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. Kurze Darstellung
1. Aufgabenstellung

Gesamtziel des Teilvorhabens 1 (TV1) war es zu einem besseren Verstandnis der gegenwartigen
geografischen Verbreitung des Puumala-Hantavirus (PUUV) in Deutschland und den zugrunde-
liegenden Mechanismen beizutragen. Die Kenntnisse zu den gegenwartigen Verbreitungsgren-
zen des PUUV im Reservoirwirt kénnen fir die Erstellung von kleinrdumigen Risikokarten und
von entsprechenden Handlungsempfehlungen fir den 6éffentlichen Gesundheitsdienst genutzt
werden. Darauf basierend kann eine Information der Bevolkerung, von Risikogruppen und nie-
dergelassenen Arzten erfolgen. Uber die Kenntnisse zur gegenwartigen Verbreitung des PUUV
im Reservoirwirt hinaus, sollte gepruft werden, inwieweit sich das Virus in den Rételmauspopula-

tionen weiter ausbreitet und welche Mechanismen daran beteiligt sind.

Im Einzelnen verfolgte das Teilvorhaben folgende Ziele:

Ziel 1: Raumliche Verteilung und zeitliche Schwankungen von Puumala-Hantavirus (PUUV) in

Rételmauspopulationen.

Ziel 2: PUUV-Sequenztypen in Rételmausen.

Ziel 3: PUUV-Gewebeverteilung in unterschiedlichen Rételmauslinien.

Ziel 4: Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse in Mafnahmen des OGD.

Zur Erreichung dieser Zielstellungen ist das Teilvorhaben an drei Arbeitsschwerpunkten (AS) be-
teiligt. Der zentrale Arbeitsschwerpunkt des Teilvorhabens (AS1) beinhaltet Untersuchungen zur
gegenwartigen Verbreitungsgrenze des Virus im Reservoir und deren moéglicher Expansion. Im
Rahmen eines zweiten Arbeitsschwerpunktes (AS2) sind Untersuchungen von Rételmausen der
dstlichen evolutionaren Linie geplant, um Rickschlisse auf die Reservoirwirtfunktion beider R6-
telmauslinien fur das PUUV der Mitteleuropaischen Linie zu ermdglichen. Das Teilvorhaben 1
beteiligt sich final an der Entwicklung von Risikokarten und Handlungsempfehlungen fur den 6f-
fentlichen Gesundheitsdienst (OGD) (AS6).
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2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das Nationale Referenzlabor fir Hantaviren (VetMed) und deren Kooperationspartner haben
langjahrige Expertise in den nachfolgenden Themen, wie die wissenschaftlichen Publikationen
sowie die deutschsprachigen Publikationen zur 6ffentlichen Gesundheit fir Interessengruppen

und Arzte in populdrwissenschaftlichen Zeitschriften beweisen:

(1 Entwicklung diagnostischer Methoden fur den Nachweis von Hantaviren einschlief3lich
Next Generation-Sequencing (Essbauer et al., 2006; Schlegel et al., 2012b; Drewes et al.,
2017a)

(2) Studien zu Vorkommen und Pravalenz von Hantaviren in Nagetier-, Insektenfresser- und
Fledermausreservoiren (Schlegel et al., 2012a; Radosa et al., 2013; Ali et al., 2014; Weber
de Melo et al., 2015; Schmidt et al., 2016; Drewes et al., 2017a; Drewes et al., 2017b;
Rosenfeld et al., 2017; Strakova et al., 2017a; Strakova et al., 2017b; Faber et al., 2019)

(3) Erregerisolierung und -charakterisierung (Popugaeva et al., 2012)
(4) Entwicklung von Infrastruktur, Biobank und Tiermodellen (Ulrich et al., 2009)

(5) Seropravalenzstudien in Risikogruppen und Patienten sowie molekularepidemiologische
Studien (Mertens et al., 2011; Ettinger et al., 2012)

(6) Offentlichkeitsarbeit: Gesundheitsempfehlungen fiir Risikogruppen, wie zum Beispiel
Waldarbeiter und Schadlingsbekampfer sowie fir die Allgemeinbevélkerung, und zur ver-

starkten Sensibilisierung von niedergelassenen Arzten (Ulrich et al., 2013)

Das NRL fir Hantaviren (VetMed) verfugt Uber eine reprasentative Sammlung von Hantavirus-
Isolaten. Das FLI besitzt Daten von einer Studie an Waldarbeitern in Brandenburg. Serumproben
aus dieser Studie und eine Sammlung von Patientenseren aus Bissendorf aus dem Jahr 2005
stehen zur Verfligung. Im Rahmen einer friheren Studie wurden zwischen den Jahren 2005 und
2015 Roétel- und Feldméuse an verschiedenen Orten im Kreis Osnabriick und an anderen Orten
in Niedersachsen gesammelt. Weitere Feld- und Rételmduse aus Monitoringuntersuchungen von
Forstbehoérden an anderen Orten in Deutschland sind am FLI verfiigbar. Das FLI verfugt Uber
eine Next Generation Sequencing (NGS) Plattform und den erforderlichen Bioinformatik-Work-

flow.
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3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Planung des Teilvorhabens sah eine Bearbeitung in drei Arbeitsschwerpunkten (AS) AS1,

AS2 und AS6 vor, die in entsprechende Arbeitspakete (AP) untergliedert waren.

AS Titel Verbundpartner

AS1 Erreger-Geografie FLI, BfR, JKI

AS2 Stabilitdt und Wirtsassoziation FLI, BfR, CCM

AS3 Epidemiologie BfR, CCM, NLGA

AS4 Modelle und Wirtsdynamik JKI

AS6 Public Health Translation FLI, BfR, JKI, NLGA, CCM, NLGA

Arbeitsschwerpunkt 1
Arbeitspaket RoBoPub-TV1-AS1-AP1

Gegenwartige raumliche Verbreitung des PUUV im Reservoir Die bisherigen Untersuchungen zeig-
ten eine Begrenzung des Verbreitungsgebiets von PUUV in Rételm&usen in bestimmten Teilen von Nie-
dersachsen, Tharingen und Bayern. Die PUUV-Untersuchung von Rételmausen entlang von Transekten
an der nordlichen und 6stlichen Verbreitungsgrenze in Nordrhein-Westfalen/Niedersachsen und Tharin-
gen sowie in Bayern soll Gber einen kompletten Vermehrungszyklus der Rételmaus (niedrige Abundanz,
Massenvermehrung, Populationszusammenbruch) hinaus fortgeflihrt werden, um valide Daten zum Vor-
kommen und zur mdglichen Expansion von PUUV bereitstellen zu kénnen.

Arbeitsergebnisse:

Gegenwartige rdumliche Verbreitungsgrenzen des PUUV und mdgliche Expansion der radumlichen Ver-
breitung des PUUV in der Rételmaus bestimmt.

Arbeitspaket RoBoPub-TV1-AS1-AP2
PUUV-Sequenztypen in Rételmausen der 6stlichen evolutionaren Linie

In der 2. Foérderphase sollen PUUV-Sequenztypen in der 6stlichen evolutionaren Rételmauslinie an
verschiedenen Fangorten in Osnabriick bestimmt werden, um die Haufigkeit der Ubertragung des
PUUYV von der sympatrisch vorkommenden westlichen Linie beurteilen zu kénnen. Die Sequenztypen-
bestimmung soll neben der Nukleokapsidprotein-kodierenden Region auch die Region des Uberlap-
penden, fur einen Interferonantagonisten und damit vermutlichen Virulenzfaktor kodierenden NSs O-
pen Reading Frame (ORF) beinhalten.

Arbeitsergebnisse:

PUUV-Sequenztypen in Rételmausen der dstlichen evolutionaren Linie bestimmt
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Arbeitsschwerpunkt 2
Arbeitspaket RoBoPub-TV1-AS2-AP3
PUUV-Gewebeverteilung im Reservoir

Nach der Bestimmung der Gewebeverteilung des PUUV in der westlichen evolutionaren Linie in der 1.
Forderphase, soll in der 2. Férderphase die Gewebeverteilung in Rételmausen der dstlichen evolutiona-
ren Linie ermittelt werden. Damit sollen zum einen Fragen zur Empfénglichkeit der 6stlichen Linie fur das
PUUV der Mitteleuropaischen Linie und zum anderen Fragen nach der Reservoirwirtfunktion geklart
werden.

Arbeitsergebnisse:

PUUV-Gewebeverteilung im Reservoir ermittelt

Arbeitsschwerpunkt 6
Arbeitspaket RoBoPub-TV1-AS6-AP4
Translation der Erkenntnisse in den OGD

In enger Zusammenarbeit mit TV8 und den anderen Partnern des Konsortiums sowie den assoziierten
Partnern beteiligt sich FLI an der Erstellung von Risikokarten fur die Internetprésentation basierend auf
dem statistischen Vorhersagemodell und der Etablierung einer Methodologie fiir die Ausldsung von Frih-
warnungen auf der Basis dieser Risikokarten sowie der Vorbereitung der Workshops mit Vertretern des
OGD.

Arbeitsergebnisse:

Translation der Erkenntnisse in den OGD

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Seit Einfihrung des Infektionsschutzgesetzes im Jahr 2001 sind humane Hantaviruserkrankun-
gen in Deutschland meldepflichtig. Insgesamt sind bis heute mehr als 13.000 humane Erkran-
kungen registriert worden, die zeitliche und raumliche Haufungen aufzeigen (www.survstat.rki.de)
(Faber et al., 2019). In den Jahren 2007, 2010, 2012, 2017 und 2019 sind deutlich mehr humane
Falle registriert worden, als in den dazwischenliegenden Jahren (Abbildung 1A). Der gréite Anteil
gemeldeter Erkrankungsfélle entfiel auf die Bundeslander Baden-Wurttemberg, Bayern, Nord-
rhein-Westfalen, Niedersachsen und Hessen (Abbildung 2A). Im Hantavirusausbruchsjahr 2019
konnten erhdhte humane Fallzahlen in einigen Regionen beobachtet werden, in anderen bekann-
ten Endemieregionen jedoch nicht. Diese Asynchronitat steht im Gegensatz zu friheren Aus-
bruchsjahren (Binder et al., 2020a). Die Haufung von humanen Hantavirus-Erkrankungen ist vor

allem auf Massenvermehrungen der Roételmaus, des Reservoirwirtes vom PUUV, zurlickzufih-
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ren, die vermutlich durch verschiedene Umweltfaktoren, inklusive der Buchenmast, reguliert wer-
den (Reil et al., 2015; Drewes et al., 2017b). Neben den mehrjdhrigen Schwankungen zeigen die
Meldezahlen auch eine Saisonalitat: Die héchsten Zahlen gemeldeter Falle traten im Sommer auf
(Abbildung 1B).

A Hantavirus Fille in Deutschland 2001-2019 B Hantavirus Falle in Deutschland
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Abbildung 1: Zahl der gemeldeten humanen Hantavirus-Erkrankungsfalle in den Jahren 2001 — 2019 (A)
und Saisonalitat der gemeldeten Falle in den Ausbruchsjahren 2007, 2010, 2012, 2017 und 2019 (B).

Die Mehrzahl der humanen Hantaviruserkrankungen wird vom PUUV verursacht. Die Rételmaus
(Myodes glareolus syn. Clethrionomys glareolus) ist das einzige Reservoir fur PUUV in Europa.
Kurzlich durchgefuhrte eigene Untersuchungen deuten auf eine heterogene Verteilung von PUUV
in Rételmausen in Deutschland hin (Drewes et al., 2017a; Drewes et al., 2017b). Die Untersu-
chungen in Rotelmausen bestatigten die Lage von Hochendemiegebieten in bestimmten Regio-
nen West- und Sitiddeutschlands (Abbildung 2A). Auffallend ist andererseits, dass die aus dem
Osten und Norden Deutschlands stammenden Rételmause PUUV-frei zu sein scheinen. Eine
mogliche Erklarung fur diesen Befund liegt in der Vermutung, dass sich das PUUV in Mitteleuropa
mit der Rételmaus der westlichen evolutionaren Linie aus einem Refugium nacheiszeitlich aus-
gebreitet hat (Drewes et al., 2017a) (Abbildung 2B). In bestimmten Gebieten, in denen die west-
liche Linie der Rételmaus vorkommt, fehlt allerdings das PUUV in den dortigen Rételmauspopu-
lationen, z.B. im Landkreis Freiburg (Drewes et al., 2017b) und im zentralen Teil Bayerns (Drewes
et al., 2017a) (Abbildung 2A).

Die Diagnostik der PUUV-Infektion im Reservoir basiert auf dem Nachweis PUUV-spezifischer
Antikérper mittels ELISA und indirekter Immunfluoreszenzverfahren (Meisel et al., 2006). Fir den
molekularbiologischen Nachweis wird in der Regel eine S-Segment-spezifische RT-PCR verwen-
det (Essbauer et al., 2006). Dartber hinaus sind eine Reihe von Echtzeit-RT-PCR-Verfahren zum

Nachweis von PUUV-Infektionen entwickelt worden (Voutilainen et al., 2015; Lagerqvist et al.,
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2016; Drewes et al., 2017a). Fir die phylogenetische Analyse von PUUV-Sequenzen werden vor
allem partielle oder das komplette Nukleokapsid-Protein kodierende Nukleotidsequenzen ver-
wendet (Ettinger et al., 2012; Ali et al., 2015; Drewes et al., 2017a). Phylogenetische Untersu-
chungen des PUUV haben das Vorkommen unterschiedlicher genetischer Kladen aufgezeigt: In
Mittel- und Westeuropa kommen PUUV-Stamme der mitteleuropaischen (CE) Klade vor (Drewes
et al., 2017a). Die Verwandtschaftsbeziehungen von PUUV-Sequenzen von lokalen Rételmaus-
Populationen deuten darauf hin, dass Selektionsprozesse eine Rolle bei der Evolution des PUUV
spielen (Weber de Melo et al., 2015). In dieser Studie im Landkreis Osnabriick wurde gezeigt,
dass bestimmte PUUV-Sequenztypen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 8 Jahren
in den lokalen Rételmauspopulationen persistierten. Auf dem S-Segment des PUUV befindet sich
neben der kodierenden Sequenz des Nukleokapsidproteins eine Uberlappende Sequenz, die ei-

nen potentiellen Interferonantagonisten NSs kodiert (Jaaskelainen et al., 2007).

humane PUUV
Inzidenz
2001-2015
0 o
0-0-9
@ Puumalavirus positive Rotelméause 0>9-19
B-19-28
© Puumalavirus negative Rotelmause [ ] >28

Abbildung 2: Geographische Verteilung von PUUV-positiven und -negativen Rételmausen in Deutschland
und Inzidenzen von humanen Hantavirus-Erkrankungen auf Landkreisebene (A) und Zuordnung der R6-
telmause zur westlichen, 6stlichen oder karpatischen evolutionaren Linie (B). (entnommen aus (Drewes et
al., 2017a)).



Ro Bo ¢
Pub @ DLR Projekttrager

Abschlussbericht
2. Forderphase FKZ: 01KI2004A

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Bearbeitung des Vorhabens erfolgte in enger Zusammenarbeit mit Projekt- und assoziierten
Partnern JKI, LAVES, NLGA, CCM und UL entsprechend der im Arbeitsplan gegebenen Arbeits-
schwerpunkte, Arbeitspakete und Meilensteine. Die Anzucht des PUUV der Mitteleuropaischen
Linie und die Erstellung von Zellkulturen des zugehdérigen Reservoirs erfolgte dartiber hinaus in
enger Kooperation mit weiteren Arbeitsgruppen am FLI. Des Weiteren wurde zur Bestimmung
der Gewebeverteilung ein immunhistochemisches Verfahren (IHC) unter Einsatz eines polyklo-
nalen Schwein-anti-PUUV-N-Protein-Antikérpers in Kooperation mit der Uni Gielden durchgefiihrt.
Der Verbundkoordinator ist gleichzeitig Initiator und Koordinator des Netzwerkes ,Nagetier-tber-
tragene Pathogene®, einer europaweit einzigartigen Struktur zur Zusammenarbeit von Wissen-
schaftlern unterschiedlicher Expertise an Nagetieren und den mit ihnen assoziierten Krankheits-
erregern. Im Netzwerk arbeiten Forschungsgruppen und Referenz- und Konsiliarlabore mit, die
sich seit vielen Jahren mit den im Projekt ausgewahlten Erregern bezlglich der Diagnostik, des
Vorkommens in Deutschland und der phylogenetischen Charakterisierung beschaftigen.

Fir die Uberprifung des Fortschritts der Bearbeitung des Vorhabens wurden mehrere Treffen
der Verbundpartner aufgrund der Corona-Beschrankungen online per Videokonferenz durchge-
fuhrt.

Il. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und erzielte Ergebnisse im Einzelnen

Die Bearbeitung des Forschungsvorhabens erfolgte gemal der im Projektplan gegebenen Ar-
beitsschwerpunkte (AS) und Arbeitspakete (AP):

RoBoPub-TV1-AS1-AP1
AP1: Gegenwartige raumliche Verbreitung des PUUV
Erfullungsstand: 100% (1. und 2. Forderphase)

Ergebnisse:

Im Folgendem sind die Ergebnisse aus der 1. und der 2. Férderphase zusammen dargestellt, da
dies fir die Beurteilung von Pravalenzverlaufen in Abhangigkeit von zyklischen Vermehrungs-
phasen der Rételmaus notwendig ist. Das Rételmaus-Monitoring wurde durch die Kooperations-
partner (LAVES, TV4) im Kreis Osnabruck fortgefuihrt und durch Partner an Orten in Nordrhein-

Westfalen (JKI, TV3) und in ausgewahlten, vermutlich PUUV-freien Orten in Teilen von Bayern,

10
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Sachsen-Anhalt (Partner im Arbeitskreis “Mause im Forst”) und Tharingen (JKI, TV3 und Partner
im Arbeitskreis “Mause im Forst”) erganzt.

Die Sektion der insgesamt 3320 gefangenen Rételmause erfolgte nach einem Standardprotokoll,
das vom Netzwerk “Nagetier-ibertragene Pathogene” entwickelt wurde. Durch die Integration von
Roételmausen aus zwei weiteren Studien im Raum Thiringen, kamen 1667 Tiere dazu, so dass
insgesamt 4987 Roételmause von 2017 bis 2021 untersucht wurden. Das PUUV-Screening von
Roételmausproben wurde mit einer konventionellen S-Segment one step RT-PCR und teilweise
mit einem kurzlich entwickelten real-time RT-PCR-Test sowie einem serologischen Test unter
Verwendung eines homologen PUUV-Antigens durchgefihrt. In den Jahren 2018 und 2020 war
die Durchseuchung der Rételmaus mit dem PUUV in den bekannten Endemieregionen niedrig.
In den Jahren 2019 und 2021 wurden stets mehr Rételmause als im jeweiligen Vorjahr gefangen.
Diese Tiere wiesen, im Gegensatz zum jeweiligen Vorjahr, an fast allen Fangorten in beprobten
Endemieregionen eine héhere PUUV-Pravalenz auf. Die grofite PUUV-Pravalenz wurde jeweils
im FrUhjahr der Ausbruchsjahre 2019 und 2021 verzeichnet, welche Uber den Sommer zum

Herbst hin stetig abnahm (Abbildung 3).
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Abbildung 3: PUUV-Pravalenz in Rételmausen aus der Hoch-Endemieregion Osnabriick (NI4) fir jeweils
3 Jahreszeiten der Jahre 2018 bis 2021. Roter Balken gibt die Anzahl PUUV positiver und griiner Balken
die Anzahl PUUV negativer Roételmduse an. Rote Ausrufezeichen symbolisieren den Hinweis auf ein be-
vorstehendes Hantavirusausbruchsjahr aufgrund eines markanten Rételmaus-Populationsanstieges. An-
zahl aller positiven/aller untersuchten Rételmause und PUUV-Pravalenzen in Klammern von 2018 bis 2021
vom Fangort NI4 sind unter dem Diagramm angegeben.
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Dieser Trend war wahrend der Ausbruchsjahre stets zu beobachten, falls gentigend Tiere gefan-
gen wurden bzw. falls gentigend Tiere PUUV positiv waren, siehe z.B. Astrup 2019, Schledehau-
sen 2019 und 2021 in Abbildung 3. So lag die Durchseuchung im Frihjahr 2019 in einigen Hoch-
Endemieregionen bei 57% (N4 = Region Osnabrick) bzw. 44% (NI3 = Georgsmarienhutte), wah-
rend in Nordrhein-Westfalen Pravalenzen von 17% (NRW1 = Region Billerbeck) bis 26% (NRW2
= Haselheide) ermittelt wurden. Im Ausbruchsjahr 2021 wurden diese Frihjahrspravalenzen
grofltenteils Ubertroffen, mit 82,7% (NI4), 100% (NI3) und 31% (NRW1). In NRW2 wurde im Jahr
2021 die Pravalenz des vorangegangenen Ausbruchsjahres 2019 dagegen mit 5,9% nicht er-
reicht. Die jeweils hohe PUUV-Pravalenz im Frihjahr von Ausbruchsjahren lasst sich mit der Bu-
chenmast im vorangegangenen Jahr und durch die Lebensgewohnheiten der Rételmause erkla-
ren (Clement et al., 2009). Tritt solch ein Buchenmastjahr auf, so erfahren Rételmause ein Uber-
angebot an Nahrung. Das kann vor Beginn eines Ausbruchsjahres bereits zu erhéhten Rétel-
mausabundanzen mit einer niedrigen PUUV-Pravalenz flihren, siehe Schledehausen im Sommer
und Herbst im Nicht-Ausbruchsjahr 2020 in Abbildung 3. Durch die Buchenmast werden Rotel-
mause in die Lage versetzt, ihren Nachwuchs Uber die Wintermonate grof zu ziehen (Hansson
et al., 2000). Darlber hinaus steigt wahrend des Winters die soziale Toleranz dieser Tiere, so
dass es zu einer Ansammlung von Rételmausen in unterirdischen Gemeinschaftsnestern inklu-
sive von Tieren aulRerhalb des Familienverbandes kommt (Sipari et al., 2016). Aus diesem Grund
ist das Hantavirus-Infektionsrisiko fur Rételmause im Winter erhoht. Falls der Nachwuchs Uber
die Wintermonate grolRgezogen werden kann, fuhrt das im Folgejahr zu einer gréReren infizierten
Grinderpopulation und kann in Massenvermehrungen resultieren. Die PUUV-Pravalenz nimmt
dann im Verlauf des Jahres flir gewdhnlich ab, da infizierte Rételmause einen Fitnessnachteil
aufweisen (Kallio et al., 2007) und weil infizierte Muttertiere maternale Antikdrper an ihren Nach-
wuchs weitergeben, welche flir ca. 3 Monate nach dem letzten Saugen einen Schutz gegen eine
PUUV-Infektion vermitteln (Kallio et al., 2006; Kallio et al., 2010).

Im Gegensatz zu den beobachteten und teilweise hohen PUUV-Pravalenzen wahrend der Aus-
bruchsjahre im Transekt Nordrhein-Westfalen/Niedersachsen, konnte in den beprobten bisheri-
gen Endemieregionen im Transekt Thiringen (Wartburgkreis, Unstrut-Hainich-Kreis) das PUUV
bis 2020, in Rételmausen nicht nachgewiesen werden. Um belastbare Daten fir Modellierungs-
zwecke (TV4) zu generieren bzw. Aussagen Uber die PUUV-Pravalenz in diesem Gebiet treffen
zu konnen wurde der Fangort THR1 um 4 km Kilometer in sudostliche Richtung in eine benach-
barte Waldparzelle verlegt, von welcher aus einer friiheren Studie bereits das Vorkommen von
PUUV positiven Rételmausen bekannt war (Faber et al., 2013). Dartber hinaus wurden Fangorte
aus anderen Studien in der gleichen Region in das RoBoPub-Projekt aufgenommen. Fangorte

aus der BioDiv-Studie (,Langfristige Populationsentwicklung krankheitstibertragender Nagetiere:
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Interaktion von Klimawandel, Landnutzung und Biodiversitat“) und aus der LaBiRo-Studie (,Land
use, Biodiversity and Rodent-borne diseases”) wurden in die RoBoPub-Fangregionen THR3 und
THR4 integriert. Dabei wurden Daten und bisher nicht verwendete Proben aus dem BioDiv-Pro-
jekt (Imholt & Jacob, 2021) und dem LaBiRo-Projekt (IM-152/4-1, Foérderung durch DFG-Infra-
strukturschwerpunktprojekte "Biodiversitats Exploratorien" (SPP 1374)) fir neue Analysezwecke
im RoBoPub-Projekt im Rahmen des Netzwerks ,Nagetier-tibertragene Pathogene” verwendet.
Durch diese Verlegung bzw. Aufstockung der Fangorte konnten PUUV positive Rotelmause am
neuen Standort des THR1 nachgewiesen werden. Darliber hinaus ermdglichten die zusatzlichen
47 Fangorte aus dem BioDiv- und dem LaBiRo-Projekt genauere Aussagen zum zeitlichen und
raumlichen Vorkommen des PUUV in den RoBoPub-Fangregionen THR3 und THR4 von 2017
bis 2021. Auffallig war in dieser Region vor allem das értlich sehr begrenzte Vorkommen des
PUUV in der Rételmaus. Dieses konnte nur an einigen wenigen Fangorten im Mihlhduser Stadt-
wald=THR3 und in wenigen nordlicher gelegenen Waldparzellen nachgewiesen werden, welche
sich bis zum Keulaer Wald=THR4 erstrecken. Selbst wahrend der Ausbruchsjahre 2019 und 2021
blieb das PUUV auf wenige Fangorte begrenzt, wobei sich die Pravalenz an einzelnen Fangorten
auf niedrigem bis moderatem Niveau (1% bis max. 30%) bewegte. Insgesamt war die Durchseu-
chung der Rételmaus mit dem PUUV in der Region THR3 bis THR4 im Verlauf niedrig (2017:
1,5%; 2018: -; 2019: 0,6%; 2020: 3,0%; 2021: 6,2%). Dieses Ergebnis stimmt mit den geringen
oder ausbleibenden humanen Fallzahlen im Wartburgkreis und Unstrut-Hainich-Kreis der Aus-
bruchsjahre 2019 und 2021 Uberein (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Wdchentliche kumulative Hantavirusinfektionen vom 1. Januar bis 18. August pro Landkreis
der Jahre 2019 (gelbe Linie) und 2021 (blaue Linie). Werte der gemittelten vorherigen Ausbruchsjahre
(2007, 2010, 2012, 2017 - rote Linie) und der gemittelten Nicht-Ausbruchsjahre (2011, 2013-2016, 2018 -
blaue Linie). Enthommen aus (Binder et al., 2020a), modifiziert und um das Ausbruchsjahr 2021 aktuali-
siert. Datenabfrage am 30. August 2021, Robert Koch-Institut, SurvStat@RKI 2.0, https://survs tat.rki.de.
Fur die jeweiligen kumulativen humanen Inzidenzen der Ausbruchs- und Nicht-Ausbruchsjahre sind Kon-
fidenzintervalle von 95% gegeben. Abkirzungen: (BW) Baden-Wirttemberg, (NI) Niedersachsen, (NRW)
Nordrhein-Westfalen, (TH) Thuringen.

Vor allem im Vergleich zu friheren Ausbruchsjahren 2007, 2010 und 2012 haben die humanen
Fallzahlen 2019 und 2021 in diesen Landkreisen abgenommen. Wegen der niedrigen PUUV Pra-
valenz in Rételmausen und der starken ortlichen Begrenzung des Virus auf nur 12 von insgesamt
47 Fangorten, kann vermutet werden, dass diese Landkreise ihren Status als Endemiegebiete
langsam verlieren und dass das Virus dort moglicherweise langfristig gesehen aussterben
kénnte. Um diese Hypothese zu untermauern sind weiterfihrende Studien notwendig. Se-
quenzanalysen des PUUV vom THR1 und THR3 ergaben eine Auftrennung in unterschiedliche
Subkladen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Bayesianischer Stammbaum von PUUV S-Segment-Sequenzen mit einer Lange von 465
Nukleotiden, dem GTR Substitutionsmodell mit Gammaverteilung und invariablen Positionen. Orange Mar-
kierung: PUUV-Sequenzen vom THR1, eher verwandt mit Schwesterklade Schwabische Jura. Griine Mar-
kierung: PUUV-Sequenzen vom THR3, eher verwandt mit der Schwesterklade Spessart Wald. Dreiecke
symbolisieren kondensierte Kladen. Genetische PUUV-Linien: CE mitteleuropaische Linie, LAT lettische
Linie, FIN finnische Linie, RUS russische Linie, DAN danische Linie, N-SCA nordskandinavische Linie, S-
SCA sudskandinavische Linie, ALAD Alpen-Adria-Linie. Sonstige Abklrzungen: HOKV Hokkaidovirus,
TULV Tulavirus (Aufengruppe).

PUUV-Sequenzen vom THR1 ordnen sich neben der Schwesterklade Schwabische Jura ein, wo-
hingegen sich Sequenzen aus THR3 neben der Klade Spessart Wald einordnen. Dieses Ergebnis
wurde bereits veroffentlicht (Jeske et al., 2021). Auf Nukleinsdureebene lag die Diversitat beider
Virusstamme bei ca. 15%. Das ist insofern erstaunlich, da der THR1 nur 50 km vom THRS3 ent-
fernt liegt und daher von einer Einordnung aller PUUV-Sequenzen aus THR1 und THR3 in eine
gemeinsame Klade ausgegangen wurde. Eine mégliche Erklarung fir die Co-Existenz der beiden

verschiedenen PUUV-Stamme in relativer Nahe zueinander, ware die Wiederbesiedlung dieser
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Region aus unterschiedlichen Richtungen nach dem Ende der letzten Eiszeit (Wdjcik et al., 2010;
Drewes et al., 2017a).

Zusammenfassend lasst sich flr beide Transekte feststellen, dass die beobachtete asynchrone
PUUV-Pravalenz in Rételmausen wahrend der Ausbruchsjahre 2019 und 2021 sich gréftenteils
auch in den humanen Hantavirus-Erkrankungs-Fallzahlen der entsprechenden Landkreise wider-
spiegelt (Abbildung 4). Im Transekt Nordrhein-Westfalen/Niedersachsen erreichen die humanen
Inzidenzen die Fallzahlen friiherer Ausbruchsjahre oder konnten diese sogar Ubertreffen, wohin-
gegen in Thiringen die Inzidenzen der Ausbruchsjahre nicht erreicht wurden. Dort wurden teil-
weise bis zur 33. Kalenderwoche gar keine humanen Falle verzeichnet. Dieses Ergebnis wurde
bereits verdffentlicht (Binder et al., 2020a).

Anhand geringer bis ausbleibender humaner Fallzahlen wurde ein PUUV-freier Korridor von
Nord- bis Sud-Bayern vermutet. In Zusammenarbeit mit der Bayerischen Landesanstalt fur Wald
und Forstwirtschaft (LWF) wurden verschiedenste Fangorte in ganz Bayern beprobt (Abbildung
6). Von 2010 bis 2021 konnten insgesamt 8 von 484 (1,7%) Rételmausen PUUV positiv getestet
werden, was insbesondere in Anbetracht der aufgetretenen Hantavirusausbruchsjahre 2010,
2012, 2017, 2019 und 2021 eine sehr niedrige Pravalenz darstellt. PUUV positive Rotelmause
konnten nur in bekannten Endemieregionen nachgewiesen werden, aber nicht im als PUUV frei
postulierten Korridor. Phylogenetische Analysen ergaben die geografische Einordnung der
PUUV-Sequenzen in die entsprechend in der Nahe gelegenen Endemieregionen Spessart Wald
und Schwabische Jura.

An der Verbreitungsgrenze des PUUV in Sachsen-Anhalt wurden tber den Zeitraum von 2018
bis 2021 nur 9 Rételmause gefangen, die sowohl serologisch als auch molekularbiologisch ne-

gativ auf das PUUV getestet wurden.
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Abbildung 6: Humane PUUV-Inzidenzen Bayerns von 2001 bis 2021 in Blaustufen pro Landkreis, Lage
der positiven (rote Punkte) und der negativen Fangorte (griine Punkte). Robert Koch-Institut, SurvS-
tat@RKI 2.0, https://survs tat.rki.de. Abfragedatum: 22.03.2021, modifiziert.

Wegen der deutlich erhéhten Gesamtzahlen der gemeldeten Hantavirus-Erkrankungsfalle waren
die Jahre 2019 und 2021 Hantavirusausbruchsjahre. Die erhéhten Erkrankungsfallzahlen zeigten
sich jedoch nicht in allen Hoch-Endemieregionen, wie West-Thiringen und Teile Nordrhein-West-
falens. Dieses asynchrone Bild steht im Widerspruch zu den friiheren Ausbruchsjahren 2007,
2010, 2012 und 2017. Die Untersuchungsergebnisse zum Vorkommen des PUUV wurden gemaf
Arbeitsplan zu Modellierungszwecken an das JKI (TV4) weitergegeben.

Daruber hinaus gab es im Dezember des Jahres 2017 einen Ausbruch von humanen PUUV-
Infektionen in einem Betrieb im Landkreis Grafschaft Bentheim. Kooperationspartner vom LAVES
fuhrten die Fange im Betriebsgebdude und auf dem Betriebsgeldnde durch. Wahrend einer Be-
fragung identifizierten 5 von 8 Mitarbeitern die in das Gebaude eingedrungenen Nagetiere als
Roételmause. Bei der Untersuchung der im Januar und Marz 2018 auf dem Betriebsgelande ge-

fangenen Rotelméause, lag die PUUV-Pravalenz bei durchschnittlich ca. 30% und ist damit als
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moderat einzustufen. Von einem hospitalisierten Mitarbeiter konnte an der Charité (TV5) in Berlin
eine PUUV L-Segment Sequenz gewonnen werden. Diese humane PUUV Sequenz war identisch
zu den PUUV L-Segment Sequenzen aus den Rételmausen vom Betriebsgelande (Abbildung 7).
Wahrscheinlich sind Rételmause aufgrund der Nahrungsknappheit am Ende des Ausbruchsjah-
res 2017 Uber einen schmalen Waldsaum in das Betriebsgebaude eingedrungen und waren somit
in der Lage, humane PUUV-Falle unter den Mitarbeitern auszulésen. Eine Publikation zu diesen
Untersuchungen wurde gemeinsam mit den Partnern des NLGA, LAVES und der Charité verof-
fentlich (siehe 6.1) (Princk et al., 2022).
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Abbildung 7: Phylogenetischer Baum von PUUV L-Segment-Sequenzen mit einer Lange von 325 Nukle-
otiden aus einem Patienten (rot) und Roételmausen (griin) von einem Betrieb im Landkreis Grafschaft
Bentheim. Der Baum wurde mit Hilfe von MrBayes via CIPRES mit 4000000 Wiederholungen und dem
GTR+I+G Substitutionsmodell berechnet. AuRengruppe Hantaan virus. Abklrzungen der verschiedenen
genetischen PUUV-Linien: CE = Mitteleuropaisch, FIN = Finnisch, RUS = Russisch, LAT = Lettisch, N-SCA
= Nord-Skandinavisch. Virusabkirzungen: MUJV = Mujuvirus, HOKV = Hokkaidovirus, TULV = Tula-Or-
thohantavirus, SEQV = Seoul-Orthohantavirus, BRGV = Bruges-Orthohantavirus, DOBV = Dobrava-Bel-
grad-Orthohantavirus, HTNV = Hantaan-Orthohantavirus.
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Im Oktober 2019 kam es im selben Landkreis erneut zu einer Hospitalisierung wegen einer
Hantaviruserkrankung. Eine anschlieBende Befragung zeigte auf, dass die Patientin Besitzerin
von Heimratten (Rattus norvegicus) war. In Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium ftr
Hantaviren an der Charité Berlin und durch Untersuchungen am FLI, im Rahmen des vom Deut-
schen Zentrum fir Infektionsforschung (DZIF, TTU "Emerging Infections") unterstitzten Projektes
"Rat-borne Pathogens" (RaBoPa) konnte Seoul-Orthohantavirus (SEOV) in der Patientin und den
zugehdrigen Heimratten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Studie wurden in zwei
gemeinsamen Publikationen verdffentlicht (siehe 6.1) (Hofmann et al., 2020; Heuser et al., 2023).
Die Linienbestimmung ausgewahlter Rételmause erfolgte mit Hilfe einer etablierten Cytochrom
b-Sequenzierungsmethode in Niedersachsen (NI4), wo westliche und éstliche genetische Linie
aufeinandertreffen, sowie bei allen untersuchten Rételmausen aus Bayern (BY).

In der Region NI4 war auffallig, dass die Ostliche Linie nur noch vereinzelt am Fangort Ni4.1
(Astrup) gefunden wurde. Diese Tiere waren alle PUUV negativ. Ab dem Ausbruchsjahr 2021
wurde die dstliche Linie am NI4.1 nicht mehr gefunden. Mdglicherweise betraf die Massenver-
mehrung in dieser Region nur die westliche Linie der Rételmaus, wodurch die 6stliche Linie zu-
rickgedrangt wurde. Erst neuere Daten aus dem Jahr 2022 zeigten wieder das vereinzelte Vor-
kommen von Tieren der dstlichen Linie am NI4.1 an. Diese Tiere waren erneut alle PUUV negativ.
In BY konnte Uber einen Zeitraum von 2010 bis 2021 die westliche, karpatische und basale Linie
nachgewiesen werden. Davon waren nur Tiere der westlichen Rdételmauslinie mit dem PUUV

infiziert.

AP1: Mégliche Expansion der raumlichen Verbreitung des PUUV
Erfullungsstand: 100% (1. und 2. Forderphase)

Ergebnisse:

Die bisherigen Untersuchungen zeigten eine Begrenzung des Verbreitungsgebiets von PUUV in
Roételmausen in bestimmten Teilen von Niedersachsen, Thiringen und Bayern. Eine weitere Aus-
breitung des PUUV konnte im Beobachtungszeitraum von 2018 bis 2021 nicht festgestellt wer-
den, da in den Niedrig-Endemielandkreisen der Transekte Nordrhein-Westfalen/Niedersachsen
(NI5 und NI6) und Thiringen (THR5) keine PUUV positiven Rételmause gefunden wurden. Die-
ses Ergebnis spiegelt sich in den sehr niedrigen oder nicht vorhandenen humanen Inzidenzen in
diesen Regionen wider. Die Anzahl von gefangenen Rotelmausen war sowohl in der 1. als auch
in der 2. Forderphase in diesen Landkreisen relativ niedrig.

Im Transekt Nordrhein-Westfalen/Niedersachsen befindet sich eine PUUV-Hoch-Endemieregion

(NI4: Region Osnabrick) in direkter Nachbarschaft zu einer Niedrig- bzw. Nicht-Endemieregion
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(NI5 und NI6: Landkreis Diepholz). Der Fangort Bramsche Varus (NI4.2) stellt die nordlichste
Ausbreitung des PUUV in der Rételmaus in diesem Transekt dar (Abbildung 7). Deshalb bestand
ein besonderes Interesse darin, mdgliche Griinde fir das regional stabile Vorkommen des PUUV
in einer Region und die gleichzeitige Abwesenheit des PUUV in der benachbarten Region zu

finden.

aricon

Abbildung 7: Lage des Mittellandkanals im Vergleich zu den Hoch-Endemieregionen NI3, NI4 und der
Niedrig- bzw. Nicht-Endemieregion NI5. Bramsche Varus (NI4.2) ist der nérdlichste Fangort, an welchem
PUUYV positive Rételmause nachgewiesen wurden. Gelbe Pfeile zeigen die Entfernung zwischen den ein-
zelnen Fangorten an. Satellitenkarte: https://www.landkartenindex.de/landkartenindex_hauptseite/luftbil-
der/luftbilder.php?lat=51.2480&long=9.163&zoom=6&landklein=deutschland; ©TerraMetrics, mapdata
©2014 GeoBasis-DE/BKG (©2009), Google. Satellitenkarte modifiziert.

Laut Gerlach & Musolf (2000) kénnen geographische Barrieren die Migration von Rételmausen
und damit letztendlich die Ausbreitung von Erregern verhindern. Eine Habitatfragmentation kann
sowohl durch altere natirliche Barrieren, als auch durch moderne vom Menschen erstellte Hin-
dernisse verursacht werden. Den starksten Effekt wiesen natirlich entstandene altere Barrieren,
wie z.B. Seen und Flusse auf, gefolgt von Autobahnen. Bahngleise und Landstra’en zeigten
dagegen keinen Effekt auf den Genfluss von Rételmausen (Gerlach & Musolf, 2000). Zwischen
der Hoch-Endemieregion Osnabrick (NI4) und der Niedrig-Endemieregion Landkreis Diepholz
(NI5 und 6) verlauft der Mittellandkanal, welcher fur Rételmause eine Barrierefunktion innezuha-
ben scheint (Abbildung 7). Trotzdem kann an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, dass
Rételmause, besonders bei Nahrungsknappheit, moglicherweise in der Nacht bzw. bei reduzier-
tem/eingeschranktem Verkehr die Bricken (n=385) des Mittellandkanals nutzen, um ans andere
Ufer zu gelangen. Eine Verschleppung von Tieren durch forstwirtschaftliche Maschinen/Trans-
portgut ist ebenfalls denkbar und in der Vergangenheit bereits aufgetreten, siehe Einschleppung
der Rételmaus nach Irland (Smal, 1987; White et al., 2012).
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Im Transekt Tharingen wurden von 2018 bis 2021 nur sehr wenig PUUV positive Rotelmause
gefangen (n=6), was Rulckschlisse auf eine weitere geografische Ausbreitung des Virus im Wirt
verhindert. Wie im AP1 erwahnt, wurden fiur eine bessere Beurteilung der PUUV-Pravalenz im
Reservoirwirt multiple Fangorte aus zwei bestehenden Studien (BioDiv und LaBiRo; siehe oben)
in die RoBoPub-Fanggebiete THR3 und THR4 integriert. Anhand dieser neuen Datenquellen
konnte festgestellt werden, dass das Vorkommen des PUUV von 2017 bis 2021 nur auf den nérd-
lichen Bereich des Hainich und einige davon nérdlich gelegene Waldparzellen begrenzt war. Im
sudlich gelegenen Nationalpark Hainich konnte das PUUV im Beobachtungszeitraum dagegen

nicht in Rételmausen nachgewiesen werden (Abbildung 8).
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lands (Koschewski & Koschewski, 2022). Im Norden des Hainich befindet sich der Muhlhduser Stadtwald
und im Suden der Nationalpark Hainich. PUUV positive Rételmause wurden von 2017 bis 2021 nur im
forstwirtschaftlich genutzten Norden des Hainich und in einigen nérdlichen Waldparzellen nachgewiesen
(hellrote Punkte: positive Fangorte aus BioDiv-Studie; dunkelrote Punkte: positive Fangorte aus LaBiRo-
Studie). Im Siiden des Hainich (Nationalpark Hainich: keine forstwirtschaftliche Nutzung) konnte das PUUV
im Beobachtungszeitraum nicht detektiert werden (griine Punkte: negative Fangorte). RoBoPub-Fangorte
THR3 = UH2 (BioDiv)/Hew49 (LaBiRo) und THR4 = Kyf2 (BioDiv)/Hew4 (LaBiRo). Daten aus dem BioDiv
Projekt (Imholt & Jacob, 2021) und dem LaBiRo-Projekt: IM-152/4-1, Férderung durch DFG-Infrastruktur-
schwerpunktprojekte "Bio-diversitats Exploratorien" (SPP 1374).Satellitenkarte: https://www.landkartenin-
dex.de/landkartenindex_hauptseite/luftbilder/luftbilder.php?lat=51.2480&long=9.163&zoom=6&land-

klein=deutschland; ©TerraMetrics, mapdata ©2014 GeoBasis-DE/BKG (©2009). Satellitenkarte modifiziert.
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Geografische Barrieren scheinen im Hainich keine Ursache fur die Ungleichverteilung des PUUV
zu sein. Ergebnisse der LaBiRo Studie haben hingegen gezeigt, dass unterschiedliche forstwirt-
schaftliche Nutzungsintensitaten die Artengemeinschaft deutlich beeinflussen (Abbildung 9 A, B).
In intensiv genutzten Waldern verschiebt sich das Verhaltnis der dominanten Artengruppen Wald-
und Gelbhalsmaus (Apodemus spp.) / Rételmaus hin zur Rételmaus. In weniger intensiv genutz-

ten Flachen herrscht dagegen ein eher ausgewogenes Verhaltnis zwischen beiden Artengruppen.

B Apodemus sp. B
0.6-

0.5-

Abundance C.glareolus [Ind./100TN]
Ratio Apodemus vs Clethrionomys
o
&

C.glareolus &
0.2-

00 01 02 03 04 00 01 02 03 04

Silviculture Management Index (SMI) Silviculture Management Index (SMI)

Abbildung 9: Ergebnisse von Modellen mit linearen gemischten Effekten, die den Anstieg der Nagetier-
haufigkeit mit zunehmendem SMI (A) sowie die Verschiebung der Artenzusammensetzung hin zu allge-
meineren Arten zeigen, hier dargestellt als das Verhaltnis zwischen den beiden dominierenden Artengrup-
pen (Verhaltnis zwischen Apodemus sp. und C.glareolus) (B). Abbildung freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Dr. Christian Imholt, Julius Kihn-Institut. Daten aus dem LaBiRo-Projekt: IM-152/4-1, Forde-
rung durch DFG-Infrastrukturschwerpunktprojekte "Biodiversitats Exploratorien" (SPP 1374).

Die Verschiebung der Artenzusammensetzung hat ebenfalls Auswirkungen auf die Erreger-Pra-
valenz. In der LaBiRo-Studie konnte gezeigt werden, dass mit einem abnehmenden Anteil von

Waldméausen die Pravalenz des PUUV in Rotelmausen steigt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Flachen auf denen PUUV positive Tiere gefunden wurden zeigen eine signifikant (* -
p<0,05) héhere Landnutzung (SMI) im Vergleich zu Flachen auf denen nur PUUV negative Tiere gefunden
wurden. Abbildung freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Christian Imholt, Julius Kihn-Institut.
Daten aus dem LaBiRo-Projekt: IM-152/4-1, Férderung durch DFG-Infrastrukturschwerpunktprojekte "Bio-
diversitats Exploratorien" (SPP 1374).

Dieser Umstand kdnnte die Erklarung fur den alleinigen Nachweis des PUUV im Norden des
Hainich (MUhlhduser Stadtwald: forstwirtschaftliche Nutzung) und den fehlenden Nachweis im
Suden (Nationalpark Hainich: keine forstwirtschaftliche Nutzung) sein.

Demnach schrankt nicht nur eine Habitatfragmentierung, sondern auch die Bewirtschaftungsin-
tensitat und eine daraus resultierende Verschiebung der Artenzusammensetzung (Verdiinnungs-

effekt) die Ausbreitung des PUUV in Rételmausen ein.

RoBoPub-TV1-AS1-AP2
AP2: PUUV-Sequenztypen in Rotelmausen der westlichen/éstlichen evolutiondren Linie

Erflullungsstand: 100% (1. und 2. Foérderphase)

Ergebnisse:

PUUV S-Segment Sequenzen wurden flr Rételmause generiert, die wahrend der aktuellen Stu-
die (2017-2019) sowie wahrend der vorhergehenden Studie (2012-2016) gefangen worden sind
(Bendl, 2019). Diese Sequenzen erstrecken sich im S-Segment von Position 57 bis Position 1060
der Vergleichssequenz "KJ994776 PUUV Astrup Mu07/1219" und beinhalten den Open Reading

23



i DLR Projekttrager
Abschlussbericht

2. Forderphase FKZ: 01KI2004A

Frame (ORF) flr das NSs-Protein. Sowohl beim NSs als auch beim N-Protein wurden Amino-
saure(AS)-Substitutionen gefunden. In der NSs-Region trat ein AS-Austausch an nur jeweils einer
Position aber in 4 verschiedenen Varianten auf (Abbildung 11A).

Es konnte eine heterogene raumliche und zeitliche Verteilung von Sequenztypen sowohl flir NSs-
als auch fur N-Sequenzen gezeigt werden, da neben dem Uberall auftretenden Haupttyp be-

stimmte Sequenzvarianten nur an einigen Fangorten zeitlich begrenzt vorkamen (Abbildung

11A,B).
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Abbildung 11: (A) Raumliche und zeitliche Verteilung der PUUV-NSs-Sequenztypen und (B) rdumliche
und zeitliche Verteilung der partiellen PUUV N-Sequenztypen von gefangenen Rételmausen aus der Re-
gion Osnabrick der Jahre 2012 bis 2018. Die Sequenztypen basieren auf der Sequenzierung einer 993 bp
langen Region des S-Segments. Sequenzen, die aus Rételmausen stammen und dieselbe Kombination
von nicht-synonymen Mutationen entsprechend ihrer Aminosaureaustausche in der NSs (90 AS) oder der
partiellen N Protein-Region (200 AS) aufweisen, gehdren zum gleichen Sequenztyp. Der haufigste Se-
quenztyp wurde als "Haupttyp" bezeichnet. Entnommen aus Bendl (Bendl, 2019).
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Im Berichtszeitraum konnten zwar Rételmause der dstlichen Linie nachgewiesen werden, darun-
ter befanden sich aber keine PUUV positiven Tiere. Deshalb wurde auf PUUV-Sequenzen aus
einer friiheren Studie zugegriffen (Drewes et al., 2017a), um einen Vergleich von PUUV-Sequen-
zen aus Roételmausen der westlichen und 6stlichen Linie durchfihren zu kdnnen. Bei der Betrach-
tung jedes Fangortes flr sich konnten keine signifikanten Unterschiede in den PUUV- Sequenzen
zwischen westlicher und 6stlicher Rételmauslinie festgestellt werden. Auch die zeitliche Kompo-
nente scheint zumindest Uber einen kleineren Zeitraum von 5 Jahren keine Rolle bei der Bildung
von Sequenztypen zu spielen, da es jeweils am selben Fangort von 2010 bis 2014 keine signifi-
kanten Sequenzunterschiede auf einer Lange von 645 Nukleotiden im S-Segment gab. Im Ge-
gensatz dazu konnten unterschiedliche Sequenztypen nur an verschiedenen Fangorten beobach-
tet werden (Abbildung 12). Dieser Umstand lasst darauf schlie®en, dass das PUUV die 6stliche
Rotelmauslinie zwar infiziert, sich daran bisher aber nicht Gber einen langeren Zeitraum ange-
passt hat, was die Aussage zur Reservoirwirtfunktion der westliche Rételmauslinie fur das PUUV

der mitteleuropaischen Linie unterstitzt.
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Abbildung 12: PUUV-Sequenztypen hangen nicht von der Linienzugehdrigkeit, sondern vom geografi-
schen Ursprung der Rételmause ab (gelbe Rahmen). Schwarze Pfeile zeigen Positionen mit Sequenzun-
terschieden an. Zusammensetzung der Sequenznamen: ID Nummer besteht aus KS=Kleinsduger, danach
folgt das Jahr der Sektion und eine fortlaufende Nummer. Fangorte des NI4: Astrup, Schledehausen oder
Ellerbeck. Linienzugehdrigkeit Eastern=0stliche Roételmauslinie oder Western=westliche Rdételmauslinie.
Quelle: Abbildung erstellt mit BioEdit v.7.2.5.

RoBoPub-TV1-AS2-AP3
AP3: PUUV-Gewebeverteilung

Erflullungsstand: 100% (1. und 2. Foérderphase)

Ergebnisse:
Um die Gewebeverteilung von N-Protein positiven Rételmausen der westlichen Linie aus der Re-
gion Osnabrick (NI4) zu untersuchen, wurde ein immunhistochemisches Verfahren (IHC) unter

Einsatz eines polyklonalen Schwein-anti-PUUV-N-Protein-Antikorpers in Kooperation mit der Uni
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GielRen durchgefiihrt. Diese Proben wurden einer Hamatoxylin-Eosin- (HE) Farbung unterzogen,
um das eventuelle Auftreten inflammatorischer und degenerativer Lasionen sichtbar zu machen.
Die HE-Farbungen von Geweben aller untersuchten Individuen blieb pathologisch unauffallig und
bestatigte damit eine subklinische Infektion von Reservoirwirten. Grundsatzlich konnte das PUUV
in fast allen Organen von Tieren des NI4 nachgewiesen werden. Insgesamt wurde das N-Protein
in der Lunge, der Niere, dem Dinndarm, der Speicheldriise, der Bauchspeicheldrise, der Leber,
dem Herzen, dem Magen, in den Hoden, der Zunge, dem Grohirn und dem Kleinhirn gefunden.
In Rételmausen der westlichen Linie konnte mittels IHC das PUUV im Nierengewebe von 41%
der Tiere nachgewiesen werden. Da in Rételmausen der westlichen Linie das PUUV prozentual
am meisten im Nierengewebe nachgewiesen wurde, scheint eine Virusausscheidung und die da-
mit einhergehende Reservoirwirtfunktion bestatigt worden zu sein.

Zusatzlich wurde die Gewebeverteilung von Rételmausen aus einer Zuchtkolonie (ZK), die der
karpatischen Linie zugeordnet werden kann, mittels IHC und in situ Hybridisierung (ISH) unter
Verwendung des RNAscope Systems untersucht. Mit dieser Methode konnte PUUV RNA wiede-
rum in jedem untersuchten Organ nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Rételmausen aus Ni4
waren die Tiere aus der ZK jedoch alle mit dem PUUV der russischen Linie infiziert. Interessan-
terweise war die Gewebe- und Zellverteilung des PUUV-N-Proteins in beiden Rételmausgruppen
aus NI4 und ZK fast gleich. Neben dem beobachteten breiten Organtropismus wurde eine Bevor-
zugung des Virus fur die Niere und den Magen mit IHC- und ISH-Untersuchungen fiir die meisten
Tiere beider Gruppen (NI4 und ZK) festgestellt, auch wenn nur wenige Zellen in jedem Organ
infiziert waren. Interessanterweise konnte bei nur 6% der Tiere von NI4 und ZK PUUV-Antigen
im Lungengewebe detektiert werden, welches Hantaviren als Eintrittspforte in den Organismus
dient. In der Milz konnte dagegen weder bei Tieren aus NI4, noch bei Tieren aus ZK das N-Protein
festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Studie sind Bestandteil einer Dissertation
(Schlohsarczyk, 2023) und wurden verdffentlicht (siehe 6.1) (Schlohsarczyk et al., 2023).

Im Berichtszeitraum konnten zwar Rételmause der dstlichen Linie nachgewiesen werden, darun-
ter befanden sich aber keine PUUV positiven Tiere. Deshalb konnten Untersuchungen zur Ge-
webeverteilung des PUUV in Rételmausen der dstlichen Linie nicht durchgeflihrt werden. Auf-
grund der Ergebnisse von infizierten Tieren der westlichen und karpatischen Linie in
Schlohsarczyk et al., (2023) kann jedoch angenommen werden, dass die Gewebeverteilung des

PUUV in der 6stlichen Rotelmauslinie ein ahnliches Muster aufweisen wirde.
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RoBoPub-TV1-AS6-AP4
AP4: Translation der Erkenntnisse in den OGD

Erflullungsstand: 100% (1. und 2. Foérderphase)

Ergebnisse:

Das FLI war an der Organisation von Workshops im Rahmen des Kongresses des Bundesver-
bandes der Arztinnen und Arzte des offentlichen Gesundheitsdienstes (BVOGD-Kongress) der
Jahre 2018, 2019 und 2021 (Schmitz et al., 2023) und an RoBoPub-Projektmeetings beteiligt.
Dariliber hinaus wirkte das FLI an der Offentlichkeitsarbeit mit, durch Bereitstellung eines Infor-
mationsblattes zum Thema ,Wie vermeide ich Hantavirus-Infektionen?”, durch die Kommunika-
tion des humanen Hantavirusausbruchs an einem Betrieb im Landkreis Grafschaft Bentheim mit-
tels Publikation (Princk et al., 2022) und durch die Kommunikation der Hantavirusausbruchsjahre
2019 und 2021 in Abstimmung mit dem Niedersachsischen Landesgesundheitsamt (NLGA) und
der Bayerischen Landesanstalt fir Wald und Forstwirtschaft (LWF) (Friedrich-Loeffler-Institut,
2019; Niedersachsisches Landesgesundheitsamt, 2019; Bohmer et al., 2021; Friedrich-Loeffler-
Institut, 2021b; Niedersachsisches Landesgesundheitsamt, 2021), siehe Punkt 6.2.

In Zusammenarbeit mit den anderen Partnern des Konsortiums beteiligte sich das FLI an der
Erstellung von Risikokarten, welche nun nicht mehr auf den registrierten Hantavirusinzidenzen
auf Kreisebene basieren, sondern auf einem statistischen Vorhersagemodell beruhen (Kazasidis
& Jacob, 2023).

Daruber hinaus hat das FLI weitere Pressemitteilungen und Publikationen zum ersten Nachweis
einer humanen Hantavirusinfektion durch eine Heimratte und zum ersten molekularen Nachweis
einer Tulavirusinfektion in einem immunkompetenten HFRS-Patienten herausgegeben
(Friedrich-Loeffler-Institut, 2020; Hofmann et al.,, 2020; Friedrich-Loeffler-Institut, 2021a;
Hofmann et al., 2021), siehe Punkte 6.1 und 6.2.

Link zu kleinrdumigen Risikokarten:

https://www.nlga.niedersachsen.de/robopub/uebersicht-205134.html

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Die Verwendung der Mittel erfolgte entsprechend der Arbeitspakete und gemal Zuwendungsbe-
scheid. Die Personalmittel wurden zur Finanzierung einer PostDocStelle eingesetzt (Dr. Stephan
Drewes). Die Reisetatigkeit von Prof. Ulrich und Dr. Drewes zu Tagungen und Meetings des Ro-

BoPub-Verbundes war zur Erflllung der Arbeitsaufgaben notwendig und erfolgte entsprechend
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der Planung im Antrag. Die Verbrauchsmittel wurden fiir die molekularen und serologischen Ana-
lysen der Kleinsauger sowie die Entwicklung und Durchfiihrung der Gewebeverteilungsuntersu-

chungen eingesetzt.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Arbeiten wurden gemaf Zuwendungsbescheid durchgefiihrt. Die Untersuchungen folgten da-
bei dem Arbeitsplan mit den oben angegebenen Arbeitsschwerpunkten und Arbeitspaketen ent-
sprechend dem eingereichten Projektantrag. Die durchgefiihrten Untersuchungen und die Reise-

tatigkeit waren zur Erflllung der Zielstellung des Vorhabens notwendig.

4. Voraussichtlicher Nutzen

Das Forschungsvorhaben hat einen sehr wichtigen Beitrag zur Kartierung der gegenwartigen
Verbreitung des PUUV geleistet und war maf3geblich an der Erstellung von Risikokarten sowie
die Offentlichkeitsarbeit im Zusammenhang mit den Hantavirusjahren 2019 und 2021 beteiligt.
Diese Untersuchungen liefern wichtige Beitrage zur Aufkldrung von Mechanismen der Er-
mergence von Hantaviren. Die Durchfihrung von Workshops erlaubte in kurzer Zeit einen inten-
siven Austausch zwischen Teilnehmenden und Projektmitarbeitenden, mit gegenseitigem Nutzen
(Schmitz et al., 2023):

,Die Risikokommunikation bei schwer erreichbaren Zielgruppen und bei komplexen Fallen

wurde erarbeitet und Erfahrungen sowie Vorgehen untereinander verglichen.*

- ,Teilnehmende konnten den Umgang mit sich ausbreitenden Erregern durchspielen, die
fur ihren Landkreis relevant werden kénnen und Informationen zu bisher eher unbekann-
ten Erregern von Experten vor Ort erhalten.”

- ,Es konnten Einblicke in die Risikokommunikationsstrategien der Gesundheitsamter ge-
wonnen werden, welche zur Erkenntnis eines bedachten Einsatzes von sozialen Medien
mit klarer Abwagung des Nutzens flhrten.*

Die erstmalige Isolation eines PUUV-Stammes aus Deutschland und die Etablierung von
Kleinsauger-Zellmodellen kann zukiinftig zu neuen hochinteressanten Forschungsaktivitaten zur
Charakterisierung der Virus-Wirt-Interaktion und damit verbunden der Entwicklung antiviraler

Therapien genutzt werden.
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5. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordener Fortschritt auf dem
Gebiet des Vorhabens

Wahrend der Laufzeit des Vorhabens wurden weitere neue Hantaviren entdeckt, u.a. auch neue
Hantaviren in Deutschland, z.B. Brugessvirus im Maulwurf, Traemmerseevirus in der Erdmaus
und das Brnovirus im GrofRen Abendsegler (Laenen et al., 2018; Jeske et al., 2019; Dafalla et al.,
2023). Diese Viren, wie auch die schon bekannten Spitzmaus-assoziierten Hantaviren, sind ver-
mutlich nicht humanpathogen — weiterfiihrende Untersuchungen sind jedoch notwendig, um das
Auftreten humaner Infektionen aufzuzeigen bzw. auszuschlieRen. In diesem Sinne gelang erst-
malig der molekularbiologische Nachweis des TULV in einem immunkompetenten Patienten als
Ausloser eines HFRS (Hofmann et al., 2021). Wegweisend ist der erstmalige Nachweis einer
humanen Erkrankung durch das von einer Heimratte Ubertragene Seoulvirus (Hofmann et al.,
2020; Heuser et al., 2023), das auf einer gemeinsamen One Health-Initiative von Charité Berlin,
NLGA, FLI und weiteren Partnern im OGD beruhte. Diese Studie wurde seitens des FLI maRgeb-
lich durch das DZIF unterstitzt (TTU "Emerging Infections"). Die Entwicklung eines target-enrich-
ment basierten Systems zur Hochdurchsatzsequenzierung durch Kooperationspartner in Berlin
und Bern/Schweiz (Binder et al., 2020b; Hiltbrunner & Heckel, 2020) wird zu einer verbesserten
Sequenzanalyse und entsprechender Schlussfolgerungen zur molekularen Evolution des PUUV
fuhren.

6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses
6.1. Wissenschaftliche Publikationen und Abschlussarbeiten

Schmitz S, Klier C, Princk C, Meyer-Schlinkmann, Kristin., Mylius M, Dressel K, Kleele SW,
Fenja., Campe A, Rissland J, Sternjakob A, Dobler G, Oehme R, Ulrich RG, Dreesman J. (2023).
OGD-Expertise in die Forschung bringen: eine Workshop-Reihe zu vektoriibertragenen und zoo-
notischen Erkrankungen. Das Gesundheitswesen (Thieme). [im Reviewprozess].

Heuser E, Drewes S, Trimpert J, Kunec D, Mehl C, de Cock M, de Vries A, Klier C, Oskamp M,
Tenhaken P, Hashemi F, Heinz D, Nascimento M, Boelhauve M, Petraityté-Burneikiené R, Raafat
D, Maas M, Kriiger DH, Latz A, Hofmann J, Heckel G, Dreesman J, Ulrich RG. (2023). Pet rats
as the likely reservoir for human Seoul orthohantavirus infection. Viruses, 15: 467. [01KI1721A
RGU, 01KI1721D JD]

Schlohsarczyk EK, Drewes S, Koteja P, Rohrs S, Ulrich RG, Teifke JP, Herden C. (2023). Tro-

pism of Puumala orthohantavirus and endoparasite coinfection in the bank vole reservoir. Viruses,
15:612. [01KI1721A and 01KI2004A RGU]
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Schlohsarczyk E. (2023). Untersuchungen zum Tropismus von Hantaviren im natlrlichen Wirt
und in Tieren nach Uberspriingen. Dissertation. Justus-Liebig-Universitat GieRen, 1-202.

Haider L. (2022). Assoziation von Puumala-Orthohantavirus-Stammen mit evolutionaren Linien
der Roételmaus. Bachelorarbeit. Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald.
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lll. Erfolgskontrollbericht

1. Beitrag des Ergebnisses zu den forderpolitischen Zielen, z.B. des Forderprogramms

Der RoBoPub-Verbund und damit TV1 ist Teil des Netzwerkes ,Zoonotische Infektionskrankhei-
ten“ und liefert in einem One Health-Umfeld wesentliche Erkenntnisse zum raumlichen und zeit-
lichen Auftreten des PUUV. Auf der Basis dieser Erkenntnisse kdnnen entsprechende Hand-
lungsempfehlungen fir den OGD entwickelt und kommuniziert werden. Dariiber hinaus hat das
TV1 einen bedeutenden Beitrag zur Entwicklung neuer Verfahren flur die in vitro-Analyse der
Hantavirus-Wirt-Interaktion erarbeitet, die auf Hantavirusreservoir-abgeleiteten Zellen und einem
PUUV-Stamm aus der Roételmaus basiert. Die Entwicklung dieser Systeme kann zuklnftig fir

eine verbesserte translationale Entwicklung von Therapieverfahren genutzt werden.

2. Wissenschaftlich-technisches Ergebnis des Vorhabens, erreichte Nebenergebnisse
und gesammelte wesentliche Erfahrungen

Das Forschungsvorhaben flihrte zu einer Bestatigung der Verbreitungsgrenze des PUUV in Nie-
dersachsen und in Thiringen, wenngleich sich der Virusnachweis im zuletzt genannten Transekt
als schwieriger erwies und weitere Fangorte bzw. Fangortverlegungen nétig waren. Die Untersu-
chungen im Landkreis Osnabrtick und im Endemiegebiet im Landkreis Coesfeld bestatigten ein
langandauerndes Vorkommen des PUUV in den lokalen Rételmauspopulationen. Eine verglei-
chende Untersuchung der PUUV-Pravalenz in Rételmausen zeigte in den Ausbruchsjahren deut-
lich héhere Werte als in den Nichtausbruchsjahren. Die Untersuchungen im Frihjahr 2019 und
2021 deuteten auf eine heterogene Situation der Hantavirus-Erkrankungsfalle hin — neben Land-
kreisen mit hohen Fallzahlen, wurden auch geringe Fallzahlen in Endemiegebieten beobachtet.
Im Ausbruchsjahr wurde das erste PUUV-Isolat aus einer Rételmaus im Landkreis Osnabriick
gewonnen. Fur zukinftige in vitro-Untersuchungen stehen daneben jetzt auch Zelllinien von
Hantavirusreservoirwirten zur Verfiigung. Die Erkenntnisse zur Verbreitung des PUUV sind in

Risikokarten fir den OGD eingegangen.

3. Fortschreibung des Verwertungsplanes

Die Untersuchungen des TV1 haben zu einer weiteren Vernetzung der Partner im Sinne von One
Health gefihrt. Dadurch wird eine Weiterfuhrung der Untersuchungen zum Vorkommen des
PUUV in Rételmauspopulationen sowie zur Darstellung von Risikokarten auch tber das Laufzeit-
ende des Vorhabens hinaus gewahrleistet. Eine Verstetigung der Risikokartendarstellung wird
durch das NLGA ermdglicht.
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4. Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben

Die Isolation eines PUUV-Stammes in Deutschlang gelang zunachst nicht. Erst durch Einfiihrung
einer Vor-Ort-Sektion und sofortiger Uberfiihrung des Gewebematerials in die Zellkultur, konnte

die Isolation erfolgreich durchgefihrt werden.

5. Prasentationsmoglichkeiten fir mégliche Nutzer

entfallt

6. Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Durch die verspatete Besetzung der Postdoc-Stelle am 01.08.2020 und die mit der COVID-19-
Pandemie bedingten Einschrankungen der Zahl der Arbeitsplatze im Laborbereich verzdgerte
sich die Bearbeitung des Projektes. Dartber hinaus trug das erhéhte Aufkommen von Rételmau-
sen im Jahr 2021 (Hantavirus-Ausbruchsjahr) zu Verzégerungen in der Bearbeitung von AP-1
und AP-2 bei. Die notwendige kostenneutrale Verlangerung von TV8 um 6 Monate beeinflusste
auch TV-1 (im AP4). Deshalb wurde eine dreimonatige kostenneutrale Verlangerung des Projek-

tes ermoglicht.
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