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Zusammenfassung

Durch Viren ausgeloste Infektionen der Atemwege zéhlen zu den héufigsten Erkrankungen
des Menschen. Durch molekularbiologische Verfahren konnten in den vergangen Jahren bis
dahin unbekannte Viren in respiratorischen Proben nachgewiesen werden, darunter das
humane Bocavirus (hBoV) in 2005 und das Polyomavirus WU (WUPyV) in 2007. In der
vorliegenden Arbeit wurden qualitative und quantitative DNA-Nachweisverfahren fiir hBoV
und WUPyV etabliert und validiert, um retrospektiv die Infektionshidufigkeit von hBoV und
WUPyV bei hospitalisierten Kindern mit akuter respiratorischer Erkrankung (ARE) der
Universitdtskinderklinik  Wiirzburg zu untersuchen. Zusédtzlich wurden phylogenetische
Untersuchungen dieser Viren durchgefiihrt. Zum Nachweis von Antikérpern gegen
Kapsidproteine von hBoV und WUPyV wurde ein auf rekombinanten Baculoviren
basierender Immunfluoreszenztest (IFT) etabliert.

HBoV-DNA konnte in 12 % von 834 untersuchten Nasenrachensekreten (NRS) von Kindern
mit ARE aus dem Zeitraum von Januar 02 — September 05 detektiert werden. Das mediane
Alter der hBoV-positiven Kinder war 1,8 Jahre, die mediane hBoV-Last betrug 4,9 x 10°
Kopien/ml. Bei einem groflen Teil (39,1 %) der hBoV-DNA-positiven Kinder wurden
Koinfektionen mit anderen respiratorischen Viren detektiert, was jedoch keine signifikante
Auswirkung auf die nachgewiesene hBoV-DNA-Menge hatte. Kinder mit Bronchitis wiesen
eine signifikant hohere Viruslast auf als Kinder mit Fieberkrimpfen. Im Rahmen einer
Verlaufsstudie konnte hBoV-DNA bei einem Kind iiber einen Zeitraum von 4,5 Monaten in
NRS nachgewiesen werden.

Bei einem Teil der Kinder mit hBoV-DNA-positiven NRS wurden Serum- und Stuhlproben
auf hBoV-DNA untersucht. In einer von 10 Serumproben und 14 von 31 Stuhlproben konnte
BoV-DNA nachgewiesen werden. Dabei war die hBoV-DNA-Menge im NRS signifikant
hoher, wenn die Stuhlprobe ebenfalls positiv war.

Die phylogenetische Analyse von hBoV bestitigte die vom Erstbeschreiber ermittelten
Cluster (Stl1 und St2). Diese Cluster weisen eine hohen Identitit zueinander auf, sowohl auf
Nukleotid- (99,6 %) als auch auf Aminosdure (AS)-Ebene (>99,9 %). Ein Zusammenhang
zwischen den Clustern und klinischen oder virologischen Faktoren war nicht ersichtlich.

Die Untersuchung auf IgG-Antikorper gegen hBoV-VP2 ergab bei gesunden Erwachsenen
eine Seropridvalenz von 74 %. Ein Zusammenhang zwischen Alter und Seropositivitdt fiir
hBoV-VP2 war nicht erkennbar.

Die WUPyV-Untersuchungen wurden anhand von NRS durchgefiihrt, die im Zeitraum von

Januar 02 — September 05 und Januar 07 — Juli 07 entnommen wurden. Dabei konnte
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WUPyV-DNA bei 5,2 % der Proben mit einer medianen Viruslast von 9,5x 10° Kopien/ml
nachgewiesen werden. Das mediane Alter der WUPyV-infizierten Kinder betrug 3,0 Jahre.
Bei 54,8 % der WUPyV-positiven Kinder konnte eine Koinfektion mit einem anderen
respiratorischen Virus festgestellt werden, wobei keine Korrelation zwischen Koinfektion und
WUPyV-DNA-Menge ersichtlich wurde. Eine Assoziation zwischen der WUPyV-Last in
NRS und klinischer Diagnose war nicht feststellbar. In 3 von 14 Serum- und 2 von 14
Stuhlproben von Kindern mit WUPyV-DNA-positivem NRS konnte WUPyV-DNA detektiert
werden. Dabei war die WUPyV-Last im NRS von Kindern mit positivem Serum hoher als bei
Kindern mit negativem Serum.

Durch die phylogenetischen Untersuchung von WUPyV konnten zwei Cluster mit hoher
Nukleotid-Identitit (>99,2 %) ermittelt werden. Der GroBteil (60,3 %) der Substitutionen war
nicht synonym, was zu einer Identitdit auf AS-Ebene von 98,8 % fiihrte. Von den
AS-Mutationen waren 76 % Cluster-spezifisch.

Mit dem etablierten WUPyV-spezifischen IFT konnte bei gesunden Erwachsenen eine IgG-
Seroprivalenz von 88 % fiir WUPyV ermittelt werden. Ein signifikanter Unterschied im
medianen Alter zwischen Anti-WUPyV-VPI-positiven und -negativen Probanden konnte
nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend konnte durch die etablierten molekularen und serologischen
Nachweisverfahren die Infektionshdufigkeit von hBoV und WUPyV bei Kindern mit ARE,
die Phylogenie der Viren und die Seroprivalenz bei gesunden Erwachsenen erforscht werden.
Die in den vorliegenden Studien ermittelten Infektionshdufigkeiten fiir hBoV und WUPyV
deckten sich mit anderen Publikationen zur Epidemiologie von hBoV und WUPyV. Durch die
in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnten keine offensichtlichen Assoziationen
zwischen einer hBoV- oder WUPyV-Infektion und einer respiratorischen Erkrankung
festgestellt werden. Zur Untersuchung der Pathogenitét von hBoV und WUPyV sind daher

noch weitere Studien notwendig.



Abstract

Respiratory tract infections are a major cause of human morbidity and are caused by a broad
spectrum of microbial agents, mostly viruses. In recent years, the use of molecular biology
methods led to the discovery of several novel viruses, including the human bocavirus (hBoV)
in 2005 and the polyomavirus WU (WUPyV) in 2007. In this study, we established qualitative
and quantitative polymerase chain reaction assays for both viruses in order to investigate their
genoprevalence in hospitalized children with acute respiratory diseases (ARD). Furthermore,
phylogenetic analyses of hBoV and WUPyV were performed. In order to study the antibody
response against hBoV and WUPyV, immunofluorescence assays (IFA) based on
recombinant baculoviruses were established for both viruses.

Nasopharyngeal aspirates (NPA) from the period of January 02 to September 05 of
hospitalized children with ARD were retrospectively tested for the presence of hBoV DNA.
We found that 12 % of the NPA were positive for hBoV DNA. The median age of hBoV
DNA-positive children was 1,8 years and the median hBoV load in NPA was 4.9 x 10’
copies/ml. Coinfections with other respiratory viruses were detected in 39,1 % of the hBoV
DNA-positive NPA. There was no difference of the hBoV load in NPA between children with
or without known coinfection, but the load was significantly higher in children with bronchitis
than in children with the diagnosis of febrile seizures. In follow-up studies, hBoV DNA
shedding was detected for a maximum period of 4.5 months.

HBoV DNA was found in 1 of 10 serum samples and in 14 of 31 stool samples of children
with hBoV DNA-positive NPA. The hBoV load in NPA was significantly higher for children
with positive stool samples.

Phylogenetic analysis of hBoV confirmed the previously suggested clusters St and St2. The
nucleotide and amino acid identity between the clusters was very high (=99.6 % and >99.9 %,
respectively). An association of the clusters with virological or clinical parameters was not
apparent.

Using an IFA to detect IgG against hBoV VP2 antigen, the seroprevalence for hBoV in
healthy adults was found to be 74 %. There was no association between age and seropositivity
in the study population.

WUPyV DNA was analysed in 1232 NPA, which had been collected from 2002 to 2007, and
was found in 5.2 % of theses samples with a median WUPyV load of 9.5 x 10 copies/ml.
Coinfections were found in 54.8 % of the WUPyV DNA-positive NPA. The median age of
the WUPyV DNA-positive children was 3.0 years. The WUPyV load in NPA was neither



associated with the coinfection status nor with the clinical diagnoses. WUPyV DNA was
found in 3 of 14 serum samples and in 2 of 14 stool samples of WUPyV DNA-positive
children. The WUPyYV load in NPA tended to be higher in viremic children.

Two different WUPyV clusters with high nucleotide-identity (=99 %) were found by
phylogenetic analysis. A high number (60.3 %) of nucleotide substitutions was
non-synonymous, resulting in 46 amino acid mutations and 98.8 % amino acid identity. Of the
amino acid mutations, 76 % were specific for the two clusters.

The IgG seroprevalence for WUPyV among healthy adults was 88 % as determined by IFA
based on Sf9 cells expressing WUPyV VPI1. As seen with hBoV, there was no association
between age and seropositivity.

In conclusion, we investigated the genoprevalence of hBoV and WUPyYV in children with
ARD and the seroprevalence in healthy adults. The results of our studies were in agreement
with other publications on the epidemiology and serology of hBoV and WUPyV. No obvious
association between infection with hBoV or WUPyYV and clinical diagnosis was apparent. The
methods established and evaluated in this thesis can be applied for further studies to

investigate the pathogenicity of hBoV and WUPyV.



Einleitung:

Virale Erreger von respiratorischen Infektionen

Infektionen der Atemwege zéhlen zu den haufigsten Erkrankungen des Menschen. Die dabei
auftretenden Krankheitsbilder konnen in Infekte der oberen Atemwege (IOA) und der unteren
Atemwege (IUA) unterteilt werden. Zu den I0A zéhlen z. B. Schnupfen, Husten, Pharyngitis
oder Nebenhdhlenentziindungen, wihrend sich IUA z. B. als Bronchitis, Bronchiolitis oder
Pneumonie manifestieren. Atemwegsinfektionen werden oft durch Viren ausgeldst. Zu den
,»klassischen® respiratorischen Viren zdhlen u. a. Rhinoviren, das respiratorische Syncytial
Virus (RSV), Influenzaviren A und B (Inf), Parainfluenzaviren 1 — 4 (PIV) und Adenoviren
(AdV) (Tyrell, D. A. J., 1996). Die genannten Erreger sind durch Zellkultur anziichtbar und
wurden durch diese Methodik im Laufe des letzten Jahrhunderts entdeckt (Doerr, H. W.,
2002).

In den vergangen Jahren wurden mehrere bis dahin unbekannte Viren bei Patienten mit akuten
Erkrankungen des respiratorischen Traktes entdeckt. Diese Viren konnten zum Teil durch
Anzucht in Zellkultur und anschlieBende Sequenzanalyse klassifiziert werden, wie im Falle
des humanen Metapneumovirus (van den Hoogen, B. G. et al., 2001), des SARS-assoziierten
Coronavirus (Drosten, C. et al., 2003) und des Coronavirus NL63 (van der, Hoek L. et al.,
2004). Im Falle von NL63 wurde z.B. eine Methodik verwendet, die sich der
Restriktionsschnittstellen des viralen Genoms bedient. Nach reverser Transkription und
Verdau der cDNA mit Restriktionsenzymen wurde die fragmentierte DNA mit bekannten
Nukleotid-Sequenzen ligiert. Diese Nukleotid-Sequenzen am 3’- und 5’-Ende dienten dann
als Startpunkt flir die nachfolgende Amplifizierung und Sequenzierung (van der, Hoek L. et
al., 2004). Diese Methode war jedoch auf groBe Mengen aus dem Uberstand einer Zellkultur
angewiesen und kann daher bei der Erforschung nicht kultivierbarer Viren nicht angewandt
werden. Eine andere Mdoglichkeit war die Suche nach neuen Erregern bereits bekannter
Virusgenera mittels konservierter Sequenzen, wie im Falle des Coronavirus HKU1 (Woo, P.
C. et al, 2005). Die Vorraussetzung, um neue Viren auf einem dieser beiden Wege
nachzuweisen, ist jedoch eine Replikation des Virus in Zellkultur und/oder die Kenntnis
verwandter Sequenzen, anhand derer Primer in konservierten Regionen hergestellt werden
konnen. Die Limitationen, die sich hieraus ergeben, sind offensichtlich.

Im Jahre 2005 wurde eine andere Methodik von einer schwedischen Arbeitsgruppe um Tobias
Allander beschrieben, die nicht langer auf Zellkultur oder konservierte Sequenzen angewiesen

war (Allander, T. et al., 2005). Dabei wurden respiratorische Proben mehrerer Patienten
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gepoolt und aus diesem Pool DNA bzw. RNA extrahiert, welche im Anschluss mittels
Primern mit zufélliger Sequenzfolge und reverser Transkriptase bzw. DNA-Polymerase
amplifiziert wurde. Die dadurch entstandenen DNA-Fragmente wurden nach Auftrennung
mittels Gelelektrophorese in Vektoren kloniert und in E.coli transformiert. DNA aus
Einzelkolonien wurde mittels ,rolling circle“-Amplifikation enzymatisch vermehrt und
anschliefend mit Vektor-spezifischen Primern sequenziert. Die Sequenzen wurden dann mit
schon bekannten Sequenzen verglichen. Durch diese Hochdurchsatz-Sequenzierung konnten
schlieBlich das humane Bocavirus (hBoV) (Allander, T. et al., 2005) und zwei Jahre spiter
das Polyomavirus KI (KIPyV) (Allander, T. et al., 2007a) entdeckt und komplett sequenziert
werden.

Die Methodik wurde von einer amerikanisch-australischen Arbeitsgruppe um Anne Gaynor
aufgegriffen und fiihrte zur Entdeckung des Polyomavirus WU (WUPyV) (Gaynor, A. M. et
al., 2007).

In der vorliegenden Dissertation werden molekularbiologische und serologische Methoden

zum Nachweis von Infektionen mit hBoV und WUPyV beschrieben.

Das humane Bocavirus

Das hBoV wurde aufgrund von Sequenz-Homologien der Familie der Parvoviridae, Genus
Bocavirus zugeordnet (Allander, T. et al., 2005). Zu dem Genus Bocavirus zéhlten bis dahin
die Tierpathogene Bovines Parvovirus (BPV) und Minute Virus of Canine (MVC). Das hBoV
ist das erste Virus dieses Genus, welches beim Menschen nachgewiesen wurde.

Parvoviren sind unbehiillte linear einzelstringige DNA-Viren mit einem Genom von
~5000 bp, welches im Falle der Bocaviren fiir 4 Gene in 3 Leserastern (ORF) codiert. Diese
Gene codieren fiir die Nichtstrukturproteine NS1 und NP1 sowie die Kapsidproteine VP1 und

99 [— PARV 5 DQS73391
80 L PARV4 AY622043
(BoV STI DQU00495
l Bocavius
99 L hBoV St2 DQ000496

AAV 5 AF085716

9 AAV2]01901 Dependovirus

99 AAV3U48704

BI9 AF162273 ] Emthrovirus

P
02

Abb. 1: Viren der Familie der Parvoviridae. Bootstrap-Werte nach interior branch test sind an den
Knotenpunkten aufgefiihrt.

6



VP2. Vertreter der Parvoviren die den Menschen infizieren konnen, sind die
Adeno-assoziierten Viren (AAV), Parvovirus B19 und die kiirzlich beschriebenen Parvovirus
4 (PARV 4) und Parvovirus 5 (PARVS5). Wie anhand Abbildung 1 gut zu erkennen, gehdren
die humanpathogenen Parvoviren unterschiedlichen Genera an, wobei PARV 4 und PARV 5
keinem bisher bekannten Genus zugeordnet werden konnten. AAV sind zur Replikation im
Wirt auf eine Koinfektion mit Adeno-, Vaccinia, oder Herpesviren angewiesen. Trotz einer
hohen Durchseuchungsrate konnte bis heute noch kein Krankheitsbild mit einer AAV-
Infektion in Verbindung gebracht werden (Modrow, S., 2003). PARV 4 wurde erstmals 2004
beschrieben (Jones, M. S. et al., 2005) und wurde in der Plasmaprobe eines Patienten mit
Hepatitis B Infektion nachgewiesen. PARV 5 wurde von der gleichen Arbeitsgruppe in
gepoolten Plasmaproben entdeckt (Fryer, J. F. et al., 2006). Allerdings ist bis heute unklar, ob
es sich bei PARV 4 und PARV 5 um krankheitsauslosende Viren handelt (Fryer, J. F. et al.,
2007). Das am besten charakterisierte humanpathogene Virus der Familie der Parvoviren ist
das Parvovirus B19. Die primire Infektion mit Parvovirus B19 erfolgt meist im Alter von 6-
19 Jahren (Heegaard, E. D. and Brown, K. E., 2002), typischerweise unter dem klinischen
Bild der Ringelrételn. Es konnen jedoch auch asymptomatische Verldufe beobachtet werden.
Infektionen wihrend der Schwangerschaft kdnnen zu Spontanaborten oder zum Hydrops
fetalis fihren. In Deutschland konnte bei gesunden Erwachsenen eine Seroprdvalenz von
72 % festgestellt werden (Rohrer, C. et al., 2008).

Die Funktionen der Proteine wurden im Genus der Bocaviren noch nicht beschrieben,
allerdings lassen Sequenzhomologien zu anderen Vertretern der Parvoviren Riickschliisse zu.
Das NS1-Protein von Parvovirus B19 ist ein multifunktionelles Protein, welches tiber ein
Kernlokalisationssignal verfiigt. Im Zellkern hat es unter anderem die Funktion einer
ATP-abhingigen Helikase, welche vermutlich bei der Replikation von Parvovirus B19
benétigt wird. Ferner ist NS1 ein Transaktivator, welcher in Wechselwirkung mit
Zellfaktoren den Parvovirus B19-spezifischen Promotor induziert und wahrscheinlich auch
zelluldre Promotoren beeinflusst (Modrow, S., 2003). Das Kapsid von Parvovirus B19 besteht
zu ~90 % aus VP2, wobei VP2 post-transkriptional durch Spleien aus VP1-RNA entsteht.
Die ,,unique region“ des VP1 ist an der Kapsid-Oberfldche exponiert und dient im Falle von
Parvovirus B19 als Angriffspunkt fiir die neutralisierende Immunantwort (Modrow, S., 2003).
Das Nichstrukturprotein NP1 ist spezifisch fiir das Genus Bocavirus. Da die Funktion von
NP1 bei BPV und MVC noch unbekannt ist, kann fiir hBoV keine Verbindung zu homologen

Proteinen anderer Viren hergestellt werden.



Die tierpathogenen Vertreter des Genus Bocavirus werden mit respiratorischen und
gastrointestinalen Krankheitsbildern bei Kélbern (BPV) und Welpen (MVC) in Verbindung
gebracht (Durham, P. J. et al., 1985; Steinel, A. et al., 2001). In seltenen Fillen konnen
Infektionen von tragenden Kiihen (BPV) oder Hiindinnen (MVC) zu einem Fruchtverlust
fiihren (Carmichael, L. E. et al., 1991; Kirkbride, C. A., 1992).

Das Polyomavirus WU

WUPyV wurde durch eine australisch-amerikanische Kollaboration in der respiratorischen
Probe eines an Pneumonie erkrankten 3 jdhrigen Kindes entdeckt und aufgrund von
Sequenzhomologien der Familie der Polyomaviren als neue Spezies zugeordnet (Gaynor, A.
M. et al., 2007).

Polyomaviren besitzen ein zirkuldres, doppelstringiges DNA-Genom mit einer Grofle von
~ 5200 bp. Das Genom liegt im Virion als Superhelix vor und ist mit zelluldren Histonen des
Wirtes assoziiert. Die Gene lassen sich nach Expressionszeitpunkt in friith (T-Antigene) und
spét (Strukturproteine VP1-VP3) exprimierte Gene unterteilen. Die Viruspartikel bestehen
zum Grossteil aus dem Strukturprotein VP1, sind unbehiillt, ikosaedrisch und haben einen
Durchmesser von ~45 nm (Modrow, S., 2003).

Bekannte humanpathogene Vertreter der Polyomaviren sind das BK- und das JC-Virus. Die
primére Infektion mit diesen Viren verlduft in der Regel asymptomatisch, kann allerdings
auch einen leichten respiratorischen Infekt verursachen (Ahsan, N. and Shah, K. V., 2006). In
verschiedenen Studien konnte eine Seroprivalenz bei Erwachsenen zwischen 65 — 90 % fiir
BKYV und 44 —92 % fiir JCV nachgewiesen werden (Knowles, W. A., 2006). Beide Viren
persistieren nach der Primérinfektion. Thre DNA kann auch bei asymptomatischen
Erwachsenen aus verschiedenen Organen, vornehmlich dem urogenitalen Trakt, isoliert
werden. Ob diese persistierenden Infektionen latent sind oder eine geringe aber
kontinuierliche Replikation stattfindet, ist noch unklar (Doerries, K., 2006). Bei beiden Viren
kann es im Zuge einer Immunsuppression des Wirtes zu einer Reaktivierung oder erhdhten
Replikation kommen. Diese kann im Falle des JC-Virus zu einer progressiven multifokalen
Leukenzephalopathie (PML) fithren (Khalili, K. et al., 2007), wahrend das BK-Virus mit einer
hdmorrhagischen Zystitis assoziiert ist (Azzi, A. et al., 1999).

Untersuchung der klinischen Relevanz von neu entdeckten Viren

Die Entdeckung eines bis dahin unbekannten Erregers wirft stets viele Fragen auf. Um die
Bedeutung eines neuen Erregers zu untersuchen, ist unter anderem die Hé&ufigkeit des

Auftretens von Interesse. Im Falle von respiratorischen Viren bietet sich dazu die
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Untersuchung von respiratorischen Proben, z. B. Nasenrachensekreten (NRS), mittels
Polymerase Kettenreaktion (PCR) an. Durch diese Studien kénnen auch Erkenntnisse iiber die
saisonale und geographische Verteilung der Erreger gewonnen werden.

Von entscheidender Bedeutung nach der Entdeckung neuer Erreger ist die Frage, ob es sich
um pathogene oder apathogenen Erreger handelt. In der Vergangenheit wurden hierfiir hiufig
die von Robert Koch im 19. Jahrhundert aufgestellten Postulate herangezogen. Danach muss
ein krankheitsauslosender Erreger (i) ausschlieBlich in kranken Tieren/Menschen isoliert
werden konnen und nicht im gesunden Wirt, (ii) der Erreger sollte in Reinkultur ziichtbar sein
und (iii) nach Infektion mit dieser Reinkultur sollte ein gesunder Wirt das typische
Krankheitsbild aufweisen (Koch R., 1891). Diese Postulate haben im Hinblick auf Viren
jedoch Limitationen. Durch die Kenntnis von persistierenden Viren, wie den Polyomaviren
BK und JC, ist das erste Postulat bei Viren nicht uneingeschrinkt anwendbar, da auch bei
gesunden Tieren/Menschen die entsprechenden Viren nachgewiesen werden konnen. Eine
Kultivierung des Erregers in Reinkultur, wie im zweiten Postulat gefordert, ist fiir Viren nicht
moglich, da sie auf Wirtszellen angewiesen sind und durch die Anwesenheit von Zellen im
Néhrmedium das Postulat als nicht erfiillt betrachtet werden muss. Auch wenn Viren aus einer
Zellkutur isoliert werden konnen und diese Viren zur Infektion des eigentlichen Wirtes
herangezogen werden, ist diese Herangehensweise im Fall von ausschlieBlich
humanpathogenen Erregern ethisch nicht vertretbar. Dass die Koch’schen Postulate nicht auf
jeden Erreger anwendbar sind, wurde auch schon von Robert Koch selbst sowohl am Beispiel
von Vibrio cholerae, welches auch aus Proben gesunder Menschen isoliert werden konnte, als
auch am Beispiel von Mycobacterium leprae, welches in Reinkultur nicht kultivierbar ist,
festgestellt (Fredericks, D. N. and Relman, D. A., 1996). Gerade die Schwierigkeiten, die
Koch’schen Postulate auf Viren anzuwenden, fiihrten im Jahr 1937 zu ergénzenden
Empfehlungen von Thomas Rivers speziell fiir Viren. Danach muss ein bestimmtes Virus
regelméBig aus Patienten isoliert werden, die an einem bestimmten Krankheitsbild leiden, und
der Beweis muss erbracht werden, dass das Virus weder zufillig noch durch Verfahrensfehler
bei Patienten mit diesem Krankheitsbild gefunden wurde (Rivers, T. M., 1937). Aufgrund
neuer molekularbiologischer Mdglichkeiten wurden diese Empfehlungen von David
Fredericks und David Relman erweitert. Dabei befassten sie sich in erster Linie mit dem
Nachweis von viraler DNA/RNA aus Patienten (Fredericks, D. N. and Relman, D. A., 1996).
Nach diesen Empfehlungen soll (i) virales Erbmaterial aus mdglichst vielen Patienten mit
einem bestimmten Krankheitsbild isoliert werden. (ii) Das Genom dieser Viren sollte bei

gesunden Patienten gar nicht oder in deutlich geringerer Kopienzahl vorhanden sein. (iii) Im



Zuge der Genesung sollte die Menge isolierten Erbmaterials geringer werden, bei einem
Riickfall sollte die Menge steigen. (iv) Sollte das Virus vor Begin einer assoziierten Krankheit
oder in besonders groBen Mengen wihrend der Krankheit detektiert werden, scheint ein
Zusammenhang wahrscheinlicher. (v) Das vorliegende Krankheitsbild des untersuchten Virus
sollte dem Krankheitsbild phylogenetisch verwandter Viren dhneln. (vi) Es sollten
Untersuchungen angestrebt werden, die das Virus in betroffenen Organen auf zelluldrer Ebene
nachweisen. (vii) Die gesammelten Daten sollten reproduzierbar sein.

Fiir die Untersuchung der klinischen Relevanz neuer Erreger ist auch die Etablierung von
Antikorpertesten von groBBer Bedeutung, da durch Antikdrper-Untersuchungen Aussagen zum
Zeitpunkt der Primérinfektion moglich sind. Neben dem Immunglobulin (Ig) M-Nachweis
kann dabei eine IgG-Serokonversion oder ein Anstieg des IgG-Antikorpertiters auf eine
primédre Infektion hinweisen, woraus sich eine Assoziation mit einem Krankheitsbild ergeben
kann. Des Weiteren kann ein Antikorpernachweis zur Ermittlung der Seroprivalenz
herangezogen werden. Dabei kann der Nachweis Virus-spezifischer IgG-Antikorper

Aufschluss iiber einen zuriickliegenden Kontakt mit dem Erreger geben.

Zielsetzung

Um einen Beitrag zur Erforschung der neu entdeckten respiratorischen Viren hBoV und
WUPyV zu liefern, wurden Testverfahren zum Genomnachweis und zum Nachweis von
Antikorpern etabliert. Mit diesen Methoden wurden zum einen NRS, Stuhl- und Serumproben
von Kindern mit akuter respiratorischer Erkrankung (ARE) auf Virus-DNA und zum anderen
Plasmaproben gesunder Erwachsener auf Virus-spezifische Antikorper getestet. Durch diese
Untersuchungen konnte die Infektionshdufigkeit von hBoV und WUPyV bei Kindern mit
respiratorischem Infekt und die Seroprévalenz bei Erwachsenen ermittelt werden.

Zur Untersuchung der Divergenz von hBoV und WUPyV wurde die Phylogenie der Viren
durch die Sequenzierung sowohl variabler Teilabschnitte als auch des gesamten Genoms, von

einzelnen Isolaten untersucht.
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Ergebnisse:
Arbeiten zum humanen Bocavirus

Untersuchung der hBoV-Infektionshaufigkeit durch qualitative PCR (Publikation 1)

Um die Infektionshédufigkeit von hBoV in NRS von Kindern, die an einer ARE litten, zu
ermitteln, wurde eine qualitative PCR zum Nachweis von hBoV-DNA etabliert und validiert.
Zunichst wurde hierfiir virale DNA mittels High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche,
Mannheim) aus den Proben isoliert und im Anschluss mit hBoV-spezifischen Primern
amplifiziert. Nachdem ein Patient positiv getestet worden war, wurde das entstandene
Amplikon sequenziert und mit verdffentlichten hBoV-Sequenzen verglichen. Fiir die
Verwendung als positive Kontrolle wurde ein Plasmid mit hBoV-Insert hergestellt. Dazu
wurde das verifizierte hBoV-Amplikon in den Vektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert. Um das
entstandene Plasmid pBoV als Amplifikationskontrolle verwenden zu koénnen, wurde es
quantifiziert und eine Verdiinnungsreihe hergestellt. In allen PCR Liufen wurden dann die
Verdiinnungsstufen 50 bis 5 Kopien/Reaktion als Amplifikationskontrolle verwendet. Das
Plasmid pBoV wurde ebenfalls fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze (NWG) verwendet.
Dabei ergab sich mittels Probitanalyse eine NWG von 12,3 Kopien/Reaktion
(95 %-Konfidenzintervall: 9,1 — 22,2 Kopien/Reaktion).

Von den 835 untersuchten NRS konnte in 87 (10,3 %) hBoV-DNA nachgewiesen werden.
Das mediane Alter der infizierten Kinder (1,8 Jahre) unterschied sich nicht signifikant vom
Alter der gesamten Studienpopulation (1,6 Jahre; Mann-Whitney-Test). Allerdings konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen dem medianen Alter der hBoV-infizierten Kinder und
dem medianen Alter der mit RSV (0,7 Jahre; p<0,0001), Influenza A (2,4 Jahre; p=0,0031)
oder Adenoviren (2,7 Jahre; p=0,0046) infizierten Kinder beobachtet werden.

Die Untersuchung der saisonalen Verteilung ergab, dass hBoV-Infektionen iiber das gesamte
Jahr hinweg nachgewiesen werden konnten.

Ein groBer Anteil (n=34; 39,1 %) der hBoV-positiven Patienten wies eine Koinfektion mit
einem anderen respiratorischen Virus auf. Dabei wurden am héufigsten Koinfektionen mit
RSV (n=14) und Influenza A (n=9) beobachtet.

Die Ermittlung der Koinfektionen beruhte auf Daten aus den Routine-Untersuchungen auf
Antigen fiir respiratorische Viren, welche mit einem Immunfluoreszenztest (IFT) fiir AdV,
InfA + B, PIV 1 - 3 und RSV durchgefiihrt wurden. Da der Nachweis von Virus-Antigen

weniger sensitiv ist als der Nachweis viraler DNA/RNA und die Proben nur auf ausgewéhlte
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respiratorische Viren getestet wurden, ist die Anzahl der Koinfektionen bei hBoV-positiven
Patienten womdglich noch hoher.

Klinische Daten waren fiir 63 der 87 positiv auf hBoV-DNA getesteten Patienten verfiigbar.
Diese wiesen ein breites Spektrum von Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege auf,
allerdings war kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen einem respiratorischen
Krankheitsbild und hBoV-Infektion erkennbar. Der Anteil der Kinder mit Pneumonie war bei
den hBoV-infizierten Kindern ohne nachgewiesene Koinfektion signifikant hoher, als bei den

Kindern mit Koinfektion (p=0,044; Fisher’s Exakt Test).

Quantitative hBoV-real-time-PCR (Publikation 2)

Nach der Untersuchung der Infektionshédufigkeit mittels qualitativer PCR sollte eine
quantitative real-time-PCR (qrt-PCR) weitere Erkenntnisse {iber hBoV-Infektionen liefern.
Die Sequenzen der Primer und der Tagman-Sonde wurden aus konservierten Bereichen des
hBoV-Genoms gewéhlt. Zur Ermittlung dieser Bereiche wurden die zuvor sequenzierten
Amplikons der qualitativen PCR aus der NS-1-Region herangezogen. Nachdem
entsprechende Sequenzen gefunden worden waren, wurden diese auf der Homepage des
National Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov) mittels
,»Blast* auf Sequenzhomologien zu bekannten Sequenzen getestet, um die Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Amplifikationen zu minimieren. Dabei konnten relevante Ubereinstimmungen
von Primern und Sonde nur zu bis dahin publizierten hBoV-Sequenzen festgestellt werden.
Im Anschluss wurden die optimale Primer- und Sondenkonzentration mit Hilfe des zuvor
hergestellten pBoV-Plasmides ermittelt. Bei der anschlieBenden Validierung der
hBoV-qrt-PCR konnte eine Amplifikationslinearitit von 3,8 — 3,8 x 10* Kopien/Reaktion und
eine NWG von 14,2 Kopien/Reaktion (Probitanalyse; 95 %-Konfidenzintervall 10,3 —
25,7 Kopien/Reaktion) fiir pBoV ermittelt werden. Um die Verlésslichkeit der qrt-PCR
innerhalb eines Laufes zu iiberpriifen wurden die ,,threshold cycle® (Ct)-Werte von 3 Proben
mit unterschiedlichen pBoV-Konzentrationen jeweils im Dreifachansatz bestimmt und
miteinander verglichen. Dadurch konnte ein mittlerer Intraassay-Variationkoeffizient von
2,6 % ermittelt werden. Zusitzlich wurde durch eine Laufkontrolle (5 x 10° Kopien/Reaktion)
die Verldsslichkeit zwischen den einzelnen qrt-PCR Ansdtzen verglichen. Der sich daraus
ergebende Interassay-Variationskoeffizient der Viruslast betrug 15,2 %.

Um zusitzlich zu der oben genannten Blast-Analyse unspezifische Amplifikationen
auszuschlieBen, wurde eine hBoV-qrt-PCR mit Proben, die zuvor positiv auf Parvovirus B19
und Adenovirus getestet worden waren, durchgefiihrt. In beiden Fillen kam es zu keiner

Amplifikation.
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Im Anschluss an die Validierung der hBoV-qrt-PCR wurden NRS von Kindern untersucht,
die unter ARE litten und zuvor mit der qualitativen PCR auf hBoV-DNA getestet worden
waren. Das Patientenkollektiv entsprach weitestgehend dem Kollektiv der Publikation 1. Von
den 834 untersuchten NRS konnte bei 100 (12,0 %) mittels qrt-PCR hBoV-DNA
nachgewiesen werden. Die mediane Viruslast betrug 4,9 x10° Kopien/ml.

Da, wie schon bei der qualitativen hBoV-PCR beschrieben, bei einem grolen Anteil der
hBoV-positven Patienten ein weiteres respiratorisches Virus entdeckt worden war (n = 41;
41 %), wurden die hBoV-DNA-Mengen im NRS in Abhdngigkeit vom Koinfektionsstatus
verglichen. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied (p=0,759; Mann-Whitney-Test)
zwischen Proben mit und ohne Koninfektion beobachtet werden.

Bei der Analyse der hBoV-Last in Abhingigkeit vom Krankheitsbild konnte eine signifikant
hohere Viruslast bei Kindern mit Bronchitis im Vergleich zu Kindern mit Fieberkrampfen
festgestellt werden (p=0,0195, Kruskal-Wallis). Die Viruslast-Mediane der weiteren
Krankheitsgruppen (Bronchiolitis, obstruktive Bronchitis, Pneumonie und IOA) unterschieden
sich nicht signifikant voneinander.

Um weitere Informationen iiber eine Infektion mit hBoV zu sammeln, wurden soweit
verfiigbar Serum- und Stuhlproben von Kindern, deren NRS zuvor positiv auf hBoV-DNA
getestet worden war, mit der qrt-PCR untersucht. Dafiir wurden zunéichst
Inhibitionsexperimente fiir die aus Stuhlproben isolierte virale DNA durchgefiihrt. Hierfiir
wurden zuvor hBoV-negativ getestete Stuhlproben mit einer definierten Kopienanzahl
pBoV-DNA versetzt und die gemessene Menge nach Amplifikation mit der eingesetzten
Menge verglichen. Dabei konnte keine relevante Inhibition beobachtet werden. Zur
Untersuchung auf hBoV-DNA standen 10 Serum- und 31 Stuhlproben zur Verfiigung. In
einer (10 %) der Serumproben und in 14 (45,2 %) der Stuhlproben war hBoV-DNA
nachweisbar. Dabei konnte eine signifikant hohere hBoV-Viruslast in den NRS von Patienten
beobachtet werden, in deren Stuhlprobe ebenfalls hBoV-DNA nachgewiesen werden konnte

(p<0,0001; Mann-Whitney-Test).

Verlaufsstudien bei Kindern mit hBoV-Infektion (Publikation 5)

Mit der etablierten hBoV-qrt-PCR wurden in dieser Arbeit Verlaufsstudien bei 6 hBoV-
infizierten Kindern durchgefiihrt, von denen sequentielle Proben verfligbar waren. Dabei
konnte hBoV-DNA f{iber einen Zeitraum von bis zu 4,5 Monaten nachgewiesen werden. Bei 4
der untersuchten Fille konnte eine hohe Viruslast (Median 6 x 10° Kopien/ml) bei der ersten
Probenentnahme festgestellt werden, die zum Zeitpunkt weiterer Untersuchungen um mehrere

Log-Stufen abgefallen war. Die beiden anderen Patienten wiesen zundchst eine niedrige
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hBoV-Last auf, die im Verlauf der Probenahme anstieg und wieder abfiel. Wéahrend bei einem
der Kinder zum Zeitpunkt des hBoV-DNA-Nachweises eine Koinfektion mit RSV vorlag,
war das zweite zundchst nur hBoV-positiv und wies erst bei der zweiten Probenentnahme eine

Koinfektion mit Inf A auf.

Phylogenetische Untersuchung von hBoV (Publikation 2)

Um die Phylogenie von hBoV zu untersuchen, wurde zunichst ein 968 bp langer Abschnitt
des VP2-Genes, welches fiir das Kapsidprotein VP2 codiert, von 69 hBoV-positiven Patienten
mit zwei iiberlappenden Primerpaaren (Anhang 1) sequenziert. Dieser Teilabschnitt von VP2
wurde aufgrund einer hoheren Variabilitit im Vergleich zu anderen Regionen des
hBoV-Genoms ausgewihlt (Allander, T. et al., 2005). Die phylogenetische Untersuchung der
Sequenzen ergab zwei Cluster, Stockholm 1 (Stl; n=17) und Stockholm 2 (St2; n=52),
welche den zuvor verdffentlichten Sequenzen ST1 (DQ000495) und ST2 (DQ000496)
(Allander, T. et al., 2005)zugewiesen werden konnten. Die Sequenzidentitdt innerhalb der
Cluster betrug 99,4 % und zwischen den Clustern 98,8 %. Der Grofteil der Nukleotid-
Mutationen war synonym, wodurch sich eine Aminosédure (AS)-Identitét von 99,7 % ergab.
Eine Assoziation zwischen Krankheitsbild, Viruslast oder saisonaler Verteilung in Bezug auf
die Cluster konnte nicht beobachtet werden. Um die Variabilitit von hBoV in anderen
Genomregionen zu untersuchen, wurden 7 hBoV-Stdmme komplett sequenziert. Dazu wurden
hBoV-Proben mit hoher Viruslast und groStmoglicher Divergenz im VP2-Gen herangezogen,
aus denen das hBoV-Genom jeweils mit 12 iiberlappenden Fragmenten amplifiziert wurde

(Primer siche Anhang 1).

84 2005007166 Boca
57| H. bocavirus st2 DQ000496
B2 2005010685 Boca Stockholm 2
100 2005022730 Boca
L 2005022043 Boca |
2004003840 Boca T
2003005648 Boca
Stockholm 1
w| ——— 2005008667 Boca
B H. bocavirus st1 DQO00495
 —
0.0005

Abb. 2: Phylogenetische Analyse von sieben hBoV-Genomen (interior branch test). Bootstrap-Werte
sind an den Knotenpunkten aufgefiihrt.
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Die Fragmente wurden im Anschluss an die PCR mit dem BigDye Terminator Kit und dem
ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) sequenziert und mit Hilfe von MEGA 4.0 (Tamura, K.
et al., 2007) analysiert. Die Ergebnisse der Genomanalyse bestitigten die zuvor bei der
Sequenzierung von VP2 beobachtete Clusterbildung (Abbildung 2). Der Vergleich aller
Sequenzen, unabhdngig von Clusterbildung, ergab eine Nukleotid-Identitit von 99,6 %
(innerhalb der Cluster jeweils 99,8%). Die Analyse der Leseraster von hBoV ergab fiir NS1
eine Nukleotid-Identitét von 99,8 %. Die Mutationen waren jedoch ausschlieSlich synonym,
so dass die AS-Identitdt 100 % betrug. Das NP1 von hBoV wies die hochste Nukleotid-
Identitdt (99,9 %) auf. Ferner war keine Cluster-Bildung zu beobachten und da es sich
ausschlieflich um synonyme Mutationen handelte lag die AS-Identitdt bei ebenfalls 100 %.
Der ORF VP1/VP2 hatte mit 99,3 % die niedrigste Nukleotid-Identitdt der untersuchten
Leseraster. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten ORF lagen bei VP1/VP2 auch
nichtsynonyme Mutationen (n=4) vor, wodurch eine AS-Identitit von 99,8 % entstand. Von
diesen 4 AS-Substitutionen lagen drei im Bereich der unique-region von VPI1. Diese
Substitutionen wiesen keine Cluster-spezifische Verteilung auf. Lediglich die AS-Substitution
der Nukleotidpositionen 1768-1770 des VP1/VP2-ORF war Cluster-spezifisch (ST2: Serin;
ST1: Threonin).

HBoV-Seroprévalenz bei gesunden Erwachsenen (Publikation 6)

Um die Seropridvalenz von hBoV zu untersuchen, wurde ein IFT entwickelt. Die dafiir
verwendeten Insektenzellen (SF9) wurden mit Baculoviren infiziert, die das hBoV-Kapsidgen
VP2 enthielten. Das Gen wurde hierfiir zundchst in den pENTR Vektor (Invitrogen) kloniert
und anschlieBend in E.coli transformiert. Nach Uberpriifung der korrekten Basenfolge und
Orientierung des inserierten VP2-Gens durch Sequenzanalyse wurde das VP2-Gen durch
homologe Rekombination in lineare baculovirale DNA {berfiihrt, die zur spiteren
Uberpriifung der Proteinexpression, am 5°-Ende eine Gensequenz enthielt, die fiir ein
V5-Epitop codiert. Dabei handelt es sich um ein 14 AS langes Epitop, das in den
Nichtstrukturproteinen P und V des Affen-Paramyxovirus SV5 enthalten ist. Die das VP2-
Gen von hBoV enthaltende Baculovirus-DNA wurde anschlieBend in SF9-Zellen transfiziert
und die Expression von hBoV-VP2 mittels Western Blot kontrolliert. Dafiir wurden
Antikorper gegen das V5-Epitop verwendet, die zur Detektion einer Proteinbande mit einer
GroBe von ~66 kDa fiihrten, was der errechneten Groe von VP2 entsprach. Die entstandenen
rekombinanten Baculoviren (BacBOVP2) wurden dann zur weiteren Infektion von

SF9-Zellen verwendet. Analog zu BacBOVP2 wurden rekombinante Baculoviren, die das
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VP1-Gen von KIPyV (BacKIPyVP1) oder das VP1-Gen von WUPyV (BacWUPyVPI1)
enthielten, hergestellt. Um den IFT zu erproben, wurden mit BacBOVP2 infizierte SF9-Zellen
auf Objekttrigern fixiert und mit Seren von Kindern, deren NRS zuvor positiv auf hBoV-
DNA getestet worden waren, inkubiert. Durch FITC-konjugierte Anti-human-IgG-
Zweitantikorper konnten bei diesen Patienten an die BacBOVP2-SF9-Zellen gebundene
humane IgG-Antikorper nachgewiesen werden. Als negative Kontrolle dienten uninfizierte
SF9-Zellen, bei welchen keine Fluoreszenz beobachtet werden konnte. Zuséitzlich wurde der
IFT durch einen Absorptionsassay auf Spezifitét tiberpriift. Daflir wurden Plasmaproben, die
sowohl Antikorper gegen hBoV-VP2 als auch gegen die Kapsidproteine VP1 von KIPyV und
WUPyV enthielten, mit Lysaten von SF9-Zellen inkubiert, die mit BacBOVP2, BacKIPyVP1
oder BacWUPyVP1 infiziert worden waren. Im Anschluss wurden dann die Antikorpertiter
gegen hBoV-VP2, KIPyV-VP1 und WUPyV-VPI1 bestimmt und mit dem Titer verglichen,
der vor dem Absorptionsassay bestimmt worden war. Dabei konnte beobachtet werden, dass
nach Absorption des Plasmas mit BacBOVP2-infizierten SF9-Zellen der IgG-Titer gegen
hBoV-VP2 verringert wurde, wahrend der I1gG-Titer gegen KIPyV-VP1 und WUPyV-VP1
nahezu konstant blieb. Im Gegenzug blieb der IgG-Titer gegen hBoV-VP2 konstant, wenn das
Plasma mit BacWUPyVP1- oder BacKIPyVP1-infizierten SF9-Zellen absorbiert worden war.

Nach Etablierung des IFT wurden 100 Plasmen von gesunden Blutspendern (20-66 Jahre) auf
IgG-Antikorper gegen das Kapsidprotein VP2 von hBoV untersucht. In 74 der untersuchten
Proben konnte IgG gegen hBoV-VP2 nachgewiesen werden. Der Altersmedian (32 Jahre) der
hBoV-IgG-positiven Blutspender unterschied sich nicht signifikant (p=0,5141, Mann-
Whitney-Test) von dem des Gesamtkollektivs (31,5 Jahre). Auch das Geschlechterverhiltnis
(Gesamtkollektiv: 52 % ménnlich; Anti-hBoV-IgG-positive Spender: 50 % maénnlich) war
nahezu identisch. Eine Aufteilung der positiven Spender in Altersgruppen wies ebenfalls

keinen signifikanten Seroprivalenz-Unterschied auf (p=0,4753; chi*-Test).
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Abstract

Background: In a substantial proportion of respiratory tract diseases of suspected infectious
origin, the etiology is unknown. Some of these cases may be caused by the recently described
human bocavirus (hBoV). The aim of this study was to investigate the frequency and the potential
clinical relevance of hBoV in pediatric patients.

Methods: We tested 835 nasopharyngeal aspirates (NPA) obtained between 2002 and 2005 from
pediatric in-patients with acute respiratory tract diseases at the University of Wiirzburg, Germany,
for the presence of hBoV DNA. The specificity of positive PCR reactions was confirmed by
sequencing.

Results: HBoV DNA was found in 87 (10.3 %) of the NPAs. The median age of the infants and
children with hBoV infection was 1.8 years (mean age 2.0 years; range |8 days — 8 years). Infections
with hBoV were found year-round, though most occurred in the winter months. Coinfections were
found in 34 (39.1 %) of the hBoV positive samples. RSV, influenza A, and adenoviruses were most
frequently detected as coinfecting agents. Sequence determination of the PCR products in the NP-
| region revealed high identity (99 %) between the nucleotide sequences obtained in different years
and in comparison to the Swedish viruses ST| and ST2. An association of hBoV with a distinct
respiratory tract manifestation was not apparent.

Conclusion: HBoV is frequently found in NPAs of hospitalized infants and children with acute
respiratory tract diseases. Proving the clinical relevance of hBoV is challenging, because application
of some of Koch's revised postulates is not possible. Because of the high rate of coinfections with
hBoV and other respiratory tract pathogens, an association between hBoV and respiratory tract
diseases remains unproven.

18 Page 1 of 7

(page number not for citation purposes)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=16834781
http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/109
http://creativecommons.org/licenses/by/2.0
http://www.biomedcentral.com/
http://www.biomedcentral.com/info/about/charter/

BMC Infectious Diseases 2006, 6:109

Background

Respiratory tract infections are a major cause of human
morbidity and are caused by a broad spectrum of micro-
bial agents. Viruses account for the largest number of res-
piratory tract infections. The so-called respiratory viruses
include influenza virus A and B, parainfluenzae viruses,
adenoviruses, respiratory syncytial virus (RSV), rhinovi-
ruses, and coronaviruses. In recent years, several novel
viruses have been discovered in patients with respiratory
infections using molecular biology methods. These novel
viruses include the human metapneumovirus and several
coronaviruses (SARS, NL63, HKU1) [1,2]. The latest addi-
tion to this list was the human bocavirus (hBoV)
described by Allander et al. [3]. Their screening method
for unknown viral sequences in patient samples involved
concentration of viral particles, nucleic acid isolation, ran-
dom amplification of RNA and DNA, and finally sequenc-
ing and subsequent blasting of the amplified products.
HBoV is most closely related to the minute virus of
canines (MVC) and the Bovine Parvovirus (BPV), which
have been classified in the genus Bocavirus within the Par-
voviridae [4].

Classically, the postulates of Koch as modified by Rivers
have been used to establish a causal relationship between
viruses and a disease [5]. However, hBoV has not been
propagated in cell culture, and there is no animal model
so far. Therefore, proving the clinical relevance is chal-
lenging because application of some postulates of Koch
and Rivers is not possible.

In the first description of hBoV, DNA was detected in 17
(3.1 %) of 540 Swedish children with lower respiratory
tract disease. Three of the children were coinfected with
other viruses (two with RSV and one with adenovirus).
Because 14 hBoV-positive samples were negative for other
respiratory viruses by standard screening, it was reasoned
that hBoV may cause respiratory tract disease. In a second
report of hBoV in Australian children and adults, hBoV
was detected in 18 (5.6 %) of 324 respiratory samples. In
ten of these (55.6 %), a coinfection with RSV (n = 8),
hMPV or adenoviruses was detected [6]. In a third study
from Japan, hBoV DNA was found in 18 (5.7 %) of 318
respiratory specimens of children with lower respiratory
tract disease [7]. Samples positive for other viruses (RSV,
influenza virus A and B, hMPV) were excluded from the
study. Analysis of double infections was therefore not pos-
sible. In two more recent studies from Canada and France,
hBoV DNA was detected in 18 of 1209 (1.5 %) and nine
of 262 (3.4 %) respiratory samples, respectively [8,9]. In
the Canadian study specimens of children and adults were
tested. Specimens positive for other respiratory viruses
were excluded. The French study examined samples of
children below five years of age. Three of the nine hBoV
DNA positive children (33.3 %) were coinfected with RSV.

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/109

In order to better understand the epidemiological pattern
of hBoV infections and to analyze its clinical relevance,
further studies on larger groups of patients are necessary.
Therefore, we retrospectively tested nasopharyngeal aspi-
rates of patients from the University of Wiirzburg Chil-
dren's Hospital, Germany for the presence of hBoV DNA.

Methods

Samples

The samples tested for hBoV infection consisted of stored
nasopharyngeal aspirates (NPA) that were sent by the
University of Wiirzburg Children's hospital for screening
of respiratory viruses from January 2002 to September
2005. On arrival in the viral diagnostic laboratory, the
samples were routinely tested for the presence of respira-
tory virus antigens with an immunofluorescence assay
(Respiratory Panel IFA Kit, Chemicon). The screening rea-
gent of the kit detects antigens of adenoviruses, influenza
viruses A and B, parainfluenza viruses 1 - 3, and RSV.
NPAs showing positive reactions with the screening rea-
gent were further studied by IFA using the seven single
monoclonal antibodies contained in the screening rea-
gent. Remaining NPA material was stored at -20°C until
further testing for hBoV DNA. In addition to the samples
from 2002 - 2005, a small number of samples (n = 17)
from 1997 - 2001 were also available for retrospective
testing. The study was carried out in compliance with the
Helsinki declaration and was approved by the ethics com-
mittee of the medical faculty at the University of Wiirz-
burg.

hBoV PCR and sequencing

DNA was extracted from 200 pl of the NPA samples using
the High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Mannheim,
Germany) according to the instructions of the manufac-
turer. The elution volume was 50 pl. Amplification of
hBoV DNA was performed with the NP-1 primers
BoV188F (GAGCTCTGTAAGTACTATTAC) and BoV542R
(CTCTGTGTITGACTGAATACAG) described by Allander
[3] using the HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen,
Hilden, Germany). PCR reactions were carried out in a 50
pl volume consisting of 5 pl extracted DNA, 1x Qiagen
HotStar buffer, ANTPs at a final concentration of 200 uM
each, 200 pmol of each primer, and 1.5 U of Taq Polymer-
ase. The cycling conditions were 50 cycles (94°C 30 s,
53°C 40 s and 1 min at 72°C) after a preheating step of
10 min at 95°C.

After amplification, PCR products were visualized by
staining with ethidium bromide on agarose gels. A PCR
reaction was considered as positive when a band of the
expected size (354 base pairs) was visible. To confirm the
sequence specificity, all PCR products from positive reac-
tions were sequenced completely in both directions using
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Big Dye terminator chemistry and the ABI Prism 3100
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).

General laboratory procedures to prevent PCR contamina-
tion were strictly adhered to. One negative control was
extracted and amplified for every five NPA samples. All
negative controls were found to be negative for hBoV
DNA. A plasmid containing the PCR product cloned in
the vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) was used as posi-
tive control. The sensitivity of the hBoV assay was approx-
imately 10 copies per reaction.

Results

From January 2002 to September 2005, 901 nasopharyn-
geal aspirates (NPA) of 786 hospitalized infants and chil-
dren with febrile respiratory tract diseases were received
for viral diagnostic evaluation. The median age of the
patients was 1.6 years (mean age 3.4 years; range 12 days
- 16 years), and 59 % were boys. The seasonal distribu-
tion of all samples is shown in Figure 1. Because of insuf-
ficient volume of the stored material, 66 samples had to
be excluded from the retrospective testing of hBoV DNA.
The median age and the seasonal distribution of the hos-
pitalization were not significantly different between the
patients with and without sufficient NPA sample volume.

By routine immunofluorescence testing for antigen of res-
piratory viruses, a positive diagnosis was obtained for 357
(39.5 %) of the NPA samples. RSV (n = 158; 17.4 %) and
influenza A virus (n = 98; 10.9 %) were most frequently
found. Further details are shown in Table 1. Coinfections
with two or more viruses were detected in 7 of the cases
using the antigen assay.

Of the 835 NPAs tested for hBoV DNA, 87 (10.3%) sam-
ples were found to be positive by PCR and subsequent
sequencing. The male to female ratio of the hBoV positive
infants and children (59.8 % boys) was similar to the ratio
in the population tested. Their median age was 1.8 years
(mean 2.0 years; range 18 days - 8 years). The age distri-
bution of the hBoV positive patients and of the RSV, ade-
novirus and influenza A virus positive children for
comparison is shown in Figure 2. Median ages were signif-
icantly different for these four infectious agents, except for
the comparison between influenza A and adenovirus
infections (Table 2). While infections with RSV peaked
during the first six months of life (median 0.7 years), most
hBoV infections (n = 52; 59.8 %) occurred at the age of 1
- 3 years. Infections with influenza A virus were more
evenly distributed over a wider age range (median 2.7
years).

Infections with hBoV were found year-round, though
most occurred in the winter months (Figure 1). The shape
of the curves of the total number of NPA samples received

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/109

and of the hBoV positive samples appeared to be almost
in parallel. There were no significant differences between
the yearly frequencies of hBoV positive results between
2002 and 2005 (Table 3). In 17 samples that were availa-
ble from before 2002, HBoV was retrospectively found in
3 samples, two from 1998 and one from 2001.

In 34 (39.1 %) of the hBoV positive infants and children,
coinfections with other respiratory viruses were present,
most frequently with RSV (n = 14) followed by influenza
A (n = 9). The percentage distribution of the coinfecting
agents among the hBoV positive samples was similar to
the distribution of these agents in the total population
(Table 1).

Sequence determination of the hBoV PCR products (NP-1
region of the genome) revealed high identity (99 %)
between the nucleotide sequences obtained in different
years and in comparison to the Swedish viruses ST1 and
ST2.

Clinical data were available for 63 of the 87 hBoV positive
NPAs. The patients suffered from upper and/or lower res-
piratory tract diseases (Table 4). Associations between all
hBoV infections and distinct clinical manifestations were
not apparent. Because of the retrospective nature of the
study and because clinical data for the hBoV negative sam-
ples were not obtained, a statistical analysis of this aspect
was not possible. When the clinical diagnoses of the chil-
dren with and without coinfections with other respiratory
pathogens were compared, pneumonia was found more
often in the group of children without coinfections (Table
4). This association was borderline significant (p = 0.044
by Fisher's exact test).

Discussion

We found hBoV DNA in 10.3 % of NPA samples obtained
from infants and children with respiratory tract diseases
during the years 2002 to 2005 in the region of northern
Bavaria in Germany. This is the highest frequency
reported so far. To our knowledge, there have been five
previous reports on hBoV infections, the original report
from Sweden with a frequency of 3.1 %, and reports from
Australia, Japan, Canada and France with frequencies of
5.6 %, 5.7 %, 1.5 %, and 3.4 %, respectively. In our study,
hBoV infections were almost as frequently found as infec-
tions with influenza A virus, the second most common
respiratory infection, and they were considerably more
frequent than infections with influenza B, parainfluenzae,
and adenoviruses. However, in contrast to the PCR
method used for hBoV detection, the other respiratory
viruses in our study were examined by IFA. When compar-
ing the detection frequencies, this difference in detection
methods has to be taken into consideration. In general,
PCR assays are more sensitive than antigen detection
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Temporal distribution of hBoV infections. Temporal distribution of the hBoV DNA positive NPAs compared with the
total number of NPAs received and with the total number of positive results by immunofluorescence staining for antigen of
respiratory viruses (RSV, influenza A/B, parainfluenza 1/2/3, adenoviruses).

Table I: Frequency of detection of respiratory viruses and of hBoV in NPA samples

Total population n Positive results n Males

Results of IFA testing for viral 901 59.0 %
antigen
Total positive results by IFA 901 357 (39.5 %) 55.5%

* RSV 901 158 (17.4 %) 525%

* Influenza A 901 98 (10.9 %) 57.1'%

* Adenovirus 901 53 (5.9 %) 62.3 %

* Parainfluenza 1/2/3 901 39 (43 %) 48.7 %

* Influenza B 901 16 (1.8 %) 50.0 %

* Coinfections 901 7 (0.8 %) 14.3 %
Results of hBoV PCR 835 87 (10.3 %) 59.8 %
hBoV positive with coinfections 87 34 (39.1 %) 58.8 %

* with RSV 87 14 (16.1 %)

* with influenza A 87 9 (10.3 %)

* with adenovirus 87 9 (10.3 %)

* with parainfluenza 1/2/3 87 I (1.1 %)

* with influenza B 87 I (1.1 %)
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Figure 2

Age distribution of hBoV infections. Age distribution of hBoV infected children compared with the age distribution of chil-

dren infected with RSV, influenza A, or adenoviruses.

methods [10]. Therefore, it is likely that the true preva-
lence of the respiratory viruses that were analyzed by IFA
is actually higher than here reported.

There are several possible explanations for the higher fre-
quency of hBoV infections observed in our study com-
pared to the previous reports. Firstly, the difference may
be due to an increased sensitivity of our PCR assay. In all
previous studies as well as in ours, single round hot-start
PCRs have been employed to detect hBoV DNA. However,
the assays vary in the number of PCR cycles performed (35
cycles [3,7-9]; 45 cycles [6]; 50 cycles (present study)).

Table 2: Median age of patients with viral respiratory tract infections

Depending on the assay optimization, 35 cycles may not
be sufficient to detect weakly positive samples. In addi-
tion, data on the assay sensitivity were not provided in
either of the previous studies. Using a plasmid control, we
were able to show that our assay regularly detects approx-
imately 10 copies of hBoV DNA per reaction. In order to
obtain information on the amount of hBoV DNA present
in the NPAs and in other secretions, a real-time PCR assay
is currently under development.

A second potential reason for differing infection frequen-
cies between studies may be due to regional and temporal

p-values' for groupwise comparison

Infection with n Median age RSV Adeno Influenza A
hBoV 87 1.8 p <0.0001 p = 0.0046 p = 0.0031
RSV 158 0.7 p <0.0001 p < 0.0001
Adenovirus 53 2.7 p=08
Influenzavirus A 98 24
Iby Mann-Whitney-test
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Table 3: Seasonal frequency of hBoV infections

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/6/109

Period!

NPA samples tested n

hBoV positive NPAs n (%)

Jan 02 — June 02
July 02 — June 03
July 03 — June 04
July 04 — June 05
July 05 — Sep 05

59

159
169
405
43

7 (11.9%)
19 (11.9%)
19 (11.2%)
36 (8.9%)
6 (14.0%)

'Observation periods were chosen from summer to summer whenever possible in order to include the complete winter season

differences in the incidence of hBoV infection. In contrast
to the previous reports, which have studied samples from
only one or two winter seasons, the NPAs in our studies
have been collected during four consecutive years. In gen-
eral, seasonal differences of sample acquisition may
account for varying incidence numbers. In our study, for
example, proportions of influenza A, parainfluenza 3, and
adenovirus infections were considerably different
between winter seasons (data not shown). However, this
was not the case for hBoV infections. In four consecutive
winter seasons, we observed a similar frequency of
approximately 10 %. Therefore, seasonal variation is
unlikely to account for the observed high frequency of
hBoV infections in our study population. So far, hBoV has
been detected in Sweden, Australia, Japan, Canada,
France, and Germany, and it appears that hBoV has a
worldwide distribution. It remains to be determined how
incidence numbers are influenced by regional aspects.

Thirdly, the higher frequency observed in our study may
be related to different patient populations. Children hos-
pitalized for respiratory tract diseases were included in all
studies published so far [3,6-9]. Two studies additionally
examined adults and outpatients [6,8]. While three stud-
ies as well as ours included patients with upper and/or
lower respiratory tract disease [6,8,9], two studies focused
on patients with lower respiratory tract diseases [3,7].

Thus, it is difficult to compare patient populations in the
hBoV studies.

In agreement with the previous reports [3,6-9], sequenc-
ing of the PCR products in the NP-1 region revealed a
nucleotide identity of more than 99 % between different
samples. This was also true for the two hBoV DNA positive
samples from 1998. Although much more sequence infor-
mation on hBoV will be required, the data available so far
indicate that hBoV may be a highly conserved virus.

The age distribution of hBoV infections found in our
study is similar to previous reports [3,6-9]. Most hBoV
infections occurred between 6 months and 3 years of age.
This distribution is compatible with protection from
infection by maternal antibodies in the first year of life.
Future studies of the seroprevalence of hBoV antibodies in
different age groups will shed light on this issue.

Analysis of a potential association between hBoV infec-
tion and clinical manifestations is limited by the retro-
spective nature of our study, by the high number of
double infections, and by the fact that clinical informa-
tion was obtained only for hBoV positive patients. How-
ever, it seems that there is no obvious association between
hBoV infection and a distinct clinical manifestation.
Instead, a broad spectrum of both upper and lower respi-

Table 4: Clinical manifestations in 63 hBoV DNA positive infants and children with and without coinfections'

Diagnosis at discharge from hospital

n with coinfection n without coinfection total n (%)

Upper respiratory tract disease (rhinitis, otitis media, tonsillitis, pharyngitis, 12 13 25 (39.7 %)
laryngotracheitis, apnoic spells)
Lower respiratory tract disease (total) 8 24 32 (50.8 %)
* bronchitis 3 7 10 (15.9 %)
* wheezing bronchitis 4 5 9 (14.3 %)
* bronchiolitis 0 2 2(32%)
* pneumonia I 102 I (17.5 %)
Febrile seizures 3 3 6 (9.5 %)
IClinical information was available for 63 of the 87 hBoV DNA positive samples
2p = 0.044 by Fisher's exact test
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ratory tract diseases was observed. When clinical diag-
noses of hBoV DNA positive patients with and without
coinfections were compared, pneumonia was found more
frequently in children without coinfection. However, this
association of borderline significance (p = 0.044) should
be regarded with caution because of small numbers. If
pneumonia was caused by hBoV infection, it is unclear
how a coinfection could result in a less frequent manifes-
tation of this disease.

The assumption in the first description of hBoV, that this
virus might be an etiologic agent of respiratory tract dis-
ease, was based on the fact that hBoV infections were
found significantly more often in samples negative for
other respiratory viruses. However, with coinfection rates
ranging fom 33.3 % to 55.6 %, these findings were neither
confirmed by the other studies that analyzed coinfections
[6] nor by us. The true number of coinfections in our
study is probably even higher than the reported 39.1 %,
because antigen-based methods were used for screening of
respiratory viruses other than hBoV, and because several
respiratory pathogens such as coronaviruses, rhinoviruses,
enteroviruses and the human metapneumovirus were not
tested for. On the basis of the considerable number of
coinfections, one might argue that hBoV is an aggravating
factor of respiratory diseases, an innocent bystander that
is just detected by chance, or a persisting virus that is reac-
tivated by the inflammatory process.

Thus, it is uncertain at present, if hBoV is indeed an etio-
logic agent of respiratory tract (or other) diseases. Several
viruses detected by molecular biology methods in recent
years are still in search for a relevant clinical disease
[11,12]. If hBoV has to be added to this list remains to be
determined.

Conclusion

HBoV is frequently found in NPAs of hospitalized chil-
dren with acute respiratory tract diseases. Proving the clin-
ical relevance of hBoV is challenging, because application
of some postulates of Koch is not possible. Because of the
high rate of coinfections with hBoV and other respiratory
pathogens, an association between hBoV and respiratory
tract diseases remains unproven.
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The human bocavirus (hBoV) was first described in 2005 in respiratory tract samples. The clinical relevance
of hBoV is still unclear. The aim of our study was to establish a real-time PCR assay for the detection and
quantification of hBoV DNA, to apply the real-time assay for the analysis of stool and serum samples for the
presence of hBoV DNA, and to perform a phylogenetic analysis of the hBoV positive samples. A total of 834
nasopharyngeal aspirates (NPA), 10 serum samples, and 31 stool samples of children with acute respiratory
diseases were retrospectively tested. For phylogenetic analysis, 968 bp of the VP2 gene were sequenced from 69
hBoV-positive NPA samples. The qualitative results of the real-time hBoV PCR were in good agreement with
a conventional hBoV PCR. We found that 12% of the NPA were positive for hBoV DNA. The median viral load
in the NPA was 4.9 X 10° copies/ml (range, 2.7 X 10° to 1.5 x 10" copies/ml). There was no difference of the
hBoV load in NPA between children with or without known coinfection, but the load was significantly higher in
children with bronchitis than in children with the diagnosis of febrile seizures. hBoV DNA was found in 1 of 10
serum samples and in 14 of 31 stool samples. hBoV sequence identity was >99% in the VP2 region. In conclusion,
hBoV DNA can be found in NPA samples at very high titers. In addition to being found in the respiratory tract,

hBoV was found in stool samples. The clinical relevance of these findings remains to be determined.

Respiratory tract infections are caused by a broad spectrum
of microbial agents, mostly viruses. The classical spectrum of
respiratory viruses includes influenza virus A and B, parainflu-
enza viruses, adenoviruses, respiratory syncytial virus (RSV),
rhinoviruses, and coronaviruses. In recent years, the use of
molecular biology methods led to the discovery of the human
metapneumovirus, several coronaviruses (SARS, NL63, and
HKU1), and the human bocavirus (hBoV) in respiratory tract
specimens (1, 7, 25). hBoV is the first known human pathogen
in the genus Bocavirus within Parvoviridae (21).

Since its first description in 3.1% of 540 Swedish children
with lower respiratory tract disease (1), hBoV has been re-
ported worldwide with frequencies ranging from 1.5 to 18.3%
in respiratory samples, mostly from children (2, 3, 5, 9, 10, 14,
18, 24). hBoV has been found in patients with a broad variety
of both upper and lower respiratory tract diseases and, in
several studies, a large number of coinfections with other re-
spiratory pathogens have been reported (1, 5, 6, 9, 15, 18, 24).
Thus, at present it is still unclear whether hBoV is a relevant
respiratory pathogen or whether it is only an innocent by-
stander.

The data available thus far on hBoV phylogeny indicate that
there is only limited genetic variation between different hBoV
strains. Sequences of PCR products located in the NP-1 region
have generally shown nucleotide identity of >98% (1-3, 6, 9,
11, 14, 15, 18). However, sequence heterogeneity in the VP1/
VP2 region appears to be greater than in the NP-1 region (1,
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11). Therefore, a detailed analysis of hBoV phylogeny in the
VP1/VP2 region should provide further knowledge on hBoV
DNA variation.

The initial studies on hBoV infections have used conven-
tional single-round PCR for hBoV detection, frequently ac-
cording to the method originally described by Allander et al.
(1). In order to facilitate hBoV DNA analysis and to quantify
hBoV DNA in clinical samples, we designed a real-time PCR
assay. In the present study, we describe the evaluation of the
hBoV real-time PCR and its application for the detection of
hBoV DNA in nasopharyngeal aspirates (NPA). In addition,
we studied stool and serum samples of hBoV-infected children
with the real-time assay in order to investigate which body
compartments are affected by hBoV infection in addition to
the respiratory tract. Furthermore, we sequenced the VP2
gene of hBoV-positive samples with the aim of analyzing the
molecular phylogeny of hBoV infections.

MATERIALS AND METHODS

Samples. The samples tested for hBoV infection consisted of unselected
stored NPA that were originally received between April 1998 and September
2005 from the Children’s Hospital of the University of Wiirzburg for screening of
respiratory viruses. All samples had been tested for the presence of antigens of
adenoviruses, influenza viruses A and B, parainfluenza viruses 1 to 3, and RSV
by immunofluorescence assay and for the presence of hBoV DNA by a qualita-
tive hBoV PCR as described previously (24). In addition, archived stool and
serum samples of children with positive hBoV DNA in NPA samples were also
tested if they were obtained no longer than 16 days before or after the NPA. All
samples had been stored at —20°C or below until hBoV testing. The study was
carried out in compliance with the Helsinki declaration and was approved by the
ethics committee of the medical faculty at the University of Wiirzburg.

Qualitative hBoV PCR. DNA was extracted from 200 pl of the NPA and serum
samples using the HighPure viral nucleic acid kit (Roche, Mannheim, Germany)
and from 140 pl of stool suspensions using the QIAamp viral RNA minikit
(QIAGEN, Hilden, Germany). As shown previously, the viral RNA minikit can
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TABLE 1. Primer and probes used for the amplification of hBoV

Primer or

probe? Sequence (5'-3") Gene Position” Polarity Purpose

BoV188F* GAGCTCTGTAAGTACTATTAC NP-1  2351-2371 + Qualitative PCR
BoV542R* CTCTGTGTTGACTGAATACAG NP-1  2704-2684 - Qualitative PCR
BoV2391s GCACAGCCACGTGACGAA NP-1  2391-2408 + Real-time PCR
BoV2411s-TM  6FAM-TGAGCTCAGGGAATATGAAAGACAAGCATCG-TMR® NP-1  2411-2441 + Real-time PCR
BoV2466a TGGACTCCCTTTTCTTTTGTAGGA NP-1  2466-2443 - Real-time PCR
BoV3885s ACAATGACCTCACAGCTGGCGT VP-2  3885-3906 + Phylogenetic analysis
BoV4287s CAGCCAGCACAGGCAGAATT VP-2  4287-4306 - Phylogenetic analysis
BoV4456a TCCAAATCCTGCAGCACCTGTG VP-2  4456-4435 + Phylogenetic analysis
BoV4939a TGCAGTATGTCTTCTTTCTGGACG VP-2  4939-4916 - Phylogenetic analysis

“ Primer described by Allander et al. (1).

® According to GenBank accession number DQ000495.

¢ With 6-carboxyfluorescein (6FAM) as a fluorescent marker and TAMRA (TMR) as a fluorescent quencher.
be used for the simultaneous extraction of RNA and DNA (16, 23). In excep- RESULTS

tional cases when the volume of the archived samples was otherwise insufficient,
less than the stated starting material was used for the extraction procedures.
Both kits were used according to the instructions of the manufacturers. The
elution volume of the extractions was 50 pl in case of the NPA and serum
samples and 60 pl for the stool samples.

Amplification of hBoV DNA by conventional qualitative PCR was performed
with the NP-1 primers BoV188F and BoV542R (Table 1) (1). Reaction condi-
tions and cycling parameters have been described previously (24). Briefly, the
PCR was carried out using HotStarTaq DNA polymerase (QIAGEN), and the
cycling conditions were 50 cycles (94°C for 30's, 53°C for 40 s, and 1 min for 72°C)
after a preheating step of 10 min at 95°C. Positive PCRs by agarose gel electro-
phoresis were sequenced for the confirmation of sequence identity. The lower
limit of detection with 95% probability was determined to be 11.7 copies/reaction
(95% confidence interval, 8.5 to 21.7 copies/reaction) by probit analysis.

Real-time hBoV PCR. Primers and probe for the real-time PCR were selected
by Primer Express 2.0 software (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) from
the region of the NP-1 gene that was used for the qualitative PCR. Sequencing
of 83 hBoV-positive samples as well as data from the literature (1) had revealed
high sequence conservation in this region. The sequences of the primers
(BoV2391s and BoV2466a) and of the dual-labeled probe (BoV2411s-TM) used
for the real-time PCR are presented in Table 1. Blasting of primers and probe
against GenBank to exclude unspecific binding did not reveal any significant
homologies with other organisms.

The real-time PCR was carried out in a final volume of 20 pl consisting of 5
wl of extracted DNA, primers, and probe at a final concentration of 200 nM each,
and 1X Quantitect probe master mix (QIAGEN). Amplification was performed
on an ABI7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, Darmstadt, Ger-
many). The cycling conditions were 50 cycles with 30 s at 95°C and 60 s at 60°C
after a preheating step of 15 min at 95°C.

The plasmid pBoV1 containing the PCR product of the qualitative PCR in the
vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) was used as a positive
control and for the standard curve. Viral loads were calculated from the thresh-
old cycle (Cy) values of the individual samples with respect to the standard curve.
To minimize background fluorescence, the baseline was set two cycles below the
first logarithmic amplification cycle.

General laboratory procedures to prevent PCR contamination were strictly
adhered to. One negative control was extracted and amplified for every five NPA
samples. All negative controls were found to be negative for hBoV DNA.

Phylogenetic analysis of the VP2 gene. Positive hBoV samples were amplified
with the two overlapping primer pairs BoV3885s-BoV4456a and BoV4287s-
BoV4939a (Table 1). The PCR was carried out using HotStarTaq DNA poly-
merase (QIAGEN) with the following cycling conditions: 95°C for 12 min,
followed by 52 cycles of 94°C for 30 s, 57°C for 30 s, and 72°C for 30 s, with a final
elongation step at 72°C for 7 min. Positive PCRs were sequenced in both direc-
tions using BigDye terminator 3.1 chemistry and the ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). The sequences were aligned by CLUSTAL W, and a topology tree
was constructed with MEGA version 3.1 (12) by using the Kimura two-parameter
estimation to generate the nucleotide distance matrix. To evaluate the phyloge-
netic relevance, bootstrapping analysis with 1,000 replicates was performed by
the neighbor-joining method and the p-distance parameter.

Statistical analysis. Statistical analysis was carried out by using GraphPad
Prism version 3.0c for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA) and SPSS
version 13.01 for windows (SPSS, Chicago, IL).

26

Validation of the quantitative real-time PCR. In order to
validate the quantitative real-time PCR, the linearity of the
assay, the lower limit of detection, intra-assay and interassay
variation, and the specificity of the assay were all investigated.
The curve was linear over the range from 3.8 X 10 to at least
3.8 X 10® copies/reaction. For standard curves of 17 indepen-
dent runs, the mean value of the slope was —3.56 with a
standard deviation of 0.1. The mean of the coefficient of cor-
relation was 0.993, with a standard deviation of 0.006.

The lower limit of detection was determined by using probit
analysis. It was based on three independent runs with a total of
24 replicates at the dilutions 37.5, 18.8,15.0, 9.4, 7.5, 3.8, 3.0,
1.5, 0.8, and 0.4 copies/reaction. A concentration of 14 copies/
reaction (95% confidence interval, 10 to 26 copies/reaction)
was detectable with 95% probability (data not shown). This
corresponds to a lower limit of detection of 700 copies per ml
of starting material (serum or NPA).

The reliability of the real-time PCR was assessed by analyz-
ing the intra-assay and interassay variation (Table 2). The
intra-assay coefficient of variation of the C, values for three
replicates was 2.6% or lower for standard concentrations of 3.8 X
108 to 3.8 X 10°. The interassay coefficient of variation of a
run control (nominal concentration, 3.8 X 10°) that was regu-
larly included in each run was 15.21% (data not shown).

To test the primers and probe for unspecific binding, sam-
ples known to be positive for parvovirus B19 and adenovirus
DNA were tested in the hBoV real-time PCR assay. All sam-
ples were negative in the hBoV assay.

TABLE 2. Intra-assay variation of the hBoV real-time PCR assay
for different concentrations of the plasmid pBoV1

Cr

No. of

copies/ Value for replicate:

reaction Mean SD CV (%)*

1 2 3

38 E + 08 12.82 12.37 12.19 12.46 0.32 2.60
38 E + 07 15.94 15.90 15.93 15.92 0.02 0.13
38 E + 06 19.19 19.17 19.08 19.15 0.06 0.31
38 E + 05 22.60 22.62 22.62 22.61 0.01 0.05
38 E + 04 26.02 25.97 26.03 26.01 0.03 0.12
38 E + 03 29.41 29.47 29.20 29.36 0.14 0.48

“ CV, coefficient of variation.
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TABLE 3. Comparison of qualitative and real-time PCR
for hBoV DNA

Qualitative PCR result”

Real-time

PCR result Positive Negative Total
Positive 87 (84) 13 (20) 100 (104)
Negative 3(6) 731 (724) 734 (730)
Total 90 (90) 744 (744) 834 (834)

¢ Values indicate the number of final results obtained after retesting discor-
dant samples. For details, see the text. The numbers in parentheses indicate the
results from the initial testing.

Quantitative real-time PCR of NPA. For clinical evaluation
of the hBoV real-time PCR, 11 samples from the period of
1998 to 2001 and 823 samples from 2002 to September 2005
NPA that had previously been tested by the conventional qual-
itative hBoV DNA (24) were retested with the real-time assay.
A total of 84 samples were positive, and 724 samples were
negative with both assays (Table 3). Discordant results in initial
testing were obtained for 26 samples. All discordant samples
were retested twice with both assays. An initially discordant
sample was regarded as positive for the qualitative or real-time
PCR assay, if at least two of the three results obtained with the
assay were positive. After retesting, 16 samples remained with
discordant results. In order to resolve the discrepancies, the
discordant samples were further tested using the two primer
pairs designed for the phylogenetic analysis VP2. In all samples
positive only by real-time PCR, hBoV DNA was amplified by
at least one additional primer pair, thus confirming the positive
real-time PCR result. One of the three samples positive only by
conventional PCR was confirmed by the additional primer
pairs. Overall, the frequency of hBoV detection in our patient
population increased from 10.8 to 12.0% with the real-time
PCR assay. However, the proportions of positive results ob-
tained with the two methods were not significantly different
(P = 0.44 [chi-square test]).

The median value of the viral load of all hBoV-positive NPA
samples in the real-time PCR assay was 4.9 X 10° copies/ml
(range, 2.7 X 10° to 1.5 X 10" copies/ml). The median viral
load of the samples that were positive only in the real-time
PCR was 1.4 X 10* copies/ml, which was significantly lower
than the median viral load of the samples that were positive in
both assays (P < 0.0001 [Mann-Whitney test]).

Because it was found previously that a large number of
hBoV DNA-positive children were coinfected with other re-
spiratory pathogens [RSV, adenovirus, influenza virus A/B,
parainfluenza virus 1/2/3(24)], viral loads in NPA samples of
children with coinfections were compared to viral loads of
children without detectable coinfection. Of the children posi-
tive for hBoV DNA with the real-time PCR assay, 41% (n =
41) were found to be coinfected with RSV (n = 16), adenovi-
ruses (n = 13), influenza A virus (n = 9), parainfluenza viruses
(n = 4), or influenza B virus (n = 1), including two triple
infections of RSV, parainfluenza virus 3, and hBoV. The hBoV
loads in the NPA samples of these children and in the NPA
samples of children without coinfection are presented in Fig. 1.
Median values between both groups were not significantly dif-
ferent (median with coinfection = 4.3 X 10° copies/ml; median
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FIG. 1. Viral load in NPA of children with or without respiratory
coinfections. In addition to hBoV DNA, all samples were tested for
antigens of RSV, influenza virus A/B, adenoviruses, and parainfluenza
viruses 1 to 3 by immunofluorescence assay. Median values are indi-
cated by horizontal bars.

without coinfection = 4.5 X 10* copies/ml; P = 0.759 [Mann-
Whitney test]).

In order to examine possible indications for an association of
hBoV with clinical disease, the viral loads in NPA samples
were compared with respect to the final clinical diagnosis (Fig.
2). A broad range of viral loads was observed in most of the
disease groups. The median values of the hBoV loads were
significantly different between the NPA of children with bron-
chitis and febrile seizures (P = 0.0195 by Kruskal-Wallis anal-
ysis with Dunn’s post test). The lowest median of viral loads
was found in children with febrile seizures, whereas the highest
median was observed in children with bronchiolitis. However,
the number of hBoV DNA-positive children with bronchiolitis
was small (n = 2). Coinfections were not identified in these two
children.

hBoV PCR of serum and stool samples. For some of the
patients with hBoV-positive NPA samples, archived stool and
serum samples from the same hospitalization episode were
available. These samples were also tested by hBoV real-time
PCR. One of ten serum samples was weakly positive for hBoV
DNA (<700 copies/ml). The serum sample was received on the
same day as the hBoV-positive NPA sample. Of 31 stool sam-
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T OL0N0 s . o pneumonia
g_ 1.0x10% - “aa bronchitis®
7 N 122 e
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g Lostos] ", L : » wheezing bronchitis
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> Lox10 o e
1.0x10'4 . .
1.0x10°

disease pattern

FIG. 2. Bocavirus load in NPA according to the clinical diagnosis.
The median values (horizontal bars) were 4.3 X 10° copies/ml for
upper respiratory tract disease (URTD), 4.0 X 10* copies/ml for pneu-
monia, 7.1 X 10* copies/ml for bronchitis, 1.6 X 10° copies/ml for
bronchiolitis, 2.1 X 10? copies/ml for febrile seizures, 9.3 X 10* cop-
ies/ml for wheezing bronchitis, and 4 X 10* copies/ml for all NPA. The
bocavirus load difference between the NPA of children with bronchitis
and febrile seizures was statistically significant as determined by
Kruskal-Wallis analysis and Dunn’s post test (indicated by superscript
a; P = 0.0195).
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FIG. 3. Comparison of hBoV loads in NPA according to the hBoV
status of stool samples from the same patients. Median values as
indicated by horizontal bars were significantly different between the
two groups (P < 0.001 [Mann Whitney test]).

ples tested, 14 (45.2%) were found to be positive for hBoV
DNA. Inhibition of the hBoV-negative stool samples was ex-
cluded by spiking experiments with hBoV plasmid DNA (data
not shown). In order to determine factors associated with the
presence of hBoV DNA in stool samples, the hBoV load in
NPA was analyzed according to the hBoV status of the stool
samples (Fig. 3). The median viral load of hBoV in NPA was
significantly higher in children with hBoV-positive stool sam-
ples than in children with negative hBoV DNA stool samples
(7.2 X 10°copies/ml versus 1.3 X 10° copies/ml; P < 0.001
[Mann-Whitney test]). An association of the hBoV DNA de-
tection in stool samples and the time span between the acqui-
sition of the NPA and stool samples was not apparent (data not
shown).

Phylogenetic analysis of hBoV-positive samples. In order to
investigate the divergence of hBoV genomes, we sequenced
968 bp of the VP2 gene (nucleotides 465 to 1432) from 69
hBoV-positive NPA samples. Overall, there was high nucleo-
tide identity of >99% between all hBoV sequences. Neverthe-
less, the phylogenetic analysis resulted in two clusters of se-
quences with a bootstrap value of 99% (Fig. 4). Overall, 34 of
the 968 nucleotide positions were variable, with 93% transi-
tions and 7% transversions. Most of the nucleotide variations
were conservative. Thus, at the amino acid level, there was
99.7% sequence identity. No apparent association was ob-
served between phylogenetic clustering and seasonal distribu-
tion or disease manifestation (data not shown).

DISCUSSION

Following the first description of the hBoV by Allander et al.
(1), several reports have confirmed the presence of hBoV
infections in patient populations from different continents,
suggesting that hBoV is a virus of worldwide distribution (3, 6,
8, 10, 18, 19, 24). The initial studies on hBoV infections have
used conventional PCR methods with agarose gel electro-
phoresis. In order to improve the diagnostic tools for hBoV
detection, we have established a real-time PCR method. In our
validation experiments, this assay proved to be sensitive, spe-
cific, and reliable for hBoV DNA amplification, and quantifi-
cation was possible over a broad linear range. In comparison to
the conventional PCR method used previously (24), the sensi-
tivities determined by probit analysis of both assays were very
similar. When NPA samples of children with respiratory tract
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diseases were retested with the real-time assay, slightly more
samples than with the conventional PCR method were posi-
tive, and the frequency of hBoV detection in our patient pop-
ulation increased from 10.8 to 12.0%. However, this difference
was not significant. Because the amplified PCR fragment in the
real-time PCR is shorter than in the conventional PCR (76 bp
versus 354 bp), the real-time PCR may appear more sensitive
when extracted DNA from the patient samples is fragmented.

One other study using real-time PCR and probe detection
for hBoV amplification has been published thus far (13). Lu et
al. established two real-time PCR assays with primers and
probes located in the NS1 and in the NP-1 region. Sensitivity,
amplification efficiency, and reproducibility were similar to the
data obtained with our assay. A total of 1,178 throat swab
samples from Thai patients with pneumonia were analyzed
with their assay. Most of the samples contained only low copy
numbers of hBoV DNA as judged by the C; values. However,
a thorough quantitative analysis and a comparison of different
disease groups was not performed by Lu et al. (13).

The frequency of hBoV infections in our population remains
one of the highest reported thus far and is similar to the 11.3%
positive samples in a study from Korea (5). Several other
studies have described frequencies ranging from 1.5 to 18.3%
(2,3,5,9, 10, 14, 18, 24). Differences in the positivity rate for
hBoV DNA may be accounted for by different patient charac-
teristics and seasonal and geographical variation. In addition,
the results may be influenced by the sensitivity of the hBoV
PCR assays used. Because information about this aspect has
been provided only in two studies (13, 15), it is not possible at
present to estimate how much the reported detection frequen-
cies for hBoV DNA may be affected by assay sensitivity.

Real-time PCR provides the possibility of quantification of
DNA copies per reaction with reference to a standard curve. In
contrast to serum or plasma, calculation of a viral load in the
original patient sample is only of limited value for NPA be-
cause of technical variations in the sample acquisition proce-
dure. For example, the volume of the NPA on arrival in the lab
ranged approximately from 0.5 and 10 ml. Although this
should be borne in mind, the observed viral loads in patient
samples differed by a factor of 10%, a range much larger than
could be accounted for by variation in NPA volumes obtained.

Surprisingly, the median values of the bocavirus loads in
NPA of children with or without known coinfection with other
viral pathogens were almost identical. This is in contrast to the
situation with coronavirus NL63. In children who were only
infected with NL63, the viral load for NL63 was significantly
higher than in children who were coinfected with NL63 and
other viruses (22). With the limitation that additional coinfec-
tions remained undetected in our study because antigen-based
methods were used for screening of respiratory viruses other
than hBoV, and because several respiratory pathogens such as
coronaviruses, rhinoviruses, enteroviruses, and the human
metapneumovirus were not tested for, our data do not indicate
that hBoV replication is influenced by the presence of other
respiratory viruses. Also, the finding of comparatively low viral
loads in NPA of more than half of the children without coin-
fection does not support the assumption that hBoV causes
respiratory disease in these children.

Thus, whether hBoV is associated with clinical manifesta-
tions or is merely an innocent bystander is still an unresolved
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question. Based on the hypothesis that high viral loads may be
an indication of pathogenic relevance, we compared the hBoV
load in NPA according to the final diagnosis. A broad range of
viral loads, including values of 10® copies/ml and higher, was
observed for children with upper respiratory tract disease,
pneumonia, bronchitis, and wheezing bronchitis. In contrast, in
children with febrile seizures and without prominent respira-
tory findings the highest viral load was only about 10° copies/
ml, and the median of 2.1 X 10° copies/ml was the lowest of all
groups. High viral loads were observed in the two children with
bronchiolitis. However, because of the small number these
results should be interpreted with much caution until more
data from children with bronchiolitis are available. Neverthe-
less, an association between hBoV and bronchiolitis based on
qualitative PCR findings has been indicated in other studies (2,
5,9, 17).

Because hBoV is distantly related to parvovirus B19, a virus
highly viremic for several weeks after primary infection, we
analyzed serum samples of hBoV-infected children for the
presence of hBoV DNA. Only one of ten samples was weakly
positive. However, detection of hBoV in NPA samples is not
proof of a primary infection, and therefore, we may have
missed a viremic phase with the serum samples examined in
the present study. Serological studies to detect hBoV-specific
immunoglobulin M and immunoglobulin G seroconversion will
be necessary to determine the time point of primary hBoV
infection. Once this information is available, elucidation of the
question of whether hBoV is generally viremic or not will
become possible.

hBoV is most closely related to the other two viruses in the
genus Bocavirus, the minute virus of canines (MVC) and the
bovine parvovirus (BPV). MVC and BPV are known to cause
gastrointestinal infections in dogs and calves, respectively (4,
20). Therefore, we also examined available stool samples of
children with hBoV-positive NPA. In contrast to the serum
results, the stool samples were frequently positive for hBoV
DNA (14 of 31 samples). This finding may be explained by
replication of hBoV in gastrointestinal epithelium. The obser-
vation that the hBoV load in the NPA samples of the children
with hBoV-positive stool samples was significantly higher than
the hBoV load in the children with hBoV-negative stool sam-
ples, leads to an alternative explanation for the presence of
hBoV DNA in stool samples. hBoV may be swallowed during
respiratory tract infection and subsequently excreted in the
feces without further replication steps in the gastrointestinal
tract. Whether the hBoV DNA detected in stool samples is
derived from infectious or from degraded virus particles and if
hBoV may be a cause of diarrhea, remains to be determined
once cell culture and animal model systems for hBoV become
available.

Phylogenetic analysis of the hBoV-positive NPA samples in
our study population confirmed previous findings that hBoV is
highly conserved. Although this finding may be biased by the
fact that most studies published thus far have used PCR
screening methods based on the NP-1 sequence, which is
highly conserved, there is currently no evidence that more than
one hBoV genotype exists. In contrast, the sequence variation
both on the nucleotide and amino acid level is considerably
greater for parvovirus B19. Thus, it may be speculated that
hBoV has entered the human population more recently than
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parvovirus B19. Alternatively, the diverse degrees of variation
may be due to different replication strategies.

In conclusion, we have successfully established and used a
real-time PCR assay for the detection of hBoV DNA. Appli-
cation of this assay for quantitative analysis has shown that
hBoV DNA can be found in NPA samples at very high titers.
In addition to the respiratory tract, hBoV was also found in
stool samples. However, the clinical relevance of hBoV infec-
tions remains uncertain both for the respiratory and for the
gastrointestinal tract.
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PROLONGED DETECTION OF HUMAN BOCAVIRUS
DNA IN NASOPHARYNGEAL ASPIRATES OF
CHILDREN WITH RESPIRATORY TRACT DISEASE
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Abstract: Increasing evidence suggests that the recently identified human
bocavirus (hBoV) is a cause of acute respiratory illness. However, the
duration of hBoV shedding from the respiratory tract as demonstrated by
positive hBoV polymerase chain reaction is unclear. We describe the
virologic and clinical characteristics of 6 immunocompetent children with
hBoV persistence in the respiratory tract for up to 4.5 months.
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he human bocavirus (hBoV), a novel member of the Parvo-
viridae, was recently identified by molecular screening meth-
ods in respiratory tract samples of Swedish children.! HBoV is a
virus of worldwide distribution and its DNA has been found by
polymerase chain reaction in 1.5% to 19% of respiratory secretions
from children with acute respiratory tract diseases.” Elucidation of
the clinical relevance of hBoV has been difficult because of a high
coinfection rate of hBoV DNA positive samples with other respi-
ratory viruses.> Furthermore, there are no cell culture systems or
animal models for hBoV. Based on the combination of a high
hBoV load in nasopharyngeal samples (>10* copies/mL) and
concomitant hBoV DNA detection in sera, a model has been
proposed in which hBoV is associated with acute respiratory tract
diseases but persists in the respiratory tract for a longer period of
time than other respiratory viruses after primary infection.® Re-
cently, serological evidence of primary hBoV infection has been
demonstrated in children with acute respiratory tract diseases.**
Although the combined evidence suggests that at least a proportion
of positive hBoV DNA findings in respiratory tract samples is
indicative of hBoV disease associated with primary infection, the
clinical significance of low amounts of hBoV DNA in nasopha-
ryngeal samples is unclear. In a child with acute lymphoblastic
leukemia, hBoV DNA was detected over a period of 6 months
during 5 consecutive febrile episodes.® However, data on the
duration of hBoV DNA shedding in immunocompetent children
are largely unavailable.
To study this aspect, we identified children in whom hBoV
DNA was repeatedly detected in nasopharyngeal aspirates (NPA)
during successive episodes of acute respiratory tract diseases.
Here, we describe the virologic and clinical characteristics of these
patients. They were part of a cohort of children in whom detection
of hBoV DNA by conventional and quantitative real-time poly-
merase chain reaction has been described previously.”® The study
was approved by the ethics committee of the medical faculty at the
University of Wiirzburg.

CASE REPORTS

Case 1. Case 1 describes a 1-year-old boy who was admitted to the
hospital in February 2003 with high fever and signs of respiratory
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tract infection. Pneumonia was diagnosed by chest radiography.
Antigen screening for respiratory viruses (influenza virus A/B,
parainfluenza virus 1/2/3, respiratory syncytial virus [RSV], ad-
enoviruses) by immunofluorescence assay was negative. Three
weeks after discharge, he was rehospitalized with symptoms of
high fever, cough, diarrhea, dehydration, and otitis media. Bron-
chiolitis was diagnosed and treated symptomatically. Influenza
virus A antigen was identified in NPA. HBoV DNA was detected
retrospectively in stored NPA obtained during both episodes of
hospitalization (Table 1).

Case 2. His twin brother (case 2) was hospitalized with clinical
symptoms including fever, cough, tachypnea, and dehydration one
week after the first admission of his sibling. Pneumonia was also
diagnosed. Together with his twin brother, he was readmitted 2
weeks later with high fever, cough, rhinitis, and dehydration.
Influenza virus A antigen was positive by immunofluorescence
assay, and hBoV DNA was detected retrospectively in stored NPA
from both episodes of hospitalization.

Case 3. Case 3 describes a 2-month-old girl who was admitted
with symptoms of cough, vomiting and fever. On the following
day, she was transferred to the intensive care unit because of
severe dyspnea, hypercapnia, and increasing oxygen demand. Her
diagnosis was bronchiolitis. Oxygen was administered for 4 days.
RSV antigen was detected in NPA. Five weeks later, she was again
hospitalized because of bronchiolitis. Antigen screening for respi-
ratory viruses was negative. Retrospective analysis of stored NPA
obtained during the 2 episodes of hospitalization was positive for
hBoV DNA.

Case 4. Case 4 describes a 2-year-old girl with Sturge-Weber-
syndrome, severe epilepsy, and recurrent respiratory tract infec-
tions. She was hospitalized in January, February, and March 2005
for repeated episodes of pneumonia of suspected viral origin. In
February 2005, she developed severe respiratory failure and re-
quired mechanical ventilation for one week. Immunofluorescence
screening for respiratory viruses was negative in January and
March 2005, but positive for RSV antigen in February 2005. Five
NPA samples collected during the 3 hospital stays were retrospec-
tively tested for hBoV DNA. Two samples from January 2005
were negative, whereas hBoV DNA was detected in 3 samples in
February and March.

Case 5. Case 5 describes a 1.7-year-old boy who was hospitalized
7 times between October 2006 and May 2007 because of respira-
tory tract infections. Immunofluorescence screening for respiratory
viruses was only positive for influenza A antigen in February 2007.
When retrospectively tested for hBoV DNA, 5 samples obtained
between December 2006 and May 2007 were positive.

Case 6. Case 6 describes an 8-month-old girl, who was hospital-
ized with a clinical history of respiratory tract infection for 3
weeks with symptoms of cough, wheezing, and tachypnea. Pneu-
monia was diagnosed. Screening for viral antigens in NPA was
negative. Two weeks after discharge from hospital, she was
readmitted with fever, cough, and wheezing. Chest radiography
showed infiltrates. NPA analysis was positive for RSV antigen.
HBoV DNA was retrospectively detected in both NPA.

DISCUSSION

We describe prolonged hBoV DNA shedding in follow-up
NPA samples from 6 infants and children. In one patient (case 5),
hBoV DNA was slowly cleared during a period of 4.5 months. All
patients were immunocompetent. Our findings are in agreement
with a recent prospective study in Danish children.” Based on the
model suggested by Allander et al,® primary hBoV infection at the
disease episode of initial hBoV detection seems likely in cases 1,
2, 4, and 5, because the initial hBoV loads in NPA were high

www.pidj.com | 1


http://www.pidj.com

Blessing et al

The Pediatric Infectious Disease Journal ¢ Volume 28, Number 11, November 2009

TABLE 1. Clinical and Diagnostic Findings of Patients With Prolonged Detection of hBoV DNA in Nasopharyngeal
Aspirates
Length of Interval . .
Case Age Gender Underlying Disease Hospitalization =~ Hospital Diagnosis Between I(-Iclio\i;;;);Ld) Sgrételfﬁ? :
Stay (d) Samples* (d) P g
18 lyr,m None February 2003 12 Pneumonia 0 1.2E+7 Neg.
March 2003 6 Bronchiolitis 32 2.2E+4 Influenza A
28 lyr,m None February 2003 7 Pneumonia 0 1.6 E+9 Neg.
March 2003 6 Bronchiolitis 25 55E+3 Influenza A
3 2 mo, f None March 2004 10 Bronchiolitis 0 Pos. <700 RSV
April 2004 9 Bronchiolitis 48 4.4E+5 Neg.
4 2yr, f Sturge-Weber-syndrome,  January 2005 8 Pneumonia —18 Neg. Neg.
severe epilepsy February 2005 33 Pneumonia 0 92E+8 RSV
15 1.3E+3 Neg.
Mach 2005 5 Pneumonia 29 Pos. <700 Neg.
5 1.7yr,m None October 2006 6 Bronchiolitis -71 Neg. Neg.
December 2006 4 Pneumonia 0 2.8E+8 Neg.
January 2007 9 Pneumonia 25 25E+3 Neg.
February 2007 7 Pneumonia 53 5.9E+2 Influenza A
March 2007 7 Bronchitis 78 9.1E+3 Neg.
May 2007 7 Bronchiolitis 135 1.5E+3 Neg.
May 2007 6 Bronchiolitis 142 Neg. Neg.
6 8 mo, f None January 2007 7 Pneumonia 0 8.8E+2 Neg.
January 2007 5 Pneumonia 10 1.0E+6 RSV
April 2007 3 Laryngotracheitis 98 21E+3 Neg.

*Where available, hBoV DNA negative samples collected before and after the hBoV DNA positive period are also documented. The date of the first detection of hBoV DNA was

defined as time point 0.

f“Pos. <700” denotes positive samples below the lower limit of quantification (700 copies/mL).
*Antigen screening by immunofluorescence assay includes: influenza virus A/B, parainfluenza virus 1/2/3, respiratory syncytial virus (RSV), adenoviruses.

SCase 1 and 2 are twin brothers.

(>10,000 copies/mL). The clinical relevance of persistent detec-
tion of hBoV DNA in respiratory tract samples in the course of
several weeks and months is unclear. The observations in our
patients could be explained by several hypotheses. These include
persistent hBoV infection as a predisposing or aggravating factor
of acute respiratory tract infection with other viral agents, hBoV
reactivation induced by other infections, or hBoV as an “innocent
bystander” that is detected by chance.

Moreover, we cannot completely exclude reinfection as the
cause of repetitive detection of hBoV DNA in NPA. To study this
issue, we sequenced the hBoV VP2 region in 11 of the 17 hBoV
DNA positive NPA® and found 100% sequence identity within
samples from individual patients. This finding is compatible with
persistent infection or reactivation. However, because of the high
sequence conservation (>98%) of all hBoV strains described to
date, full sequence identity does not entirely rule out reinfection.
The sequence identity between patients in this study was >98.9%.

Our results clearly show that qualitative hBoV DNA detec-
tion in single NPA samples is not sufficient to implicate hBoV as
the causative agent of acute respiratory tract disease. This is in
contrast to most other respiratory viruses, where positive results by
direct detection methods in the context of acute respiratory tract
disease are generally considered adequate proof of a causal rela-
tionship. Serologic assays to diagnose primary infection, detection
of hBoV viremia, or high viral loads in respiratory tract samples
may be more useful predictors of hBoV-associated clinical disease
than only qualitative detection of hBoV DNA in respiratory tract
samples.

2

| www.pidj.com

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

33

Our data indicate that hBoV persistence for at least several
weeks are not uncommon. Further studies are necessary to eluci-
date the duration, the target site, and the clinical relevance of
hBoV persistence.
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Abstract

Background:

DNA of the polyomaviruses WU (WUPyV) and KI (KIPyV) and of human bocavirus (hBoV)
has been detected with varying frequency in respiratory tract samples of children. However,

only little is known about the humoral immune response against these viruses. Our aim was to
establish virus-specific serological assays and to determine the prevalence of immunoglobulin

G (IgG) against these three viruses in the general population.

Methods:
The capsid proteins VP1 of WUPyV and KIPyV and VP2 of hBoV were cloned into

baculovirus vectors and expressed in Sf9 insect cells. IgG antibodies against WUPyV VP1,
KIPyV VP1, and hBoV VP2 were determined by immunofluorescence assays in 100 plasma

samples of blood donors.

Results:

The median age of the blood donors was 31 years (range 20 - 66 yrs), 52 % were male. 89 %
of the samples were positive for WUPyV IgG (median age 31 yrs, 49.4 % male), 67 % were
positive for KIPyV IgG (median age 32 yrs, 46.3 % male), and 76 % were positive for hBoV
IgG (median age 32 yrs, 51.3 % male). For WUPyV and hBoV, there were no significant
differences of the seropositivity rates with respect to age groups or gender. For KIPyV, the
seropositivity rate increased significantly from 59 % in the age group 20 — 29 years to 100 %

in the age group > 50 years.

Conclusions:
High prevalences of antibodies against WUPyV, KIPyV, and hBoV were found in plasma
samples of healthy adults. The results indicate that primary infection with these viruses occurs

during childhood or youth. For KIPyV, the seropositivity appears to increase further during
adulthood.
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Background

Infections of the respiratory tract are a major cause of human morbidity. They are most often
caused by respiratory viruses, which include the well-known pathogens respiratory syncytial
virus, influenza viruses A and B, adenoviruses, parainfluenza viruses, rhinoviruses, and
coronaviruses. In recent years, a number of unknown viruses have been identified in the
respiratory tract by molecular methods, including the human metapneumovirus, several
corona viruses, the human bocavirus (hBoV), and most recently the polyomaviruses WU
(WUPyV) and KI (KIPyV) [1-4].

Initial studies on WUPyV and KIPyV have looked at genome detection rates using
polymerase chain reaction (PCR) methods. The genoprevalences for WUPyV and KIPyV in
respiratory samples from children with acute respiratory tract diseases were found to range
from 1.1 to 7.0 % [4-10] and 0.9 to 2.7 % [3, 6-8, 11], respectively. However, WUPyV and
KIPyV DNA were found at similar frequencies in control groups without respiratory tract
disease [5, 8, 11]. Therefore, the clinical relevance of WUPyV and KIPyV infections is
currently unclear. In contrast to PCR assays, serological assays for antibody detection against
hBoV are more complex to establish. However, determining immunoglobulin (Ig) M and IgG
antibodies in appropriate serum or plasma samples allows to define the point in time of
primary infection as well as exposure rates. One study describing the seroepidemiology of
polyomaviruses including WUPyYV and KIPyV in adults has recently been published [12].
HBoV is a virus of worldwide distribution. Its DNA has been found in 1.5 % to 19 % of
respiratory secretions from children with acute respiratory tract diseases using PCR [13].
Elucidation of the clinical relevance of hBoV has been difficult because of a high co-infection
rate of hBoV DNA positive samples with other respiratory viruses. Based on the combination
of a high hBoV load in nasopharyngeal samples (> 10* copies/ml) and concomitant hBoV
DNA detection in sera, a model has been proposed in which hBoV is associated with acute
respiratory tract diseases but persists in the respiratory tract for a longer period of time than
other respiratory viruses after primary infection [14]. Recent serological studies have
demonstrated evidence of primary hBoV infection in children with acute respiratory tract
diseases, strongly indicating that hBoV is indeed a respiratory pathogen [15, 16]. In
seroprevalence studies from Japan, the United States, China, and Germany the proportions of
hBoV IgG-positive samples increased with age during infancy until reaching levels of > 80 %

at the age of > 4 years [15, 17-19].
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In order to expand the epidemiological knowledge about hBoV, WUPyV, and KIPyV, we
expressed capsid proteins in the baculovirus system and established an immunofluorescence
assay (IFA) for the detection of IgG antibodies against these three viruses. We used this
system to determine the prevalence of antibodies against hBoV, WUPyV, and KIPyV in
healthy adults.

Methods

Blood donor samples

The specimens tested for WUPyV, KIPyV, and hBoV serology consisted of 100 consecutive
plasma samples of healthy blood donors received in 2006 from the Institute of Transfusion
Medicine and Hemotherapy at the University Clinic of Wiirzburg. The samples were screened
routinely for infectious diseases. Remaining material was stored at -20°C and was tested in an
anonymised fashion. Informed consent of the blood donors was obtained.

Protein expression

The VP2 gene of hBoV was amplified from a nasopharyngeal aspirate using the primers
BoV3446s and BoV5113a and Pfu Polymerase (Fermentas, St. Leon Rot, Germany) resulting
in a 1667 bp PCR product (Table 1). Similarly, the VP1 genes of WUPyV and KIPyV were
amplified from nasopharyngeal aspirates with the primer pairs WU1673s/WU2782a and
KI1501s/KI2727a resulting in amplicons of 1109 bp and 1226 bp, respectively (Table 1).
Sequences were submitted to GenBank with the accession numbers FJ560720 (hBoV),
EU711057 (WUPyV), and FJ647575 (KIPyV). For production of the recombinant
baculoviruses BacWUVP1, BacKIVP1, and BacBOVP2 the LR recombination system
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) was used according to the recommendations of the
manufacturer. Briefly, the amplicons were inserted by TOPO cloning into the pENTR vector
(Invitrogen) and subsequently transformed in chemically competent E.coli TOP10 cells
(Invitrogen). The resulting plasmids pBOVP2, pWUVP1, and pKIVP1 were extracted from
overnight culture with the QIAprepSpin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and
sequenced by standard techniques to confirm orientation and sequence identity of the plasmid
insert. The plasmid inserts were then transferred into baculoviral DNA by homologous
recombination based on Gateway technology and the BaculoDirect system (Invitrogen). The
resulting recombinant baculovirus DNA was directly transfected to adherent Sf9 cells in one
well of a six-well-plate using cellefectin® reagent (Invitrogen). The cells were kept in TC-100
growth medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with 10 % fetal calf serum, 100

U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 0.25 pg/ml amphotericin B, and 100 uM ganciclovir
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as selective reagent. After five days, the cell culture supernatant was collected and used to
infect fresh Sf9 cells. This procedure was repeated twice, resulting in the supernatant of
passage 4 (P4), which was finally collected and stored at 4°C for further use.

Protein expression was confirmed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting. To this end, Sf9 cells at approximately

80 % confluence were inoculated with recombinant virus of P4. The cells were observed daily
until at least 80 % of the cells displayed a cytopathic effect, which typically happened after
seven days. Subsequently, the cell culture supernatant was collected and centrifuged with
3400 g at 4°C for 5 min to remove cells and large debris. The samples were separated by 10
% SDS-PAGE and blotted on a nitrocellulose membrane by standard procedures. After
blocking, immunodetection was performed with HRP-conjugated mouse-anti-V5-antibody
(Invitrogen) at a concentration of 188 ng/ml. Bands were visualised by SuperSignal West Pico
chemiluminescence substrate (Pierce, Rockford, USA). Uninfected Sf9 cells were used as
negative control.

Immunofluorescence assay

S19 cells were inoculated with recombinant baculoviruses and observed daily until
approximately 80 % of the cells displayed a cytopathic effect. The cells were harvested and
centrifuged for 5 min at 1000 g. The supernatant was discarded and the cell pellet was washed
three times in phosphate buffered saline (PBS). The Sf9 cells were spotted on glass slides, air
dried, fixed with cold acetone and stored at -20°C until use. Slides with uninfected Sf9 cells
were prepared in the same manner and were used for control staining to detect anticellular
antibodies. One spot each with Sf9 cells expressing WUPyV VP1, KIPyV VPI, or hBoV VP2
and one spot with uninfected Sf9 cells were incubated with a 1:10 dilution of each plasma
sample for 2 h at 37°C. Subsequently, the slides were washed twice for 5 min with PBS
containing 0.1 % Tween 20 followed by a short rinse in PBS without Tween 20. Next, the
slides were incubated with a 1:40 dilution of fluoresceine-conjugated goat-anti-human-IgG
(Invitrogen) and a 1:80 dilution of evans blue (Mast Diagnostik, Reinfeld, Germany) for 1 h
at 37°C. After another washing step as described above, coverslips were mounted for
immunofluorescence microscopy. The slides were independently read by two experienced
investigators. Plasma samples, which exhibited a vesicular fluorescence adjacent to the
membrane of Sf9 cells, were recorded as antibody positive, if no staining of the control cells
was detected.

Absorption test

For the absorption test, three plasma samples were selected that were positive for antibodies

against WUPyV, KIPyV, and hBoV. Sf9 cells infected with each of the recombinant
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baculoviruses (BacWUVP1, BacKIVP1, BacBoVP2) were harvested from small flasks and
resuspended in 500 ul PBS. The suspensions were sonicated for 10 s on ice with a sonicator
(Branson Sonifier 250). Each of the three plasma samples was diluted 1:5 in each of the cell
lysates. After a 6 h of incubation on ice, the samples were centrifuged at 1400 g for 5 min and
the supernatants were diluted in PBS to a final sample concentration of 1:10. Twofold dilution
series ranging from 1:10 to 1:1280 of the absorbed and unabsorbed plasma samples were
tested in parallel by IFA as described above.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism version 3.0c for Mac (GraphPad

Software, San Diego, USA) and SPSS version 16 for windows (SPSS, Chicago, USA).

Results

Capsid proteins of WUPyV, KIPyV, and hBoV were expressed by infection of Sf9 cells with
the recombinant baculoviruses BacWUVP1, BacKIVP1, and BacBOVP2. As antibodies
against these proteins are not yet available, the correct size of the expressed proteins was
confirmed by SDS-PAGE and immunoblotting using an anti-V5 antibody. The V5-epitope is
located upstream of the inserted gene in the baculovirus DNA. A band of the expected size
(~46 kDa for WUPyV and KIPyV VPI; ~66 kDa for hBoV VP2) was observed for all
recombinant baculoviruses, whereas no band was observed in the uninfected control (Figure
1).

In order to determine the frequency of past exposure with WUPyV, KIPyV, and hBoV in
healthy adults, 100 blood donor plasma samples were tested for the presence of IgG against
WUPyV VP1, KIPyV VPI, and hBoV VP2 using an IFA based on Sf9 cells infected with the
recombinant baculoviruses (Figure 2). The median age of the blood donors was 31.5 years
(range 20.4 — 66.3 years) and 52 % were male. In order to confirm the specificity of positive
IFA results, three plasma samples were further studied in an absorption assay. Antibody titers
were determined before and after absorption with lysates of Sf9 cells infected with
recombinant baculoviruses. A significant titer decrease was only observed after absorption
with the matching Sf9 cell lysate (Table 2). There was no indication of antibody cross-
reaction between Sf9 cells infected with BacWUVP1, BacKIVP1, and BacBOVP2.

Of all plasma samples, 89 % were positive for anti-WUPyV VP1 IgG, 67 % were positive for
anti-KIPyV VP1 IgG, and 76 % were positive for anti-hBoV VP2 IgG. Neither the median
age nor the gender distribution of the antibody positive samples were significantly different

from the total population for any of the three viruses tested (Mann-Whitney test and Fisher’s
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exact test, respectively; Table 3). For WUPyV and hBoV, there were no significant
differences of the seropositivity rates with respect to age groups. For KIPyV, the
seropositivity rate increased significantly from 58,7 % in the age group 20 — 30 years to100%
in the age group > 50 years (p=0.026; chi-square test for trend; Figure 3).

Table 4 shows the number of samples grouped by individual results for WUPyV, KIPyV, and
hBoV IgG. One percent of the samples were negative for all three viruses and 50 % were
positive for all three viruses. No obvious cross-reaction between the three antibody

specificities was apparent.

Discussion

Using IFA based on insect cells expressing capsid proteins of WUPyV, KIPyV, and hBoV,
we studied the seroprevalence of these viruses in plasma samples of healthy adults. We found
high rates of positive IgG antibodies against all three viruses: 89 % for WUPyYV, 67 % for
KIPyV, and 76 % for hBoV. Our data on seroprevalence for WUPyV and KIPyV are
somewhat higher than reported in a recent study from the United States, which found
seroprevalences of 54.1 % to 55.3 % for KIPyV and 67.4 % to 70.9 % for WUPYV in the age
groups from 21 to 70 years of North American blood donors [12]. In contrast to our findings,
a rising prevalence for KIPyV IgG in adults was not observed. Further studies are necessary
in order to determine whether there may be regional differences in the KIPyV epidemiology.
Taken together, the data of Kean et al. and of our study indicate that WUPyV and KIPyV
have a widespread distribution similar to the well-known polyomaviruses BKV and JCV.
Also in agreement with BKV and JCV epidemiology, primary exposure seems to occur
mainly in childhood and youth. Primary BKV infection has been reported to occur mainly in
the first decade of life leading to a seroprevalence of 65 % to 90 % at the age of 10 (reviewed
in [20]). The JCV seroprevalence in adults has been found between 44 % and 97%. Whereas
some studies reported a time frame for primary JCV infection similar to BKV infections,
others showed a continuing rise of the JCV seroprevalence during adulthood (reviewed by
[20]).

VP1 is the major capsid protein of polyomaviruses. Several studies on BKV and JCV
serology have used this protein successfully in enzyme immunoassays, immunoblots, or IFA
[21-24]. Therefore, we decided to use expression of VP1 proteins to establish [FAs for the
detection of WUPyV and KIPyV IgG. In the study by Kean et al., WUPyV and KIPyV
antibodies were determined by an enzyme immunoassay based on bacterially expressed VP1

capsomeres [12].
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Validation of these IFA was limited by the lack of defined serum samples that could be used
to determine assay sensitivity and specificity. By testing selected study samples before and
after absorption with lysates of Sf9 cells that were infected with different recombinant
baculoviruses, we were able to exclude general cross reactivity between WUPyV and KIPyV.
Furthermore, we excluded anticellular reactivity of the plasma samples by performing an IFA
with uninfected Sf9 cells. Therefore, we are confident that our serological data are reliable.
Comparison of different serological methods and antigen preparations as well as sample
exchange will be useful to further validate the assays for WUPyV and KIPyV antibody
determination.

As to hBoV, the adult seroprevalence of 76 % in our study is slightly lower than in previous
studies from Japan, the United States, and Germany, which reported hBoV IgG antibody
prevalence of 94 %, 86 %, and 94 %, respectively [15, 17, 19]. However, the total number of
adult samples tested was small in two of these reports (34, 7, and 299, respectively). Whether
methodological issues may account for the observed differences should be addressed by
future studies.

We chose the hBoV VP2 gene for recombinant expression on the basis of current knowledge
about immunodominant antigens of parvovirus B19, which belongs to the same virus family
as hBoV. Previous studies on hBoV serology have used IFA based on VP1-expressing insect
cells [15], enzyme immunoassay based on VP2 purified from insect cells [17, 18],
immunoblot based on VP2 and the unique region of VP1 expressed in E. coli [16], and
enzyme immunoassay based on VP2 virus-like particles [19]. In the study of Kantola et al., a
higher immunoreactivity was demonstrated for hBoV VP2 than for the unique part of hBoV
VP1. Overall, the VP2 protein seems to be suitable for use in serological assays. However, a
comparison of the VP1 and VP2 protein has not yet been performed.

Limitations of the hBoV IFA validation are similar to the limitations described for the
WUPyV and KIPyV IFA. Results of a control IFA using uninfected Sf9 cells and of pre-
absorption experiments suggest that the positive hBoV IgG results are specific.

In this seroepidemiological study, only IgG antibodies were determined. Evidently, the IFAs
used in this study may easily be modified for the determination of IgM antibodies. IgG and
IgM serology applied on appropriate sample collections will allow to determine the point in
time of primary infection. Information on this issue is important in order to establish the

clinical relevance of WUPyV, KIPyV, and hBoV.
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Conclusions

Antibodies against hBoV, WUPyV, and KIPyV were found at high rates in sera of healthy
adults. These results indicate that primary infections with these viruses occur during

childhood. For KIPyV, the seropositivity appears to increase further during adulthood.
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Figures

Figure 1 - Confirmation of expression of recombinant proteins

S19 cells were infected with recombinant baculoviruses BacWUVP1, BacKIVP1, and
BacBoVP2. Uninfected Sf9 cells served as negative control. After SDS-PAGE and
immunoblot, proteins were visualised by staining with anti-V5 antibody. The expected protein

sizes are ~46 kDa (WUPyV and KIPyV VP1) and ~66 kDa (hBoV VP2).

Figure 2 — IFA for the detection of IgG antibodies against WUPyV VP1, KIPyV VP1, and
hBoV VP2

S19 cells infected with recombinant baculoviruses were incubated with plasma samples of
healthy blood donors. Bound antibodies were visualised with FITC-labelled anti-human IgG.
Representative examples of positive and negative plasma samples are shown for each of the

three antigens.

Figure 3 — Age distribution of virus-specific IgG antibodies
The seroprevalence for WUPyV and hBoV did not differ significantly between age groups

(p=0.855 and p=0.175, respectively). For KIPyV, a significant rise of seroprevalence rates

was observed with increasing age (p=0.026).
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355 Tables

357 Table 1 — Primers used for the Amplification of WUPyV VP1, KIPyV VP1, and hBoV VP2

Primer Sequence (5" — 37y Gene Position” Virus
WU1673s-TOPO  CACCGCCTGCACAGCAAAGC VP1 1673-1688 WUPyV
WU2782a ACATTATCCTTGTGTGTTTAGTATTGGGCC VPl  2782-2753 WUPyV
KI1501s-TOPO  CACCAGCTGCACCCCGTGT VP1 1501-1519 KIPyV
KI2727a CCTTACTGAGTTTGCCACTATGCA VP1 2727-2704 KIPyV
BoV3446s5-TOPO CACCTCTGACACTGACATTCAAGAC VP2 3446-3466 hBoV
BoV5113a AGGAGGAACTTGTAAGCAGAAGC VP2 5113-5091 hBoV

360  * Nucleotides added for directional cloning are underlined.
361 b Positions according to GenBank accession number EU711057 (WUPyV), NC_009238 (KIPyV). and DQ000496 (hBoV).

363  Table 2 — Antibody titers before and after absorption with lysates of virus capsid
364  protein expressing Sf9 cells

365
366
Antibody titers after absorption with
lysates of S19 cells expressing”
. . T A
;L‘::‘;‘:J‘;;E‘;" ':E:'f;;;t"’n‘“ WUPyV VPI KIPyV VPI hBoV VP2
Patient 1
Anti-WUPyV 1:80 1:20 1:80 1:40
Anti-KIPyV 1:80 1:80 1:20 1:80
Anti-HBoV 1:160 1:160 1:160 1:10
Patient 2
Anti-WUPyV 1:40 1:10 1:20 1:20
Anti-KIPyV 1:320 1:320 1:40 1:320
Anti-HBoV 1:320 1:640 1:640 1:40
Patient 3
Anti-WUPyV 1:160 1:40 1:160 1:80
Anti-KIPyV 1:160 1:80 1:20 1:160
Anti-HBoV 1:320 1:320 1:320 1:10
367

368  * Antibody titers obtained with homologous Sf9 cell lysates are shown in bold.
369
370
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Table 3 — IgG seroprevalence for hBoV VP2, WUPyV VP1, and KIPyV VP1 in 100

healthy blood donors

group = i\gc::an a2 Male
All samples 100 315 52 %
WUPyYV IeG positive 89 31.2 49 %
KIPyV IgG positive 67 32.1 46 %
hBoV IgG positive 76 31.8 51 %

18

28/06/2009

Table 4 — Results of WUPYV, KIPyV, and hBoV IgG IFA of individual samples

Result of hBoV IgG IFA (n)

Eﬁ:’;ﬁ I(; f(?;giyv and Negative Positive Total (n)
WUPyV and KIPyV negative 1 3 4
WUPyYV negative, KIPyV positive 1 6 7
WUPyYV positive, KIPyV negative 12 17 20
WUPyYV and KIPyV positive 10 50 60
Total 24 76 100
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Arbeiten zum humanen Polyomavirus WU

Untersuchung der WUPyV-Infektionshaufigkeit durch qualitative PCR (Publikation 3)

Zur Untersuchung der Haufigkeit von Infektionen mit WUPYV bei Kindern mit ARE wurden
1277 NRS mittels WUPyV-spezifischer qualitativer PCR getestet. Nach erfolgreicher
Amplifikation eines WUPyV-Stammes wurde das Amplikon sequenziert und mit der
WUPyV-Sequenz der Erstbeschreiber verglichen. Analog zur Vorgehensweise bei der
Herstellung des Plasmides pBoV bei hBoV wurde dieses Amplikon zur Herstellung eines
Kontrollplasmides (pWUYV) verwendet. Im Anschluss wurde durch Probitanalyse eine NWG
von 8,8 Kopien/Reaktion (95 % Konfidenzintervall 4,1 — 21,6 Kopien/Reaktion) fiir die
WUPYV-PCR ermittelt. In folgenden PCR-L&ufen zur Ermittlung der H&ufigkeit von
Infektionen mit WUPYV wurde pWUV mit den drei Verdiinnungstufen 5x10° — 5
Kopien/Reaktion als Amplifikationskontrolle verwendet.

Von den 1277 untersuchten Proben konnte in 62 (4,9 %) WUPyYV-DNA nachgewiesen
werden. Das mediane Alter der WUPyV-infizierten Kinder unterschied sich mit 3,0 Jahren
signifikant vom medianen Alter (1,6 Jahre) der Gesamtpopulation (p=0,0006; Mann-Whitney-
Test). Ferner waren nur 3,2 % der WUPyV-infizierten Kinder >6 Jahre, in der
Gesamtpopulation 15,7 %. Eine Untersuchung zur saisonalen Verteilung von WUPYV ergab,
dass WUPyYV-DNA (ber das ganze Jahr verteilt in NRS nachgewiesen werden konnte.

Bei 34 (54,8 %) der WUPyV-positiv getesteten Proben konnte ein zusétzlicher
respiratorischer Erreger detektiert werden. Dabei traten Koinfektionen mit AdV (n=10) und
Inf A (n=10) am héaufigsten auf, gefolgt von hBoV (n=9) und RSV (n=5).

Von 57 der 62 WUPyV-positiven Patienten waren klinische Daten verfligbar, bei welchen ein
breites Spektrum an Infekten der oberen und unteren Atemwege beobachtet wurde. Eine
Assoziation zwischen einer WUPyV-Infektion und einem bestimmten Krankheitsbild war

nicht erkennbar.

Quantitative WUPyV-real-time-PCR (Publikation 4)

Um WUPyV-Infektionen schneller detektieren zu kénnen und um neue Erkenntnisse in Bezug
auf die DNA-Menge bei WUPyV-Infektionen zu erhalten, wurde eine WUPyV-spezifische
grt-PCR etabliert. Zur Herstellung von Primern und Sonde wurden konservierte Bereiche des
large T-Gens herangezogen, die zuvor durch Sequenzierung der durch die qualitative PCR
gewonnenen Fragmente bestimmt worden waren. Ein NCBI-Blast ergab keine relevanten

Sequenz-Homologien. Im Anschluss wurde die optimale Primer- und Sondenkonzentration
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mit dem zuvor hergestellten Plasmid pWUV ermittelt. Die anschlielende Validierung wurde
analog zur der Validierung der qrt-PCR von hBoV durchgeflihrt. Dabei konnten eine
Linearitat von 5x10° — 5 Kopien/Reaktion und eine NWG von 7,1 Kopien/Reaktion (95 %
Konfidenz-Intervall: 4,8 — 20,4 Kopien/Reaktion) nachgewiesen werden. Die Uberpriifung
der Amplifikationsverlasslichkeit ergab fiir den Bereich von 5x10° — 5 Kopien/Reaktion einen
mittleren Variationskoeffizienten von 1,3% innerhalb eines Laufes (Intraassay). Der
Interassay-Variationskoeffizient fiir eine Laufkontrolle der Konzentration 5x10°
Kopien/Reaktion betrug 15,1 % uber alle durchgefihrten L&ufe.

Um unspezifische Amplifikation auszuschlieBen wurden Proben getestet, die Polyomavirus
BK-, JC-, oder KI-DNA enthielten. Ferner wurden auch hBoV- und AdV-positive Proben
getestet. Bei keiner der Kontrollproben kam es durch die WUPyV-qrt-PCR zu einer
Amplifikation.

Nach erfolgreicher Validierung der grt-PCR, wurden 1232 NRS von Kindern getestet, die an
einer ARE litten und zuvor durch eine qualitative PCR auf WUPyV-DNA untersucht worden
waren. Von 45 der 1277 zuvor getesteten Proben stand nicht mehr genligend Material zur
Verfligung. Bei 64 (5,2 %) der Proben konnte mittels grt-PCR WUPYV-DNA detektiert
werden. Die mediane Viruslast betrug 9,5 x 10? Kopien/ml.

Bei 32 (50 %) der mittels grt-PCR positiv getesteten Proben konnte zusatzlich eine
Koinfektion mit einem anderen respiratorischen Virus festgestellt werden. Eine Analyse der
WUPYV-DNA Menge in Bezug auf Koinfektionsstatus ergab keinen signifikanten
Unterschied (p=0,64; Mann-Whitney-Test) zwischen Einzel- und Mehrfachinfektionen. Es
konnte ebenfalls keine Assoziation zwischen WUPyV-DNA-Menge und Krankheitsbildern
(Bronchitis, Bronchiolitis, Fieberkrampfe, 10A, obstruktive Bronchitis und Pneumonie)
festgestellt werden (p=0,96; Kruskal-Wallis-Test).

Um weitere Einsicht in WUPyV-Infektionen zu erhalten wurden 14 Serum- und 14
Stuhlproben von Patienten, deren NRS zuvor positiv auf WUPYV-DNA getestet worden
waren, mittels qrt-PCR auf WUPYV-DNA untersucht. Bei 3 (21,4 %) der Serum- und 2
(14,3 %) der Stuhlproben konnte WUPYV-DNA nachgewiesen werden. Der Median der
WUPyV-Last in NRS von Patienten, in deren Serumprobe WUPyYV-DNA nachgewiesen
werden konnte, war dabei hoher als bei Patienten, deren Serum negativ getestet worden war
(7,5 x10° vs. 5,0 x10° Kopien/ml; p = 0,09; Mann Whitney Test). Ein dhnliches Bild konnte
auch im Falle von positiven Stuhlproben beobachtet werden (7 x 10 vs. 9,4 x 10°
Kopien/ml). Allerdings war die Anzahl der WUPyV-positiven Stuhlproben zu gering, um eine

statistische Auswertung vornehmen zu kdnnen. Interessanterweise konnte bei dem Patienten
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mit der hochsten WUPyV-Last im NRS (3,4 x 10™ Kopien/ml) des gesamten Kollektives
sowohl im Serum als auch im Stuhl WUPYV-DNA nachgewiesen werden. Das einjéhrige
Kind litt an einem Infekt der oberen Atemwege mit Fieberkrampfen und es lag keine

Koinfektion vor.

Phylogenetische Untersuchung von WUPYV (unpubliziert)

Zur Untersuchung der Phylogenie von WUPYV wurde zunéchst die nicht-codierende Region
des WUPyV-Genoms (Nukleotid 5173 - 573) von 52 WUPyV-positiven Patienten mit 2
uberlappenden WUPYV spezifischen Primerpaaren (Anhang 1) amplifiziert, sequenziert und
die Sequenzen mit MEGA 4.0 (Tamura, K. et al., 2007) analysiert. Bei dem resultierenden
Stammbaum konnte eine hohe Nukleotid-ldentitat (99,4 %) und zwei Cluster (45 Isolate in
Cluster 1 und 7 Isolate in Cluster 2) mit einem Bootstrapwert von 99 % ermittelt werden. Die
Nukleotid-ldentitat zwischen den Clustern betrug 98,4 % und innerhalb der Cluster 99,8 %
(Cluster 1) und 99,6 % (Cluster 2).

Um die Clusterbildung néher zu untersuchen, wurde das Genom von 5 WUPyV-Stdmmen mit
12 WUPyV-spezifischen Primerpaaren (Anhang 2) amplifiziert. Die entstehenden,
uberlappenden Fragmente wurden mit dem BigDye Terminator Kit und dem ABI Prism 3100
(Applied Biosystems) sequenziert und mit Hilfe von MEGA 4.0 (Tamura, K. et al., 2007)
ausgewertet. Es wurden 3 WUPyV-Proben des Clusters 1 und 2 des Clusters 2 sequenziert,
wobei darauf geachtet wurde, dass die Proben eine hohe Menge an WUPyYV-DNA enthielten
und groRtmdogliche Divergenz in der nicht codierenden Region aufwiesen. Wie in
Abbildung 3 zu sehen ist, wurden die Cluster durch die komplette Sequenzierung bestétigt.
Dabei betrug die Nukleotid-Identitat zwischen den Clustern 98,8 % und innerhalb der Cluster
99,9 % (Cluster 1) und 99,8 % (Cluster 2).

Die Genome der 5 Isolate wiesen 73 variable Positionen mit 52 % Transitionen auf. Eine
Untersuchung der codierenden Bereiche ergab eine Identitat von 99,3 % auf Nukleotid-Ebene
und von 98,8 % auf AS-Ebene, was in einem hohen Anteil (60,3 %) an nicht-synonymen
Mutationen begriindet ist.

Die Clusterbildung konnte bei allen 5 Genen beobachtet werden, wobei die
Nukleotid-ldentitat zwischen den Clustern von 98,2 % (VP1) bis 99,1 % (large T-Gen) und
die AS-ldentitdt von 96,4 % (VP3) bis 99,5 % (large T-Gen) reichte. Die Rate an
nicht-synonymen Mutationen lag zwischen 25 % (large T-Antigen) und 77 % (VP3) und
resultierte in 46 variablen Positionen. Dabei betrug der Anteil an Cluster-spezifischen
Mutationen 76 % (n=35). Der auffalligste Unterschied zwischen den Clustern war eine
Mutation des VP2/VP3 Stopcodons (Nukleotide 1819-1821) in Cluster 2. Durch diese
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Mutation wurde das TAA (Stopcodon) zu TCA (Serin) verandert. Nach diesem Codon folgt in
beiden Clustern AGT (Serin) und ein alternatives Stopcodon. Die Kapsidproteine VP2 und
VP3 des Clusters 2 sind folglich 2 Aminosauren (2xSerin) langer als in Cluster 1. Das
alternative Stopcodon war in allen untersuchten Sequenzen konserviert. Ein Zusammenhang

von WUPyV-Last oder Krankheitsbild mit den phylogenetischen Clustern ergab sich nicht.

r WU polyomavirus EU296475
95

WU polyomavirus NC0O09539
99

2007010731 WUPyV 7]

182007012480 WUPyV Cluster 1
99

2003022031 WUPyV

2006009150 WUPy V
{ Cluster 2

» 2007012887 WUPyV

KI polyomavirus EF 127906

P
0.05
Abbildung 3: Phylogenetische Analyse von 5 WUPyV-Genomen (interior branch test) im Vergleich
mit einer chinesischen (EU296475) und australischen (NC 009539) WUPYV-Sequenz sowie einer
KIPyV-Sequenz (EF127906). Bootstrap Werte sind an den Knotenpunkten aufgefhrt.

WUPyV-Seropravalenz bei gesunden Erwachsenen (Publikation 6)

Zur Untersuchung der Seropréavalenz von WUPYV bei gesunden Erwachsenen wurde ein IFT
mit SF9-Insektenzellen etabliert. Die Insektenzellen wurden mit Baculoviren infiziert, die das
WUPyV-Kapsidgen VP1 enthielten. Die Herstellung der rekombinanten Baculoviren erfolgte
analog zu der Herstellung von BacBOVP2 mittels Gateway-Technologie (Invitrogen). Die
entstandene Baculovirus-DNA BacWUVP1 wurde in SF9-Zellen transfiziert und nach 4
Virus-Passagen die Expression von VP1 in den SF9-Zellen durch einen Western-blot mittels
Anti-V5-Antikdrpern Gberpriift. Die detektierte Bande stimmte mit der errechneten GréRRe von
WUPyYV-VP1 (~46 kDa) tberein. Im IFT wurden zunédchst Seren von Kindern, deren NRS
zuvor positiv auf WUPYV-DNA getestet worden war, auf WUPyYV-l1gG-Antikorper
untersucht. Dabei reagierten 8 von 10 Proben positiv. Als negative Kontrolle dienten
uninfizierte SF9-Zellen. Wie schon fur den hBoV-IFT beschrieben, wurde beim WUPyV-IFT
ebenfalls ein Absorptionstest durchgefiihrt. Auch in diesem Fall fiel der Antikdrpertiter gegen
WUPyYV-VP1 ab, wenn das Plasma zuvor mit BacWUVPL1-infizierten Zellen absorbiert
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wurde, und blieb konstant, wenn das Serum erst mit BacKIVP1- oder BacBoVP2-infizierten
Zellen absorbiert worden war.

Nach Etablierung des IFT wurden 100 Plasmen gesunder Erwachsener auf Anti-WUPyV-
VP1-1gG untersucht. Dabei konnte in 88 Proben I1gG-Antikorper gegen WUPyV-VP1
nachgewiesen werden. Das mediane Alter der WUPYV-IgG positiven Spender (31,2 Jahre)
unterschied sich nicht signifikant (p=0,7184; Mann-Whitney-Test) vom Alter der
Gesamtstudienpopulation (31,5 Jahre). Das Geschlechterverhaltnis war bei WUPyV-1gG-
positiven Spender (50 % mannlich) ahnlich wie in der Gesamtpopulation (52 % mannlich).
Ferner konnte kein signifikanter Unterschied bei WUPyV-VP1-1gG-positiven Spendern in
Abhangigkeit von der Altersgruppe festgestellt werden (p=0,8732; chi>-Test).
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LETTERS

WU Polyomavirus
Infection in
Children, Germany

To the Editor: The human polyo-
maviruses JC and BK are known to
cause persisting infections, which are
usually asymptomatic in immunocom-
petent patients but may lead to severe
disease in those who are immunosup-
pressed (1). Recently, 2 novel viruses
of the family Polyomaviridae were
detected in respiratory samples and
named KI (2) and WU polyomavirus
(WUPyV) (3). To investigate the fre-
quency of WUPyV infections in Ger-
many, we examined nasopharyngeal
samples from hospitalized children
with acute respiratory diseases for
WUPyV DNA.

The samples tested for WUPyV
infection consisted of stored nasopha-
ryngeal aspirates (NPA) of hospitalized
children at the Children’s Hospital,
University of Wiirzburg. The samples
had been received for routine screen-
ing of respiratory viruses from Janu-
ary 2002 through September 2005 and
from January 2007 through July 2007.
All samples were routinely tested for
antigens of adenoviruses, influenza
viruses A (fluA) and B, parainfluenza
viruses 1-3, and respiratory syncytial
virus (RSV) by indirect immunofiuo-
rescence assays (Chemicon, Temec-
ula, CA, USA). Remaining NPA ma-
terial was stored at —20°C. DNA was
extracted from the samples by using
the High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche, Mannheim, Germany) and
stored at —70°C for further testing. All
samples were also tested for human
bocavirus (hBoV) DNA by PCR (4).

WUPyV PCR was performed by
using the primer pair AG0048 and
AG0049 described by Gaynor et al.
(3). PCRs were conducted in a 50-pL
volume consisting of 5-pL extract-
ed DNA, 1x Qiagen HotStar buffer
(QIAGEN, Hilden, Germany), dNTPs
at final concentrations of 200 pmol/L
each, 200 pmol of each primer, and 1.5

680

U of HotStarTaq polymerase. The cy-
cling conditions were 50 cycles (94°C
for 30 s, 53°C for 40 s, and 72°C for 1
min) after a preheating step of 10 min
at 95°C. All PCR products of positive
reactions by agarose gel electropho-
resis with ethidium bromide staining
were sequenced completely in both di-
rections for confirmation of sequence
specificity. One negative control was
extracted and amplified for every 5
NPA samples. A plasmid containing
the cloned PCR product was used as
positive control. The sensitivity of the
WUPyV PCR was 8.8 copies per re-
action as determined by probit analy-
sis, which corresponds to 440 copies
per mL of sample. The study was ap-
proved by the ethics committee of the
medical faculty at the University of
Wiirzburg.

During the study period, 1,326
NPA of hospitalized children with fe-
brile respiratory tract diseases were re-
ceived for viral diagnostic evaluation.
The median age of the patients was
1.6 years (mean age 3.2 years; range 7
days—22 years), and 58.4% were boys.
DNA of 1,277 NPA from 1,085 chil-
dren was available for retrospective
testing. Of these, 62 (4.9%) samples

30 ~
OAIl nasopharyngeal aspirates
W WU polyomavirus positive

25

20 H

151

% Samples

10 A

1-6 mo 7-12 mo 1y 2y

from 59 children were positive by
WUPyV PCR and subsequent sequenc-
ing. The median age of the WUPyV-
positive children was 3.0 years (mean
2.9 years; range 4 months—6.3 years)
(Figure), and 57% were boys. Of the
children with WUPyV-positive NPA,
3.2% were >6 years of age, although
children in this age group constituted
15.7% of the total population. Infec-
tions with WUPyV were found year
round, but most occurred in the win-
ter months. Yearly frequencies (Ju-
ly—June) of WUPyV-positive results
varied from 3.2% to 8.5% during the
observation period. These variations
were not statistically significant. In 34
(54.8%) of the WUPyV-positive sam-
ples, co-infections with other respira-
tory viruses were detected, most fre-
quently with adenovirus (n = 10) and
fluA (n = 10), followed by hBoV (n =
9) and RSV (n =5). The co-infections
included 4 triple infections (2 fluA/
hBoV/WUPyV, 1 adenovirus/hBoV/
WUPyV, and 1 RSV/hBoV/WUPyV).
Clinical data were available for 57 of
the 62 WUPyV-positive NPA. A broad
spectrum of both upper (45.6%) and
lower (54.4%) respiratory tract diseas-
es was observed. The latter included

3y 4y 5y 26y

Age

Figure. Age distribution of children with WU polyomavirus DNA—positive nasopharyngeal
aspirates compared with the age distribution of the total study population.
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bronchitis, wheezing bronchitis, and
pneumonia.

In the context of the previous
reports of WUPyV detection in Aus-
tralia and North America (3), our data
suggest a worldwide distribution of
WUPyV. Most of the WUPyV-pos-
itive children were <4 years of age,
and WUPyV DNA was rarely found in
children >6 years of age. This age dis-
tribution is compatible with WUPyV
infection occurring in day nurseries
and kindergartens. In keeping with the
findings of Gaynor et al. (3), we ob-
served a high number of co-infections.
The true number of co-infections in
our study is probably higher than the
reported 53.2% because we did not
test for several respiratory pathogens,
such as coronaviruses, rhinoviruses,
enteroviruses, and the human metap-
neumovirus. Hypotheses to account
for the detection of WUPyV in respi-
ratory samples include the following:
WUPyV is a persisting asymptom-
atic virus that is detected by chance,
WUPyV is a persisting virus that is
reactivated by an inflammatory pro-
cess, or WUPyV is a predisposing or
aggravating factor of respiratory dis-
eases. Further studies are necessary to
determine whether WUPyV is a hu-
man pathogen.
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Hepatitis E, Central
African Republic

To the Editor: Outbreaks of
hepatitis E virus (HEV) have been
documented in many geographic re-
gions and nonindustrialized countries
(1-3); they have been primarily as-
sociated with fecal contamination
of drinking water (4). In the Central
African Republic (CAR), economic
indicators (CAR ranks 172/177 coun-
tries on the 2006 United Nations De-
velopment Program Human Devel-
opment Index), political instability,
geographic situation, a deteriorating
health network, and a very poor epi-
demiologic surveillance system all
contribute to the country’s epidemic
susceptibility.

In July 2002, Ministry of Health
(MoH) and M¢édecins sans Frontiéres
(MSF) teams working in the Begoua
Commune Health Center, north of
CAR’s capital Bangui, reported an
increased number of patients from
the Yembi I neighborhood who were
showing signs of jaundice and ex-
treme fatigue.
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Patients suspected of having hepa-
titis E were defined as those with clini-
cal jaundice (yellow discoloration of
the sclera) and symptoms of malaise,
anorexia, abdominal pain, arthralgia,
and fever. Confirmed cases were those
in which patients’ serum samples were
positive for HEV immunoglobulin
(Ig) M or IgG.

Initially, 16 pairs of serum and
stool samples were collected from
jaundiced patients. Fecal samples
were stored at —20°C and sent to the
National Reference Center of Enteri-
cally Transmitted Hepatitis, Hospital
Val de Grace (Paris, France) for HEV
marker testing; serum samples were
tested at the Bangui Pasteur Institute
for yellow fewer (YF) IgM by MAC-
ELISA.

The HEV epidemic was con-
firmed by the detection of HEV mark-
ers: HEV IgG (Enzyme Immuno As-
say, HEV, Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, USA), HEV IgM (Abbott
Laboratories), amplification of RNA
(5), and the absence of YF IgM. The
HEV genome was detected in 4 of
the fecal samples. Genotyping and
sequencing showed that one of these
was genotype 1, prevalent in Africa;
the others were related to genotype
2 (Mexico-like) (GenBank accession
nos. DQ151640, DQ151640) (5,6).

Data suggest that the epidemic
began in the Yembi I neighborhood,
then spread to the rest of the Begoua
commune and finally to Bangui or sur-
rounding areas (Figure). Of 715 sus-
pected HEV case-patients recorded in
the MSF hospital between July 22 and
October 25, 2002, 552 (77%) lived in
the Begoua commune (271 in the Yem-
bi I neighborhood). The attack rate for
the Begoua commune (20,080 inhab-
itants) was 2.7%. Of 351 suspected
case-patients serologically tested for
IgG and IgM anti-HEV antibodies,
222 (63%) had IgM antibodies, in-
cluding 5/16 pregnant women (2.3%
of all confirmed cases). Most patients
reported jaundice (97.5%) and cholu-
ria (95.1%);other reported symptoms
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Background: The human WU polyomavirus (WUPyV) has been recently described as a novel virus in
respiratory tract samples.

Objective: To investigate the viral load of WUPyYV in nasopharyngeal aspirates (NPAs), stool, and serum
samples of pediatric patients with acute respiratory tract diseases.

Study design: We established a real-time PCR for WUPyV DNA and tested NPA obtained between 2002 and
2007 from pediatric in-patients with acute respiratory tract diseases. In addition, 14 stool and 14 serum
samples of children with WUPyV DNA positive NPA were analysed.

Results: WUPyV DNA was found in 5.2% of 1232 NPA. The median viral load in the NPA was 950 copies/ml

Keywords:
WU polyomavirus
Respiratory tract infection

Epidemiology (maximum 3.4E10 copies/ml). The WUPyV load in NPA was neither associated with the coinfection status
Viral coinfections nor with the clinical diagnoses. WUPyV DNA was found in 3 of 14 serum samples and in 2 of 14 stool
Real-time PCR samples. The WUPyV load in NPA tended to be higher in viremic children.

Conclusion: WUPyV DNA was found in NPA, serum, and stool of hospitalised children with acute respira-
tory tract diseases. Further studies are necessary to determine whether WUPyV is a human pathogen.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Respiratory tract infections are a leading cause of human mor-
bidity and are mainly caused by viruses. Molecular methods have
enabled the detection of a number of unknown viruses in respi-
ratory tract samples such as several coronaviruses as well as the
human bocavirus (hBoV).!-3 Most recently, two novel viruses of
the family polyomaviridae were detected in respiratory samples
and named KI polyomavirus? and WU polyomavirus (WUPyV).?
Two human polyomaviruses were known before, the JC and BK
polyomavirus. These viruses cause persisting infections, which are
usually asymptomatic in immunocompetent individuals but may
lead to severe disease under immunosuppression.®

In the first description of WUPyV, DNA was detected in 37
(3.0%) of 1245 samples from Australian children with acute res-
piratory tract infection and in 6 of 890 respiratory samples

Abbreviations: Ct, threshold cycle; hBoV, human bocavirus; NPA, nasopharyngeal
aspirate; RSV, respiratory syncytial virus; WUPyV, WU polyomavirus.
* Corresponding author. Tel.: +49 931 201 49962; fax: +49 931 201 49561.
E-mail address: weissbrich@vim.uni-wuerzburg.de (B. Weissbrich).

1386-6532/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j,jcv.2008.12.004
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obtained from adults and children in the United States.> Most
of the WUPyV DNA positive patients (86%) were younger than 4
years of age. Strikingly, coinfections were detected in 72% of the
patients. Meanwhile, similar findings of WUPyV detection have
been reported from South Korea, Canada, Scotland, the United
States, and Germany with prevalence rates ranging from 1.6% to
7%.7-11 Because WUPyYV DNA was also detected in samples of a
control group without respiratory symptoms, the clinical relevance
of positive WUPyV DNA results in respiratory samples has been
questioned.! Rather, positive WUPyV DNA results in the respira-
tory tract may constitute an incidental detection of a persistent
virus. However, further investigations are necessary to clarify this
issue.

The initial studies on WUPyV infections have mostly used
conventional single-round PCR for WUPyV detection. In order to
facilitate WUPyV DNA analysis and to quantify WUPyV DNA in clin-
ical samples, we designed a real-time PCR assay. Quantification
of WUPyV DNA may be important with respect to the pathogenic
relevance of positive WUPyV DNA results, as has been suggested
for hBoV.!2 In the present study, we describe the evaluation of
the WUPyV real-time PCR and its application for the detection of
WUPyV DNA in nasopharyngeal aspirates (NPAs). In addition, we
studied stool and serum samples of children with WUPyV DNA
positive NPA.
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2. Materials and methods
2.1. Samples

The specimens tested for WUPyV infection consisted of unse-
lected stored NPA that were received from January 2002 through
September 2005 and from January 2007 through July 2007 from
the Children’s Hospital of the University of Wiirzburg for screening
of respiratory viruses. The aspirates were collected using a catheter
tube and an aspiration trap. After suction the tube was rinsed with
sterile saline. All samples had been tested for the presence of anti-
gens of adenovirus, influenza A and B virus, parainfluenza viruses
1-3, and respiratory syncytial virus (RSV) by immunofluorescence
assay and for the presence of hBoV DNA as described previously.!3
In addition, archived stool and serum samples of children with posi-
tive WUPyV DNA in NPA were tested if they were obtained no longer
than 14 days before or after the NPA. All samples had been stored
at —20°C or below until DNA extraction. The study was approved
by the ethics committee of the medical faculty of the University of
Wiirzburg.

2.2. Real-time WUPyV PCR

DNA was extracted from 200wl of the NPA and serum sam-
ples using the High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Mannheim,
Germany) and from 140 pl of stool suspensions using the QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), which is known to
purify both RNA and DNA.'* Both kits were used according to the
instructions of the manufacturers. The elution volume of the extrac-
tions was 50 .l in case of the NPA and serum samples and 60 .l for
the stool samples. Less than the stated starting material was used
for the extraction procedures in exceptional cases, if the volume
of the archived samples was otherwise insufficient. One negative
control was extracted and amplified for every five patient samples.
Extracted nucleic acids were stored at —70°C until PCR testing.

Primers and probe for the real-time PCR were selected by
Primer Express 2.0 software (Applied Biosystems, Darmstadt, Ger-
many) from the C-terminal region of the large T-antigen that
was used for a qualitative WUPyV PCR previously.!® Sequencing
of 62 WUPyV positive samples had revealed high sequence con-
servation in this region. Blasting of primers and probe against
GenBank to exclude unspecific binding did not reveal any sig-
nificant homologies with other organisms. The real-time PCR
was carried out in a final volume of 20l consisting of 5l
of extracted DNA, primers WU2958s (CCTGTTAGTGATTTTCACC-
CATGTA) and WU2865a (TGTCAGCAAATTCAGTAAGGCCTATATAT)
at a final concentration of 400nM, the probe WU2925s-
TM (6FAM-AAAGTTGTGTATTGGAAAGAACTGTTAGACA-TAMRA) at a
final concentration of 100 nM, and 1x Quantitect probe master mix
(Qiagen). Amplification was performed on an ABI7500 real-time
PCR system (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). The cycling
conditions were 50 cycles with 30s at 95°C and 60s at 60 °C after
a preheating step of 15 min at 95°C.

A plasmid containing the PCR product obtained with the primers
AG0048 and AG0049° cloned into the vector pCR2.1-TOPO (Invitro-
gen, Karlsruhe, Germany) was used as positive control and for the
standard curve. Viral loads were calculated from the threshold cycle
(Ct) values of the individual samples with respect to the standard
curve. General laboratory procedures to prevent PCR contamination
were strictly adhered to.

2.3. Statistical analysis
Statistical analysis was carried out by using GraphPad Prism Ver-

sion 3.0c for Mac (GraphPad Software, San Diego, USA) and SPSS
Version 15 for windows (SPSS, Chicago, USA).

3. Results
3.1. Validation of the quantitative real-time PCR

In order to validate the quantitative real-time PCR, the lin-
earity of the assay, the lower limit of detection, the intra-assay
and interassay variation, and the specificity were investigated.
The amplification curve was linear over the range from 5 to at
least 5 x 108 copies/reaction. For standard curves of 28 indepen-
dent runs, the mean value of the slope was —3.53 with a standard
deviation of 0.1. The mean of the coefficient of correlation was
0.992 with a standard deviation of 0.014. The lower limit of detec-
tion was determined by probit analysis based on a total of 24
replicates in three independent runs of a twofold dilution series.
A concentration of 7.1 copies/reaction (95% confidence interval:
4.8-20.4 copies/reaction) was detectable with 95% probability (data
not shown). This corresponds to 360 copies/ml of starting material
(serum or NPA). The reliability of the real-time PCR was assessed by
analyzing the intra-assay and interassay variation. The intra-assay
coefficient of variation of the Ct values for three replicates was 1.32%
or lower for standard concentrations of 5-5 x 10° copies/reaction
(data not shown). The interassay coefficient of variation of a
run control (nominal concentration, 5 x 10°), which was regularly
includedin each run, was 15.1% (data not shown). To test the primers
and probe for unspecific binding, samples known to be positive for
JC, BK, and KI polyomavirus, hBoV DNA and, adenovirus DNA were
tested in the WUPyV real-time PCR assay. All samples were negative
in the WUPyV assay.

3.2. Quantitative detection of WUPyV DNA in NPA

For clinical evaluation of the WUPyV real-time PCR, 1232
samples from 1134 children that had previously been tested by
conventional qualitative WUPyV PCR!® were retested with the
real-time assay. After analysis of discrepant results between the
qualitative and the real-time PCR assay by repeat-testing and
by additional PCR assays in different genome regions, two sam-
ples remained that were positive only in the real-time assay (110
and 140 copies/ml) and one sample that was positive only in the
qualitative assay. Overall, the frequency of WUPyV DNA detec-
tion in our study population was 5.2% with the real-time PCR
assay. The median viral load of all WUPyV positive NPA was
9.5 x 102 copies/ml. The maximum value was 3.4 x 101 copies/ml.
Twenty-two (34.4%) of the positive samples had viral loads below
the 95% limit of detection (360 copies/ml). A comparison of WUPyV
loads with respect to the clinical diagnosis did not reveal any sig-
nificant differences (p=0.98 by Kruskal-Wallis test; Fig. 1). In 32
(50%) of the WUPyV positive NPA, evidence of infection with other
respiratory viruses was detected. The median WUPyV loads of the

= 10"
£ 401 all NPA
@ i N -
a1 ’ + URTD
§' e * pneumonia
< 1034 o p
Z 107 + bronchitis
6

= 1[0)5_ v " + wheezing bronchitis
2 v v .
2 104 e, . . o febrile seizure
E a7 b
S 1024 g8 i e 2o o
2 10 B

10°

clinical diagnosis

Fig. 1. Viral load of WUPyV in NPA according to the clinical diagnosis. The median
values (horizontal bars) were 9.3 x 102 copies/ml for all NPA, 2.5 x 10% copies/ml
for upper respiratory tract disease (URTD), 3.0 x 103 copies/ml for pneumonia,
9.3 x 102 copies/ml for bronchitis, 6.8 x 102 copies/ml for wheezing bronchitis, and
9.3 x 102 copies/ml for febrile seizure.
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Fig. 2. WUPyV load in NPA of children with and without respiratory coinfections. In
addition to WUPyV DNA, all samples were tested for antigen of RSV, influenza A/B
virus, adenovirus, and parainfluenza viruses 1-3 by immunofluorescence assay and
for hBoV DNA by PCR. Coinfecting agents found more than five times are displayed.
Horizontal bars indicate median values.
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Fig. 3. Comparison of WUPyV loads in NPA according to WUPyV status of stool and
serum samples of the same patient. Median values are indicated by horizontal bars.

samples with and without evidence of coinfection were almost
identical for any coinfecting agent that was found more than five
times (p =0.99 by Kruskal-Wallis test; Fig. 2).

3.3. Detection of WUPyV DNA in serum and stool samples

For some of the children with WUPyV positive NPA, archived
stool and serum samples from the same hospitalisation period were
available. These samples were also tested by WUPyV real-time PCR.
Three (21.4%) of 14 serum samples and two (14.3%) of 14 stool
samples were positive for WUPyV DNA. Inhibition of the WUPyV-
negative stool samples was excluded by spiking experiments with
WUPyV plasmid DNA (data not shown). The median WUPyV load
in NPA tended to be higher in children with positive serum
samples (7.5 x 10° copies/ml versus 5.0 x 102 copies/ml; p=0.09 by
Mann-Whitney test) or positive stool samples (1.7 x 1010 copies/ml
versus 9.4 x 102 copies/ml; numbers too small for calculation of p-
value; Fig. 3). Interestingly, the patient with the highest WUPyV
viral load (3.4 x 10'° copies/ml) of all tested NPA was positive for
WUPyV DNA in stool and serum.

4. Discussion

In order to improve the diagnostic tools for WUPyV detection,
we have established a real-time PCR method. In our validation
experiments, this assay proved to be sensitive, specific, and reliable
for WUPyV DNA amplification. Quantification was possible over a
broad linear range. We found WUPyV DNA in 5.2% of NPA obtained
from infants and children with respiratory tract diseases during the
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years 2002-2005 and 2007 in the region of northern Bavaria in Ger-
many. PCR inhibition by NPA was not assessed as part of this study,
but data from our routine diagnostic lab demonstrate that inhibi-
tion occurs in less than 1% of NPA (unpublished observation). Two
other studies using real-time PCR and probe detection for WUPyV
amplification have been published thus far.>1> However, detailed
descriptions of analytical assay characteristics and quantitative data
of clinical samples were not provided.

There are some striking features of the quantitative WUPyV DNA
results in our study. While very high viral loads of greater than
10° copies/ml were found in a small proportion (4.7%) of the WUPyV
DNA positive NPA, the majority of these samples (51.6%) contained
only low viral loads of less than 1000 copies/ml. Although the signif-
icance of viral load results in NPA is limited to some extent because
of technical variations in the acquisition procedure (e.g. the vol-
ume of the NPA on arrival in the lab ranged approximately from
1 to 10 ml), the observed viral loads in patient samples differed
by a factor of 108, a range much larger than could be accounted
for by variation in NPA volumes obtained. In analogy to hBoV,16
the observed WUPYV load distribution is compatible with primary
WUPyV infection associated with high viral loads in few of the chil-
dren and incidental detection of low copy numbers of persistent
virus in most of the children.

For two of the three children with very high viral load in NPA,
serum samples from the same disease episode were available for
retrospective testing. WUPyV viremia was found in both of these
children. Again in analogy to the findings described for hBoV,6 this
may be an indication of the clinical relevance of WUPyV in a subset
of the children. Serological studies to determine the time point of
primary WUPyV infection will be necessary to further elucidate this
issue.

Based on the hypothesis that high viral loads may have
pathogenic relevance, we compared the WUPyV load in NPA accord-
ing to the clinical diagnosis. Significant differences of the median
viral load were not observed between the different disease groups.
However, this analysis is limited by the retrospective nature of our
study, by the high number of coinfections, and by the fact that
clinical information was analyzed only for WUPyYV positive patients.

Stool samples from 2 of 14 children were positive for WUPyV
DNA. This finding may be explained by replication of WUPyV in
gastrointestinal epithelium. However, both of the children had high
WUPyV loads in NPA, which points to swallowing of WUPyV as an
alternative explanation for the presence of WUPyV DNA in stool
samples. Whether the WUPyV DNA in stool samples is derived from
infectious or from degraded virus particles and if WUPyV may be a
cause of gastroenteritis remains to be determined.

In conclusion, we have successfully established and used a real-
time PCR assay for the detection of WUPyV DNA. Application of
this assay for quantitative analysis has shown that WUPyV DNA
can be found in NPA samples at very high titers. In addition to the
respiratory tract, WUPyV was also found in serum and stool sam-
ples. However, the clinical relevance of WUPyV infections remains
uncertain both for the respiratory and for the gastrointestinal tract.
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Diskussion:

Das humane Bocavirus

In der vorliegenden Studie wurde die Infektionshéaufigkeit von hBoV bei Kindern mit ARE
durch eine spezifische qualitative PCR untersucht. Von den 835 untersuchten NRS konnte bei
10,3 % hBoV-DNA detektiert werden, was sich mit den Daten der in den vergangenen Jahren
weltweit durchgefiihrten Studien deckte, die eine Infektionshaufigkeit zwischen 1,5 und 19 %
ermittelten (Allander, T., 2008; Lindner, J. and Modrow, S., 2008). HBoV-DNA konnte tber
das ganze Jahr verteilt in NRS nachgewiesen werden, woraus geschlussfolgert werden kann,
dass hBoV-Infektionen nicht saisonabhé&ngig sind und somit keinen Haufigkeitsgipfel, wie
andere respiratorische Viren, in den Wintermonaten haben. Diese Schlussfolgerung wird
durch verschiedene Arbeiten gestitzt, die dhnliche Ergebnisse in der saisonalen Verteilung
von hBoV-Infektionen feststellten (Allander, T., 2008; Anderson, L. J., 2007).

Das mediane Alter der hBoV-positiven Patienten &hnelte mit 1,6 Jahren dem Alter des
Gesamtkollektives (Median 1,8 Jahre). Auch in anderen Verdffentlichungen konnte das
mediane Alter der hBoV-infizierten Patienten auf < 2 Jahren eingegrenzt werden (Allander,
T., 2008; Lindner, J. and Modrow, S., 2008), was darauf schlieen lasst, dass eine primére
Infektion mit hBoV wahrscheinlich in den ersten 2 Lebensjahren erfolgt.

Durch die qualitative PCR konnte ein schnelles, spezifisches Testverfahren zur Ermittlung der
Infektionshaufigkeit von hBoV etabliert werden. Dabei wurde die analytische Sensitivitat
durch ein Kontroll-Plasmid und die Spezifitdt durch Sequenzierung der PCR-Amplikons
Uberpriift. Um sich anhand der Empfehlungen von Frederick und Relman (Fredericks, D. N.
and Relman, D. A., 1996) mit der Fragestellung, ob es sich bei hBoV um ein Pathogen
handelt befassen zu kénnen und das Testverfahren zu beschleunigen, wurde fur das hBoV
eine qrt-PCR etabliert. Mit diesem Testverfahren konnte nach erfolgreicher Validierung eine
Infektionshdufigkeit von 12 % der untersuchten NRS ermittelt werden, bei einer medianen
hBoV-Last von 4,9x10° Kopien/ml. Interessanterweise konnte kein signifikanter Unterschied
in der hBoV-DNA-Menge zwischen Proben, die hBoV als einziges Virus enthielten, und
Proben, in denen ein weiteres Virus detektiert worden war, festgestellt werden. Dies steht im
Kontrast zum Coronavirus NL63, bei welchen eine héhere Viruslast festgestellt wurde, wenn
NL63 der einzige nachgewiesene Erreger war (van der, Hoek L. et al., 2005) und konnte
darauf hinweisen, dass die Replikation von hBoV nicht durch die Anwesenheit anderer
respiratorischer Viren beeinflusst wird. Da aber in der vorliegenden Studie nur auf
Koinfektionen mit AdV, Inf A+B, PIV 1-3 und RSV getestet wurde, bedarf es weiterer
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Experimente, um durch ein breiteres Spektrum an getesteten respiratorischen Viren die
Anzahl der tatsachlichen Koinfektionen zu ermitteln. Dadurch kdnnten sich neue Erkenntnisse
in Bezug auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen hBoV-Last und Koinfektionen
ergeben.

Zusétzlich zu den NRS wurden Serum- und Stuhlproben von Kindern getestet, deren NRS
zuvor positiv auf hBoV-DNA getestet worden war. Dabei konnte ein Zusammenhang
zwischen der hBoV-DNA-Menge im NRS und dem hBoV-DNA-Status von Stuhlproben
festgestellt werden. Danach war die hBoV-DNA-Menge im NRS signifikant hoher
(p<0,0001), wenn die Stuhlprobe des Patienten ebenfalls hBoV-DNA enthielt. Ob die
hBoV-DNA in der Stuhlprobe auf verschluckte Viren oder auf eine Infektion des
gastrointestinalen Traktes zurlickzufiihren ist, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht weiter untersucht. Zwar konnte eine spanischen Arbeitsgruppe hBoV-DNA mit einer
Hé&ufigkeit von 9,1 % in Stuhlproben von Kindern mit gastrointestinalem Infekt nachweisen
(Vicente, D. et al., 2007), in einer thailandischen Studie konnte hBoV-DNA jedoch nur bei
0,9 % von Kindern mit Gastroenteritis detektiert werden (Chieochansin, T. et al., 2008), was
sich nicht signifikant von der Haufigkeit einer ebenfalls untersuchten Kontrollgruppe
gesunder Kinder unterschied. Ferner konnte in einer deutschen Studie gezeigt werden, dass
kein Zusammenhang zwischen hBoV-Infektion und untersuchten Gastroenteritis-Ausbriichen
bestand (Campe, H. et al., 2008). Daher scheint hBoV im Gegensatz zu seinen tierpathogenen
Verwandten keine gastrointestinale Krankheit auszulsen. Da in der vorliegenden Studie nur
bei Kindern mit hoher hBoV-Last im NRS hBoV-DNA im Stuhl nachgewiesen werden
konnte, konnte es sich im Stuhl um verschluckte Viren handeln. Die Krankendaten wurden
jedoch nicht in Bezug auf gastrointestinale Erkrankungen ausgewertet, wodurch diese These
lediglich als Vermutung gelten kann.

Die Testverfahren der qualitativen- und qrt-PCR lieferten nahezu identische Ergebnisse und
waren beide geeignet, die Infektionsh&ufigkeit von hBoV zu untersuchen. Jedoch haben beide
Nachweismethoden ihre Vor- und Nachteile. Wahrend die konventionelle qualitative PCR mit
Gel-Detektion schneller etabliert werden konnte und mit weniger Kosten verbunden ist als
eine grt-PCR, kann durch eine validierte qrt-PCR innerhalb von ~2 h sowohl die Anwesenheit
von hBoV-DNA als auch die Menge der viralen DNA nachgewiesen werden. Allerdings ist
die Validierung der grt-PCR aufwéndiger, da Linearitdt, Amplifikations-Effizienz und die
Variationskoeffizienten von Inter- und Intraassay bestimmt werden missen. Ferner ist die

vorausgehende Ermittlung von optimalen Primer/Sonden-Konzentrationsverhaltnissen durch
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die zusatzliche Sonde und dadurch entstehende Variationsmoglichkeiten aufwéndiger, als im
Falle eines Primerpaares fir eine qualitative PCR (Ratcliff, R. M. et al., 2007).

Daher bot sich die konventionelle qualitative PCR an, erste epidemiologische Daten von
hBoV Infektionen zu sammeln, wéhrend durch die qrt-PCR zusatzliche Informationen in
Form der DNA-Menge gewonnen werden konnten. Somit waren beide Testverfahren fiir die
Untersuchung der hBoV-Epidemiologie wichtig.

Bei der Untersuchung des hBoV-Infektionsverlaufes von 6 Kindern konnte erstmals
hBoV-DNA (ber einen Zeitraum von 4,5 Monaten nachgewiesen werden. Bei 4 der Patienten
wurde ein Viruslastabfall zwischen den einzelnen Probenentnahme-Zeitpunkten und bei zwei
Kindern ein Anstieg der hBoV-Last festgestellt. Von den beiden Kindern mit ansteigender
Viruslast wurde bei einem zu Beginn eine Infektion mit hBoV festgestellt und bei der zweiten
Probenentnahme eine Koinfektion mit RSV. Dies koénnte auf hBoV als Wegbereiter fir
andere respiratorische Viren hindeuten. Das andere Kind wies zundchst eine
RSV-Koinfektion auf, die jedoch bei der zweiten Probenentnahme nicht mehr nachweisbar
war. Gerade im Zusammenhang mit dem langen Nachweis von hBoV (ber 4,5 Monate kénnte
dieser Fall einen Hinweis auf die Persistenz und Reaktivierung von hBoV liefern. So ware es
moglich, dass im Zuge der Infektion mit einem anderen respiratorischen Virus eine
Stimulierung der hBoV-Replikation stattfindet, was den Anstieg der hBoV-Last erklaren
wirde. Um diese These jedoch weiter zu belegen sind zusétzliche Verlaufsstudien
erforderlich.

Zur Bestimmung der Divergenz von hBoV wurde sowohl ein variabler Abschnitt des
VP2-Gens von 69 Stammen als auch das komplette Genom von sieben ausgesuchten
hBoV-Stdammen sequenziert. In beiden Fallen konnten die phylogenetischen Cluster St1 und
St2 beobachtet werden, die auch schon von Allander et al. beschrieben wurden (Allander, T.
et al., 2005). Beide Cluster wiesen eine sehr hohe Nukleotid-Identitat auf (VP2: 99,4 %;
Genom: 99,6 %). Die nachgewiesenen Mutationen in den Nichtstrukturgenen NP1 und NS1
waren ausschliellich synonym, so dass sich eine AS-Identitat von 100 % ergab. Lediglich der
ORF VP1/VP2 wies nichtsynonyme Mutationen (n=4) auf. Von diesen waren allerdings drei
clusterunspezifisch, wodurch nur eine clusterspezifische Substitution auf AS-Ebene im
Genom der 7 untersuchten hBoV-Stamme ermittelt werden konnte. Diese Ergebnisse wurden
durch phylogenetische Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen bestétigt (Allander, T. et al.,
2005; Lindner, J. and Modrow, S., 2008), die ebenfalls nur eine geringe Divergenz bei hBoV
feststellen konnten. Aufgrund der hohen Sequenzidentitdt von hBoV, sowohl auf Nukleotid-

als auch AS-Ebene, und einer fehlenden Assoziation der Cluster mit Epidemiologie,
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Krankheitsbild oder Viruslast, ist es fraglich, ob eine Einteilung von hBoV in St1- und St2-
Stamme sinnvoll ist.

Um die Epidemiologie von hBoV néher zu untersuchen, ist es notwendig, neben hBoV-DNA
auch Antikorper gegen hBoV detektieren zu kénnen. Daher wurde ein IFT entwickelt, bei
dem SF9-Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren infiziert wurden, die das VP2-Gen
von hBoV enthielten. Dieses Gen codiert fiir ein Kasidprotein, welches beim Parvovirus B19,
dem am besten charakterisierten humanpathogenen Virus der Familie der Parvoviren, ~96 %
des Kapsides bildet (Heegaard, E. D. and Brown, K. E., 2002). Bei der Testung von
Blutspender-Proben wurde eine hBoV-l1gG-Seropréavalenz von 74 % ermittelt. Da durch
statistische Analysen keine Korrelation zwischen Alter und Seropréavalenz festgestellt werden
konnte, ist eine primare Infektion mit hBoV vor Erreichen des 20. Lebensjahres
wahrscheinlich. Diese Daten werden durch eine japanische Studie (Endo, R. et al., 2007)
belegt, die bei Kindern mit ARE ab 2 Jahren eine Seroprdvalenz von >80 % und bei
Erwachsenen eine Seropravalenz von 94 % fir hBoV-VP1-IgG ermitteln konnten. Die
Untersuchung der Seropravalenz gesunder Erwachsener l&sst naturlich noch Kkeine
Rickschlisse Uber die Pathogenitdt oder ein hBoV-assoziiertes Krankheitsbild zu. Daher
sollte das etablierte serologische Testverfahren in Verlaufsstudien zum Nachweis von Anti-
hBoV-VP2-1gM herangezogen und zur Ermittlung von Serokonversionen verwendet werden.
Dadurch lieRe sich der Zeitpunkt einer primaren hBoV-Infektion genau bestimmen und eine
Auswertung der vorliegenden Kklinischen Daten kdnnte aussagekraftige Rickschlisse auf ein
hBoV-assoziiertes Krankheitsbild zulassen.

Bei der Wahl des Testverfahrens zur Ermittlung der Seropravalenz bei gesunden Erwachsenen
wurde ein IFT angewandt, da bei diesem Verfahren das Antigen in natiirlicher Konformation
vorliegt und so auch konformationsabhéngige Antikdérper daran binden kénnen. Im Falle eines
Immunoblots wird das Antigen durch die Auftrennung in einem SDS-Gel linearisiert, so dass
komformationsabhéngige Antikorper nicht mehr binden konnen. Eine finnische Studie
(Soderlund, M. et al., 1995) konnte zeigen, dass Antikorper gegen lineare Epitope des
VP2-Kapsidproteins von Parvovirus B19 innerhalb von 6 Monaten nach Infektion nicht mehr
detektierbar waren, wahrend Antikorper gegen Konformationsepitope weiterhin vorlagen. Da
in der vorliegenden Studie die Seroprévalenz gesunder Erwachsener untersucht werden sollte
und daher davon auszugehen war, dass die Primarinfektion in der Regel lange zuriick lag,
schien die Verwendung einer Methode, die auf Konformationsepitopen basiert, wichtig. Eine
weitere Alternative zum IFT wdre z. B. ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest

(ELISA). Fir die Etablierung eines ELISA waéren allerdings groe Mengen an Antigen nétig,
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die gewohnlich durch eine Uberexpression in Bakterien gewonnen werden. Zusatzlich ist ein
hoher Aufreinigungsgrad der Antigene notwendig, um unspezifische Reaktionen vom
Probenmaterial im ELISA zu minimieren. Eine Antigen-Aufreinigung ist bei IFT-
Untersuchungen nicht notwendig. Daher wurde der IFT als Methode fir die Durchfiihrung der
ersten serologischen Untersuchungen ausgewahlt. Durch die individuelle Mikroskopierung
jeder einzelnen Probe kénnen uncharakteristische Fluoreszenzmuster erkannt werden, so dass
IFT-Untersuchungen auch ohne aufwéndige Validierungen héufig eine Spezifitat auf
Bestatigungstest-Niveau erreichen. Da ELISA-Untersuchungen jedoch eine Automatisierung
und eine bessere Standardisierung erlauben, sollten zukiinftige Studien das Ziel haben, VP2
oder andere hBoV-Antigene zu produzieren, um die Etablierung eines ELISA zu ermdglichen.
Um anhand der ermittelten Daten abzukléaren, ob es sich bei hBoV um ein Pathogen handelt,
wurden die sieben Empfehlungen von Frederick und Relman herangezogen (Fredericks, D. N.
and Relman, D. A., 1996). Danach sollte virales Erbmaterial (i) aus moglichst vielen
Patienten mit einem ,,bestimmten Krankheitsbild* isoliert werden. In der vorliegenden Studie
wurde ein respiratorisches Virus untersucht, wodurch das ,,bestimmte Krankheitsbild“ eine
ARE wére, unabhéngig von I0A oder IUA, da respiratorische Viren ein breites Spektrum an
Krankheiten auslosen kdnnen (Tyrell, D. A. J., 1996). Durch den Nachweis von hBoV-DNA
bei 12,0 % der untersuchten Kinder mit ARE, ist eine Zuordnung von hBoV zu den
respiratorischen Viren maoglich. Ferner (ii) soll die virale DNA bei gesunden Patienten gar
nicht oder nur in geringer Menge vorhanden sein. Da keine NRS von gesunden Kindern zur
Verfugung standen, konnten diese nicht auf die Anwesenheit von hBoV-DNA untersucht
werden, so dass zu diesem Punkt keine Aussage getroffen werden konnte. Allerdings wurde in
einer amerikanischen Studie bei keinem Kind einer asymptomatischen Kontrollgruppe hBoV-
DNA detektiert (Kesebir, D. et al., 2006), wodurch die zweite Empfehlung von Fredericks
und Relman fir hBoV erflllt wurde. Die folgenden Empfehlungen befassen sich mit einer
Reduzierung der Virus DNA-Menge bei gesundenden Patienten (iii) und dem Vorhandensein
grolRer Mengen an viraler DNA vor Beginn oder wéhrend einer Krankheit (iv). Obwohl wir
sehr hohe hBoV-Lasten bei einigen Patienten beobachten konnten, fehlten in den meisten
Fallen, aufgrund des retrospektiven Studiendesigns, weitere Proben dieser Patienten, wodurch
die hBoV-DNA-Menge vor oder nach dem ersten Nachweis nicht bekannt war. Sowohl in
einer schwedischen als auch in einer japanischen Studie konnte jedoch im Laufe einer hBoV-
Infektion eine abfallende hBoV-Last im Serum nachgewiesen werden (Allander, T. et al.,
2007b; Endo, R. et al., 2007). Des weiteren wurden in der schwedischen und in einer
italienischen Verdffentlichung Viruslasten >10° Kopien/ml als Hinweis auf eine primére
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Infektion gewertet und das vorliegende Krankheitsbild der hBoV-Infektion zugeordnet
(Allander, T. et al., 2007b; Gerna, G. et al., 2007). Ein weiterer Aspekt von Ferderick und
Relman war, (v) dass das vorliegende Krankheitshild dem Krankheitsbild dhneln solle,
welches von phylogenetisch verwandten Viren ausgeldst wird. Die tierpathogenen Vertreter
des Genus Bocavirus werden zwar in erster Linie mit Infektionen des gastrointestinalen
Traktes und Fruchtverlust bei trdchtigen Tieren assoziiert, kénnen bei Jungtieren jedoch auch
zu Infektionen des respiratorischen Traktes fihren (Durham, P. J. et al., 1985; Steinel, A. et
al., 2001), wodurch ein Zusammenhang zwischen den Krankheitsbildern der Viren des Genus
Bocavirus zu bestehen scheint. Die néchste Empfehlung befasst sich (vi) mit dem Nachweis
des Virus in betroffenem Gewebe auf zelluldrer Ebene. Da von den hBoV-infizierten Kindern
keine Gewebeproben zur Verfiigung standen, konnte dieser Punkt nicht untersucht werden.
Auch in der Literatur sind dazu bisher noch keine Daten bekannt. Die letzte Empfehlung (vii)
befasst sich mit der Reproduzierbarkeit der Daten. Die in der vorliegenden Studie ermittelten
Daten zur Epidemiologie von hBoV stimmen mit Ergebnissen anderer Studien weltweit
uberein (Allander, T., 2008; Lindner, J. and Modrow, S., 2008), wodurch die
Reproduzierbarkeit der Daten bestatigt wird.

Zusammenfassend wurden in den vorliegenden Studien Testverfahren etabliert, die eine
Detektion von hBoV in verschiedenen Probenmaterialien ermdglichen. Die untersuchten
Proben lieferten nach den Empfehlungen von Fredericks und Relman erste Hinweise auf eine
Assoziation von hBoV mit ARE. Vor allem die Proben mit hohen Viruslasten konnten zur
genaueren Bestimmung dieser Assoziation weitere Hinweise geben, was durch die Arbeiten
von Allander et al. (Allander, T. et al., 2007b) und Gerna et al. (Gerna, G. et al., 2007)
nahegelegt wird. Allerdings kann hBoV-DNA, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde,
Uber einen Zeitraum von bis zu 4,5 Monaten nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass nach der hBoV-Primérinfektion moglicherweise eine Phase mit asymptomatischer
Persistenz eintritt, so dass viele hBoV-PCR Ergebnisse mit geringen DNA-Mengen klinisch

irrelevant sein kénnten.
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Das Polyomavirus WU

Um die Infektionshdufigkeit von WUPyYV bei Kindern mit ARE zu untersuchen wurde eine
qualitative PCR etabliert. Mit dieser wurden 62 (4,9 %) von 1277 NRS positiv auf WUPyV-
DNA getestet. Die ermittelten Daten deckten sich mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen, die eine Infektionshaufigkeit zwischen 1,0 und 6,6 % in den jeweils
untersuchten Populationen aufwiesen (Abed, Y. et al., 2007; Gaynor, A. M. et al., 2007; Han,
T. H. et al., 2007; Le, B. M. et al., 2007; Norja, P. et al., 2007; Payungporn, S. et al., 2008).
Das mediane Alter der WUPyV-positiven Patienten (3,0 Jahre) der vorliegenden Studie war
signifikant hoher als das mediane Alter der Gesamtpopulation (1,6 Jahre). Ferner wurde nur
bei 3,2 % der Kinder tiber 6 Jahren WUPYV-DNA nachgewiesen, wahrend der Anteil dieser
Altersgruppe in der Gesamtpopulation mit 15,7 % deutlich héher war. Das mediane Alter
wurde bisher nur in einer stidkoreanischen Studie angegeben. Dabei wurde im Gegensatz zu
den vorliegenden Daten ein medianes Alter der WUPyV-positen Patienten von 9 Monaten
feststellt (Han, T. H. et al., 2007). Dieser Unterschied des medianen Alters der WUPyV-
positiven Kinder liegt wahrscheinlich in den Patientenkollektiven begrindet. Wahrend in der
Arbeit von Han et al. 85,6 % der untersuchten Kinder unter 2 Jahren waren, lag in der
vorliegenden Studie der Anteil von Kindern unter 2 Jahren nur bei 53,2 %. Das mediane Alter
der WUPyV-positiven Kinder der vorliegenden Studie passt zu dem Alter, in dem Kinder
beginnen in den Kindergarten zu gehen, wodurch eine primare Infektion mit WUPyYV durch
den vermehrten sozialen Kontakt in diesen Einrichtungen erfolgen koénnte. Um sichere
Angaben (ber das Alter der Primdrinfektion machen zu kénnen, sind jedoch Seropréavalenz-
Studien erforderlich.

WUPyYV-DNA konnte tiber das ganze Jahr verteilt in NRS nachgewiesen werden und hatte im
Gegensatz zu anderen respiratorischen Viren kein Maximum in den Wintermonaten. Dies
wurde durch eine schwedische Arbeit bestatigt, die ebenfalls keine erhéhte Infektionsrate im
Winter detektieren konnte (Lindau, C. et al., 2009). Bei der Auswertung der Krankenakten
WUPyV-positiver Patienten ergab sich kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen einer
WUPyV-Infektion und einem bestimmten respiratorischen Krankheitsbild.

Analog zum Vorgehen bei hBoV wurde eine WUPyV-qrt-PCR etabliert um
WUPyV-Infektionen schneller diagnostizieren zu kénnen und durch die Quantifizierung
zusétzliche Informationen zu erhalten. Nach erfolgreicher Validierung konnte bei 64 (5,2 %)
der 1232 untersuchten NRS WUPyYV-DNA detektiert werden. In dieser Arbeit wurde erstmals
die mogliche Assoziation zwischen der WUPYV-DNA-Menge und Krankheitsbild oder

Koinfektionsstatus untersucht, wobei allerdings keine Zusammenhange offensichtlich wurden.
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Ferner wurden 14 Serum- und 14 Stuhlproben von Patienten untersucht, deren NRS zuvor
positiv auf WUPYV getestet worden war. Dabei konnte in 3 Serum- und 2 Stuhlproben
WUPYV-DNA nachgewiesen werden. Es war zu beobachten, dass die WUPyV-DNA Menge
im NRS deutlich groRer war, wenn eine Stuhl- oder Serumprobe ebenfalls positiv war.
Interessanterweise konnte beim Patient mit der hochsten WUPyV-DNA-Menge sowohl im
Stuhl als auch im Serum WUPYV-DNA detektiert werden. Da im NRS des Patienten keine
Koinfektion detektiert wurde, kdnnte es sich in diesem Fall um eine durch WUPYV ausgel6ste
Krankheit handeln.

Wie schon bei der Untersuchung der Infektionsh&ufigkeit von hBoV, waren die Ergebnisse
zwischen qualitativer und grt-PCR nahezu identisch. Fur die Frage, welches Testverfahren zur
Ermittlung der Infektionshaufigkeit besser geeignet ist, treffen daher fir WUPyYV die bereits
im hBoV-Abschnitt aufgefuhrten Vor- und Nachteile der konventionellen qualitativen PCR
und der grt-PCR ebenfalls zu (Ratcliff, R. M. et al., 2007).

Bei der phylogenetischen Untersuchung von WUPYV wurde sowohl bei der Sequenzierung
einer nicht-codierenden Region als auch bei der kompletten Sequenzierung des Genoms eine
Nukleotid-Identitdt von Uber 99 % und die Bildung zweier Cluster beobachtet. Die
Clusterbildung konnte bei allen 5 WUPyYV-Genen nachgewiesen werden. Ein groRer Anteil
der Nukleotid-Mutationen war nicht synonym, was in 46 variablen AS-Positionen resultierte,
von denen 35 Cluster-spezifisch waren. Auch wenn der Anteil der Cluster-spezifischen
AS-Substitutionen deutlich hoher als bei hBoV war, konnten auch bei WUPYV keine
Assoziationen zwischen Krankheitsbild, Koinfektionsstatus oder der WUPyV-DNA-Menge
und der Cluster-Zugehorigkeit festgestellt werden. Die gesammelten phylogenetischen Daten
decken sich mit denen einer thailandischen Arbeitsgruppe, die ebenfalls eine hohe Nukleotid-
Identitat und einen grofien Anteil an AS-Substitutionen feststellen konnte (Payungporn, S. et
al., 2008). Eine Unterteilung von WUPYV in zwei unterschiedliche Cluster ist daher
maoglicherweise sinnvoll.

Analog zum fiir hBoV-1gG entwickelten IFT wurde flr den Nachweis von WUPyV-VP1-1gG
ein auf rekombinanten Baculoviren und SF9-Zellen basierender IFT entwickelt. Hierfir
wurde das Kapsidprotein VP1 gewéhlt, da sich bei den humanpathogenen Vertretern der
Polyomaviren zum einen die neutralisierende Immunantwort gegen Epitope des VP1-
Proteines richtet und zum anderen der Grofteil des Kapsides aus VP1-Proteinen besteht
(Modrow, S., 2003). Bei der Untersuchung von Plasmen gesunder Erwachsener konnte eine
Seropravalenz von 88 % ermittelt werden. Ein Zusammenhang zwischen dem Alter der
Probanden und der An- oder Abwesenheit von Anti-WUPyV-VP1-IgG war nicht
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offensichtlich. Die serologischen Ergebnisse sprechen fiir eine primare WUPyV-Infektion vor
Erreichen des 20. Lebensjahres. In einer amerikanischen Studie wurde mit 69 % eine etwas
niedrigere WUPyV-Seropravalenz bei gesunden Erwachsenen festgestellt (Dalianis, T. et al.,
2009). In dieser Studie wurde jedoch rekombinates WUPYV-VP1 aus Bakterien verwendet,
wodurch die abweichende Seroprdavalenz zur vorliegenden Studie im Expressionssystem
begriindet liegen kann, da in prokaryontischen Expressionssystemen keine post-translationale
Modifikation vorliegt (Aricescu, A. R. et al., 2006). Eine andere Erklarung, kénnte eine
unterschiedliche globale Pravalenz von WUPyYV sein. Um diese Fragen weiter abzuklaren
sind jedoch zusatzliche Studien notwendig. Die in der vorliegenden Studie ermittelte
Seropravalenz fur WUPyV ist dhnlich hoch wie bei den bekannten humanpathogenen
Polyomaviren JC und BK (jeweils ~90 % bei Erwachsenen) (Knowles, W. A., 2006).

Wie schon bei hBoV ausgefiihrt, wurde bewusst der IFT als Nachweisassay verwendet, um
Antikorper gegen Konformationsepitope detektieren zu kdnnen. Nachdem das Testverfahren
in der vorliegenden Arbeit etabliert wurde, kénnen kiinftige Studien durch Erfassung der
IgG-Serokonversion oder durch Verwendung des IFT fir IgM-Tests Aufschluss Gber eine
primére Infektion und ein damit verbundenes Krankheitsbild geben.

Zur Ermittlung, ob es sich bei WUPyYV um ein Pathogen handelt, wurden analog zu hBoV die
Empfehlungen von Frederick und Relman herangezogen (Fredericks, D. N. and Relman, D.
A., 1996). Dabei war zu sehen, dass 5 % der untersuchten Kinder mit ARE eine WUPyV-
Infektion aufwiesen, wodurch Empfehlung (i) erflllt wirde. In der vorliegenden Studie
wurden keine asymptomatischen Proben untersucht. Fir die Empfehlung (ii), die sich mit dem
Fehlen der viralen DNA in Proben von gesunden Probanden beschéftigt, konnen jedoch
fremde Verdffentlichungen herangezogen werden. Danach konnte WUPYV-DNA in
respiratorischen Proben von asymptomatischen Kontrollgruppen mit einer ahnlichen oder
sogar hoheren Haufigkeit nachgewiesen werden, als in den jeweiligen Studienpopulationen
mit ARE (Abed, Y. et al., 2007; Norja, P. et al., 2007; Payungporn, S. et al., 2008). Daher
wird Empfehlung (ii) fir WUPYV nicht erfullt. Da keine Verlaufsproben von WUPyV-
positiven Kindern vorlagen, konnte die dritte Empfehlung nicht weiter untersucht werden. Bis
dato wurden auch noch keine anderen Verlaufsstudien zu WUPYV veroéffentlicht. In einigen
Fallen konnten hohe WUPyV-Lasten bei Kindern mit ARE beobachtet werden, wodurch
Empfehlung (iv) erfullt scheint. Im Gegensatz zu hBoV sind 2 mit WUPYV verwandte Viren
humanpathogen (JCV und BKV), so dass Empfehlung (v) besser angewandt werden kann.
Eine primare Infektion mit JCV und BKV verlduft in der Regel asymptomatisch, kann aber
auch eine leichte respiratorische Erkrankung verursachen (Ahsan, N. and Shah, K. V., 2006).
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Da WUPyV-DNA sowohl bei Kindern, die an ARE litten, als auch bei asymptomatischen
Kindern nachgewiesen wurde (Abed, Y. et al., 2007; Norja, P. et al., 2007; Payungporn, S. et
al., 2008), koénnte davon ausgegangen werden, dass der Infektionsverlauf von WUPyYV dem
anderer humanpathogener Polyomaviren (BK und JC) &hnelt. Um diese These zu berprifen
sind weitere Untersuchungen notig, die sich gezielt mit symptomatischen und
asymptomatischen Patienten beschéftigen, die WUPYV als einzigen Erreger ausweisen. Wie
schon bei hBoV beschrieben, standen auch fir WUPyV-infizierte Kinder keine
Gewebeproben zur Verfiigung. Da auch in der bisherigen Literatur keine Studien mit
Gewebeproben durchgefiihrt wurden, konnte Empfehlung (vi) nicht Gberprift werden. Die
siebte Empfehlung befasst sich mit der Reproduzierbarkeit der Daten. Analog zu hBoV
konnte WUPyV mit dhnlichen Infektionshaufigkeiten weltweit in NRS von Kindern mit ARE
nachgewiesen werden (Abed, Y. et al., 2007; Gaynor, A. M. et al., 2007; Han, T. H. et al.,
2007; Le, B. M. et al., 2007; Payungporn, S. et al., 2008; Ren, L. et al., 2008), wodurch diese
Empfehlung als erflllt betrachtet werden kann. Zusammenfassend kann zur Zeit noch nicht
beantwortet werden, ob WUPYV nach den Richtlinien von Frederick und Relman ein
krankheitsauslosendes Virus ist, da einige Empfehlungen erfullt wurden, andere, wie die
Abwesenheit von WUPYV-DNA in gesunden Patienten, jedoch nicht. Daher sollten weitere
Studien angestrebt werden, die sich in erster Linie mit primaren WUPyV-Infektionen

beschaftigen.
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Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit fir hBoV und WUPyV etablierten Methoden konnten erste Hinweise auf
das Vorkommen dieser Viren in NRS von Kindern mit respiratorischem Infekt geben. Des
Weiteren war durch die Entwicklung eines IFT fir diese Viren eine Einschédtzung der
Seropravalenz bei gesunden Erwachsenen mdglich. Anhand bisher veroffentlichter und den in
dieser Arbeit gesammelten Daten, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei hBoV
um ein Virus handelt, das respiratorische Krankheiten auslésen kann.

Die bisherigen Studien zu WUPyV weisen auf ein Virus hin, welches zwar in respiratorischen
Proben nachweisbar ist, aber nur in seltenen Féllen eine respiratorische Erkrankung
verursacht. Ob WUPYV ahnlich wie die Polyomaviren BK und JC durch Reaktivierung zu
Erkrankungen unter Immunsuppression fiihren kann, ist bisher ungeklart.

Zur Erforschung der in dieser Arbeit untersuchten Viren sind weitere Studien erforderlich, die
sich vor allem mit der genauen Erfassung des Zeitpunktes der priméaren Infektion und der
Frage, ob zum Zeitpunkt der Primarinfektion eine Erkrankung vorliegt, beschéftigen sollten.
Fur solche Studien kdnnen die in dieser Dissertation etablierten Methoden verwendet werden,
um zum einen mittels der grt-PCR den Verlauf der Viruslast und zum anderen mittels des IFT
den IgM- und IgG-Antikdrperverlauf zu untersuchen.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit Methoden zur Untersuchung von hBoV
und WUPyV etabliert und erste Daten zu diesen Viren gesammelt. Sowohl die erhaltenen
Daten als auch die etablierten Methoden kdnnen als Grundlage fur weitere Studien an diesen
Viren dienen, die sich der weiteren Erforschung der Pathogenitdt von hBoV und WUPyV

widmen.
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Anhang

1. Sequenzierprimer

Fur die Sequenzierung von hBoV verwendete Primerpaare

Primer Sequenz (5°- 3) Gen Position®  Polaritat T,
BoV0153s aaaaagctccacgcttgty Non-coding  153-172 + -
BoV0654a aaggacgtgtagccagaagag NS1 654-634 -

BoV0548s agaaggactaagcaagaggaatgc NS1 548-571 + 50°C
BoV1061a gcgctgatctectacctcagg NS1 1061-1041 -

BoV0959s ctaccacgcaaccctagataacg NS1 959-981 + .
BoV1560a gtctgcagtcattaaatacaaatccttt NS1 1560-1533 - »IC
BoV1435s ctgtttgcttttacgggcect NS1 1435-1454 + s0°C
BoV2034a cactatgaggaaggtaaccacc NS1 2034-2013 -

BoV1948s gggtcctttgtcctactcattcac NS1 1948-1971 + .
BoV2453a cgggctectgetectgt NP1 2453-2436 -

BoV2327s ccacgtgacgaagatgagct NP1 2327-2346 + E9°C
BoV2970a cagcagcagaaagcatttcct NP1 2970-2950 -

BoV2840s gcactttagaaataactctgattgtgaaa NP1 2840-2868 + 3
BoV3483a acagtatcaggttgttggtcttgaat VP1/VP2  3483-3388 - >vC
BoV3309s tgctaacacaaataaaggtgcaaaa VP1 3309-3333 + £goC
BoV3913a gaagatcaggcatgacgtcctc VP1/VP2  3913-3892 -

BoV3787s ctttcaaatggtgctgacacaac VP1/VP2  3787-3809 + .
BoV4387a atccaaatcctgcagcacct VP1/VP2  4387-4368 -

BoV3885s acaatgaccteacagetggeg VP1/VP2  3885-3906 +
BovA287s cagecageacaggeagaatt VPINP? 42874306 - O ©
BoV4456a tccaaatcctgcagcacctgtg VP1/VP2 4456-4435 +

BoV4939a tgcagtatgtcttctttctggacg VP1/VP2 4939-7916 ) 57°C
BoVv4843s tggcgtccagaaagaagaca VP1/VP2  4843-4862 + Eec
BoV5143a tcggctaggttcgagacgg Non-coding 5143-5125 -

# Nach NCBI-GenBank Zugangsnummer DQ_000495
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Fur die Sequenzierung von WUPYV verwendete Primerpaare

Primer Sequenz (5°-3") Gen Position®  Polaritat T,
WUO0355s cagagacgtccttgggttcaa Non-coding 355-375 + 5300
WUQ0965a tggatattaagtccacctecttgg VP 2 965-942 -

WUu0823s ggtgcaggtcttgtaggtggtatata VP 2 823-848 + 53°C
Wu1427a geatctcttacagcttctacageattt VP2/VP3  1427-1401 -
WU1296s aagaagcttigttagtggaggaagac VP2/VP3  1296-1321 + 53¢
WuU1897a tgggctactaatagaccaataatgtgg VP 1 1897-1871 -
WuU1725s gtcaacccacaagagtgcaaag VP1-VP3 1725-1746 + s30C
WU2336a atctgcagttatcattgcggct VP 1 2336-2315 -
WU2155s gctaggacttgcteccactgaa VP 1 2155-2176 + £1c
WU2780a attatccttgtgtgtttagtattggge VP 1 2780-2754 -
WuU2627s caggttacagaggttactatgactgaaga VP 1 2627-2655 + 5100
WU3243a | aatggaatgagtaacttagataatttaagagactatt large T 3243-3207 -
WU3092s ggagccaaagtagcagggact large T 3092-3112 + 5300
WU3696a gtgtgtcaacaggctattgatgtg large T 3696-3673 -
WU3558s catcttgctcacctttaatagttttatce large T 3558-3586 + S0
WUuU4070a agggatactgtactattagctttttattttgt large T 4070-4039 -
Wu3902s tgatctttaaactccccatataaatect large T 3902-3929 + E1oC
WU4506a atacccacatatggtaccccagact large T 4506-4482 -
WuU4341s gtgttgcctgtgaacattgtgg large T 4341-4362 + 53°C
WU4955a cagtgcaccaactaaatgaagaaga large /small T 4955-4931 -
WU4850s ccaacaagcctgtactttctaggg small T 4850-4873 + -
WUO0037a gcccacactgtcaatcatge Non-coding 56-37 -
WU5146s agttttatccattttgccttctttage Non-coding  5146-5172 + 5300
WUuO0524a cgagacggtagcaccaatacc Non-coding 524-504 -

# Nach GenBank Zugangsnummer NC_009539
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