionsrate und der infizierten Moskitoarten, wurden alle
Moskitos der viruspositiven Pools einzeln auf eine Infektion mit dem Herbert Virus
getestet.
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Tab. 18: In Ghana identifizierte Stamme von Herbert Virus

Stamm Spezies Fangort % Homologie zu
Herbert Virus
F23/Cl/2004
M0257-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus WG 96,2%
M0538-Gh2011 Cx. nebulosus BG 97,7%
M0540-Gh2011 Cx. nebulosus BG 96,9%
M0566-Gh2011 Cx. nebulosus BG 100%
M0569-Gh2011 Cx. nebulosus WG 96,9%
M0572-Gh2011 Cx. nebulosus WG 98,5%
M0105-Gh2011 Cx. pipiens WG 96,2%
M0120-Gh2011 Cx. pipiens WG 96,2%
M0201-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus WG 95,4%
M0206-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus WG 96,9%
M0211-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus BG 96,2%
M0213-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus WG 96,9%
M0219-Gh2011 | Cx. quinquefasciatus WG 96,9%
M0858-Gh2011 Cx. nebulosus BG 94,6%

Dies erfolgte zunachst mit einer PCR mit spezifischen Primern, Orth-P08-118F und
Orth-P13-411R. Mit dieser PCR wurden die Moskitos der Pools P13, P27 und P29
getestet. Hier zeigten sich bereits 6 Moskitos positiv. Die Einzelmoskitos der drei
weiteren Pools P06, P11 und P43 wurden mit den Primern Orth-P08-162F und
L12_P54 334R getestet und vier positive Moskitos gefunden. Mit der angeschlossenen
nested PCR, mit den Primern Orth-P08-162F und L12_P54 291R konnten vier weitere
Moskitos detektiert werden. Die Virussequenzen zeigten eine ldentitat von 94,9 % bis
100 % zu Herbert Virus Stamm F23/C1/2004. Von den 120 getesteten Moskitos waren
insgesamt nur 14 positiv (1,1 %). (siehe Tab. 18).
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HERBV-L Segment
I
1

oop ceee
3680 Orth-PO8-118F Orth-P13-411R J
4200 7428

Orth-P08-162F L12_P54_334R

Orth-P08-162F L12_P54_291R

Ortho_F1 Ortho_R1

Pan Ortho

Abb. 17: Schemazeichnung der PCR-Varianten zur Detektion der Herbert-ahnlichen
Viren in Moskitos. Zur Orientierung wurde das L-Segment des Herbertvirus
herangezogen. Die rote Linie kennzeichnet die Pan Ortho PCR. Die grine, gelbe und
blaue Linie kennzeichnen die verwendeten PCR-Ansatze. Grune Pfeile kennzeichnen
Forward-Primer und Reverse-Primer sind in orange dargestellt.

Als nachstes wurden die mannlichen Moskitos (46 Pools a 10 mannliche Moskitos) auf
das Herbert Virus getestet. Eine konventionelle nested RT-PCR und eine Real-Time
PCR lieferten keine positiven Ergebnisse.

3.3 Virusanzucht in Zellkultur

Um mogliche weitere in den Proben vorhandene Viren detektieren zu konnen die mit
den verwendeten PCR-Testsystemen nicht nachgewiesen werden konnten, sowie die
Viren aus den PCR positiv getesteten Pools isolieren zu konnen, wurde jeweils ein
Aliquot der homogenisierten Moskitopools auf Zellen gegeben, um die Viren in Zellkultur
zu isolieren. Aliquots der 62 Moskitopools wurden jeweils steril filtriert oder unter Einsatz
von Antibiotikum/Antimykotikum wie im Methodenteil beschrieben (siehe ab 2.2.5.2)
verwendet um C6/36 und Vero EG/7 Zellen zu infizieren. Alle Ansatze wurden uber
einen Zeitraum von funf Wochen und Uber vier Passagen kultiviert und die Zellen
mikroskopisch auf morphologische Veranderungen untersucht.

Insgesamt induzierten 52 (84 %) der Pools einen erkennbaren CPE auf C6/36 Zellen
bei denen Antibiotikum und Antimykotikum (AB/AM-Ansatz) im Medium verwendet
wurde. Bei den steril filtrierten Proben entwickelte sich bei 57 Pools (92 %) ein CPE.
Interessanterweise bildete sich nur bei 47 Pools unter beiden Bedingungen ein CPE auf
C6/36 Zellen aus (Abb. 18). Dies zeigt, dass einige Viren nur unter bestimmten

Bedingungen in Zellkultur zu isolieren sind.
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Abb. 18: CPE-positive Zellkulturansatze. Von den 62 Proben wurde jeweils in zwei
verschiedenen Varianten versucht Viren in Zellkultur zu isolieren. Hierzu wurde das
Moskitohomogenat entweder steril filtirert (Filtrat-Ansatz) und anschlieRend auf Zellen
gegeben oder unfiltriert auf Zellen gegeben und anschlieBend Antibiotikum und
Antimykotikum zum Wachstumsmedium gegeben (AB/AM-Ansatz). Die Ausbildung
eines CPE unter Verwendung des Filtrat-Ansatzes ist in rot dargestellt und unter
Verwendung des AB/AM-Ansatzes in blau. Der Anteil CPE-positiver Pools, welche in
beiden Ansatzen einen CPE ausgebildet haben, ist in grin dargestellit.

Bei 47 Pools (76 %) bildete sich in dem AB/AM-Ansatz ab der 0. Passage
(Infektionsansatz) ein reproduzierbarer CPE aus. Funf Pools zeigten erst in spateren
Passagen einen reproduzierbaren CPE (3 Pools in der 2. Passage, 1 Pool in der 3.
Passage, und 1 Pool erst in der 4. Passage). In den steril filtrierten Ansatzen zeigten die
Zellen bei 19 Pools (31 %) ab der 0. Passage einen CPE, bei 33 der Pools (53 %) ab
der 1. Passage, zwei Pools ab der 2. Passage und bei drei Pools ab der 4. Passage.

Bei den Vero E6/7 Zellen waren bei 24 Pools im Infektionsansatz (0. Passage) leichte
Veranderungen der Zellen zu beobachten. Diese leichten morphologischen
Veranderungen liel3en sich jedoch nach wiederholten Versuchen nicht reproduzieren.
Wahrscheinlich  wurden  diese  Veranderungen durch die Zugabe der
Moskitohomogenate hervorgerufen.
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Abb. 19: CPE auf C6/36 Zellen. Homogenisierte Pools von Moskitos aus Ghana
wurden in C6/36-Zellkulturen inokuliert und bei 28°C inkubiert. Die Zellen wurden taglich
mikroskopisch auf cytopatische Veranderungen hin beobachtet. Dargestellt sind a,
Probe P24 C6/36 AB 0.P., b, Probe P26 C6/36 AB 0.P., c, Probe P32 C6/36, 1.P. filtrat,
d, Kontrolle C6/36

3.3.1 PCR Screening der CPE positiven Zellkulturiberstande

Die Zellkulturiberstande von Zellen mit morphologischen Veranderungen wurden
zunachst mit den gleichen PCR-Systemen wie die Moskitopools getestet (siehe ab
2.2.9). Von allen CPE positven Zellkulturiberstanden der 4. Passage wurde RNA
extrahiert und cDNA synthetisiert wie unter 2.2.8 beschrieben. Hierzu wurden jeweils
5ul RNA von jedem Ansatz (C6/36 AB/AM und Filtrat sowie Vero E6 AB/AM und filtrat)
gepoolt und aus diesem Ansatz cDNA hergestellt.

3.3.1.1 Untersuchung auf GB-, Alpha-, Ortho-, Phlebo- und Mesoniviren
Die Untersuchung der CPE-positiven Zellkulturiiberstande auf GB-, Alpha-, Orthobunya-
Phlebo- und Mesoniviren erbrachte kein positives Ergebnis.
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3.3.1.2 Untersuchung auf Flaviviren

Die CPE-positiven Zellkulturiberstande wurden mit einer generischen nested RT-PCR
auf Flaviviren getestet und bei 43 der 62 Proben wurden Genomfragmente von
Flaviviren detektiert (Tab. 19, im Tabellenverzeichnis Seite 116). Exemplarisch sind die
Amplifikate der Zellkulturiberstande die mit den Pools P1-P23 infiziert worden sind, in
Abb. 20 dargestellt. Bei sechs Zellkulturiberstanden wurde nur ein sehr schwaches

Bandensignal detektiert.

M P1P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 PSP10P11P12P13P14P15P16P17P18P19P20P21P22P23 M

600bp

500bp\—
400bp~—
300bp —
200bp —
100bp =

Abb. 20: Reprasentative Darstellung der PAN Flavi nested PCR. Exemplarisch gezeigt
sind die Pools 1-23 mit der zu erwartenden Bandenhdhe bei ca. 200 bp.

Es wurden exemplarisch 17 der 43 Banden sequenziert und mit den Sequenzen aus
den Moskitos verglichen. In 15 Proben wurde Culex Flavivirus nachgewiesen. Dieses
Virus wurde im Vorfeld schon in den Moskitopools, die zur Infektion der Zellkultur
verwendet wurden nachgewiesen, und es ist davon auszugehen, dass dieses vorher in
den Moskitos nachgewiesene Virus erfolgreich isoliert werden konnte. Weiterhin konnte
das Culex Flavivirus noch in zwei weiteren Zellkulturiberstdnden nachgewiesen werden
(P16-GH2011 und P56-GH2011), bei denen das Virus nicht in den fur die Infektion
verwendeten Moskitopools nachgewiesen werden konnte. Eine Isolierung der Kumasi-
ISF-A und Kumasi-ISF-B gelang nicht.
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3.3.2 Exkurs: Isolierung von Viren aus einzelnen Moskitos

Exemplarisch wurde auch aus Einzelmoskitos versucht, Viren in der Zellkultur zu
isolieren. Hierzu wurden 10 pl des Moskitolysates zusammen mit 290 pl L-15 Medium
ohne Zusatze auf zu 80 % konfluente C6/36 Zellen in einem Well einer 24-Well Platte
gegeben und eine Stunde im Brutschrank bei 28 °C ohne Begasung inkubiert und
anschlielend mit 700 pl L-15 mit AB/AM auf ein Wachstumsvolumen von 1 ml gebracht.
Nach zwei Tagen waren erste leichte morphologische Veranderungen zu erkennen und
am 6. Tag nach Infektion wurde der Uberstand geerntet (Beispielhaft an M0088-Gh2011
in Abb. 21). Bei den Proben M0060-Gh2011 und M0088-Gh2011 lie3 sich wiederholt
Uber vier Passagen ein ahnlicher CPE induzieren. Bei M0025-Gh2011 war in den ersten
drei Passagen ein CPE erkennbar, der sich nachfolgend nicht reproduzieren lassen
konnte.

Abb. 21: CPE von M0088-GH2011 auf C6/36 nach sechs Tagen. Die Zellen wurden
taglich mikroskopisch auf cytopatische Veranderungen hin beobachtet.

Aus dem infektiosen Zellkulturiberstand der funf Passagen der mit den 10 Moskitos
infizierten C6/36 Zellen wurde mit Hilfe des MagNA pure Roboters RNA extrahiert und
anschlieend cDNA synthetisiert (siehe 2.2.8). Es kann davon ausgegangen werden,
dass hier erfolgreich noch weitere Viren isoliert wurden. Zum aktuellen Zeitpunkt |asst
sich noch nicht sagen, um welche Viren es sich handelt. Weitere Testungen bezuglich
der Infektiositat dieser Zelliberstande sollten im weiteren Verlauf erwogen werden.
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FUr mogliche weitere Testungen auch auf bisher nicht detektierte Viren wurde der
infektiose Zelluberstand bereits vorbereitet. Hier kann zum Beispiel eine
elektronenmikroskopische Diagnostik oder Multiplex Sequenzierung erwogen werden.

Fir diese Untersuchungen sind hohe Konzentrationen viraler Partikel notwendig. Um
diese generieren zu konnen kann das Verfahren der Ultrazentrifugation angewandt
werden. Fir das Protokoll der Ultrazentrifugation (siehe 2.2.6) wurden 500 pl der 4.
Passage des Moskitos vorbereitet und bei -80 °C gelagert. Als Ausblick ist zu erwagen,
die Proben spater mittels Next Generation Sequencing auf bisher nicht detektierte Viren
zu untersuchen. Die moglichen Ergebnisse dieser weiteren Schritte lagen bis zum

Abgabetermin dieser Arbeit noch nicht vor.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die genetische Virusdiversitat in Moskitos, die auf dem
Campusgelande der Universitat Kumasi in Ghana im Frihjahr 2011 gefangen wurden,
beschrieben. Es wurden zwei bisher unbekannte Flaviviren sowie neue Stamme eines
Culex Flavivirus und zwei bisher unbekannte Phenuiviren per PCR nachgewiesen.
Zusatzlich konnte eine Vielzahl an noch nicht naher identifizierten Viren in Zellkultur
isoliert werden. Die virologischen Daten aus zwei Fangpunkten, dem Botanischen
Garten und der Wohngegend, wurden miteinander verglichen und mogliche
Unterschiede in der Moskitoabundanz und Viruspravalenz herausgearbeitet. Die
Unterschiede zwischen den Fangpunkten waren zum einen eine deutlich hdhere Anzahl
an gefangenen Moskitos am Fangpunkt des Botanischen Gartens sowie eine hohere
Diversitat in der Wohngegend.

4.1 Viruspravalenz und Variabilitat auf dem Campusgelande der Universitat

In friheren Untersuchungen des Institutes fur Virologie der Uniklinik Bonn wurden in
Serumproben von Flughunden (Eidolon helvum) aus Ghana GB-ahnliche Viren
nachgewiesen (unveroffentliche Daten). Es ist unklar wie diese Viren Ubertragen werden
und es sollte untersucht werden, ob Moskitos wie bei anderen Viren der Familie
Flaviviridae auch als Ubertragungsvektoren fungieren. Eine mdgliche Ausbreitung dieser
Viren in diesem Habitat stellt durch die raumliche Nahe zu den dort lebenden und

arbeitenden Menschen auch fir diese ein potentielles gesundheitliches Risiko.

4.1.1 Moskitopravalenz und -diversitat

Zu Beginn dieser Arbeit gab es hinsichtlich der Pravalenz und Diversitat von Moskitos in
Ghana bisher keine Daten. Der Kwame Nkrumah University of Science and Technology
(KNUST) Botanic Garden (Breitegrad: 6°35 N - 6°40 N, Langengrad: 1°30 W — 1°35 W)
umfasst ein 12.9 Hektar gro3es Gebiet mit einem halbimmergrinen Regenwald, der im
Jahre 1960 geschaffen wurde. Dokumentiert sind ein durchschnittlicher Niederschlag
von 731 mm/Jahr und einer Durchschnittstemperatur von 21.55 °C — 32.12 °C (KNUST
Meteorologischem Institut, 2006 unveroffentlichte Daten) (AddoFordjour 2008). Mit einer
gemessenen Temperatur zwischen 20 °C und 33 °C sowie einer Luftfeuchtigkeit von bis

zu 73 % bestatigen die in dieser Arbeit erhobenen Werte die bisher veroffentlichten
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Daten. Das Vorkommen von Moskitos wird durch Faktoren wie Nahrungsangebot,
Vorhandensein von Brutstatten und durch abiotische Faktoren wie Temperatur und
Luftfeuchtigkeit bestimmt. Bei hoheren Temperaturen kann man von einer hoheren
Stechrate aufgrund eines schnelleren Metabolismuses der Moskitos ausgehen. Dies
beeinflusst die Reproduktionsgeschwindigkeit und damit einhergehend die
PopulationsgroRe (Kramer und Ebel 2003). Eine Studie aus der Accra-Region aus dem
Jahr 2007 zeigte, dass die ideale Temperatur fur die Entwicklung der Mickenlarven in
Ghana zwischen 30 °C - 36.2 °C lag (Opoku und Ansa-Asare 2007). Hier nutzen die
Larven die warmen Lebensraume fur die optimale Entwicklung. Ebenfalls begunstigt
eine hohe Luftfeuchtigkeit (65 % — 95 %) die Verbreitung vieler Moskitoarten. Somit
bieten die hier gemessenen Daten eine gute Voraussetzung fur die Entwicklung der
Moskitos und bestatigen die bisherigen Messergebnisse.

Die Moskitos der vorliegenden Arbeit wurden von Februar bis Marz in der Trockenzeit
gefangen, die sich in der Ashanti Region von Dezember bis Februar ausdehnt und im
Marz langsam in die Regenzeit Ubergeht. Mai und August weisen die hochsten
Niederschlagswerte auf (http://www.ghanadistricts.com/region). Ein verlangerter
Fangzeitraum und eine Ausdehnung in die Regenzeit hatten die Fangrate eventuell
erhohen konnen. In dieser Arbeit wurden insgesamt 1.622 Moskitos an 26 Fangtagen

gefangen.

In Ghana sind bislang 24 Moskitogenera beschrieben, die sich auf 134 Spezies aufteilen
(WRBU). Die Anzahl der in dieser Arbeit in Kumasi gefangenen Moskitogenera betrug
12, dies entspricht 54,2 % der bisher in Ghana beschriebenen Moskitogenera. Es
wurden 25 verschiedene Spezies gefangen (18,7 %). Wenn man weitere
Veroffentlichungen mit in die Zusammenschau einbezieht, werden fur Ghana ein paar
Moskitoarten zusatzlich beschrieben. Beispielhaft ist Culex quinquefasciatus bei WRBU
nicht aufgefuhrt, wird aber in der Arbeit von Appawu als moglicher Vektor von einer
Filiariose beschrieben (Appawu et al. 2001). Ebenfalls erwahnt werden die Arten
Diceromyia (Reinert 1970) an der sudlichen Kuste von Ghana und Eratmopodites
silvestris, mit bevorzugten Brutplatzen in wassergeflllten Reservoirs, ebenfalls im
Suden von Ghana (Surtees 1958). Dass diese noch nicht bei Walter Reed
aufgenommen wurden, konnte daran liegen, dass die Website von Walter Reed nicht
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regelmalig aktualisiert wird. Von den bisher in Ghana beschriebenen Genera, laut
WRBU sowie inklusive der Genera aus den Veroffentlichungen, konnten 11 Genera
auch in dieser Arbeit Ubereinstimmend nachgewiesen werden. Auf Speziesebene,
stimmten 11 mit den beschriebenen Uberein. Weitere 12 Spezies aus dieser Arbeit
wurden bisher noch nicht fur Ghana beschrieben. Bei zwei Genera Aedes und Lutzia
konnten die gesammelten Moskitos lediglich auf Genusebene bestimmt werden. Hier ist
somit keine Aussage bezuglich der Spezies moglich und somit keine genauere
Betrachtung und Vergleich mit bisherigen Publikationen moglich.

Im Botanischen Garten wurden 2/3 mehr Moskitos als in der Wohngegend gefangen.
Jedoch wies die Wohngegend eine hohere Diversitat an Moskitos als der Botanische
Garten auf. Moskitos der folgenden Genera wurden ausschliellich im Botanischen
Garten nachgewiesen: Anopheles, Eretmapodites, Mimomyia, Toxorhynchites und
Uranotaenia. Hingegen wurden Spezies des Genus Aedeomyia nur in der Wohngegend
gefangen.

Folgende Moskitoarten sind deutlich haufiger im Botanischen Garten gefangen worden:
Culex culiciomyia nebulosus, Culex eumelanomyia horrideus, Aedes spp., Mimomyia,
Culex eumelanomyia wigglesworthi, Toxorhynchites spp.. In vergleichenden Studien
wurde ein hoheres Vorkommen der Genera Aedes, Mansonia, Mimomyia und
Toxorynchites innerhalb von ungestorten Habitaten wie z.B. Waldgebiete berichtet
(Martha et al. 2014), wobei die Gattung Toxorhynchites keine Blutmahlzeit benndtigt,
sondern sich von Blutennektar und anderen zuckerhaltigen Pflanzensaften ernahrt und
vorwiegend in Waldern vorkommt (Collins und Blackwell 2000). Fur Culex spezies wird
ein einheitliches Vorkommen beschrieben (Opoku und Ansa-Asare 2007). Dies zeigt,
dass sie sehr vielseitig sind und sich an die unterschiedlichen Gegebenheiten
angepasst haben. Diese Beschreibung korreliert mit den Ergebnissen dieser Arbeit.
Culex spp. und im Besonderen Culex nebulosus wurden an beiden Fangorten mit
Abstand am haufigsten gefangen (57,7 %).

Culex nebulosus ist eine weit verbreitete Moskitoart, die nicht dafur bekannt ist,
Menschen zu stechen. Sie beziehen ihre Blutmahlzeit aus Vogeln. In einer friheren
Arbeit wurde die ,Umverteilung“ von Culex Moskitos erklart, bei denen Culex nebulosus

in den arthropogen gepragten Gebieten von Culex quinquefasciatus verdrangt wurde,
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die nun deutlich haufiger dort angetroffen werden konnen (Adebote et al. 2006). Culex
nebulosus ist bislang als Vektor von z.B. Yaoundé Virus (YAOV) bekannt, welches in
verschiedenen subsaharischen afrikanischen Regionen sowohl aus Moskitos als auch
Vogeln isoliert werden konnte (Williams et al. 2012). Das Yaoundé Virus ist ein
Flavivirus innerhalb des JEV-Serokomplexes, welches z.B. das humanpathogene JEV
und WNV mit einschliesst (Kuno et al. 1998). Bisher konnte jedoch keine Infektion mit
dem YAOV beim Menschen nachgewiesen werden (Adam und Digoutte 2005). Eine
Verdrangung von Culex spezies hin zu einem vermehrten Vorkommen von Culex
quinquefasciatus kann in dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden. Culex nebulosus ist

mit Abstand die haufigste Spezies unter den gefangenen Moskitos.

Bei der relativen Bewertung der Fangzahlen ist allerdings herauszustellen, dass es sich
bei den alleinig in dem Botanischen Garten gefangenen Genera (Anopheles,
Eretmapodites, Mimomyia, Toxorhynchites und Uranotaenia) um insgesamt kleine
Fangzahlen von insgesamt nur 27 Individuen handelt. Z. B. wurde nur ein Moskito des
Genus Aedomyia im Wohngebiet gefangen. Fir eine aussagekraftige Berechnung im
Hinblick auf einen signifikanten Unterschied sollten gro3ere Fangzahlen vorliegen. Auf
die Gesamtzahl gefangener Moskitos zeigte sich eine hohere Diversitat in der
Wohngegend wie auch eine hohere Gleichmaligkeit. In der Therorie, wie auch in
vergleichenden Publikationen aus der Elfenbeinkuste (Junglen et al. 2009) ware eine
hohere Diversitat im Botanischen Garten zu erwarten gewesen. In der vorliegenden
Arbeit ist dies nicht der Fall. Bei den Berechnungen werden jedoch nur jene Moskitos
mit einbezogen, welche bis auf die Spezies charakterisiert werden konnten.
Moglicherweise haben die ,unbestimmbaren® Moskitos einen Einfluss auf die hiesigen
Berechnungen und deren Ergebnisse. Auch im Bezug auf die Diversitat konnte ein
langerer Fangzeitraum mit einer hoheren Moskitoanzahl ggf. die Daten verandern. Die
hier aufgezeigte hohere Diversitat in der Wohngegend ist vor allem auf die hohere
Speziesvariabilitat innerhalb des Gattung Culex zurlckzufuhren. In der Wohngegend
konnten vier Culex-Arten gefangen werden, welche nicht im Botanischen Garten
gefangen wurden. Von diesen sind bisher zwei, Cx. cx. decens und Cx. culiciomyia
cinereus, als Moskitos in Ghana beschrieben (WRBU), hingegen Cx. cx. choleyi und Cx.

cx. terzii bisher noch nicht.
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Far Vergleiche standen Daten aus der Elfenbeinkiste bezuglich der Pravalenz und
Diversitat der dortigen Moskitos zur Verfugung (Junglen et al. 2009). Dort sind im Jahr
2004 entlang einer geraden Transekte Uber vier Monate Moskitos gefangen worden. Die
Transekte verlief vom Primarwald Uber den Sekundarwald, Kaffee- und Kakaoplantagen,
Reis- und Maisfelder bis in ein Dorf. Mit den auch in dieser Studie genutzten Fallen
wurden damals die Moskitos gefangen und deren Ausbreitung untersucht (Dissertation
Junglen 2007). Junglen beschreibt fur die primaren, ungestorten Habitate eine
Moskitodichte die doppelt so hoch wie die aulRerhalb des Waldes ist. Diese Tendenz
lasst sich auch in der vorliegenden Arbeit nachvollziehen. Die Abundanz einzelner
Moskitospezies an der Elfenbeinkuste nimmt au3erhalb des Waldes zu (Junglen 2007).
Dieses lasst sich auch in der vorliegenden Arbeit entnehmen.

Cx quinquefasciatus und Cx pipiens sind in dieser Arbeit an beiden Fangorten zu finden,
vornehmlich und mit hdheren Zahlen aber in arthropogen gepragten Gebieten, in dieser
Arbeit in der Wohngegend auf dem Campusgelande. Die moglicherweise verschmutze
Kanalisation, die verstopften Abfliusse und die sich dort ansammelnden Abwasser sind
Bereiche, in denen die Moskitos gerne bruten und die Larven zu finden sind (Esena et al.
2013, Afrane et al. 2004). Die menschliche Aktivitat in der Stadt mit ihren groRRen
Mullplatzen und der schlecht ausgebauten Kanalisation stellt neue artifizielle Brutstatten
fur die Moskitos bereit (Opoku und Ansa-Asare 2007). Gerade der Mull aus den
Haushalten mit Konservendosen, Containern oder liegen gebliebenem Restmull ist hier
hervorzuheben, da sich hier kleine Wassermengen sammeln konnen. Als Beispiel fur
artifizielle Brutstatten zeigte Cx quinquefasciatus in einer nigerianischen Studie keine
bestimmten Vorlieben fur Brutstatten, sondern eine breite Moglichkeit des Brutens.
Sowohl in der Nahe der Menschen z. B. in Topfen oder Trogen, wie auch in stehenden
Gewassern, ebenso in Baumlochern oder Blatterkronen finden sich Larven dieser
Moskitospezies. Weiter sind dort die Vorliebe fur Cx nebulosus und Cx decens
beschrieben, die vermehrt in verschmutztem Wasser gefangen werden konnten und in
Bereichen, die einen fauligen Geruch aufwiesen (Aigbodion und Uyi 2013). Erwahnt
wurden in diesem Zusammenhang Zahlen aus Kumasi von Cx quinquefasciatus die bis
zu 3 - 4 x haufiger in bewohnten Gebieten gefangen wurden, als in unbewohnter

Gegend (Klinkenberg et al. 2008). Diese Ergebnisse werden in dieser Arbeit bestatigt,
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mit 0,2 M/FE im Botanischen Garten, also in unbewohnter Gegend und 1,39 M/FE in der
Wohngegend auf dem Campusgelande. Somit kann die hohere Diversitat der Culex-
Moskitos auf die grolRere Verfugbarkeit von Brutplatzen in der Wohngegend
zuruckgefuhrt werden. Cx quinquefasciatus wird als wichtiger Vektor von Filariosen in
den Tropen, vor allem in Ost Afrika gesehen (Pedersen et al. 1999), bislang sind keine
infizierten Moskitos der Spezies Cx quinquefasciatus aus Ghana beschrieben worden
(Dzodzomenya und Simonsen 1999, Appawu 2001).

Die Spezies Culex pipiens ist bislang nicht fur Ghana beschrieben worden, wurde
allerdings im benachbarten Burkina Faso gefunden (Samuelsen et al. 2004). Auch diese
Art ist in der Wohngegend deutlich haufiger zu finden als im Botanischen Garten, mit 0,4
M/FE im BG und 1,18 M/FE in der WG. Cx. pipiens Moskitos sind als Vektoren flr das
Japanische Enzephalitis Virus, West Nil Virus oder St. Louis Enzephalitis Virus bekannt,
wobei nur das West Nil Virus in Afrika vorkommt.

Wie auch in der Elfenbeinkiste sind in dieser Arbeit sehr wenige Aedes Moskitos
gefangen worden (0,2 M/FE). Dies kann daran liegen, dass sich diese tagaktiven
Moskitos eher in den Baumkronen aufhalten und dadurch nicht von den am Boden
stehenden BG Sentinel Traps® angelockt wurden (Bonizzoni et al. 2013, Martha et al.
2014). Die Aedes Moskitos und deren Untergruppe Stegomyia sind dennoch im
Verhaltnis deutlich haufiger im Botanischen Garten 0,5 M/FE gefangen worden als in der
Wohngegend 0,07 M/FE. Aedes Moskitos sind bekannte Vektoren einiger
humanpathogener Viren wie DENV, CHIKV und YFV. Besorgniserregend ist die schnelle
und aggressive Ausbreitung der Spezies Ae. albopictus. Urspringlich beheimatet in
Ostasien, hat die Spezies als moglicher Krankheitsubertrager samtliche Kontinente
(auler der Antarktis) besiedelt. Als erstes europaisches Land erfolgte der Nachweis
1979 in Albanien, und hat sich kontinuierlich bis nach lItalien, Studfrankreich, aber auch
die Sudschweiz, ausgebreitet (Diallo et al. 2005, Mackenzie et al. 2002, Barrett und
Monath 2003, Panning et al. 2008).

4.1.2 Lockmittel
Die Diversitat der gefangenen Moskitospezies konnte aufgrund der hier verwendeten
Fallen und Lockmittel, beeinflusst worden sein. Benutzt wurden die BG Sentinel Traps®
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und die CDC Light Traps mit verschiedenen, aber wenig spezifischen Lockmitteln wie
beispielsweise Kase, Zuckerwasser oder getragene Socken. Mit diesen Lockmitteln
wurden vor allem Spezies gefangen, welche keine ausgepragte Wirtsspezifitat zeigen.
Um die fur den Menschen potentiel gefahrlichen Moskitos anzulocken, wurden
getragene T-Shirts und Socken genutzt. Die benutzten Lockmittel gelten als bewahrt
und praktikabel. Die besten Ergebnisse in der Wohngegend wurden mit den getragenen
Socken erzielt. Dieses kann als menschenspezifischer Reiz durch das Aussenden von
chemischen Substanzen gewertet werden. Es lasst den Ruckschluss zu, dass die
Moskitos sich auf den Menschen als Wirt spezialisiert haben. Ein artifizieller Ersatz fur
den Menschen an sich als Lockstoff, ist damit jedoch langst nicht gegeben. Dies kann
nachvollzogen werden, wenn man die Anzahl der mit diesen Fallentypen gefangenen
Moskitos mit den Fangergebnissen eines ,Human bait catches® vergleicht. Hier werden
Moskitos mit einem Aspirator eingefangen, wenn diese auf entbloRter Haut des
Menschen gelandet sind. Hier wurden deutlich hohere Fangraten fur z.B. Dengue und
Malariavektoren beschrieben (Geier et al. 2000).

Im Botanischen Garten wurden die besten Fangerfolge mit den BG Sentinel Traps® und
Limburger Kase als Lockmittel (menschenahnlicher Geruch) erzielt. Studien zum
Vergleich der Moskitofallen zeigten, dass BG Sentinel Traps® und die Zumba Moskito
Falle (in dieser Arbeit nicht benutzt) einen hoheren Fangerfolg im Vergleich zur CDC
Light Trap erzielten, vor allem fur Aedes albopictus (Bhalala und Arias 2009). Die
Zumba Moskito Falle ist zudem im Bezug auf Cx. pipiens den BG Sentinel Traps®
Uberlegen (Bhalala und Arias 2009, Rose et al. 2006). Abweichend zu diesen
Erbenissen wurden in der vorliegenden Studie kaum Aedes Moskitos gefangen. Weitere
Ergebnisse beziiglich Culex Spezies zeigten, dass BG Sentinel Traps®, die CO? als
Lockstoffe verwendeten, genauso wirksam waren wie CDC Light Traps mit CO? (Roiz et
al. 2012). Aufgrund des umfangreicheren Zubehdrs und der schwierigen Beschaffung

des Gases in Ghana, wurde auf eine CO? unterstiitzte Falle verzichtet.

Mit den BG Sentinel Traps® konnten deutlich hdhere Fangergebnisse erzielt werden als
mit den CDC Light Traps. Der Vergleich der Fangraten mit den verschiedenen
Lockstoffen ergab, dass sich die Moskitos im Botanischen Garten am besten mit Kase

und in der Wohngegend am besten mit getragenen Socken anlocken lieRen (Tab. 11).
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Dies lasst sich am ehesten mit einer bestehenden Affinitat der Moskitos auf den
Menschen erklaren. Eine mogliche Erklarung fur die schlechten Ergebnisse der
Lichtfallen kdonnte sein, dass viele weitere Lichtquellen in der Fanggegend vorhanden
waren und die Moskitos durch diese abgelenkt wurden.

Die erhobenen Daten zeigten Uber einen recht kurzen Fangzeitraum eine Ubersicht der
Abundanz zwischen den beiden Fangorten, und kdnnte als vorsichtige Einschatzung der
exogenen Einwirkung des Menschen auf die Moskitodichte- und Ausbreitung betrachtet

werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit in Kumasi
mehrheitlich Moskitoarten gefangen wurden, welche bereits in der zur Verfiugung
stehenden Literatur erwahnt wurden (WRBU). Hingegen wurden 12 Spezies bislang
noch nicht beschrieben.

Es wurde ein deutlicher Unterschied an Moskitarten in der natirlichen Umebung des
Botanischen Gartens und der artifiziellen Wohngegend gefunden. In wie weit das
menschliche Eingreifen in diese Habitate eine Veranderung der Moskitopopulation
hervorgerufen hat, lasst sich an dieser Stelle nur spekulieren, erweckt aber an mehreren
Stellen diesen Eindruck. Die direkte Nahe zum Menschen und seinen Nutztieren im
Wohngebiet liefert eine konzentriertere Bereitstellung der Nahrungsmittel sowie der
Blutmahlzeit fur die Moskitos. Somit konnte die Dichte der Spezies die sich auf
Menschen und domestizierte Tiere spezialisiert haben deutlich erhdhen. Zudem
entstehen durch die Menschen und ihre ,Abfall“-Produkte neue Brutstatten fur die
Moskitos. Dieses konnte eine mogliche Eintrittspforte fur neue Viren und Erreger sein,

die zuvor keinen oder nur wenig Kontakt mit dem Menschen hatten.

4.2 PCR Screening auf Pegiviren

Eine Fragestellung zu Beginn der Arbeit war, ob Moskitos in Ghana als potentieller
Vektor von GB-Viren (aus der Familie Flaviviridae) innerhalb der dort ansassigen
Kolonie von Palmenflughunden (Eidolon helvum) in Frage kommen. Bisher waren keine
Daten hierzu aus Westafrika beschrieben. Alle 62 Pools wurden mit zwei
unterschiedlichen PCR Assays (Onestep PCR und RealTime PCR) auf Pegiviren
negativ getestet. Dies konnte daran gelegen haben, dass die GB-Viren zu der Fangzeit
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dieser Arbeit nicht in der Fledermaus-Population zirkulierten und deswegen kein
Nachweis in den Mucken stattfinden konnte. Auch das die hier gesammelten Moskito-
Spezies nicht der vermutete Vektor einer Virusubertragung der GB-Viren auf die
Flughunde sind, lasst ein negatives Ergebnis erklaren. Ein Nachweis der Viren aus
Moskitos konnte bislang nicht erfolgen.

4.3 Detektion neuer Flaviviren in Moskitos und Zellkultur

Die Familie Flaviviridae wird in die vier Genera, Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus und
Pegivirus unterteilt und umfasst mehr als 90 Virusspezies (Knipe et al. 2006). Im Genus
Flavivirus sind Uber 70 verschiedene Spezies bekannt (ICTV 2012). Bedeutende
Moskito-ubertragene Flaviviren sind das DENV, WNV sowie das YFV. Eines der
bedeutendsten humanpathogenen Viren, ist das YFV, welches durch Aedes Moskitos
Ubertragen wird (Gillett 1971, Baron et al. 1996). Weiterhin sind zahlreiche Flaviviren
bekannt, die ausschlieRlich Moskitos infizieren und nicht auf Vertebraten Ubertragen
werden (Blitvich und Firth 2015). Beispiele hierfur sind das CFAV, sowie das Culex-, und
Aedes Flavivirus (Cook et al. 2009, Hoshino et al. 2009).

Mit der generischen Flavivirus PCR (nach Moureau et al. 2007) gab es positive
Ergebnisse in 22 Moskitopools sowie in 43 Pools der Zellkultur. Die positiven
Ergebnisse der Moskitopools lieRen sich in drei Gruppen (Contigs) einteilen. Durch den
Vergleich der Sequenzinformationen mit der NCBI Datenbank war eine Ahnlichkeit
zwischen 60 und 98% zu den insektenrestringierten Flaviviren erkennbar.

Es wurden 17 Sequenzen mit einer ldentitat von 98% zu Culex Flavivirus gefunden.
Weiterhin wurden zwei neue Flavivirus-Spezies, Kumasi-ISF-A und Kumasi-ISF-B
genannt, entdeckt.

Jedoch konnte kein humanpathogenes Flavivirus, wie z.B. WNV, YFV oder DENV,
nachgewiesen werden. Der Nachweis von WNV ware zu erwarte gewesen, da eine
Seropravalenz von ca. 28% gegen WNV in der erwachsenen Bevolkerung in Ghana
vorliegt (Wang et al. 2009) und auch die beschriebene Gattung Culex als Hauptvektor in
dieser Arbeit gefangen wurden. Eine Isolierung von WNV aus Moskitos in Ghana wurde
bislang noch nicht beschrieben.

Fiar DENV und YFV Infektionen ist bekannt, dass sie hauptsachlich in der Regenzeit
auftreten (Li 1985 et al., Jentes et al. 2010, Gubler 2004, Monath und Vasconcelos
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2015). Da die Fangperiode der Moskitos in dieser Arbeit jedoch in der Trockzeit lag,
konnte dies der Grund fur die negativen Ergebnisse sein. Zudem ist die letzte YFV
Epidemie in Ghana 2003 beschrieben worden und es gibt ein recht flachendeckendes
Impfprogramm (Monath und Vasconcelos 2015).

In der Gesamtzahl der gefangenen Moskitos, zeigte sich eine recht niedrige Anzahl von
Aedes Moskitos. Gefangen wurden 19 Individuen in 5 Wochen, dieses entspricht 3,8
Moskitos pro Woche. Im Vergleich wurden an der Elfenbeinkiste in einem Zeitraum von
20 Wochen 169 Aedes Moskitos gefangen, was 8,45 Individuen pro Woche entspricht.
Auch die geringere Anzahl an Moskitos und somit geringerer geeigneter Vektor konnte
die negativen Ergebnisse bezuglich YFV und DENV erklaren.

Die Proben wurden zudem lediglich mit einer generischen PCR getestet (Moureau et al.
2007), die nicht so sensitiv ist wie eine spezifische nested PCR. Infektionen in denen
das Virus nur einen geringen Titer aufweist, und es daher nur wenig viralen
Genomkopien in der Moskitoprobe gibt, sind moglicherweise unter diesen Bedingungen

schwer zu detektieren.

Bisher sind zahlreiche insektenspezifische Flaviviren bekannt, die ausschliel3lich
Moskitos infizieren und nicht auf Vertebraten Gbertragen werden (Blitvich und Firth 2015,
Huang et al. 2014). Die phylogenetischen Analysen teilen die insektenspezifischen
Flaviviren in zwei Hauptgruppen: in Culex-assoziierte Flaviviren und Aedes-
assoziierte Flaviviren (Cook et al. 2012, Hoshino et al. 2009). Die Daten dieser Arbeit
stimmen damit Uberein. Der viruspositive Pool mit Nachweis von Kumasi-ISF-A welcher
ausschlieRlich Aedes Moskitos enthallt, ordnet sich phylogenetisch bei den Aedes
Flaviviren ein. Die Pools, positiv auf Culex flavivirus, enthalten ausschlieRlich Culex
Moskitos, was ebenfalls zur Speziesassoziation passt. Gemischte Pools sind in dieser
Arbeit Aedes assoziiert und ordnen sich auch hier ein.

Kumasi-ISF-A gruppiert sich bei den insektenspezifischen Flaviviren mit einer
Ahnlichkeit von 79 % neben CFAV an. CFAV wurde erst 2006 erstmals aus Moskitos in
Sudamerika isoliert (Cook et al. 2006). Als Vektoren wurden bisher Ae. aegypti, Ae.
albopictus sowie Cx spezies beschrieben. In dieser Arbeit wurde Kumasi-ISF-A

ebenfalls aus dem Pool, welcher aus Aedes spezies bestand, isoliert. Die Pools
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bestehend aus Culex Moskitos blieben in dieser Arbeit negativ. In der Arbeit von Cook et
al. wurde bezuglich Culex keine Spezieseinteilung beschrieben. Bereits vor mehr als 30
Jahren wurde wahrend Laboruntersuchungen ein CPE auf Aedes albopictus Zellen
beobachtet, nachdem ein Uberstand einer Aedes aegypti Zellkultur hinzugegeben
wurde. Die weiteren Untersuchungen des infektidsen Uberstandes brachten den ersten
Nachweis von CFAV isoliert aus der Zellkultur (Stollar und Thomas 1975). Ein
Wachstum in der Zellkultur wurde auf der Insektenzelllinie C3/36 beschrieben (Cook et
al. 2006). Ein Wachstum in der Zellkultur gelang in dieser Arbeit nicht (siehe 3.3).
Kumasi-ISF-B zeigt zum Menghai Flavivirus eine 77 % ige Ahnlichkeit und gruppiert sich
bei den Aedes assoziierten Moskitos ein. In einer Screeningstudie in China 2010 wurde
Menghai Flavivirus erstmals beschrieben (Zhang et al. 2017). Isoliert wurde MFV aus
einem Pool bestehend aus Ae. albopictus, nach erfolgreicher Zellkultur auf C6/36 Zellen.
Die Pools in denen Kumasi-ISF-B nachgewiesen wurde, waren gemischte Moskito Pools
mit Aedes-, Stegomyia-, Mansonia- aber auch Culex-Arten. Die genaue Wirtsspezifitat
von Kumasi-ISF-A und -B kann noch nicht benannt werden.

In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Entdeckung und Charakterisierung neuartiger
insektenspezifische Viren (ISV) vor allem im Genus Flavivirus (Familie Flaviviridae),
drastisch zugenommen, bedingt durch die Fortschritte in den verfugbaren Methoden
zum Nachweis von Viren (Guzman et al. 2018, Blitvich und Firth 2015).
Insektenspezifische Flaviviren (ISF) zeigen eine weltweite Verbreitung.

Die ISFs werden in zwei Gruppen unterteilt. Die als erstes beschriebenen klassischen
ISFs (cISF) und die zweifach-Wirt assoziierten insektenspezifische Flaviviren (englisch
dual-host affiliated, dISF). In den letzten zehn Jahren wurden diverse neue cISF weltweit
beschrieben (Blitvich und Firth 2015). In die cISF gruppieren sich auch die Culex
Flaviviren (CxFV) welche in den Jahren 2003 — 2004 erstmals in Japan und Indonesien
beschrieben wurden (Hoshino et al. 2007). Im Verlauf konnten weitere CxFV aus Culex
Spezies aus Argentinien, Brasilien, China, Guatemala, Mexiko, Taiwan, Trinidad,
Uganda und den USA isoliert werden (Goenaga et al. 2014, Machado et al. 2012,
Huanyu et al. 2012, Morales-Betoulle et al. 2008, Saiyasombat et al. 2010, Chen et al.
2013, Kim et al. 2009, Cook et al. 2009). Die in dieser Arbeit isolierten Culex Flaviviren
sind die ersten beschriebenen aus Ghana.
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Bisher wurden als Vektoren Moskitos der Spezies Cx. pipiens und Cx. quinquefasciatus
beschrieben (Blitvich und Firth 2015, Goenaga et al. 2014, Hoshino et al. 2007, Kim et
al. 2009). In einer Studie aus Uganda konnte erstmals auch CxFV aus Moskitos der
Spezies Mansonia africana isoliert werden (Cook et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit
wurde CxFV aus 17 Pools isoliert. In den Pools liegen neben den als Vektor bekannten
Cx. pipiens und Cx. quinquefasciatus auch Moskitos der Spezies Cx. nebulosus, Cx.
terzii, Cx. theileri, Cu. cinereus sowie Cx. eumelanomyia horrideus vor. Diese wurden
bisher in der Literatur nicht als Vektoren beschrieben.

Da noch keine Sequenzierung der PCR positiven Einzelmoskitos stattgefunden hat,
kann Uber die genaue Pravalenz keine Aussage gemacht werden. Fur eine genauere
Auswertung mussen die Pools, bestehend aus 20 Moskitos, in ihre Individuen aufgelost
werden. Erst dann kann eine Aussage daruber getroffen werden, ob ein Moskito oder
vielleicht auch alle 20 Moskitos infiziert waren. Dann kdnnte auch eine Aussage Uber die
Moskitospezies der infizierten Moskitos getroffen werden. Fur das MFV wurde bisher
Aedes albopictus als Vektor beschrieben (Zhang et al. 2017). Drei der Pools mit
Nachweis von Kumasi-ISF-B (Pool 3, 4 und 58) mit Ahnlichkeit zum MFV sind Aedes
assoziiert, beinhalten jedoch kein Aedes albopictus, sodass neben Aedes auch weitere
Moskitosspezies als Vektor fungieren mussten. Auch bei den in dieser Arbeit isolierten
Culex Flaviviren bestanden die PCR-positiven Pools aus weiteren Culex spezies als
bisher fur CxFV publiziert. Eine Infektion von bisher nicht beschriebenen Moskitospezies
scheint somit vorzuliegen. Diese Ergebnisse geben Ansatzpunkte fur weitere
Untersuchungen der Einzelmoskitos.

Bisher liegt nur eine sehr kurze Genomsequenz der Flaviviren von 162 nt vor. Eine
Sequenzierung groRerer Genombereiche oder eine Vollgenomsequenzierung sollte
durchgefiihrt werden, um einen genaueren Uberblick und eine genauere
Charakterisierung dieser vermutlich neuartigen Viren zu erhalten. Auch sollten die noch
nicht sequenzierten Zellkulturpools weiterbearbeitet werden und es sollte eine Realtime-
Time PCR und evtl. eine Wachstumskinetik der Zellkultur erfolgen. Damit konnen
genauere Aussagen uber die Kumasi Flaviviren getatigen werden. Die Aufldsung der
Pools und die dann mdgliche Untersuchung der einzelnen Moskitos kann dann Auskunft
uber die Abundanz, Diversitat und Pravalenz der Erreger geben.



108

4.4 Versuche zu Bunyaviren

Die Familie der Bunyaviridae ist eine der grof3ten Virusfamilien und umfasst eine extrem
diverse Gruppe an durch Moskitos uUbertragenen Viren, wobei von mehr als 60
Mitgliedern innerhalb der Familie, Krankheiten beim Menschen, Tieren oder Pflanzen
beschrieben wurden (Knipe et al. 2006, Elliott 2013).

Die Moskitopools, wie auch die CPE positiven Zellkulturiberstande, wurden mittels einer
generischen PCR auf Phleboviren und Goukoviren (designed durch AG Junglen, Institut
fur Virologie am UK in Bonn), sowie Orthobunyaviren und Herbeviren (Junglen et al.
2009) getestet. Dieses Screening sollte erste Eindrucke liefern, ob Bunyaviren in Ghana
vorkommen und gegebenenfalls in welchen Moskitospezies. Da in der benachbarten
Elfenbeinkuste eine Infektion von Moskitos mit Gouléako Virus, sowie Herbert Virus
beschrieben wurde, war die Chance sehr hoch, dass sich diese oder ahnliche Viren

auch in Ghana finden lassen (Marklewitz et al. 2011, Junglen et al. 2011).

4.4.1 Nachweis von Herbert Virus in Ghana

Insgesamt wurden in 28 Pools virale Sequenzen von Bunyaviren gefunden. In sechs
von 62 Pools (Infektionsrate 9,7 %) wurde das Herbert Virus (Familie Peribunyaviridae)
nachgewiesen, in 25 Pools zwei neue Viren, KNUST-Aedes- und KNUST-Culex Virus
(Familie Phenuiviridae). Von den sechs positiven Pools mit dem HEBV wurden zur
genaueren Analyse des Ergebnisses in die jeweiligen Einzelmoskitos untersucht.
Insgesamt waren 14 der 60 (1,1 %) Moskitos mit Herbert Virus infiziert. Vergleichbare
Ergebnisse von der Elfenbeinkiste zeigten eine Infektionsrate mit HEBV von 6,5 %
(28/432 Pools, Junglen et al., 2009; Marklewitz et al. 2011). Ein erster Eindruck lasst
eine Ausbreitung dieses Virus in Ghana moglich erscheinen. Zuvor wurde der Nachweis
von HEBV an der Elfenbeinkiste sowie in Korea beschrieben (Marklewitz et al. 2013,
Chung et al. 2014). Das Herbert Virus konnte bisher aus verschiedenen Moskitospezies,
z. B. Culex, Anopheles und Uranotaenia isoliert werden (Junglen et al. 2009). Das
Screening der Einzelmoskitos auf HEBV zeigt in der vorliegenden Arbeit eine Infektion in
drei Culex Spezies: Culex nebulosus, Culex pipiens und Culex quinquefasciatus. Von
den Moskitogenera Anopheles und Uranotaenia wurden in der gesamten Fangperiode

lediglich zwei bzw. ein Moskito gefangen. Zudem wurden Anopheles- und Uranotaenia
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Moskitos nur im Botanischen Garten gefangen. Bei einer hoheren Individuenzahl der
beiden weiteren Vektoren, Anopheles und Uranotaenia, konnte eine Steigerung der
Infektionsrate aufgezeigt werden.

In den vergleichenden Publikationen wurde ein deutlicher Anstieg in der Virushaufigkeit
von Primarregenwald zu menschlich modifizierten Gebieten nachgewiesen (Junglen et
al. 2009). Das hohere Vorkommen in urbanen Gebieten Iasst sich auch aus dieser
Arbeit entnehmen. Von insgesamt 14 infizierten Moskitos wurden neun im Wohngebiet

und lediglich funf im Botanischen Garten gefangen.

4.4.2 Detektion zweier neuer insektenspezifischer Viren aus der Familie Phenuiviridae
aus Ghana
Insgesamt wurden in 25 Pools (Infektionsrate 40,3 %, 25/62) Phasi-ahnliche Viren
detektiert. Die neuen Phenuiviren aus Kumasi, benannt KNUST-Aedes Virus und
KNUST-Culex Virus, teilen sich in zwei Spezies mit einer recht geringen Ahnlichkeit von
73 % (auf AS Ebene) zueinander auf. Im Vergleich der Nukleotidsequenzen mit NCBI
zeigt sich fur beide Viren eine Ahnlichkeit zu beschriebenen Phasiviren. Der Vergleich
von Kumasi-Culex Virus zeigt ein 94 % Ahnlichkeit zum Wutai Moskito Phasivirus,
Kumasi-Aedes Virus 98 % zum Phasi charoen-like Phasivirus. Das Genus Phasivirus
wurde erst 2016 neu als eigenstandiges Genus in der Familie Phenuiviridae klassifiziert
und beinhaltet drei Spezies: Badu Phasivirus, Phasi charoen-like Phasivirus und Wutai
Moskito Phasivirus. Erst in den Jahren zuvor wurden sowohl das Wutai Moskito
Phasivirus wie auch das PCLV aus Tiefensequenzier-Screenings aus Thailand und
China beschrieben (Chandler et al. 2014, Li 2015). Eine Wirtsspezifitat fur Wutai Moskito
Phasivirus wurde bisher nicht beschrieben. In Thailand wurden 2008 Uber einen kurzen
Zeitraum von 24 Stunden 25 Moksitos der Spezies Ae. aegypti gefangen und zeigten
eine Infektion mit dem PCLV (Chandler et al. 2014). Die PCR positiven Pools dieser
Arbeit mit Ahnlichkeit zum PCLV bestehen aus gemischten Pools inklusive Moskitos der
Genera Aedes und Stegomyia. Ein Wachstum des Virus in der Zellkultur konnte bislang
in Ae.aegypti Zellen (Aag2), jedoch nicht in Zellkultur bestehend aus Ae. albopictus
Zellen wie C6/36 aufgezeigt werden (Schultz et al. 2018). Dieses kann das negative
Ergebnis der Zellkultur auf Phenuiviren in dieser Arbeit erklaren, da lediglich die Zelllinie

C3/36 verwendet wurde.
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Zur genaueren Einordnung und Charakterisierung der Viren Kumasi-Culex-, und
Kumasi-Aedes Virus, sollte eine Verlangerung des Genombereiches oder eine
Vollgenomsequenzierung zur Darstellung des Genoms mit den drei Segmenten (L-, M-

und S-Segment) durchgefuhrt werden.

Die PCR positiven Pools wurden in ihre Individuen aufgelost und einzeln mit der
generischen PCR getestet. Insgesamt wurden 146 positive Moskitos identifiziert. Sehr
eindrucklich ist die Verteilung der Moskitos von 46 Individuen im Botanischen Garten
und mehr als doppelt so vielen infizierten Moskitos als in der Wohngegend mit 100
Individuen. Hier dominieren wie in 3.2.4.1 beschrieben die Culex Arten, die bevorzugt an
Menschen saugen und vom Menschen geschaffenes Habitat mit wassergeflllten
Glasern, Topfen und mangelhafter Entwasserung fur die Eiablage nutzen (Opoku und
Ansa-Asare 2007, Aigbodion 2013). Zudem zeigte sich hier eine deutlich hohere
Populationsdichte der Moskitos im Vergleich zum Botanischen Garten, was als Ergebnis
mit Daten aus der Elfenbeinkuste korreliert.

In der benachbarten Elfenbeinkiste wurde GOLV mit einer Pravalenz von 6,5 % (28/432
Pools) nachgewiesen. In Ghana konnte kein Nachweis von GOLV oder anderen
bekannten Phleboviren gelingen. Mehrere Uberlegungen kénnen angestellt werden, um
das Ausbleiben einer Infektion auf den Zelllinien und innerhalb der Pools zu erklaren. Es
ist denkbar, dass durch die hohe genetische Variabilitat der Viren, die genutzten
generischen PCR Primer fur Phleboviren und GOLV in dieser Arbeit keine exakten
Bindungsstellen hatten und somit eine mogliche Infektion Ubersehen wurde. Weiterhin
ist der in dieser Arbeit recht hohe Verdunnungsfaktor von 1:20 der einzelnen Moskitos in
den Pools zu bedenken. Zu beginn der Arbeit wurden jeweils 20 Moskitos zur
einfachereren Handhabung zu einem Pool zusammengefasst. Es ist moglich, dass
durch das geringe Infektionsvolumen eine zu geringe Menge an replikationsfahigen
Viren vorhanden war. In Studien mit positiven Infektionsversuchen wurden 1:10
Verdunnungen benutzt (Marklewitz et al. 2011 und 2013).

Gouleako Virus und Herbert Virus zeigten eine hohe Pravalenz von 6,5 % in der
Elfenbeinkuste (Junglen et al., 2009; Marklewitz et al. 2011) und es ware daher zu

vermuten gewesen, dass auch das Gouleako Virus in Ghana vorkommt.
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4.5 Anzuchtversuche von Viren aus Moskitos in der Zellkultur

Blinde Isolationsversuche von Viren in Zellkultur bieten die Maoglichkeit unspezifisch
Viren detektieren zu konnen. Die Viren kdnnen in Zellkultur angereichert werden und die
Genome anschlieRend Uber sequenzunabhangige Verfahren, wie beispielsweise Next
Generation Sequenzierung, sequenziert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten aus allen Proben Viren in Zellkultur isoliert werden.
Alle 62 Pools erzeugten einen CPE, 47 Pools sowohl mit dem filtriertem Uberstand und
im AB/AM Ansatz. Im Ansatz AB/AM induzierten 52/62 Pools (84 %) einen CPE, steril
filtriert sogar 57/62 (92 %). Dies ist eine aullergewohnlich hohe Isolierungsrate. Andere
Studien zeigen Isolierungsraten zwischen 1 und 40% (Junglen et al., 2009; Kopp et al.,
2013; Zirkel et al., 2011; Marklewitz et a., 2015).

Insgesamt hangt der Erfolg der Virusanzucht von mehreren unterschiedlichen Faktoren
ab. Der bedeutsamste ist hierbei die Wahl der Zelllinie. Die Insektenzelllinie C6/36
ermoglicht vielen Arboviren eine Replikation durch einen Defekt im exogenen RNA-
Interferenz (RNAI) Signalweg (Brackney et al. 2010). Jedoch kann davon ausgegangen
werden, dass es fur viele vektorgebundenen Viren eine Vektorspezifitat gibt und die
Wahl der Zelllinie entscheident ist (Medically Important Mosquitoes: http://wrbu.si.edu).
Von den CPE-positiven Zellkulturiberstanden erbrachte lediglich die generische Flavi-
PCR ein positives Ergebnis. Von 62 Pools waren 43 Pools mit Flaviviren infiziert
(Infektionsrate 69 %). Aus diesen positiven Pools wurden zur weiteren Seugenzierung
exemplarisch die ersten 23 Pools herangezogen. 17 der 23 Pools zeigten bereits ein
positives Muster in der Gelelektrophoerese und im Vergleich mit NCBI den Nachweis
von Culex Flavivirus. Der direkte Vergleich der Zellkultur mit den Moskitopools zeigte
identische Viren, sodass Culex flavivirus erfolgreich isoliert wurde. Kumasi-ISF-A und
Kumasi-ISF-B konnten nicht isoliert werden. Jedoch zeigten auch die vier Pools, mit
Nachweis dieser beiden Viren, ein positives Bandensignal im Gel. Die Sequenz zeigte
im Vergleich ebenfalls Culex flavivirus. Moglicherweise waren diese Pools mit beiden
Viren infiziert und in der Zellkultur zeigte sich eine hohere Viruslast des Culex flavivirus
mit deutlich starkerem Wachstum.

Im Verlauf der Arbeit konnte leider nicht herausgefudnen werden welche weiteren Viren
in Zellkultur isoliert wurden. Da die infizierten Zellkulturen unterschiedliche cytopathische
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Effekte ausbildeten, ist davon auszugehen, dass verschiedene Viren isoliert wurden. Es
wird vermutet, dass es sich hier um bisher unbekannte Viren handelt. Das Genom, der
in den infektiosen Zellkulturiberstanden befindlichen Viren, soll mittels Next Generation

Sequencing sequenziert werden.

4.6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Methode der Probensammlung, die
morphologische Identifizierung und die Untersuchung der Moskitos auf Virusinfektionen
erfolgreich waren.

In dieser Studie wurden neue Phenui- und Flaviviren gefunden. Die Vollgenome dieser
Viren sollen sequenziert und die Viren charakterisiert werden. Zudem kann Uberlegt
werden, ob sich diese Viren als Modellviren zur Untersuchung von okologischen
Fragestellungen eignen.

Besonders hervorzuheben ist, dass in dieser Arbeit aus allen der insgesamt 62 Pools
Viren in Zellkultur isoliert werden konnten. Es ist davon auszugehen, dass es sich
hierbei im bisher unbekannte Viren handelt. Die Genome der Viren sollen im Anschluss
innerhalb der Arbeitsgruppe sequenziert und die Viren charakterisiert werden.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit sollte einen Eindruck Uber die genetische Diversitat an moskitoassoziierten
Viren in Kumasi, Ghana, vermitteln. Daten hierzu lagen bisher nicht vor. Hierzu wurden
an 26 Fangtagen im Februar und Marz 2011 insgesamt 1.622 Moskitos im Botanischen
Garten und in einem Wohngebiet auf dem Campusgeléande der Universitat in Kumasi
gefangen. Die Moskitos wurden soweit moglich bis zur Art bestimmt. Fur die
nachfolgenden Schritte wurden die Moskitos einzeln homogenisiert und anschlieRend in
20er Pools zu insgesamt 62 Pools zusammengefasst. Die Proben wurden zum einen mit
generischen PCR-Assays auf Infektionen mit Flavi-, Bunya- Alpha- und Mesoniviren
untersucht. Zum anderen wurde versucht in den Proben eventuell vorhandene infektiose
Viruspartikel in Zellkultur anzuzichten.

Es wurden 25 Moskitospezies, die zu 12 Genera gehdren, gefangen. Dies entspricht
54% der bisher fur Ghana beschriebenen Moskitospezies. Es wurden zwei bisher
unbekannte insektenspezifische Flaviviren detektiert, die als Kumasi-ISF-A und Kumasi-
ISF-B bezeichnet wurden. Kumasi-ISF-A wie auch Kumasi-ISF-B gruppieren mit
insektenspezifischen Flaviviren, die aus Aedes Moskitos stammen. Aul3erdem wurden
Stamme von Culex-Flavivirus nachgewiesen, welche bisher nur in Moskitos aus Asien,
Amerika und Ostafrika gefunden wurden. Weiterhin wurden zwei bisher unbekannte
insektenspezifische Phasiviren (Familie Phenuiviridae) in 25 Pools detektiert. Die
Sequenzen wiesen untereinander eine genetische Distanz von 65 % auf und wurden als
KNUST-Aedes Virus und KNUST-Culex Virus bezeichnet. Als weiteres Bunyavirus
wurde Herbert Virus (Familie Peribunyaviridae, Genus Herbevirus) in sechs Pools
nachgewiesen. Besonders hervorzuheben ist, dass aus allen 62 Pools infektiose Viren
in Moskitozellen isoliert werden konnten. Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte nicht
herausgefunden werden um welche Viren es sich bei den Isolaten handelt. Da
unterschiedliche cytopatische Effekte zu beobachten waren, ist davon auszugehen,
dass verschiedene, bisher unbekannte Viren isoliert wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Moskitos aus Ghana mit einer Vielzahl an
bisher unbekannten Viren infiziert sind. In dieser Arbeit konnten neue
insektenspezifische Viren identifiziert werden. Inwiefern es sich bei den infektiosen
Zellkulturiberstanden um human- oder tierpathogene Viren handelt, ist Gegenstand

weiterer Forschungsarbeiten.



114

6. Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

—

A

10:

11:

12:

13:

14:

15:
16:

17:

18:
19:
20:
21:

Graphische Darstellung eines Alphaviruspartikels .............ccccceeeiiiiinnnnnes
Schematische Darstellung eines Flaviviruspartikels ..............ccccceeeeeiis
vorgeschlagene Klassifikation der GB Viren innerhalb der Familie
= 1Y 1Y T o = T= RSO

Graphische Darstellung eines Bunyaviruspartikels .............cccccciinnnnns

Karte von Ghana im Kontext zu den umliegenden afrikanischen
Landern. Die VergroRerung zeigt Ghana mit dem Fokus auf Kumasi
sowie eine VergroRerung mit Lupeneffekt auf die Lage der Fangpunkte
im Stadtgebiet vOn KUumMasi .........ooooiiiiiiiiiieeeeeeee e
Ubersichtskarte der beiden unterschiedlichen Gebiete, gestorte
(disturbed) und ungestorte (undisturbed) Flache des Botanischen
Garten auf dem Camupusgelande der Universitat Kumasi (KNUST) .......
Satellitenbild der beiden Fanggebiete auf dem Universitatsgelande
KNUST Kumasi/Ghana ..........coooiiiiieeeeee e
Verwendete Moskitofallentypen CDC Light Trap und BG Sentinel Trap®.
Verteilung der gefangenen Moskitos auf Genuslevel im Botanischen
Garten und im Wohngebiet .............ooiii
Abundanz gefangener Stegomyia und Culex Arten gezeigt fur beide

FaNQOMe ... e
Phylogenetische Analyse der in dieser Studie gefundenen Flaviviren zu
etablierten insektenspezifischen Flaviviren mittels PHYML ......................
Schematische Darstellung der PCR-Varianten zur Sequenzierung der
phleboahnlichen Viren KNUST-Aedes Virus und KNUST-Culex Virus ....
Alignment der Motive in der dritten konservierten Region der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase (Premotif A, Motif A, B, C, D, E) und den
KNUST-Culex Virus P15-Ghana2011 und KNUST-Aedes Virus P02-
Ghana2011 sowie Vertretern der Bunyavirus Genera ..............ccccevvveeeeee.
Maximum likelihood Stammbaum von Phasiviren und reprasentativen
Vertretern der Familie Phenuiviridae .................cccooooeeeiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeia,
Phylogenetische Analyse der ghanaischen Herbert Virus Stamme .........
Vereinfachte Darstellung der PCR-Varianten zur Sequenzierung von
orthobunyadhnlichen Viren ...
Schemazeichnung der PCR-Varianten zur Detektion der Herbert-
ahnlichen Viren in MOSKItOS .........cooiiiiiiiiiiee e
CPE-positive Zellkulturansatze ...
CPE QUf CB/36 ZEIIEN ...ttt
Reprasentative Darstellung der nested PCR der PAN Flavi .....................
CPE von M0088-GH2011 auf C6/36 nach sechs Tagen .........ccccccccceee..

24
26

33

34

45
46

68

71

76

80

81

82
87

88



115

7. Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

13:

14:
15:

16:
17:
18:
19:

Standard cDNA-Synthese Protokoll mit SuperScript™ 1l RT und
Random-Hexamer Primern ...
Spezifische cDNA Synthese Protokoll SuperScript™ Il RT und
SPEZIfISChE PriIMEr . ..o
PCR-Protokoll und Cycler Programm ..........cccooeiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee
PCR Protokoll der nested-PCR und Programm ...........ccccccoeiiiiiinnniininnn.
Protokoll der Touch-Down PCR und Cycler Programm ..............cc.oeeoe
Real Time PCR Protokoll und Programm ............ccccciiiiiiiiiiiiiieeeeeee,
Verwendete Primer und SONAEN ........ccooooeiiiiiiiiiiiiee e
Protokoll der Refresh PCR und Programm ...,
Protokoll der Klonierungsreaktion ............cccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e
Kolonie PCR Protokoll und Cycler Programm ............ccccoiiiiiiiiiiinn.
Anzahl der gefangenen Moskitos mit verschiedenen Lockmitteln ............
Anzahl gefangener weiblicher Moskitospezies in absoluten Werten (n)
und in relativen Verhaltnissen zu Fangeinheit (M/FE) aufgeteilt nach
FaNQOIT ...
Berechnung der Diversitat an den beiden Fangorten anhand
verschiedener mathematischer GroRen ...........ccccvveeieiiieiiiiiiiieie
In dieser Arbeit identifizierte Flaviviren .............ccci
Sequenzen mit Doppelpeaks .........ooooo oo

Detektierte neuartige Phleboviren ...
Viruspositive Moskitos der positiven Moskitopools .............ccceeviiiininnnnnnn.
In Ghana identifizierte Stamme von Herbert Virus ..o,
Positive Ergebnisse der Flaviviren-Pools in der
ZEIIKUIUL ...ttt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeenes

52

53
54
55
55
57
58
63
64
65
67

69

72
74

75
78
83
89



116

Tab. 19: Positive Ergebnisse der Flaviviren-Pools in der Zellkultur. Auflistung der 43

positiven Pools in der Zellkultur mit Bandensignal im Agarosegel auf der korrekten Hohe

Pool Spezies Fangort Bedingung
filtriert AB/AM
P01 |Aed. lep. africana, Di. fascipalpis, Ae. spp BG WG X X
P02 Ae. spp., St. albopictus, St. ledgeri, St. BG WG x
soleatus
St. soleatus, St. spp., An. neo. salbaii, Ma. af.
P03 spp., Ma. spp., Ma. th. africana BG WG X X
Cx. cx. argenteopunctatus, Cx. cx. cherleyi,
P04 Cx. cx. decens, Cx. cx. pipiens BG WG X
P05 |Cx. cx. pipiens BG WG X X
P06 |Cx. cx. pipiens BG WG X X
P07 |Cx. cx. pipiens BG WG X X
P08 |Cx. cx. pipiens BG WG X X
P09 |Cx. cx. pipiens BG WG X X
P10 |Cx. cx. pipens, Cx. cx. quinquefasciatus BG WG X X
P11 | Cx. cx. quinquefasciatus BG WG X
P12 |Cx. cx. quinquefasciatus BG WG X X
P13 |Cx. cx. quinquefasciatus BG WG X X
P14 | Cx. cx. quinquefasciatus BG WG X X
Cx. cx. quinquefasciatus, Cx. cx. spp., Cx. cx.
P15 |terzii, Cx. cx. theileri, Cx. cx. cinereus, Cx.cx.| BG WG X
nebulosus
P16 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P17 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P18 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P19 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P20 |Cx. cu. nebulosus BG X
P21 |Cx. cu. nebulosus BG WG X
P22 |Cx. cu. nebulosus BG X X
P23 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P24 | Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P25 |Cx. cu. nebulosus BG X X
P26 |Cx. cu. nebulosus BG X X
P27 |Cx. cu. nebulosus BG X X
P28 |Cx. cu. nebulosus, Cu. cx. quinquefastiatus BG WG X X
P29 |Cx. cu. nebulosus BG WG X X
P31 |Cx. cu. nebulosus BG X
P32 |Cx. cu. nebulosus BG X X
P33 |Cx. cu. nebulosus BG X X




P37
P38
P43
P50
P51
P54
P56
P57
P59
P61

P62

Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.
Cx.

Cu.
Cu.
Cu.
Cu.
Cu.
eu.
eu.
eu.
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nebulosus

nebulosus

nebulosus

nebulosus

nebuloses, Cu. eu. horrideus
horrideus, Cu. eu. wigglesworthii
horrideus

horrideus, Cx. cx. spp, Cx. cx. pipiens

spp.-
spp., Mi. pallida

Mi. pallida, Unknown, Ur. ps. spp., Cx cu.
nebulosus, To. brevipalpis, To. spp, Lu. spp.,
Cx. eu. wigglesworthii, Cx. cx. theileri

BG
BG
BG
BG
BG
BG
BG
BG
BG
BG

BG

WG

WG
WG
WG

WG
WG

WG

X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X
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