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1. Einleitung

1.1. Akute respiratorische Infekte

1.1.1. Bedeutung und Atiologie

Akute respiratorische Infekte sind eine der haufigsten Erkrankungen beim Men-
schen, insbesondere bei Sauglingen und Kleinkindern, und gehen weltweit mit
einer hohen Morbiditat und Mortalitat einher (Mulholland, 2003). In Landern der
dritten Welt sind sie die haufigste Todesursache bei Kindern unter funf Jahren
(Walsh, 1989). Erwachsene machen im Durchschnitt zwei bis funf, Kinder unter
funf Jahren sogar vier bis acht Infekte pro Jahr durch (Alexander, 1999). Arzt-
besuche oder stationare Aufnahmen sind haufig durch sie begriindet. Auch aus
okonomischer Sicht haben respiratorische Infekte einen erheblichen Stellen-
wert, da sie durch Behandlungskosten und haufig durch Arbeitsausfalle zu einer
wesentlichen Belastung des Gesundheitssystems beitragen (Tregoning and
Schwarze, 2010).

Ausloser einer akuten respiratorischen Erkrankung (ARE) kdnnen verschiedene
Mikroorganismen sein, zu denen Viren, Bakterien oder auch Pilzinfektionen
zahlen. Der groRte Teil der Infekte wird durch Viren verursacht und verlauft
meist unkompliziert (Andersen et al., 1998). Viren kbnnen weiterhin aber auch
einen schweren Verlauf einer ARE verursachen und zusatzlich eine Infektion
mit Bakterien begunstigen. Haufige bakterielle Erreger einer ARE sind Pneu-
mokokken, Haemophilus influenza und Staphylokokkus aureus (Beadling and
Slifka, 2004). Auf respiratorische Viren wird im Verlauf dieser Arbeit naher ein-

gegangen.

1.1.2. Klinische Aspekte

Klinisch treten Virus-bedingte ARE auf als Infekte der oberen Atemwege (loL)
oder Infekte der unteren Atemwege (luL). Sie werden oft begleitet von unspezi-
fischen Symptomen wie Fieber, Gliederschmerzen, Appetitmangel und redu-
ziertem Allgemeinempfinden. Es kann zu Manifestationen aul3erhalb der Atem-
wege kommen wie gastrointestinalen und zentralnervésen Symptomen oder

auch zu Konjunktivitis, Otitis media acuta, Exanthem und Lymphknotenschwel-



lung. Eine ausgepragte Erhdhung von Entzindungsparametern ist selten. Bei
schwerer Erkrankung kann eine Leukopenie mit relativer Lymphozytose auf ei-
ne virale Genese hinweisen. Respiratorische Viren fihren allgemein aber weder
bei oL noch IuL zu spezifischen klinischen Untersuchungsbefunden (Doerr and
Adrian, 2010).

loL kommen haufiger vor als IuL und verlaufen klinisch oft milder. Zu den typi-
schen Diagnosen eines oL zahlen unter anderem Rhinitis, Pharyngitis, Tonsilli-
tis, Laryngitis, Laryngotracheitis oder Krupp. Die Therapie erfolgt supportiv und
die Erkrankungen sind meist selbstlimitierend. Zur Genesung kbénnen, wenn
notwendig, fiebersenkende und schmerzstillende Mittel, Antitussiva und Nasen-
spray gegeben werden. Als Komplikation gilt die Entwicklung einer obstruktiven
Ventilationsstérung, die schnell erkannt und behandelt werden muss (Alexan-
der, 1999).

Bei einer ARE mit Anzeichen eines IuL kommt es zu Tachypnoe, Atemnot oder
starkem Husten. Weitere klinische Zeichen kdénnen Zyanose, Rasselgerdusche
oder Zeichen einer Obstruktion bei Auskultation der Lunge sein, die bei Saug-
lingen auch begleitet werden kdénnen von Nasenfligeln und interkostalen Ein-
ziehungen (Speer and Gahr, 2009). Durch die klinischen Symptome zusammen
mit einer radiologischen Diagnostik sind luL als Erkrankungen der grof3en und
kleinen Bronchien gekennzeichnet. Die Diagnosen umfassen Pneumonie (Lun-
geninfiltrat radiologisch bestatigt), Bronchitis, obstruktive Bronchitis und Bron-
chiolitis, wobei keine international standardisierten Definitionen existieren. The-
rapeutisch gelten fiir einen IuL die gleichen symptomatischen MalRhahmen wie
bei einem loL. Zusatzlich spielen je nach Krankheitsverlauf ein engmaschiges
Sauerstoffmonitoring mit angepasster Sauerstoffgabe und Beatmung eine Rolle
sowie Inhalation mit hypertoner Salzlésung oder Bronchodilatatoren (Beta-2-

Mimetika, Epinephrin, Ipatropiumbromid) (Speer and Gahr, 2009).

Pradisponiert fur schwere Verlaufe einer ARE sind unter anderem Frihgebore-
ne und Menschen mit chronischen Erkrankungen oder Fehlbildungen der luftlei-
tenden Strukturen. Bei Immunsuppression zahlen viral induzierte Luftwegsinfek-

te zu einer der haufigen Todesursachen (Wong and Yuen, 2008). Andauernde



oder rezidivierende respiratorische Infekte kbnnen das Lungengewebe langfris-
tig zerstoren und stehen in der Diskussion eine Entwicklung von Asthma zu be-
gunstigen (Andersen, 1998). Besonders bei Kindern mit IuL, die einer stationa-
ren Behandlung bedurfen, ist es sinnvoll, schnell die Ursache einer Atemwegs-
infektion zu finden, damit eine adaquate Therapie eingeleitet werden kann. Im
Bezug auf nosokomiale Infektionen wird angestrebt einen Erreger zu identifizie-
ren, um z.B. durch Isolation des infizierten Patienten eine weitere Verbreitung

zu verhindern (Tregoning and Schwarze, 2010).

Viren sind im Gegensatz zu Bakterien nicht durch Antibiotika therapierbar. Um
einen unnoétigen Einsatz von Antibiotika zu vermeiden, ist eine rasche Erreger-

diagnostik ebenfalls wichtig (Doan et al., 2009).

1.1.3. Typische virale Ausloser

Zu dem typischen Spektrum der ,klassischen“ respiratorischen Viren gehdren
RNA-Viren wie Influenzavirus A und B, Parainfluenzaviren, Respiratory syncyti-
al virus (RSV), Coronaviren und Rhinoviren sowie die zu den DNA-Viren zah-
lenden Adenoviren (Alexander, 1999). Diese Viren lassen sich durch Zellkultur
anzichten und wurden mit Hilfe dieser Technik im Laufe des letzten Jahrhun-
derts entdeckt. Sie gehoren unterschiedlichen Virusfamilien an und unterteilen
sich weiter in verschiedene Spezies. lhre Pathogenitat beim Menschen als Aus-
|6ser einer ARE ist bewiesen (Hof and Ddérries, 2005). In ihrer Manifestation und
der Auspragung der Krankheit kénnen diese Viren ein breites und Uberlappen-
des Spektrum an Symptomen einer ARE zeigen. Einzelne Symptome, die spe-
ziell einer Virusspezies zuzuordnen sind, kdnnen dabei nicht eindeutig definiert
werden (Denny, 1995).

Viele der respiratorischen Viren treten bevorzugt in den Wintermonaten auf.
Allerdings gibt es auch saisonale Haufungen in anderen Jahreszeiten, z.B. tritt
das Rhinovirus bevorzugt im Herbst und Frihling auf. Bei Influenzaviren kann
endemisches oder epidemisches Auftreten beobachtet werden (Flint, 2009). Fur
RSV findet sich in unseren Breitengraden ein zweijahriger Zyklus, der jeweils

aus einer Saison mit frihem Saisonbeginn (Oktober/November) und starker



Zirkulation gefolgt von einer Saison mit spatem Saisonbeginn (Dezem-
ber/Januar) und schwacherer Zirkulation besteht (Terletskaia-Ladwig et al.,
2005). RSV ist insgesamt bei Kindern unter funf Jahren der haufigste Erreger
einer schweren luL und ist bei Sauglingen der typische Erreger der altersspezi-
fischen Bronchiolitis (Nair et al., 2010).

1.1.4. Antivirale Therapie

Gegen virale respiratorische Erreger stehen kaum spezifische Medikamente zur
Verfigung. Im Fall der Influenza gibt es die Mdglichkeit, Neuraminidaseinhibito-
ren oder Amantadin zu verabreichen. Durch eine Medikamentengabe innerhalb
der ersten 48 Stunden nach Symptombeginn kann der Schweregrad der Er-
krankung deutlich reduziert werden. Vorbeugend steht ein Impfstoff gegen In-
fluenza zur Verfigung, der jedes Jahr nach den Antigenen der aktuell zirkulie-
renden Virustypen zusammengestellt wird und jahrlich vor der Wintersaison

appliziert werden sollte (Darai et al., 2009).

Ein oraler Impfstoff gegen verschiedene Serotypen des Adenovirus ist in den
USA erhdltlich und wird vorwiegend beim Militéar zur Pravention einer Infektion
eingesetzt (Tucker et al., 2008). Andere aktive Schutzimpfungen gegen respira-

torische Virusinfektionen stehen derzeit nicht zur Verfigung.

RSV-bedingte stationdre Aufnahmen bei Frihgeborenen und chronisch lungen-
und herzkranken Kleinkindern (z.B. Bronchiolitis mit schweren Apnoen) konnten
reduziert werden durch prophylaktische Gabe des Antikdrpers Palivizumab, der
einer Infektion mit dem Virus entgegen wirkt im Sinne einer passiven Impfung
(IMpact-RSV Study Group, 1998).

1.1.5. Nachweisverfahren respiratorischer Viren

Um bei einer akuten Infektion ein respiratorisches Virus in Material des Respira-
tionstrakts nachzuweisen, gibt es die Mdglichkeit des Virusdirektnachweises
durch Anzucht in der Gewebekultur, durch Antigendetektion mithilfe direkter

Immunassays oder durch Genomnachweis mittels Polymerasekettenreaktion



(PCR). Zur schnellen Routinediagnostik werden direkte Immunfluoreszenztests
fur verschiedene virale Antigene (IFA) verwendet oder eine PCR durchgefuhrt.
Eine arbeitsintensivere und zeitaufwendige Methode ist der Virusnachweis in
Zellkultur.

Serologische Untersuchungen auf humane Antikorper gegen ein Virus eignen
sich allenfalls zur retrospektiven Untersuchung, z.B. im Rahmen epidemiologi-
scher Studien oder anderen wissenschaftlichen Fragestellungen. In der Routi-

nediagnostik spielen sie dagegen keine Rolle (Doerr and Adrian, 2010).

1.2. Neue respiratorische Viren

Bei der Untersuchung auf bekannte respiratorische Viren sowie unter Bertck-
sichtigung bakterieller Erreger bleibt die Ursache in 40 - 60 % aller ARE bisher
ungeklart (Sloots, et al., 2008). In den letzten 10 Jahren gab es viele Versuche,
neue Viren im Respirationstrakt nachzuweisen, wobei mehr als sieben zuvor
unbekannte Viren identifiziert wurden. Einige der neuen Viren konnten durch
Anzucht in Zellkultur und anschlieBender Sequenzanalyse identifiziert werden.
Dabei handelt es sich um das humane Metapneumovirus (hMPV) (van den
Hoogen et al., 2001) und die zwei Coronaviren (CoV) SARS-assoziiertes CoV
(Ksiazek et al., 2003) und NL63 CoV (van der Hoek et al., 2004; 2006).

Bei der Entdeckung des HKU 1 CoV wurden dagegen konservierte Sequenzen
bekannter CoV-Genera fir die Entwicklung von Primern benutzt, um das NRS
eines Indexpatienten mit Pneumonie auf bis dahin unbekannte Coronaviren zu
untersuchen. Bis heute ist das CoV HKU1 nicht in Kultur isolierbar (Woo et al.,
2005).

Einer neuen Methodik bediente man sich bei der Identifikation des humanen
Bocavirus (hBoV) und des Polyomavirus Kl (KIPyV) (Allander et al., 2005; Al-
lander et al., 2007). Mittels einer Hochdurchsatz-Sequenzierung von Patienten-
proben gelang es, ohne Zellkultur oder Verwendung schon bekannter Sequen-
zen, das komplette Genom beider Viren zu entschlisseln. Daflr wurde das re-

spiratorische Material mehrerer Patienten zunachst zusammengefihrt, Virus-



partikel aus diesem Pool wurden physikalisch angereichert, und anschliel3end
wurde DNA und RNA extrahiert. Es folgte die PCR-Amplifikation mittels Zufalls-
Primern. Amplikons wurden in einem Vektor ligiert und E.coli damit transfor-
miert. Die DNA der Einzelkolonien konnte vermehrt und sequenziert werden.
Durch Vergleichen der so erhaltenen Sequenzen mit Sequenzdatenbanken
wurde das zuvor unbekannte Virus hBoV im Jahr 2005 und das Virus KIPyV im
Jahr 2007 nachgewiesen. In ahnlicher Weise wurde in respiratorischem Materi-
al das Polyomavirus WU (WUPyV) entdeckt, auf das in dieser Arbeit ndher ein-
gegangen wird.

1.3. Polyomaviren

1.3.1. Erstbeschreibung und Klassifikation

Polyomaviren stellen in der Familie der Polyomaviridae derzeit die einzige be-
kannte Gattung dar, der zahlreiche Spezies zugeordnet sind, die in unterschied-
lichen Saugetiergruppen auftreten. Erstmals erwéhnte L. Gross 1953 die tu-
morerzeugende Wirkung eines damals noch unbekannten Virus nach Ubertra-
gung von Zellextrakten auf vorher gesunde Tiere (Gross, 1953). Es handelte
sich dabei um das Mauspolyomavirus, welches durch Stewart 1957 und Eddy
1958 isoliert wurde, nachdem sich zytopathische Effekte bei Beimpfung einer
Mausfibroblastenkultur gezeigt hatten (Stewart et al., 1957; Eddy et al., 1958).

In weiteren Experimenten wurde eine Tumorbildung bei Tieren in verschiede-
nen Organen nachgewiesen und fihrte zum Namen dieser Virusfamilie (poly:
viel, mehrere; Suffix —oma: Tumor). Zur Tumorgenese ist bisher bekannt, dass
Teile der Virusproteine (T-Antigene) an Tumorsupressor-Proteine wie p53 und
Rb binden und diese in ihrer Funktion hemmen (Modrow et al., 2003).

Zu den humanen Polyomaviren zéhlen das BK-Virus (BKV), das JC-Virus
(JCV), das WU-Virus (WUPyV), das Kl-Virus (KIPyV) und das Merkelzellvirus
(MCPyV). Zur phylogenetischen Einordnung tier- und humanpathogener Poly-

omaviren siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum tier- und humanpathogener Polyomaviren auf Ba-
sis der Aminosauresequenzen des grof3en T-Antigen; Sequenzen-Alignment und Erstellung des
phylogenetischen Stammbaums mit MEGA 4.1 [ClustalW, Neighbor-Joining Parameter]; Refe-
renzsequenzen aus GenBank (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov); der Mal3stab gibt Unterschiede in

0.2 Aminoséauresubstitutionen pro Position an.

1.3.2. Genomaufbau und Replikation

Polyomaviren gehéren zu den doppelstrangigen DNA-Viren und haben eine
GroRRe von ca. 4700 bis 5400 bp (Modrow et al., 2003). Das Genom ist zirkular
angeordnet, wobei es mit zellularen Histonen einen chromatindhnlichen Kom-
plex bildet und von drei ikosaedrisch angeordneten Kapsidproteinen (VP1, VP2,
VP3) umhullt wird. Die DNA kodiert fir maximal sechs Gene. Funktionell sind
nach dem Expressionszeitpunkt zwei Regionen zu unterscheiden. Die nicht ko-
dierende Region kontrolliert die Transkription und umgibt den Startpunkt der
bidirektionalen DNA-Replikation.

Frihe und spéate Gene befinden sich jeweils auf einem entgegengesetztem
Strang. Durch alternatives Spleil3en der sich meist Uberlappenden mRNA ent-
stehen in der replikativen Frihphase Nicht-Strukturproteine (T-Antigene), die
vor allem beteiligt sind an Replikation, Transkription und Zelltransformation. In
der spaten Phase werden die strukturellen Kapsidproteine transkribiert. Bei
manchen Spezies existiert zusatzlich ein weiteres Protein fur die Virusreifung,

das sogenannte Agnoprotein (Darai et al., 2009).
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1.3.3. Humane Polyomaviren

Das JCV und das BKV sind Polyomaviren, deren pathogene Relevanz fur den
Menschen am besten belegt ist. Beide Viren wurden im Jahr 1971 isoliert, wo-
bei die Namensgebung durch die Initialen der Patienten erfolgte, bei denen das
Virus zuerst entdeckt wurde (Gardner, 1971; Padgett, 1971). Beide Polyomavi-
ren sind bis heute weltweit nachgewiesen und besitzen untereinander eine Se-

guenzhomologie von etwa 75 % (Modrow et al., 2003).

Die Serumpréavalenz bei Erwachsenen liegt fur BKV bei 90 %, wobei eine Erst-
infektion meist bis zum Alter von 10 Jahren stattfindet (Knowles et al., 2006).
Fur JCV liegt die Serumpravalenz bei Erwachsenen zwischen 50 % und 80 %.
Die Exkretion von Viruspartikeln im Urin Gesunder wird fir BKV mit 5 % und fur
JCV mit 20 - 40 % angegeben (Jiang, 2009).

JCV und BKV gelangen durch Inhalation in den Respirationstrakt und verbreiten
sich Uber die Blutbahn in Organe wie Niere und Lunge (Flint, 2009). Bei Im-
munkompetenten verlauft eine Erstinfektion zumeist asymptomatisch, kann
aber manchmal mit einem leichten Luftwegsinfekt einhergehen. Der Nachweis
in respiratorischem Material gelang bisher selten (Goudsmit et al., 1982; Sunds-
fiord et al., 1994).

Die Polyomaviren JCV und BKV kdénnen nach langjahrigem Verbleiben im Or-
ganismus besonders bei geschwachtem Immunsystem reaktivieren und schwe-
re Erkrankungen hervorrufen (Ahsan et al., 2006). Bei dieser Persistenz ist bis-
her nicht geklart, ob es sich um eine latente Infektion oder um eine andauernde
Replikation handelt (Doerries et al., 2006).

Zum Krankheitsbild bei JCV zahlt eine Demyelinisierung im ZNS, die zur pro-
gressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) fuhrt und in der Regel tod-
lich verlauft. Im Zusammenhang mit BKV stehen verschiedene Erkrankungen
des Urogenitaltraktes wie eine tubulare Nephritis oder eine hamorrhagische
Zystitis, wobei ein erhdhtes Risiko vor allem fir Patienten nach Organ- und

Stammzelltransplantation besteht. Eine spezifische Therapie besteht weder fir



BKV noch fur JCV, jedoch sollte in jedem Fall eine Immunrekonstitution ange-
strebt werden, soweit dies moglich ist (Darai et al., 2009).

Ein anderes Polyomavirus, das bereits in den 50er Jahren mit dem Menschen
in Verbindung gebracht wurde, ist das Affenvirus Simian-Virus 40 (SV40). In
dieser Zeit gerieten durch SV40 verunreinigte Polioimpfstoffe in Verdacht, Pleu-
ramesiotheliome und Hirntumoren beim Menschen verursacht zu haben (Mod-
row et al., 2003). Einen eindeutigen Beweis fir ein kausales, onkogenes Poten-

tial des Polyomavirus SV40 beim Menschen gibt es bisher jedoch nicht.

Zwei weitere Polyomaviren, WUPyYV und KIPyV, konnten im Jahr 2007 in Un-
tersuchungsmaterial aus dem Respirationstrakt des Menschen nachgewiesen
werden. Das KIPyV wurde im Karolinska Institut in Schweden identifiziert und
nach diesem benannt (Allander et al., 2007). Virus-DNA des KIPyV ist bisher in
Nasenrachensekreten (NRS) und Stuhlproben symptomatischer Patienten

mehrfach gefunden worden, nicht jedoch in Urinproben (Allander et al., 2007).

Fur das KIPyV sind Pravalenzen von 0,5 bis 5 % beschrieben mit hohen Koin-
fektionsraten anderer respiratorischen Viren (Ren et al., 2008; Mourez et al.,
2009). Einen nachgewiesenen Krankheitswert gibt es bisher nicht. Das WUPyV
wird im folgenden Abschnitt behandelt.

Im Jahr 2008 gelang die Isolation eines Polyomavirus in Merkelzelltumoren
(MCPyV), einem Hautkrebs des Menschen. Es konnte Virus-DNA im Genom
des Tumors nachgewiesen werden, zum Teil auch in Form klonaler Vermeh-
rungsmuster (Feng et al., 2008). Ein Zusammenhang zwischen Polyomavirus
und der Tumorgenese beim Merkelzellkarzinom wird daher vermutet (Dalianis
et al., 2009).

1.3.4. Entdeckung des Polyomavirus WU
Das WUPyV wurde im Jahr 2007 erstmals in einem NRS eines 3-jahrigen Mad-
chens entdeckt (Gaynor et al., 2007). Das Kind litt an einer Pneumonie unklarer

Genese und ohne weitere Symptome. Eine bakterielle Ursache der Pneumonie



konnte nicht gefunden werden. Weiterhin blieb ein Screening auf zahlreiche
Viren (Rhinoviren, Adenoviren, Influenzaviren, Parainfluenzaviren, Coronaviren,
hMPV, hBoV, Herpesviren) mittels PCR negativ.

Zur weiteren Analyse wurde aus Probenmaterial des Madchens DNA extrahiert
und mit Zufallsprimern amplifiziert. Die so erhaltenen Genprodukte wurden in
Plasmidvektoren kloniert. Aus einer Datenbank von 384 verschiedenen Klonen
ergaben sich nach Sequenzierung 37 unbrauchbare Sequenzen, 327 Sequen-
zen humanen Genoms, sechs Sequenzen, die eindeutig bakterieller Herkunft
waren, und acht unklassifizierbare Sequenzen. Des Weiteren wurden sechs
unbekannte, vermutlich virale Sequenzen, zu drei Regionen zusammengefasst.
Beim Abgleich in der Sequenzdatenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) ergab sich eine Ahnlichkeit der Ami-
nosauresequenzen von 35 % mit dem kleinen T-Antigen von JCV, 50 % mit
dem grofRen T-Antigen von BKV und 34 % mit dem VP1-Gen von SV40. Auf-
grund der geringen Ubereinstimmungen wurden diese Sequenzen zunachst
provisorisch einem neuen Polyomavirus zugeordnet. Namensgeber fir das Po-
lyomavirus WU war die Washington University, der Ort der Entdeckung des Vi-

rus.

Die WUPyV-Sequenzen der drei urspringlich identifizierten Regionen waren zu
66 % bis 69 % identisch mit den Sequenzen des in etwa zeitgleich neu entdeck-
ten KIPyV. Auf der Grundlage der gefundenen Ahnlichkeit mit Polyomaviren
wurde das zirkulare Genom des WUPYV anschlie3end vollstdndig sequenziert.
Insgesamt lieRen sich charakteristische Grundziige der Polyomaviridae bestati-
gen. Die Grol3e des Genoms von 5229 bp und der Anteil an den Basen Guanin
und Cytosin von 39 % waren vergleichbar mit JCV (5130 bp; 39%), BKV (5153
bp; 40 %) und SV40 (5243 bp; 40 %).

Das WUPyV-Genom kodiert fur zwei frihe Proteine, kleines und grol3es T-
Antigen, sowie fur drei Kapsidproteine, VP1, VP2 und VP3 (Gaynor et al.,
2007). Ein Agnoprotein-ahnliches Aquivalent konnte nicht identifiziert werden
(Abb. 2).
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Renlikationsursprung
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T-Antigen
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T-Antigen
VP2

WUPYV
5229 bp

VP3

Abbildung 2: Schema der drei funktionellen Genomregionen des WUPYV, modifiziert nach Gay-
nor et al., 2007

Das komplette WUPyV Genom konnte aus Material von sechs verschiedenen
Patienten sequenziert werden. Es zeigte sich ein Sequenzunterschied zwischen
0,08 % und 0,23 % unter den sechs Isolaten. Die Unterschiede kamen insbe-
sondere durch stille Mutationen oder Mutationen in der nicht kodierenden Regi-
on zustande. Eine geringe Sequenzvarianz ist auch fur JCV beschrieben
(Agostini et al., 1997). Nach detaillierter phylogenetischer Analyse scheinen
WUPyYV und KIPyV unter den Polyomaviren eine neue Untergruppe zu bilden
(Abb. 1).

1.3.5. Epidemiologie und Klinik des Polyomavirus WU

Im Rahmen der ersten Studie zu WUPYV wurde die Pravalenz des Virus in Ra-
chensekreten der Bevolkerung Australiens und Nordamerikas mit Hilfe einer
konventionellen PCR untersucht. Zielregion der verwendeten Primer waren das
VP2-Gen und das grol3e T-Antigen. Positive Ergebnisse wurden in einer Se-
guenzanalyse bestatigt. Die Pravalenzen lagen zwischen 0,7 % (Proben von
Kindern und Erwachsenen, USA) und 3 % (Proben von Kindern, Australien)
(Gaynor et al., 2007).
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Das Probenmaterial stammte von Patienten mit ARE und war zuvor bereits in
der Routinediagnostik auf verschiedene Erreger untersucht worden. Das Ge-
samtkollektiv umfasste hospitalisierte Kinder und Erwachsene, die entweder
aufgrund einer ARE aufgenommen worden waren oder im Verlauf der stationa-
ren Behandlung eine ARE entwickelten. Eingeschlossen wurden auch Patien-
ten, bei denen ARE bedingt durch eine Grunderkrankung schwere Verlaufe zei-

gen kénnen.

Gaynor et al. beschrieben in ihrer untersuchten Kohorte aus Australien, dass
89 % der WUPyV-Infektionen in der Gruppe der Kinder im Alter von drei Jahren
oder junger auftraten. Es wurde angemerkt, dass bei einigen Patienten mit
WUPyV-positivem NRS auch weitere Diagnosen neben einer ARE bekannt wa-
ren. Ein drei Jahre altes Kind litt an einem Neuroblastom und eines im Alter von
sechs Jahren wies eine akute lymphoblastische Leukémie auf. Bei zwei weite-
ren Kindern, zwei und sechs Jahre alt, war eine Grunderkrankung nicht be-
schrieben, jedoch hatten beide im Vorfeld eine Knochenmarktransplantation
erhalten. Von vier erwachsenen Patienten mit positiver Probe hatten drei einen
reduzierten Immunstatus (HIV-Infektion, Wegener Granulomatose unter Thera-
pie, Leberzirrhose/Diabetes/Herpes simplex-Infektion unter Beatmung) und eine
Patientin war schwanger. Bei zwei Patienten dieser Gruppe war aufler WUPyV

kein weiterer Erreger nachgewiesen worden.

Koinfektionen mit anderen Viren zeigten sich insgesamt in 68 % der WUPyV-
positiven Proben. Neben NRS wurden Urinproben auf WUPyYV-DNA untersucht,
die jedoch negativ blieben. Weiteres Probenmaterial wie Stuhl oder Liquor wur-
de nicht getestet.

Positive Proben korrelierten nicht mit einer bestimmten Jahreszeit. Klinische
Diagnosen umfassten unter anderem 13 Félle mit loL, neun Félle mit Bronchitis,

neun Falle mit Bronchiolitis und zwei Falle mit Pneumonien.

Die Sequenzvarianz des WUPYV in den Zielregionen des groRen T-Antigen und

der VP2-Region wurde zusatzlich untersucht. Beim Vergleich der Genomse-
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quenzen innerhalb der beiden Regionen konnte kaum Variabilitdt in der Se-

guenzabfolge nachgewiesen werden.

Zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit war die Verbreitung des
WUPYV noch weitgehend unbekannt, so dass weder epidemiologische Aspekte
noch die Relevanz des Virus in der Pathogenese von respiratorischen Infekten

naher definiert waren.

1.4. Beurteilung der klinischen Relevanz neuer respiratorischer Viren

Im Allgemeinen stellt sich bei jedem neu identifizierten Erreger die Frage, ob
eine kausale Assoziation mit einer Erkrankung vorliegt, da der Nachweis allein
noch keine Hinweise Uber seine Pathogenese gibt. Die Koch’'schen Postulate
spielen zur Klarung des Krankheitswerts von Mikroorganismen seit langem eine
tragende Rolle. In ihrer urspringlichen Version lassen sie sich auf Viren aber
nur bedingt anwenden, so dass heute eine modifizierte Form als Anhaltspunkt

genommen wird (Fredericks and Relman, 1996).

Eine Verbindung zwischen Mikroorganismus und Krankheit wird postuliert,
wenn sieben Punkte zutreffen: (i) Virales Genom wird tUberwiegend wahrend
einer bestimmten Infektion und in diesen Fallen hauptsachlich im betroffenen
Gewebe nachgewiesen. (ii) Es ist ein signifikant geringerer oder kein Nachweis
bei Gesunden mdglich. (iii) Die Viruslast sinkt bei Besserung der Symptomatik
und steigt bei einem Ruckfall wieder an. (iv) Ein Zusammenhang ist wahr-
scheinlich, wenn das Virus sich vor und zu Beginn der Symptome stark repli-
ziert, eine spezifische Immunantwort des Kranken im Verlauf nachgewiesen
wird und eine hohe Kopienzahl mit der Schwere der Krankheit korreliert. (v)
Charakteristische Merkmale mit phylogenetisch verwandten Viren stimmen
Uberein. (vi) Das Virus kann in betroffenem Gewebe auch auf zellularer Basis

nachgewiesen werden. (vii) Alle gesammelten Daten sind reproduzierbar.

Bei Entdeckung der neuen Viren ist neben ihrer Pathogenitat zu klaren, wie
haufig sie weltweit vorkommen und ob mdéglicherweise geographische und sai-

sonale Besonderheiten vorliegen. Bei potentiell respiratorischen Viren eignet
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sich fur diese Untersuchungen der direkte Virusnachweis aus Respirations-
traktmaterial von Patienten mit ARE. Dazu wird fur neue Viren in der Regel die
PCR verwendet, welche eine duf3erst sensitive Methode zum Virusnachweis
darstellt (Sloots et al., 2008).

Unter Berucksichtigung der genannten Punkte, kann man bei einigen der neuen
respiratorischen Viren ihre klinische Relevanz als gesichert bezeichnen. Zahl-
reiche Studien haben Prévalenzen fir diese Viren beschrieben und auf klini-
sche Besonderheiten hingewiesen. Fiur CoV NL63 und CoV HKU1 wurden Pré-
valenzen zwischen 1 - 10 % beschrieben, wobei sich ihr Erscheinungsbild vor-
wiegend bei Kindern und &lteren Menschen in einem breiten Spektrum von loL
und luL aulRert (Principi et al., 2010; Forster et al., 2004).

Das SARS-assoziierte CoV flhrte bisher zu einer einmaligen Ausbruch ausge-
hend von der chinesischen Provinz Guangdong zwischen den Jahren 2002 und
2003. Es zeigte sich eine hohe Letalitéat (ca. 10% der Infizierten) in allen Alters-
gruppen. Die fur SARS-CoV typischen Symptome einer interstitiellen Pneumo-
nie konnten auch im Tierversuch nachgewiesen werden (Fouchier et al, 2003).

Mit einer Haufigkeit zwischen 3 - 25 % zirkuliert hMPV und wird neben respira-
torischen Infekten speziell mit einer Bronchiolitis bei Kindern unter 2 Jahren in
Verbindung gebracht (Williams et al, 2004; Williams et al., 2006; Kahn, 2006).

Bei hBoV sind im Zusammenhang mit respiratorischer Symptomatik Préavalen-
zen zwischen 1,5 und 11,3 % beschrieben, jedoch gleichzeitig mit hohen Koin-
fektionsraten anderer respiratorischer Viren (Neske et al., 2007). Das Virus
konnte auch in Stuhlproben bei Patienten mit Gastroenteritis in 0,8 - 9,1 %
nachgewiesen werden (Sloots et al., 2008). Eine Anzucht des Virus ist bisher
noch nicht gelungen. Ein Antikorpertest kann eine spezifische Immunantwort
nachweisen und deutet auf eine hohe Serumprévalenz bei Menschen hin (Kara-
lar et al., 2009). Obwonhl die Pathogenitat von hBoV noch nicht eindeutig nach-
gewiesen ist, wird seine Bedeutung bei respiratorischen Erkrankungen durch

die Literatur stark untersttitzt (Sloots et al., 2008).
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Fur die Polyomaviren WU und Kl standen zum Zeitpunkt der Studie keine aus-
reichenden Daten zur Verfigung, um Aussagen Uber die pathogenetische Re-

levanz machen zu kdénnen.

1.5. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es Material aus dem Respirationstrakt von Kindern auf das
kirzlich entdeckte WUPYV zu untersuchen, um so die Pravalenz des Virus in
der Region Unterfranken zu beschreiben und die wenigen zu Beginn der Arbeit
vorliegenden Daten zu diesem Virus zu erganzen. Die Proben stammten aus
der Universitatskinderklinik Wirzburg und gingen zwecks Routineuntersuchun-
gen auf respiratorische Viren zwischen Januar 2002 und September 2005 so-
wie zwischen Januar und Juli 2007 im Virusdiagnostiklabor des Instituts fur Vi-
rologie und Immunbiologie ein. Zur retrospektiven Untersuchung der Proben auf
Virus-DNA wurde eine qualitative PCR entwickelt. Fir die Patienten mit positi-
vem WUPyV-Nachweis wurden epidemiologische Parameter wie Altersvertei-
lung, Saisonalitat, saisonale Haufung und Koinfektionen mit anderen respirato-
rischen Viren bestimmt. Zur Beschreibung der klinischen Symptomatik der Pati-
enten standen Entlassdiagnosen aus Krankenakten zur Verfigung. Durch eine
phylogenetische Analyse definierter Teilabschnitte des Genoms (grof3es T-
Antigen, nicht kodierende Region) von WUPyV-positiven Proben wurde die Va-

riabilitdt des Virusgenoms untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenproben

Fur die vorliegende Studie wurden 1277 NRS von 1085 Kindern auf WUPyV-
DNA untersucht. Der Studienzeitraum lag zwischen Januar 2002 und Septem-
ber 2005 und Januar 2007 bis Juli 2007. Die Patientenproben stammten von
Kindern, die in der Kinderklinik der Universitatsklinik Wirzburg stationar aufge-
nommen worden waren. Im Rahmen von routinediagnostischen Maflinhahme zur
urséchlichen Klarung einer ARE wurde NRS durch Instillation von Natriumchlo-
rid-Losung (0,9 %) in den Nasopharynx und anschliel3ende Aspiration gewon-
nen. Alle NRS gingen im Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitat
Wirzburg zur Routinediagnostik mittels Immunfluoreszenz-Antigentest (Light
Diagnostics Respiratory Panel | Viral Screening and Identification IFA Kit, Che-
micon, Temecula, USA) ein. Es erfolgte eine IFA-Testung auf virale Antigene
von Adenovirus, RSV, Parainfluenzavirus 1, 2 und 3 sowie Influenzavirus A und

Influenzavirus B.

Restmaterial der NRS wurde bei -20°C asserviert. In vorangegangen Studien
war dieses Restmaterial bereits mittels PCR auf das humane Bocavirus unter-
sucht worden (Weissbrich et al., 2006; Neske et al., 2007). Dazu war Nuklein-
saure aus 200 pl Probenmaterial mit dem Kit ,High Pure Viral Nucleic Acid Kit"
(Roche, Mannheim, Deutschland) aufgereinigt worden. Das Elutionsvolumen
von 50 pl wurde im Anschluss bei -70°C eingefroren und in dieser Studie fur

den Nachweis von WUPYV-DNA verwendet.

Zur retrospektiven Erfassung der klinischen Symptomatik waren Klinikakten zur
Einsicht verfugbar. Jedem NRS konnte anhand des Einsendedatums ein statio-
narer Aufenthalt des betreffenden Kindes zugeordnet werden. Relevante Infor-
mationen bei der Datenerfassung waren Entlassdiagnosen sowie Begleiter-
krankungen. Alle Angaben wurden anonymisiert weiterverwendet, wobei nur
Daten der Kinder mit einer nachgewiesenen WUPyV-Infektion in die Auswer-

tung einflossen.
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Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Helsinki-Deklaration durchgefihrt
und durch die Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat der Universitat

Wirzburg genehmigt.

2.2.  Qualitative PCR fur WUPyV-DNA

2.2.1. WUPyYV-PCR im grof3en T-Antigen

Die NRS wurden mittels einer qualitativen PCR auf die Anwesenheit von WU-
PyV-DNA untersucht. Dazu wurden die Primer AG0048 und AG0049, beschrie-
ben von Gaynor et. al. (Tab. 1), verwendet. Das umschriebene Amplikon besitzt
eine Lange von 244 bp und liegt im Bereich des C-terminalen Endes des gro-
Ben T-Antigens (Gaynor et al., 2007).

Primer Sequenz (5" - 3") Gen Position? Polaritat | Ta
2WU5146s agttttatccattttgccttctttagce nicht kodierend 5146-5172 + E30C
2Wuo0524a agttttatccattttgccttctttagce nicht kodierend 524-504 -

2WU0355s cagagacgtccttgggttcaa nicht kodierend 355-375 + E30C
2WU0965a tggatattaagtccacctccttgg VP2 965-942 -

3AG0048 tgtttttcaagtatgttgcatcc grof3es T-Antigen

3AG0049 cacccaaaagacacttaaaagaaa | grof3es T-Antigen

1 Nach GenBank Zugangsnummer NC_009539
2 Primer wurden mit Primer Express 2.1 Software (Applied Biosystems, USA) ausgewahlt
3 Primer nach Gaynor et al., 2007

Tabelle 1: Auflistung verwendeter Primer fir WUPYV-PCR und Sequenzierung

Die PCR wurde gemald dem Schema in Tabelle 2 mit einem Volumen von 50 pl
in 0,5 ml-Reaktionsgefal3en angesetzt. Die Reaktionen wurden im GeneAmp
PCR-System 9600 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) inkubiert.
Die Amplifikation erfolgte in 50 Zyklen nach zehnminttigem Vorheizen bei 95°C
zur Aktivierung der Tag-Polymerase. Die Temperaturbedingungen waren 94°C
fur 30 s (Denaturation), 53°C fur 40 s (Annealing), 72°C fiur 1 min (Elongation).
Abschliel3end erfolgte eine finale Elongation bei 72°C fur 5 min. Das Amplikon
wurde auf ein Ethidiumbromid enthaltendes 3 %-Agarosegel aufgetragen und

mittels Gelelektrophorese bei 170 Volt aufgetrennt. Unter UV-Licht war bei er-

17




folgreicher Amplifikation eine fluoreszierende Bande in erwarteter GroR3e (244
bp) zu beobachten.

Material pro Reaktion (ul)
dNTPs (200 uM) GE Healthcare 0,5
Primer AG0048 (20 uM) 0,5
Primer AG0049 (20 uM) 0,5
Hot Star Taq Polymerase 1,5 U (5 U/pl) 0.3
(Qiagen, Hilden, Germany)

10x PCR Hot Star Taq Puffer 5.0
(Qiagen, Hilden, Germany)

extrahierte DNA 50
H20 38,2
Endvolumen 50,0

Tabelle 2: Reaktionsansatz WUPyYV-PCR (grof3es T-Antigen) mit 50 pl Endvolumen

Bereits beim Vorgang der Nukleinsaure-Extraktion aus NRS war regelmalig
auch H,O nach jeder fiinften Probe extrahiert worden. Diese Kontrollen wurden
in allen PCR Laufen mitgefuhrt und dienten als Negativ-Kontrollen. Zusatzlich
wurde in jedem PCR-Ansatz mindestens eine nicht-extrahierte H,O-Probe als
negative Kontrolle der PCR-Reagenzien mitgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle wurde
ein Plasmid verwendet, welches das geklonte PCR-Produkt in dem Vektor
pCR2.1-TOPO (Topo-TA-Cloning-Kit, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ent-
hielt.

2.2.2. WUPyYV-PCR zur Sequenzierung der nicht kodierenden Region

Um die nicht kodierende Region im WUPyV-Genom (Nukleotid 5173 - 573) zu
sequenzieren, wurde eine zusatzliche PCR durchgefihrt, die 647 bp der nicht
kodierenden Region (regulatorische Region) umfasste. Dazu wurden zwei tUber-
lappende WUPyYV spezifische Primerpaare WU5146s/WU0O524a und
WUO0355s/WU0965a (Tab. 1) verwendet. Das Pipettierschema ist in Tabelle 3
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dargestellt. Fir diese PCR wurden zum einen Proben verwendet, die in der un-
ter 2.2.1 beschriebenen WUPYV-PCR positiv waren. Zum anderen wurden vier
Proben berticksichtigt, die im Rahmen einer weiteren Wirzburger Studie in ei-
ner quantitativen PCR WUPyV-positiv waren (Neske et al., 2009). Diese funf
NRS gingen in der vorliegenden Arbeit lediglich bei der Untersuchung der phy-
logenetischen Analyse der nicht kodierenden Region ein.

Material pro Reaktion (ul)
dNTPs (200 uM) GE Healthcare 0,5
Primer WU5146s oder WU0355s (20 uM) 0,5
Primer WU0524a oder WU0965a (20 uM) 0,5
Hot Star Taq Polymerase 1,5 U (5 U/pl) 0.3
(Qiagen, Hilden, Germany)

10x PCR Hot Star Taq Puffer 5.0
(Qiagen, Hilden, Germany)

extrahierte DNA 50
H20 38,2
Endvolumen 50,0

Tabelle 3: Reaktionsansatz WUPyYV-PCR (nicht kodierende Region) mit 50 ul Endvolumen

Die Amplifikation und anschlieRende Detektion der PCR-Produkte mittels Gel-
elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung wurde wie unter 2.2.1 beschrieben
durchgefuhrt. PCR-Anséatze mit fluoreszierenden Banden in der erwartenden
GroRe von 607 bp (WU5146s/WU524a) beziehungsweise 610 bp
(WU355s/WU965a) wurden fir die Sequenzierung weiter verwendet um das

positives Ergebnis zu bestétigen (siehe 2.3.).

2.3. Sequenzierung

2.3.1. Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Sequenzierung bestand aus mehreren Teilschritten (Aufreinigung der PCR-
Produkte, Ansatz der Sequenzierungsreaktion, Aufreinigung der Sequenzie-
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rungsreaktion, Kapillarelektrophorese) und wurde nach dem Prinzip der Ketten-
abbruchmethode durchgefiihrt. Zunachst wurden alle erfolgreich amplifizierten
PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit 250 (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Methode verwendete
ein spezielles Rohrchen mit einem Filter, der durch eine Kieselgelmembran
amplifizierte DNA von Primern, Nukleotiden, Enzymen und anderen Verunreini-

gungen trennt.

Es wurden folgende Materialien verwendet: PB Puffer flr eine effiziente Bin-
dung des PCR-Produkts an der Membran, PE Puffer (vor Gebrauch mit 96 —
100 % Ethanol gemischt) zur Auswaschung der unerwinschten Partikel und
destilliertes Wasser mit einem pH von 7 - 8,5 zur Elution der aufgereinigten
DNA. Fir alle Zentrifugationsschritte wurde eine konventionelle Mikrozentrifuge
verwendet mit der Einstellung 13000 Umdrehungen/min. Im Einzelnen wurden
zunachst PB Puffer und PCR-Produkt im Verhaltnis 5:1 gemischt. Das Gemisch
wurde auf das Filterrdhrchen gegeben, das in einem 2 ml Sammelgefald steck-
te, und dann fur 30 — 60 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
das Filterrohrchen wieder in das leere Sammelgefal3 gesetzt. Es folgte ein
Waschschritt mit Zugabe von 0,75 ml PE Puffer auf das Réhrchen. Nach Zentri-
fugation fur 30 — 60 s wurde der Durchfluss verworfen und das Filterréhrchen
mit Sammelgefald noch einmal fir 1 min zentrifugiert um Ethanolreste moglichst
vollstandig zu entfernen. Das Filterréhrchen wurde dann auf ein sauberes 1,5
ml groRes Rohrchen gesetzt. Um das aufgereinigte PCR-Produkt zu eluieren,
wurden 40 pl des destillierten Wassers direkt auf den Filter appliziert und nach
kurzer Inkubation fur 1 min zentrifugiert. Das Eluat von 40 ul wurde bis zur wei-

teren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.3.2. Sequenzanalyse

Nach der Aufreinigung wurden fir die PCR-Produkte Sequenzierungsreaktio-
nen in beiden Richtungen angesetzt (Tab. 4). Dafur wurden die PCR-Primer
(Tab. 1) verwendet. AnschlieRend wurden die Sequenzierreaktionen im T3-
Cycler (Biometra, Gottingen, Germany) gemal folgendem Temperaturprofil in-
kubiert: 96°C fur 10 s, 50°C fur 5 s und 60°C fur 4 min in 25 Zyklen. Produkte
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der Sequenzierreaktion wurden am Pipettierautomaten Genesis Workstation
150 (Tecan, Crailsheim, Deutschland) mit dem ,Montage SEQ96 Sequencing
Reaction Cleanup“-Kit von der Sequenzier-Serviceeinheit des Instituts fur Viro-
logie und Immunbiologie nach Herstelleranweisung aufgereinigt um nicht inkor-
porierte BigDye-Terminatoren abzutrennen. Die kapillarelektrophoretische Auf-
trennung der Kettenabbruchprodukte erfolgte im Sequenziergerat ABI Prism
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Material pro Reaktion (in pl)
DNA 2,0
Primer 5 uM (= 5 pmol/ul) 1,0
BigDye Mix (BigDye terminator 3.1 Kit, 1,0
Applied Biosystems, Darmstadt, Germany)

2,5 x Puffer (TrisHCI/MgCly) 1,0
Endvolumen 50

Tabelle 4: Ansatz der Sequenzierreaktion mit 5 pl Endvolumen

2.4. Phylogenetische Analyse

Sequenzchromatogramme wurden mit dem SegMan Il Programm (DNASTAR
Inc., Madison, WI, USA) bearbeitet. Rohdaten wurden dabei editiert, abgegli-
chen und stérende Ergebnisse, wie qualitativ schlechte Endsequenzen oder
Fremdsequenzen, eliminiert. Es erfolgte das Anordnen der komplementéren
Sequenzen je Patientenprobe. Durch das Programm nicht eindeutig identifizier-
te Basen konnten manuell entfernt, hinzugefligt oder ausgetauscht werden. Die
komplettierten Konsensussequenzen wurden im fasta-Format in das Programm
MEGA 4.1 Programms (The Biodesign Institute, Tampe, AZ, USA) importiert.
Zur weiteren phylogenetischen Analyse wurden die Sequenzen mit dem Pro-
gramm CLUSTAL W aligniert. Referenzgenotypen waren Sequenzen von WU-
PyV (EF444550) und KIPyV (NC009238) aus GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Ein phylogenetischer Stammbaum wur-
de erstellt. Verwendete Einstellung zur Abschétzung der Relevanz der generier-
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ten Stammbaume war die Bootstrapping-Analyse mit 1000 Replikaten.
Bootstrapping ist ein statistischer Begriff, der aussagt mit welcher Sicherheit in
Prozent die Gruppierung durch die angegebenen Daten unterstitzt wird. Die
weitere Topologie der Stammbaume wurde berechnet mit p-distance Parame-
ter, Interior Branch Test, Jukes Cantor Parameter und der Neighbour-Joining-
Methode.

2.5. Statistische Analysen

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm GraphPad
Prism Version 3.0c fur Mac (GraphPad Software, San Diego, CA) und SPSS
Version 13.01 fur Windows (SPSS, Chicago, USA). Zur Bestimmung der PCR-
Nachweisgrenze wurde eine Probitanalyse durchgefuhrt (SPSS, Chicago,
USA). Weitere verwendete Teste waren Chi-Quadrat Test, Fisher's exact Test
und Mann-Whitney-Test. Signifikant war ein Wert bei p< 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. Validierung der qualitativen WUPyYV-PCR im grof3en T-Antigen

Vor der Anwendung der qualitativen PCR im grof3en T-Antigen zum Nachweis
von WUPYV-DNA aus Patientenproben wurde zur Validierung der Methode zu-
nachst die minimale Nachweisgrenze bestimmt. Dazu wurde die DNA-
Konzentration des verwendeten WUPyV-Plasmids photometrisch gemessen
und anschliel3end in Kopien/ml umgerechnet. Auf dieser Basis wurde eine Pro-
bit-Analyse durchgefiihrt. Dabei wird die Kopienzahl bestimmt, die mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % durch die etablierte PCR nachgewiesen werden

kann.

Fur die praktische Ermittlung dieser sogenannten minimalen Nachweisgrenze
der PCR diente eine Verduinnungsreihe des Plasmids unter Verwendung der in
Tabelle 5 angegebenen Verdiinnungsstufen in Kopien/Reaktion. Die Verdin-
nungsreihe im achtfachen Ansatz wurde in jeweils drei unabhangigen Laufen
angesetzt (Tab. 5). Entscheidend war, ob eine Amplifikation erfolgte oder die
DNA-Menge hierzu nicht ausreichte. Die 24 so gewonnen Werte fur jede Ver-
dinnungsstufe flossen in die Probit-Analyse ein. Das Ergebnis der minimalen
Nachweisgrenze lag bei 8,8 Kopien/Reaktion (95 % Konfidenzintervall 4,1 —
21,6 Kopien/Reaktion).

Konzentration Reaktionen (n) |Pos. Reaktionen (n)  RPos. Reaktionen (%)
(Kopien/Reaktion)
40 24 24 100
20 24 24 100
15 24 23 96
10 24 24 100
5 24 23 96
2,5 24 15 63
1,25 24 13 54
0,625 24 7 29

Tabelle 5: Ergebnisse der qualitativen PCR einer Verdinnungsreihe des WUPyV-Plasmids zur

Ermittlung der minimalen Nachweisgrenze mittels Probit-Analyse
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Bei Verwendung der Nukleinsdure-Extraktion mit High Pure Viral Nucleic Acid
Kit (Ausgangsvolumen 200 pl, Elutionsvolumen 50 ul) und Einsatz von 5 pl Elu-
at in der PCR-Testung ergibt sich ein Ausgangsvolumen-Aquivalent von 20 pl je
PCR-Ansatz. Im Zusammenhang mit der Nachweisgrenze von 8,8 Ko-
pien/Reaktion ergibt sich fur die untersuchten NRS somit eine Volumen-
bezogene Nachweisgrenze von 440 Kopien/ml (95 % Konfidenzintervall 205 —
1080 Kopien/ml).

3.2. Qualitative PCR-Testung der NRS auf WUPyV-DNA

Nach der Validierung der WUPyYV-PCR wurde bei der Studie ein Gesamtkollek-
tiv aus 1277 NRS von Kindern mit ARE auf WUPyYV-DNA untersucht. Ein repré-
sentatives Gel nach erfolgreicher Amplifikation ist in Abbildung 3 dargestelit.

Es wurden in allen Laufen regelmaRig Positiv- und Negativ-Kontrollen mitge-
fuhrt. Als Positiv-Kontrolle diente das WUPyV-Plasmid in der Verdinnung 10°
und 10 Kopien/pl. Bei Verwendung von 5 ul je PCR-Ansatz entspricht dies 50
bzw. 5 Kopien/Reaktion. Diese Verdunnungsstufen der Kontrollen waren so
ausgewahlt, dass die Kopienanzahl pro Reaktion ober- und unterhalb der zuvor

bestimmten minimalen Nachweisgrenze von 8,8 Kopien/Reaktion lag.

Jeder PCR-Ansatz, der in der Gelelektrophorese ein Amplikon mit der erwarte-
ten Bandengrol3e zeigte, wurde einer bidirektionalen Sequenzanalyse unterzo-
gen und zur Bestatigung eines positiven Ergebnisses mit der WUPyV-
Referenzsequenz EF444550 in der Sequenzdatenbank des NCBI verglichen.
Alle Sequenzen konnten sicher als WUPyYV-DNA identifiziert werden (siehe
Punkt 3.6.). In keiner Negativ-Kontrolle konnte WUPyYV-DNA nachgewiesen

werden.

Positiv fir WUPYV-DNA waren 62 NRS von 1277 NRS (4,9 %). Von einigen
Patienten waren zwei oder mehr Proben eingegangen, denn das Gesamtkollek-
tiv umfasste 1277 NRS von 1085 Kindern. Von allen Patienten mit WUPyV-
positivem NRS war jedoch jeweils nur eine Probe positiv fur dieses Virus, d. h.
die 62 WUPyV-positiven NRS stammten von 62 Kindern.
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Marker H,O  10%0 1041 101

800 bp
300 bp r-!n:'r!l Konirolle

Marker 112 113 114 15
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Marker 128 127 128 128 130 131 132, 133 134 136 f3am. 137 138 130
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Marker 140 141 142 143
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300 bp Wu ﬁ

Abbildung 3: Foto der Gelelektrophorese einer WUPyV-PCR, Marker 600 bp und 300 bp; Nega-
tiv-Kontrolle H,O; Positiv-Kontrolle des WUPyV-Plasmids in der Verdiinnung 10° und 10" Ko-
pien/ul; je ein PCR-Produkt in Spuren 101-145; positive Reaktionen sind in Spur 128, 130 und

143 erkennbar; bp=Basenpaare

3.3. Zeitliche Verteilung der positiven WUPyV-Nachweise

Alle NRS konnten anhand des Einsendungsdatums der Probe zeitlich einge-
ordnet werden. NRS, die positiv fir WUPYV-DNA waren, konnten bezuglich ih-
res zeitlichen Auftretens verglichen werden mit der Gesamtanzahl aller Proben
uber den gesamten Untersuchungszeitraum. Eine graphische Darstellung der
untersuchten Monate zeigt Abbildung 4. Zwischen den Jahren 2002 und 2005
sowie 2007 stieg die Anzahl an untersuchten Proben insgesamt von 92 NRS im

ersten auf etwa das Funffache von 445 NRS im letzten Untersuchungsjahr an.
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Die Anzahl der positiven Proben in einem Monat schwankte zwischen null und
sechs, wobei die prozentuale Gewichtung im Verhaltnis zur Gesamtzahl der
NRS in einem Monat groRe Unterschiede aufwies. So waren im Februar 2007
sechs von 113 NRS positiv fur WUPYV (5,3 %), im Mai 2007 sechs von 45 NRS
(13,3 %), im Juli 2003 zwei von sechs NRS (33,3 %).und im August 2004 eines
von funf NRS (20%).

25 125

=9 WUPyV-positive NRS ]\

—e— NRS gesamt
/ 100

15 + T 75

20

Anzahl NRS
Anzahl NRS

Abbildung 4: Zeitliche Verteilung der WuPyV-positiven NRS im Vergleich zur Gesamtzahl aller
NRS zwischen Januar 2002 und September 2005 sowie zwischen Januar 2007 und Juli 2007

Die Anzahl der positiven Proben bezogen auf jeden Monat zeigt Abbildung 5.
WUPyV-positive Proben konnten Uber das ganze Jahr beobachtet werden mit
Anstieg in den Wintermonaten insbesondere im Februar und Mérz. Die héchste
Gesamtzahl an NRS wurde ebenfalls in diesen Monaten notiert. Der prozentua-
le Anteil WUPYyV-positiver NRS an der Gesamtanzahl aller NRS betrug im Feb-
ruar 5,2 % und 4,4 % im Marz.
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Abbildung 5: Monatliche Verteilung WUPyV-positiver NRS im Vergleich zur Gesamtzahl aller
NRS zwischen Januar 2002 und September 2005 sowie zwischen Januar 2007 und Juli 2007

Zur Beurteilung der saisonalen Verteilung der NRS in den untersuchten Jahren
wurde eine Saison definiert von Juli eines Jahres bis Juni des darauffolgenden
Jahres. In den Jahren 2002 und 2007 stand nur fur je sechs Monate der jeweili-
gen Saison Material zur Verfigung. Die saisonale Haufung variierte zwischen
3,2 % und 8,5 % im beobachteten Zeitraum (Tab. 6). Die Saison 2003 - 2004
hatte mit 8,5 % den gréf3ten Anteil positiver Proben, wobei eine Infektion mit
WUPYV in acht von zwolf Monaten gefunden wurde. Ein signifikanter Unter-
schied zu anderen Saisons liel3 sich aber nicht erkennen (p=0,19, Chi-Quadrat

Test).
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Saison Alle NRS WUPyV-positiv.  Haufigkeit
Januar 02- Juni 02 | 47 2 4,3 %
Juli 02 -Juni 03 | 157 5 3.2%
Juli 03 -Juni 04 | 164 14 8,5%
Juli 04 -Juni 05t | 422 18 4,3 %
Januar 07 -Juni 071 | 423 21 5,0%

t NRS ohne Zuordnung zu einer Saison: Zwischen Juli 2005 und September 2005 gingen zur
Untersuchung weitere 41 NRS ein, darunter waren zwei positiv fur WUPyV-DNA; 23 NRS gin-
gen im Juli 2007 ein, darunter war keines positiv fir WUPyV-DNA.

Tabelle 6: Saisonale Verteilung aller NRS im Vergleich zu WUPyV-positiven Proben

3.4. Alters- und Geschlechterverteilung

Das Gesamtkollektiv der Patienten, von denen Proben untersucht wurden, wies
ein medianes Alter von 1,6 Jahren auf bei einer Altersspanne zwischen 7 Tagen
und 22 Jahren. Die Altersverteilung der Kinder mit WUPyV-positiven NRS ist in
Abbildung 6 dargestellt. Infektionen mit WUPyV wurden in allen Altersgruppen
nachgewiesen. Das mediane Alter der Kinder mit WUPyV-positivem NRS be-
trug 3,0 Jahre (Durchschnittsalter 2,9 Jahre, Spanne zwischen 4 Monate und
6,3 Jahre) und war signifikant hoher (p=0,0006; Mann-Whitney-Test) als das
mediane Alter des Gesamtkollektivs (1,6 Jahre). WUPyV-positive NRS fanden
sich am haufigsten in der Gruppe der 25 — 36 und der 37 — 48 Monate alten
Kinder, wobei beide Gruppen zusammen mit etwa 44 % den hochsten prozen-
tualen Anteil aller WUPyV-positiven NRS ausmachten. Im Gesamtkollektiv da-
gegen war dieser Altersbereich mit nur 19 % vertreten, insgesamt stammten
uber 53 % der NRS von Kindern, die junger als 24 Monate waren. Alter als
sechs Jahre waren im gesamten Kollektiv 15,7 % der Kinder, wahrend nur

3,2 % der WUPYyV-positiv getesteten Kinder in diesem Alter waren.

Der Anteil der mannlichen Patienten im Gesamtkollektiv betrug 58,4 %. Bei der
Geschlechterverteilung der WUPyV-positiven NRS stammten 57 % der Proben
von Jungen, was einem Geschlechterverhaltnis m:w von 1,3:1 entsprach und

sich nicht signifikant vom Gesamtkollektiv unterschied.
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Abbildung 6: Altersverteilung der Patienten mit WUPyV-positivem NRS im Vergleich zu allen
untersuchten Patienten. Angabe jeweils in Prozent. Das mediane Alter der Kinder mit WUPyV-
positivem NRS betrug 3,0 Jahre.

3.5. Mehrfachinfektionen

Alle 1277 untersuchten NRS waren in der Routinediagnostik (IFA fir Influenza-
viren A/B, RSV, Parainfluenzaviren 1 — 3, Adenoviren) bzw. im Rahmen vorhe-
riger Studien (hBoV-PCR) auf respiratorische Viren untersucht worden. So
konnten zum einen die Pravalenzraten der untersuchten Viren im Gesamtkol-
lektiv verglichen werden, zum anderen konnten fur WUPyV-positive Proben
Koinfektionen ermittelt werden. Tabelle 7a+b bildet die Préavalenzzahlen aus

dieser Studie ab.

Das Ergebnis von 4,9 % WUPyV-positiver Proben war kaum geringer als die
Detektionsrate von Adenovirus und hBoV im Gesamtkollektiv (6,3 %). Deutlich
seltener als WUPYV wurden Influenzavirus B und Parainfluenzaviren, deutlich
haufiger Influenzavirus A und RSV detektiert. Mehrfachinfektionen einer WU-
PyV-Infektion mit anderen respiratorischen Viren waren in 33 Fallen (53,2 %) zu
beobachten. Am haufigsten traten Koinfektionen mit Influenzavirus A (n=10)
und Adenovirus (n=10) auf, gefolgt von hBoV (n=9), RSV (n=5) und Pa-
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rainfluenzaviren 1/2/3 (n=3), wobei vier Falle eine Dreifachinfektion aufwiesen.
In der Gruppe der WUPyV-positiven NRS waren Adenoviren signifikant tber-
reprasentiert (16,1 %) im Vergleich zur Gruppe der WUPyV-negativen NRS
(p=0,004; Fisher's exact Test). Auch die Frequenz einer hBoV-Infektion
(14,1 %) war mit einer WUPyV-Infektion signifikant haufiger als im Gesamtkol-

lektiv (p=0,01; Fisher’'s exact Test).

Ergebnis
IFA-Test Kollektivanzahl n Positive Ergebnisse n
hBoV-PCR

1277
RSV-Antigen 226 (17,7%)
Influenzavirus A-Antigen 164 (12,8 %)
Adenovirus-Antigen 80 (6,3 %)
Parainfluenza 1-/2-/3-Antigen 34 (2,7 %)
Influenzavirus B-Antigen 13 (1,2 %)
hBoV-DNA 81 (6,3 %)
Alle positiven Ergebnisse * 1277 592 (46,4 %)

LIm IFA-Test trat in 6 Fallen eine Dualinfektion auf: 3x RSV/Parainfluenzavirus 3; 1x Influenza-
virus A/RSV; 1x Adenovirus/Parainfluenzavirus 3; 1x Adenovirus/RSV.

Bei hBoV-positiven NRS trat in 25 Féllen eine Dualinfektion auf: 13x Influenzavirus A/hBoV; 9x
RSV/hBoV; 3x Adenovirus/hBoV. In 3 Fallen trat eine Tripelinfektion: 2x RSV/Parainfluenzavirus

3/hBoV; 1x Adenovirus /Parainfluenzavirus 3/hBoV.

Tabelle 7 a: Ergebnisse von IFA-Screening und hBoV-PCR
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Ergebnis WUPyV PCR Kollektivanzahl n Positive Ergebnisse n

1277 62 (4,9 %)
WUPyV-positiv + Koinfektion 2 33 (53,2 %)
Koinfektion mit
Adenovirus 10 (16,1 %)
Influenzavirus A 10 (16,1 %)
hBoV 9 (14,1 %)
RSV 5 (8,0 %)
Parainfluenzavirus 1/2/3 3 (4,8 %)

2 WUPyV-positive NRS traten in 4 Fallen als Tripelinfektion auf: 2x Influenzavirus A/hBoV/-
WUPYV; 1x Adenovirus/hBoV/WUPYV; 1x RSV/hBoV/WUPYV.

Tabelle 7 b: Koinfektionen bei WUPyV-positiven NRS

3.6. Kilinische Daten der Kinder mit WUPyV-positiven NRS

Klinische Informationen zu Kindern, die ein WUPyV-positives NRS aufwiesen,
wurden retrospektiv den Krankenakten entnommen. Es waren fur 61 der 62
WUPyYV-DNA positiven NRS Kklinische Daten verfugbar (Tab. 8). Bei WUPyV-
positiv getesteten Patienten hatten 43 % eine loL und 57 % eine luL. Unterteilte
man die IuL weiter, waren Pneumonien am haufigsten, gefolgt von Bronchitis
und obstruktiver Bronchitis. Neben einem respiratorischen Infekt wiesen sieb-
zehn Kinder wahrend ihres stationaren Krankenhausaufenthaltes weitere Diag-
nosen auf wie Durchfall, Harnwegsinfekt, Meningitis oder Krampfanfall bei Fie-
ber. In Hinblick auf die Art des Luftwegsinfekts zeigte die Anzahl der positiven
Proben mit Mehrfachinfektion im Vergleich zur einfachen Infektion mit WUPyV

keine signifikanten Differenzen im Fisher’s exact Test (p> 0,05).

Im Mai 2007 konnten von 45 NRS sechs als WUPyV-positiv identifiziert werden.
Eine zusatzliche Infektion mit einem respiratorischen Virus (hBoV) wies lediglich
eine Probe auf. Alle sechs NRS waren von unterschiedlichen Patienten und
wurden innerhalb von acht Tagen (Eingangsdatum 18. - 25.05.07) eingeschickt.
Vier Patienten dieser NRS zeigten klinische Zeichen einer Pneumonie, ein Pati-
ent hatte eine IoL und zu einem gab es keine klinischen Angaben. Im Juli 2003

waren zwei NRS (Eingangsdatum 02.-04.07.2003) von insgesamt sechs einge-
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sendeten Proben positiv fuir WUPyYV. Beide Proben wiesen keine Koinfektion
auf und bei beiden wiesen die jeweiligen Patienten die Diagnose einer loL auf.
Die beschriebene Konstellation, d.h. dass WUPyV-positive Proben in einem
engen Zeitfenster wahrend eines Monats eingingen, keine Koinfektion gefunden
wurde und betroffene Patienten die gleiche Kklinische Diagnose aufwiesen,
konnte sonst wahrend des gesamten Studienzeitraums nicht weiter beobachtet

werden.

, _ n mit n ohne Total n (%)
Diagnose bei Entlassung ) _ ) _
Koinfektion Koinfektion

Infekt oberer Luftwege (loL) 12 14 26 (43 %)

Infekt unterer Luftwege (luL) 20 15 35 (57 %)
Bronchitis 6 4 10 (16 %)
obstruktive Bronchitis 6 3 9 (15 %)
Pneumonie 8 16 (26 %)

Krampfanfall bei Fieber 4 3 7 (11%)
Gastroenteritis 2 4 6 (10 %)
Meningitis 1 1 2 3%)
Harnwegsinfekt 2 0 2 (3%)

Tabelle 8: Klinische Diagnose bei Entlassung der Patienten nach stationdrem Aufenthalt in der
Universitatskinderklinik Wirzburg. Daten waren verfligbar von 61 der 62 Kinder mit WUPyV-

DNA positiven NRS, Mehrfachnennungen waren mdoglich.

Bei 13 Kindern mit WUPyV-DNA-positivem NRS waren zusatzlich Grunderkran-

kungen in der Krankenakte dokumentiert (Tab. 9).
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Alter Koinfektion ARE Grunderkrankung neben einer ARE

(Jahre)

50 nein Pneumonie Pierre Robin Sequenz
Neonatale Infektion, Krampfanfélle/ 4 Monate

0,2 nein Bronchitis stationarer Aufenthalt bei chronischer Lungener-
krankung

: . Persistierendes Foramen ovale/ Hirnzysten/ Bal-

0,8 nein Pneumonie
kenmangel

0,3 nein Pneumonie Persistierendes Foramen ovale

07 nein Obstr. Bronchitis Frihgeborenes 32.SSW, Amnioninfektions-
syndrom

1,6 nein Bronchitis Mastozytom, rezidivierende Bronchitis

3,5 nein Pneumonie Wiedemann Beckwith Syndrom

3,2 nein loL Therapieresistentes Fieber

55 nein loL Duchenne Muskeldystrophie

0,7 nein Obstr. Bronchitis Neonatale Infektion, rezidivierende Bronchitis

3,4 nein Bronchitis Rezidivierende hochfieberhafte Infekte und Otiti-
den

2,3 Influenza A Obstr. Bronchitis Bulléses Pemphigoid, Z.n. Dapson-Therapie

2,3 Adenovirus  loL Meningitis mit Sepsis durch Meningokokken

Tabelle 9: WUPyV-DNA-positive Kinder mit Grunderkrankung

In der Gruppe der Patienten mit WUPyV-positivem NRS war die Wahrschein-

lichkeit hoch, dass ein Patient mit einer Grunderkrankung und ARE auch eine

WUPyV-Einfachinfektion aufwies. Im Vergleich zu Patienten ohne Grunderkran-

kung war dieses Ergebnis signifikant (p=0,002; Chi-Quadrat Test) (Tab. 9 a).
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WUPyV-positiv WUPyV-positiv
mit Koinfektion  ohne Koinfektion Signifikanzniveau
ARE und
2 (15,4 %) 11 (84,6 %)
Grunderkrankung
ARE 31 (63,3 %) 18 (36,7 %) p=0,002

Tabelle 9 a: Anzahl der Patienten mit einer ARE und einer Grunderkrankung in Verbindung mit
einer WUPyV-Infektion, Vierfeldertafel zur Berechnung des Signifikanzniveaus mittels Chi-
Quadrat Test

3.7. Sequenzanalyse

Um ein positives Ergebnis der qualitativen PCR zu bestétigen, wurde eine Se-
guenzanalyse des amplifizierten Bereichs (groRes T-Antigen) durchgefihrt und
mit der WUPyV-Referenzsequenz EF444550 verglichen. Das 244 bp lange
PCR-Produkt aus dem C-terminalen Ende des grol3en T-Antigen zeigte nach
Sequenzierung aller positiven Proben eine Ahnlichkeit von > 99 %, ohne dass
zwischen verschiedenen Jahren auffallige Abweichungen auftraten. Auch beim
Abgleich mit der Sequenzdatenbank des NCBI wurde eine Ubereinstimmung

mit veroffentlichten Sequenzen von > 99 % festgestellt.

Uber die Sequenzvariabilitait des WUPYV in der nicht kodierenden Region, die
insbesondere regulatorische Prozesse Ubernimmt, gab es zu Beginn der Arbeit
noch keine Daten. Diese Region ist bei humanen Polyomaviren als Region mit
hoherer Variabilitdt bekannt und geht mit unterschiedlichem Tropismus im Ver-
lauf einer Infektion einher (Jensen et al., 2001; Gosert et al., 2008). Es stellte
sich daher die Frage, ob auch fur WUPYV in der nicht kodierenden Region eine
hohere Sequenzvariabilitdt erkennbar ist. Zur néheren Beschreibung dieser Re-
gion wurde in dieser Studie bei 50 WUPyV-positiven NRS das Genom der nicht
kodierenden Region sequenziert. Von weiteren der getesteten WUPYV-DNA-
positiven Proben stand nicht mehr ausreichend Material fir diese Untersuchung
zur Verfugung. Bei dieser Untersuchung wurden auch Proben bericksichtigt,
die in der quantitativen PCR, die im Rahmen einer weiteren Wurzburger Studie
angewendet wurde, WUPYV-positiv waren (Neske et al., 2009). Hieraus wurden

drei NRS im Cluster | und ein NRS im Cluster Il eingeordnet.
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Die untersuchten Sequenzen wiesen untereinander und im Vergleich zur Refe-

renzsequenz nur geringe Unterschiede der Nukleotidsequenzen auf. Die Be-

rechnung ergab insgesamt eine Ubereinstimmungsrate von 98,5 % aller vergli-

chenen Sequenzen. Der phylogenetische Stammbaum lasst die Bildung zweier

Cluster erkennen (Abb. 7).

Cluster |1 wurden 43 NRS zugeordnet, Cluster Il 7 NRS. Es zeigten sich beim

Vergleich der Cluster keine signifikanten Unterschiede bezuglich Mehrfachinfek-

tion oder klinischer Diagnose (p>0,05, Fisher’s exact Test) (Tab. 10).

Anzahl NRS n Anzahl NRS n Patienten n
(% von 50) Diagnose
Einfachinfektion  Koinfektion loL luL
Cluster | 43 (86%) 19 24 19 23
Cluster I 7 (14%) 5 2 4 2

Tabelle 10: Aufteilung in Cluster | und Il nach phylogenetischer Analyse der nicht kodierenden

Region. Bei zwei Patienten mit WUPyV-positiven NRS waren klinische Diagnosen nicht verflug-

bar.
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Cluster |

Cluster I

2007012480 WUPyYy V
2007012489 WUPyYy V
2007011977 WUPyYy V
2007009105 WUPy V
2007001121 WUPyYy V
2005018693 WUPYV
2005008721 WUPyV
2005007704 WUPyYy V
2005007198 WUPyYV

2004005080 WUPyYy V

2003024174 WUPyYyV
2007001085 WUPyYy WV
2005008110 WUPyYV
2004030504 WUPyYy WV
2004020627 WUPyY V
2003015523 WUPYV
2003000421 WUPyYV
2002006717 WUPyYy WV
WuV EF444550
2002012580 WUPyY V
2003005513 WUPyYy WV
2004015257 WUPyYy V
2004025637 WUPyY V
2005004962 WUPyYyV
- 2005002624 WUPyY V
2005011856 WUPYV
2002012386 WUPyY WV
2003005511 WUPy WV
2004003792 WUPYV
2004021731 WUPyYyV

2005004361 WUPyYy WV

1
2005009257 WUPyY V

2007003018 WUPyYV
2007003080 WUPyYyV
2007003693 WUPyYV
2007004656 WUPyYV
2007010731 WUPyYyV
2007013715 WUPy WV
2007015610 WUPYV
2003022031 WUPyYV
2003028990 WUPyY WV
— 2002030138 WUPyYV

2005005480 WUPyY V

VY

L 2007004473 WUPyYV
2007012887 WUPyYy V
2007015294 WUPyYV
2005007534 WUPyYy 'V
2004000973 WUPyYy V
2005004740 WUPyYV
2004005034 WUPyYy V
2007013044 WUPYV

KIV NC 009238

0.05

Abbildung 7: Phylogenetische Analyse einer Sequenz von 647 bp der nicht kodierenden Region

des WUPyV-Genoms, erstellt mit einem Referenzstamm fir WUPYV (EF444550) und KIPyV
(NC009238). Die zehnstelligen Zahlen bezeichnen die laborinternen Probennummer der NRS —

die Jahreszahl des Eingangsdatums zu Beginn; Bootstrapping-Werte sind an den Knotenpunk-

ten notiert; der Maf3stab gibt Unterschiede in 0.05 Nukleotidsubstitutionen pro Position an.
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Die Altersverteilung der Patienten, nach Zuordnung der NRS zu einem Cluster,
ist im Vergleich zur Altersverteilung des Gesamtkollektivs in Abbildung 8 darge-
stellt. Patienten mit WUPyV-positiven NRS, die Cluster | zugeordnet wurden,
waren in allen Altersgruppen vertreten, in den Gruppen 25-36 Monate und 37-
48 Monate am starksten. Insgesamt war die Altersverteilung vergleichbar mit
der Gesamtgruppe Patienten mit WUPyV-positivem NRS.

Unter den sieben Patienten mit WUPyV-positivem NRS aus Cluster Il, waren
dagegen nicht alle Altersgruppen reprasentiert. Vier der Patienten waren im
Alter zwischen vier und funf Jahren und drei Patienten zwischen sieben Mona-
ten und 3 Jahren.

16 300
n |
14 I Cluster Il
- 250
m Cluster |
n m WUPyV-positive NRS

12 —
—=—alle NRS
/. - 200

f \ /.
6 /

Anzahl absolut alle NRS

- 100

Anzahl absolut WUPyV-positive NRS

r 50

0-6 Monate 7-12 Monate 13-24 Monate 25-36 Monate 37-48 Monate 49-60 Monate 61-72 Monate > 72 Monate
Alter in Monaten

Abbildung 8: Altersverteilung der Patienten mit WUPYV-positiven NRS in absoluten Zahlen,
Vergleich von Cluster | und Il (=52 NRS), alle WUPyV-positive NRS (=62 NRS) und alle NRS
(=1277 NRS)
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4. Diskussion

4.1. Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

Im Jahr 2007 beschrieben Gaynor et al. erstmals das WUPyV. Dabei wurde
WUPyYV-DNA in 3 % der untersuchten respiratorischen Proben nachgewiesen
(Gaynor et al., 2007). Die vorliegende Studie wurde daraufhin noch im selben
Jahr initiiert. Bis dato war die Verbreitung des WUPyYV weitestgehend unbe-

kannt und es gab nur wenige publizierte Ergebnisse.

Um die Daten uber die Verbreitung und Saisonalitat von WUPyV-Infektionen zu
generieren, wurden retrospektiv. NRS untersucht. Dabei wurde asserviertes
Restmaterial von 1277 Proben verwendet, die zwischen Januar 2002 und Sep-
tember 2005 sowie von Januar bis Juli 2007 im Virusdiagnostiklabor des Insti-
tuts far Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg zu Routineunter-
suchungen eingegangen waren. Die Proben stammten von Kindern, die mit ei-
nem akuten respiratorischen Infekt in der Kinderklinik des Universitatsklinikums
Wirzburg stationar behandelt worden waren. WUPYV-DNA konnte in 4,9 %
(62/1277) der NRS detektiert werden.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Studie lag darin epidemiologische und Klini-
sche Aspekte im Zusammenhang mit den positiven WUPYV-DNA-Nachweisen
naher zu beschreiben (Saisonalitat, Alter und klinische Symptome der Patienten
mit WUPyV-positivem NRS).

Zwischenzeitlich befassten sich weltweit auch weitere Studien zu WUPYV mit
seiner Charakterisierung. Eine Ubersicht bisher veroffentlichter Studien zur Epi-
demiologie des WUPYV st in Tabelle 11 dargestellt. Die Anordnung erfolgte
chronologisch, basierend auf dem Jahr der Veroéffentlichung in der Literaturda-
tenbank PubMed. In jeder der im Folgenden aufgefiihrten Studien dienten Pro-
ben aus dem Respirationstrakt zur Untersuchung auf WUPyYV-DNA mittels einer
qualitativen oder real-time PCR. Die getesteten Patientenkollektive wurden so-
wohl aus dem ambulanten als auch dem stationaren Behandlungsrahmen rek-
rutiert. Der jeweils beschriebene Studienzeitraum bezieht sich auf das Jahr, in

dem das Probenmaterial von den Patienten entnommen worden waren. Bei den
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aufgefuhrten Studien handelt es sich ausschlief3lich um retrospektive Untersu-

chungen.

Die 62 NRS, die in dieser Studie fur WUPyYV-DNA positiv waren, stammten von
62 verschiedenen Kindern. Nur wenige Studien trennten die Anzahl der Proben
eindeutig von der Anzahl der getesteten Patienten. Bei Norja et al. betrug die
Gesamtanzahl Proben 983 von 612 Patienten, wobei auch hier 10 NRS positiv
fur WUPyYV von 10 verschiedenen Patienten stammten (Norja et al., 2007). Bei
Le et al. wurden sequentielle Proben von zwei Patienten bei langer anhaltender
Erkrankung beschrieben. In einem Zeitraum von 6-8 Wochen waren einmal vier
und einmal drei NRS des gleichen Patienten in Folge positiv fuir WUPyV (Le et
al., 2007). Eine klare Definition der Fallpravalenz spielt insbesondere in Ab-
grenzung zu einer longitudinalen Studie eine Rolle. Die einzige longitudinale
Analyse unter den aufgefiihrten Arbeiten ist aus dem Jahr 2008 von van der
Zalm. Innerhalb eines 6-monatigen Zeitraums wurden von 18 Patienten je ein
NRS im Abstand von zwei Wochen auf respiratorische Erreger untersucht. Das
Probenmaterial wurde dabei unabhangig von einer respiratorischen Symptoma-
tik entnommen, untersucht wurden insgesamt 230 NRS. Im Ergebnis betrug die
Fallpravalenz fur WUPYV 44 % (8/18), die Pravalenz des Probenkollektivs da-
gegen nur 9 % (21/230). Aufgrund des Studienaufbaus ist diese Arbeit daher
nur bedingt mit den tbrigen Daten vergleichbar. Da die Tabelle jedoch mog-
lichst alle bis zum Jahr 2011 verdffentlichten epidemiologischen Daten repra-

sentieren soll, wurde auch diese Arbeit hier mit aufgefihrt.

Insgesamt uneinheitlich waren Altersangaben, sowohl in Bezug auf das Ge-
samtkollektiv als auch bei Beschreibung der Altersverteilung von Patienten mit
WUPyV-positivem Ergebnis. Ein direkter Vergleich, wie etwa das mediane Alter

bei WUPyV-positiven Patienten, war daher nur eingeschrankt moglich.

In den folgenden Abschnitten werden die Daten der Tabelle und auch weitere
inhaltliche Aspekte der aufgefiihrten Studien diskutiert.
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Land Anzahl Pro- Alter ggteste- WUPYV Koinfektions- Altersangaben zu Stgdien- Referenz
ben ter Patienten pos. (%) rate (%) WUPYV pos. Pat. zeitraum

Australien 1245 Kinder 3,0 67,6 89 % <3J. 01- 12/2003 (Gaynor, 2007)
o |ones lkmeae 0 oo |2Remenziod | 2022008 | oy oo
Grof- 083 Kinderund | 4 5 40,0 47% 1-2 J. KA. (Norja, 2007)

ritannien Erwachsene
Siidkorea ‘;g‘sagmg?’ <6J. 7.0/42 | 67.6/kA. g:ﬂggg Zaam 2,05(@) 0872000 (Han, 2007)
Kanada ;g Zgry“nﬁtp{ <3J. 25/64 | 100,0/0,0 Z)é;]nqtptzl\fl) gggrr“t‘zr(‘) ﬁ M. éﬁ; gggg - (Abed, 2007)
USA 2637 1T.- 88J. 2,7 71,0 Median 12 M. 8;; %882 - (Le, 2007)
China 278 <5J. 0,4 0,0 1 Patient 3 J. gg 5882 - (Lin, 2008)
Deutschland | 1277 7T.- 223, |49 53,2 Median 3,0 J. 3883'2005; ‘(’\fg:i.eﬂg;‘fg %%‘2;
Australien 2866 37.—95J. |45 79,7 93 %<5 J. 81;22000043' (Bialasiewicz, 2008)
Frankreich 537 <5J. 2,4 30,8 Median 11,2 M. ééj 3883 - (Foulongne, 2008)
Thailand 302 5T.-14J. 6,3 42,1 Median 12 M. 83; 3883 - (Payungporn, 2008)
E‘rri:’;men 371 7T.-793. 11 75,0 Median 9 M. ég; gggg - (Kiasari, 2008)
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Land Anzahl Pro- Alter ggteste- WUPYV Koinfektions- Altersangaben zu Stgdien- Referenz

ben ter Patienten pos. (%) rate (%) WUPYV pos. Pat. zeitraum
China 406 Mittel 2 J. 4,2 70,5 Median 24 M. ﬁ; 3883 - (Yuan, 2008)
China ‘2%?/ 15'\" 9_71J4_ I/ g:g/ 100,0 Median 12,7 M. gggggg i (Ren, 2008)
USA gg;:zmg::’ <23 71/63 | 50,0/ KA. Gruppe 17 -18 M. 21 % 01-12/ 2004 (Wattier, 2008)
Niederlande 230 <1-7J. 9,0 76,2 Median 2,6 J. (1)1; 3882 - (van der Zalm, 2008)
Deutschland 98 <3J. 3,0 33,3 Mittel 8,6 M. éz 3883 - (Kleines, 2009)
Schweden 637 24 ;}03'15 3 1,3 59,0 94 % < 4. 82; gggg - (Lindau, 2009)
China o :g;“nﬁtp{ 11T.-16J. |56/15 | 60,5 KA. SIEEEE s 112152@ ggj 2008~ (Zhao, 2009)

Gruppe 3 J. 7,4 %

Niederlande gg Ll:ali_ée L : ié]; 32/ &%’0/ Median 27,5 M. 2005 — 2008 (van de Pol, 2009)
Siidafrika ggoagmgiz’ 0-774. 70000 | 7LO/KA. Median 6,5 M. 83; 2000~ (Venter, 2009)
China ;;lagmgf'/ g;ﬁhffg”'\i/ﬁ 20/00 | 40,0/0,0 2 M. — 48 M. %gggg - (zhuang, 2011)

Tabelle 11: Ubersicht tiber publizierte Studien zur Epidemiologie von WUPYV aus dem Zeitraum von 2007 bis 2011, NRS = Nasenrachensekret,
Pat.= Patient; BAL= Bronchoalveoléare Lavage; J.= Jahr; M.= Monat; T.= Tage; pos.= positiv; luL = Infektion der unteren Luftwege; k.A.= keine

Angaben; sympt.= symptomatisch; asympt.=asymptomatisch



4.2. Methodische Aspekte

Als Nachweismethode von WUPYV-DNA in NRS wurde in dieser Studie eine
PCR etabliert. Die Auswahl der Primer und Durchfiihrung der WUPyYV-PCR er-
folgte analog des Protokolls von Gaynor et al. mit einem Primerpaar, das eine
244 bp lange Sequenz des 3’ Endes des grol3en T-Antigen generierte. In der
Erstpublikation wurde dieses Primerpaar zur Kontrolle benutzt, nachdem fiir das
Screening des Probenpools auf WUPyYV-DNA initial ein Primerpaar der VP2-
Region verwendet worden war. Beide Primer stellten sich dabei als aquivalent
heraus, wobei eine Kreuzreaktivitat mit anderen Polyomaviren ausgeschlossen

worden war (Gaynor et al., 2007).

Zur Validierung der qualitativen WUPyYV-PCR wurde die minimale Nachweis-
grenze durch Probit-Analyse ermittelt. Die Nachweisgrenze, die mit 95 % Wahr-
scheinlichkeit noch detektiert wird, lag in dieser Studie bei 8,8 Kopien/Reaktion,
was einer hohen Sensitivitdt der Testung entspricht (Ratcliff et al., 2007). Be-
zogen auf die untersuchten NRS liel3 sich daraus eine Nachweisgrenze von 440
Kopien/ml Ausgangsvolumen berechnen. In anderen bisher publizierten Studien
wurden keine Angaben zur Nachweisgrenze der verwendeten Methode ge-

macht, so dass ein direkter Literaturvergleich hier nicht méglich war.

Zur Beschreibung der mit WUPYV auftretenden Koinfektionen flossen zuséatzlich
Ergebnisse aus vorangegangenen Untersuchungen ein. Alle NRS, die im Rah-
men dieser Studie untersucht wurden, waren zuvor mit einem Immunfluores-
zenztest auf Antigene respiratorischer Viren (Influenzaviren A/B, RSV, Pa-
rainfluenzaviren 1 — 3, Adenoviren) sowie mit einer hBoV-PCR getestet worden.
Von 1277 Proben war bei 40 % im IFA-Screening mindestens ein Virus gefun-
den worden. Dieses Ergebnis ist reprasentativ und vergleichbar mit vertffent-
lichten Detektionsraten bei direktem Immunfluoreszenznachweis (Brunstein et
al., 2008). Fur hBoV liel3 sich durch PCR-Testung eine Préavalenz von 6,3 %
ermitteln (Neske et al., 2007). Detektionsraten fur hBoV, wie in der Literatur be-
schrieben, liegen zwischen 1,5 % und 11,3 % (Sloots et al., 2008).
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Sowohl der Antigennachweis als auch die hBoV-PCR ergaben folglich Ergeb-
nisse, die in der Literatur nachvollziehbar waren und auch fir diese Studie ver-
wendet werden konnten. Insgesamt muss jedoch beim Vergleich der Pravalen-
zen der einzelnen Viren bertcksichtigt werden, dass im Unterschied zu einer
PCR bei WUPyV und hBoV, die Ubrigen Viren mit einem Immunfluoreszenztest
untersucht worden waren. Der Antigentestung wird im Vergleich zur PCR eine
geringere Sensitivitat bescheinigt (Herrmann et al., 2001). Die Haufigkeit der mit
IFA-Screening getesteten Viren kdnnte demnach noch héher liegen, wenn man
eine sensitivere Nachweismethode anwenden wirde. Eine IFA-Testung fur
hBoV und WUPyYV war bei Durchfihrung der Studie noch nicht etabliert, was

aber aufgrund der héheren Sensitivitéat der PCR auch nicht notwendig erscheint.

In der vorliegenden Studie ist stets auf grof3e Sorgfalt in der Durchfiihrung ge-
achtet worden. Trotzdem ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu berick-
sichtigen, dass es sich um eine retrospektive Studie handelt. Fir die Beschrei-
bung klinischer Symptome eines WUPYyV-positiven Patienten mussten Diagno-
sen aus der Krankenakte herangezogen werden. Ein Vergleich klinischer Diag-
nosen von WUPyV-positiven und -negativen Patienten wurde nicht durchge-
fuhrt, da fur das Gesamtkollektiv keine vollstandigen klinischen Angaben fir die
Auswertung zur Verfiagung standen. Weiterhin zu bedenken ist, dass nur Pro-
ben von hospitalisierten Kindern bertcksichtigt wurden, was eine Auswahl an

schwereren Verlaufsformen einer ARE zur Folge hat.

4.3. Pravalenz, jahreszeitliche Verteilung und Saisonalitat

In der vorliegenden Studie wurde ein Probenpool von 1277 NRS untersucht, der
einen Zeitraum von insgesamt funf Jahren reprasentierte. Die Préavalenz des
Virus von 4,9 % im Raum Wirzburg kam Ergebnissen aus Australien, 4,5 %
(Bialasiewicz et al., 2008) und China, 4,2 % (Yuan, 2008) am nachsten. Insge-
samt sind weltweit deutliche Schwankungen in der Pravalenz von WUPyYV zu
verzeichnen, so liegen die Ergebnisse zwischen 0 % und 9 % (Tab. 10). Erklar-
bar ist dies durch Differenzen in: Qualitdt der Probengewinnung, Qualitat des
Materials und der Nachweismethode, Altersverteilung des untersuchten Kollek-

tivs und tatsachlichen geographischen Unterschieden. Zu beachten sind erheb-
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liche Unterschiede in der Anzahl der getesteten Proben, denn nur zwei Publika-
tionen zu WUPYV wiesen ein Gesamtkollektiv von tber 2000 Proben auf, alle
weiteren bewegten sich zwischen 98 und 674 Proben (Tab. 11). Die vorliegen-
de Studie testete die drittgrof3te beschriebene Probenanzahl, so dass aus die-

ser Sicht eine hohe Aussagekraft angenommen werden kann.

Im Warzburger Kollektiv gelang der Nachweis von WUPyYV-DNA in NRS aus
jedem Kalendermonat. Insgesamt héaufiger konnte das Virus in den Monaten
Februar und Marz nachgewiesen werden, wobei hier auch die Gesamtanzahl
der untersuchten NRS am hdchsten war. Zur jahreszeitlichen Verteilung ist zu
sagen, dass WUPyYV auch in anderen Landern in allen Kalendermonaten auf-
trat, wobei die Monate mit den hochsten Zahlen variieren, so sind Maxima so-
wohl im Februar, April, Mai und Juli als auch zwischen Oktober und Dezember
beschrieben (Le, 2007; Norja et al., 2007; Wattier et al., 2009). Moéglicherweise
kommen diese Unterschiede durch jahreszeitliche Differenzen der Infektions-

wellen in den verschiedenen Lander zustande (Payungporn et al., 2008).

Die zeitliche Begrenzung der meisten Studien lag zwischen funf bis zw6lf Mona-
ten eines Jahres und umfasste lediglich eine Saison, so dass in der Literatur
Uber Saisonalitat von WUPYV bisher keine Angaben zu finden sind. Aufgrund
des langen Studienzeitraums dieser Arbeit konnten dagegen funf Saisons defi-
niert werden. Unterschiede im Auftreten von Saison zu Saison lie3en sich tber

den Untersuchungszeitraum jedoch nicht beobachten.

4.4. Altersverteilung und Geschlechterverhaltnis

In der vorliegenden Studie lag das mediane Alter der WUPYV-positiv getesteten
Kinder bei 3,0 Jahren. Nur 3,2 % der positiven Proben wurden bei Uber 6-
jahrigen gefunden. Diese Daten stimmen Uberein mit der Erstpublikation. Bei
Gaynor et al. stammten die meisten positiven NRS (37/43) von Kindern, die
junger als vier Jahre alt waren und sehr selten von tber 6-jahrigen und Erwach-
senen (Gaynor et al., 2007). Auch spatere Studien konnten nachweisen, dass
WUPyYV in der Altersgruppe der 0-4-jahrigen hohe Pravalenzraten aufweist

(Tab. 11). Zu beachten ist jedoch, dass ein Grof3teil der Untersuchungen sich
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bisher auf Material von Sauglingen und Kindern beschrankte. Einige Studien
bezogen zuséatzlich Patienten im Erwachsenenalter ein und wiesen gar keine
positiven Proben nach oder mit Pravalenzraten von 0 % bis 1,6 % deutlich we-
niger als Studien, die sich allein auf Kinder beschrénkten (Ren et al., 2008;
Gaynor et al., 2007; Norja et al., 2007).

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fur ein Auftreten von WUPYV vor allem bei
Kleinkindern. Dies lasst eine Ubertragung des Virus wahrend einer Tages-
betreuung oder in der Kindergartenzeit vermuten. In dieser Altersgruppe haben
viele Kinder zum ersten Mal intensiven sozialen Kontakt zu einer Gruppe
Gleichaltriger und erleiden banale Infekte in hoher Frequenz. Wesentlich be-
grundet sich dies durch eine hohe Reinfektionsgefahr mit respiratorischen Viren
innerhalb der Gruppe, auch aufgrund mangelnden Hygienebewusstseins. Wei-
terhin spielt die immunologische Unreife junger Kinder hier eine Rolle (Speer
and Gahr, 2009).

Die Vermutung, dass es in der Gruppe der Klein- und Kindergartenkinder zu
einer Erstinfektion kommt, wird durch neuere Studien im Rahmen serologischer
Untersuchungen gestiutzt. So wurde bereits bei 5-jahrigen Kindern eine Se-
ropravalenz von ca. 90 % gegen WUPyV-Kapsidproteine nachgewiesen, was
fur einen Erstkontakt mit WUPyYV im frihen Kindesalter spricht (Nguyen et al.,
2009).

Der Unterschied zwischen der Geschlechterverteilung der WUPyV-positiven
NRS (57 % mannlich) und dem Gesamtkollektiv (58,4 % mannlich) in unserer
Studie zeigte keine Signifikanz. Nur wenige Studien gingen auf die Verteilung
des Geschlechts ein. Es waren zum Teil Jungen (Foulongne et al., 2008) oder
Madchen (Gaynor et al., 2007) geringfligig Uberreprasentiert, ebenfalls ohne
Signifikanz. Es gibt keinen Anhalt fur einen Zusammenhang zwischen Ge-
schlecht und WUPyV-Positivitat.
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4.5. Koinfektionen mit WUPyV

In der vorliegenden Studie wurde bei 53,2 % der WUPyV-positiven NRS zuséatz-
lich ein weiterer Erreger nachgewiesen, eine auffallig hohe Koinfektionsrate. In
dem hier untersuchten Kollektiv kam es am haufigsten zu Koinfektionen mit
Adenoviren und Influenza A-Viren, weiterhin aber auch zu Koinfektionen mit
hBoV sowie mit RSV und Parainfluenzaviren. Es wurden in vier Fallen Dreifach-
infektionen detektiert. Nicht erfasste Pathogene waren unter anderem Coronavi-
ren, Rhinoviren, Enteroviren und humane Metapneumoviren. Die Anzahl an
Mehrfachinfektionen ware vermutlich noch angestiegen, wenn man das Scree-
ning um diese respiratorische Viren erweitert und statt eines IFA-Tests fur In-
fluenza-, Parainfluenza-, Adenoviren und RSV die sensitivere Methode einer
PCR verwendet hatte. So kann z.B. mit einer Multiplex-PCR bei hoher Sensitivi-
tat auf verschiedene respiratorische Viren gleichzeitig getestet werden (Reijans
et al., 2008).

In anderen Studien wurden Koinfektionsraten zwischen 30 % und 100 % erzielt
(Tab. 11). Obwohl die zusatzlich getesteten Viren nicht tberall identisch waren
und keinem einheitlichen Testsystem unterlagen, tritt eine WUPyV-Infektion
offensichtlich haufig mit mindestens einem anderen respiratorischen Virus ge-
meinsam auf. Neben den respiratorischen Viren der vorliegenden Studie wur-
den Rhinoviren, hMPV und Coronaviren als weitere Kopathogene einer WU-
PyV-Infektion erwahnt (Gaynor et al., 2007; Foulongne et al., 2008; Bialasiewicz
et al., 2008).

Eine Infektion mit Adenovirus war in dieser Studie signifikant haufiger bei WU-
PyV-positiven als bei WUPyV-negativen NRS aufgetreten (p=0,004), ebenso
eine Infektion mit hBoV (p=0,01). Eine Studie aus Grof3britannien wies nach
simultaner Testung von WUPYV und KIPyV zusammen ebenfalls einen signifi-
kanten Unterschied (p=0.02) bei Polyomavirus-positiven Proben und simultaner
Infektion mit Adenovirus im Vergleich zu Polyomavirus-negativen Proben nach
(Norja et al., 2007). Bisher gibt es in der Literatur keine weiteren Belege fir eine
signifikante Haufung eines bekannten respiratorischen Virus in Kombination mit
WUPYV.
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Infektionen mit mehr als zwei nachweisbaren respiratorischen Viren sind nicht
selten. So hatten Gaynor et al. bereits eine Vierfachinfektion und sechs Drei-
fachinfektionen beschrieben (Gaynor et al., 2007). Auch in Stidkorea konnten

bei finf Proben Dreifachinfektionen detektiert werden (Han et al., 2007).

Hinsichtlich der hohen Koinfektionsrate bei WUPyV mit anderen respiratori-
schen Viren stellt sich demnach die Frage nach der Bedeutung einer Infektion
mit dem neuen Virus. Gesichert ist, dass auch hBoV und KIPyV, weitere kiirz-
lich entdeckte Viren, hohe Koinfektionsraten aufwiesen (Weissbrich et al., 2006;
Allander et al., 2007; Bialasiewicz et al., 2007). Eine Erklarung fir die steigende
Zahl von Mehrfachinfektionen im Respirationstrakt ist der vermehrte Einsatz
von sensitiven molekularbiologischen Nachweismethoden wie z. B. PCR. Eben-
so hat sich die Vielfalt der nachweisbaren respiratorischen Viren in den letzten
Jahren erweitert, womit die Wahrscheinlichkeit gestiegen ist Mehrfachinfektio-

nen zu detektieren.

Es muss bericksichtigt werden, dass der Nachweis von DNA kein Beweis flr
eine akute Infektion sein kann. Auch Viruspartikel einer vorangegangenen In-
fektion oder Partikel latent persistierender Viren sind detektierbar, ohne dass es
einen direkten Zusammenhang zur klinischen Symptomatik geben muss. Mit
serologischen Tests, die eine spezifische Immunantwort bei Kontakt mit Virus-
antigen nachweisen kénnen, ware die klinische Relevanz des alleinigen DNA-
Nachweises, besonders bei neuen Viren in retrospektiven Untersuchungen,

besser zu beurteilen.

Zur Interpretation der hohen Koinfektionsrate bei WUPyV gibt es folglich mehre-
re Mdglichkeiten. Es kdnnte sein, dass das WUPyV die Rolle eines ,innocent
bystander* einnimmt und zuféllig mit einem anderen Virus detektiert wird. Eine
andere Mdoglichkeit wére, dass WUPyYV als Opportunist in Kombination mit an-
deren Erregern auftritt, die ihm eine besondere Disposition bieten. Ebenso ware
es denkbar, dass WUPyV naturlicher Bestandteil der endogenen Flora ist und
durch inflammatorische oder &hnliche Prozesse reaktiviert wird. Priméare Infekti-
onen mit WUPYV kdnnten auch den Eintritt anderer Viren erleichtern und be-

gunstigend fur eine virale Zweitinfektion wirken (Gaynor et al., 2007).
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Eine Hypothese besagt, dass insbesondere im Rahmen von Mehrfachinfektio-
nen schwere Verlaufe einer ARE zu beobachten sind, die dann zu einem statio-
naren Aufenthalt fihren. Dies wirde erklaren, warum es in dieser Studie eine
hohe Anzahl an Koinfektionen respiratorischer Viren gab. In der Literatur gibt es
bereits Hinweise darauf, dass die Auspragung klinischer Symptome stéarker bei
Dual- und Tripelinfektionen ausfallt (Calvo et al., 2008).

4.6. Klinische Symptome bei Patienten mit WUPyV-positiven NRS

Neben epidemiologischen Daten wurden in dieser Studie auch klinische Anga-
ben WUPyV-positiver Patienten erhoben. Fur 61 der 62 positiven NRS waren
klinische Diagnosen verfugbar, die retrospektiv ausgewertet wurden. Bei 57 %
der Patienten lag eine IuL und bei 43 % eine loL vor. Einige Kinder wiesen ne-
ben einem respiratorischen Infekt zusatzliche Diagnosen auf, die andere Or-
gansysteme betrafen, wie Harnwegsinfekt, Gastroenteritis, Krampfanfall bei

Fieber und Meningitis.

Wie in der vorliegenden Studie, lagen auch in Frankreich und den USA (Bun-
desstaat Missouri) haufig Symptome einer luL vor (Foulongne et al., 2008; Le et
al., 2007). An zusatzlichen Symptome wurden bisher ebenfalls Erbrechen,
Durchfall oder Krampfanfall bei Fieber erwahnt (Gaynor et al., 2007; Ren et al.,
2008; Le et al., 2007; Foulongne et al., 2008). Limitierend beim studientbergrei-
fenden Vergleich klinischer Diagnosen waren allgemein uneinheitliche Definitio-
nen der verschiedenen Krankheitsbilder, da hier keine equivalenten Standards

bestanden.

Die meisten Studien fokussierten zunachst den Respirationstrakt fur Material-
gewinnung und Virusnachweis unter der Annahme, dass WUPYV Ausloser ei-
ner ARE ist. In einigen Untersuchungen konnte Virus-DNA jedoch auch in
Stuhlproben von Patienten mit Diarrhoe sowie in Serumproben detektiert wer-
den, wogegen bisher kein PCR-Nachweis in Urin und Liquor gelang (Ren et al.,
2009; Neske et al., 2009; Bialasiewicz et al., 2009). Welche Rolle der Gastroin-
testinaltrakt moglicherweise bei diesem Virus spielt, erfordert weitere Untersu-

chungen. Er konnte Replikationsort und WUPyYV maoglicherweise auch Ausloser
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einer gastrointestinalen Symptomatik sein. Alternativ wére denkbar, dass WU-
PyV im Rahmen von respiratorischen Infekten verschluckt wird, und WUPyV-

DNA nach dem natirlichen Passageweg letztendlich im Stuhl nachweisbar wird.

In der vorliegenden Studie konnte bei der retrospektiven Analyse der Kranken-
akten festgestellt werden, dass bei dreizehn Kindern mit einer ARE und WU-
PyV-positivem NRS eine weitere Erkrankung, hier als ,Grunderkrankung® be-
zeichnet, diagnostiziert worden war. Grunderkrankungen waren u.a. genetische
Fehlbildungen, Autoimmunerkrankungen sowie rezidivierende oder schwere
Infektionen, die in Zusammenhang stehen kdnnten mit einer erhdhten Anfallig-
keit fur respiratorische Infekte, z.B. bei einem insgesamt reduzierten Immunsta-
tus. Zehn dieser Patienten wiesen aul3er WUPYV keines der getesteten respira-
torischen Viren auf. Unter den WUPYyV-positiven Patienten war das Ereignis
einer Einfachinfektion bei ARE plus Grunderkrankung signifikant haufiger als
eine Einfach- oder Mehrfachinfektion ohne Grunderkrankung (p= 0,002, Chi-
Quadrat Test).

Dieses Ergebnis ist sicherlich kritisch zu betrachten, da eine Vollstandigkeit der
Angaben aus den Krankenakten retrospektiv nicht nachzuprifen war und es
sich zum Teil um unprézise Diagnosen handelte. Es ist nicht auszuschliel3en,
dass eine hohere Anzahl an Patienten als angegeben eine sogenannte Grund-
erkrankung aufwies, dies aber nicht aus den Akten zu entnehmen war. Auch
eine Evaluation des Gesamtkollektivs wurde nicht durchgefuhrt. Die Annahme,
dass einige der genannten Patienten einen reduzierten Immunstatus haben
konnten, liel3 sich nicht verifizieren, d.h. es war weder der Immunstatus bei

WUPyV-positiven Patienten noch bei WUPyV-negativen Patienten gesichert.

Im Kontext gesehen ist das Ergebnis insofern interessant, dass einige Studien
den Immunstatus der untersuchten Patienten beriicksichtigten. Eine Arbeit aus
Sudafrika untersuchte Kinder mit ARE auf WUPYV und testete simultan deren
HIV-Status. Eine HIV-Infektion lag haufiger in der Gruppe der WUPyV-positiven
Patienten vor (57 %) als im Gesamtkollektiv (33 %) (Venter et al., 2008). Nicht
untersucht wurde, inwieweit das Immunsystem bereits durch die HIV-Infektion

beeintrachtigt war.
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In anderen Studien waren fur junge Patienten mit WUPyV-positivem NRS ohne
Koinfektion ebenfalls Grunderkrankungen notiert (z.B. Kongenitale Myopathie),
wobei keine signifikante Haufung in dieser Gruppe beschrieben wurde
(Foulongne et al., 2008; Le et al., 2007). In einer Studie konnte WUPyV in se-
guentiellen Proben, die von zwei Patienten stammten, Gber einen Zeitraum von
6-8 Wochen nachgewiesen werden. Bei beiden Patienten handelte es sich um
Kinder mit prolongierter Erkrankung, wobei das eine unter einer hAmophagozy-
tischen Lymphohistiozytose litt und das andere aufgrund einer biliaren Atresie
eine Lebertransplantation erhielt (Le et al., 2007). Eine Reaktivierung oder eine
latente Infektion des WUPYV bei diesen Patienten wird diskutiert, wobei der Be-
stimmung der Orte einer Viruslatenz groRe Aufmerksamkeit zukommt (Wattier
et al., 2008).

Von einigen wenigen Erwachsenen, bei denen das Polyomavirus bisher nach-
gewiesen werden konnte, waren die meisten immunsupprimiert, beispielsweise
in Folge einer HIV-Infektion oder Stammzelltransplantation, oder wurden inten-
sivmedizinisch behandelt aufgrund einer akuten respiratorischen Dekompensa-
tion (Gaynor et al., 2007; Abedi Kiasari et al., 2008; Mourez et al., 2009). Eine
besondere Affinitdt des Virus zu erwachsenen Patienten, die an einer das Im-
munsystem schwachenden Vorerkrankung leiden, wird nicht ausgeschlossen,
wobei dies in Zusammenhang gebracht wird mit einer mdglichen Reaktivierung
des neuen Polyomavirus wie es fur JCV und BKV bekannt ist (Norja et al.,
2007; Sharp et al., 2009). In den oben genannten Studien unterlag das Kollektiv
erwachsener Patienten bereits einer Selektion, da es sich primar um stationare
Falle handelte und ein fir Erwachsene ungewohnlich schwerer Verlauf einer
ARE z.B. durch die Grunderkrankung zu vermuten ist. Eine Verzerrung der Er-
gebnisse ist daher zu bericksichtigen.
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4.7. Sequenzanalyse

Auf molekularbiologischer Ebene wurden in dieser Studie Sequenzanalysen
zweier Genomabschnitte des WUPyYV durchgefiihrt. Zum einen diente dies zur
Bestatigung eines positiven Ergebnisses nach qualitativer PCR im Rahmen des
Screenings, zum anderen wurde ein Teil der nicht kodierenden regulatorischen

Region auf Sequenzvariabilitdt untersucht.

Mit Hilfe der initial verwendeten Primer, die eine 244 bp lange Sequenz des
gro3en T-Antigens amplifizierten, konnte nach Sequenzierung dieses Ab-
schnitts fur alle positiven NRS eine Ubereinstimmung in der Basenabfolge von
Uber 99 % gezeigt werden. Dies war gemal den Angaben aus der Literatur zu
erwarten, so dass sich diese Sequenz aufgrund ihrer Stabilitdt bevorzugt zum

Screening der NRS eignete.

Bei Gaynor et al. wiesen ebenfalls 250 bp lange Amplikons aus der VP2-Region
maximal 1 % Nukleotidsubstitutionen unter allen WUPyV-positiven Proben auf.
Darunter waren finf Proben mit identischer Sequenz im Vergleich zur Refe-
renzsequenz. Weitere 33 Sequenzen zeigten zwar Veranderungen zur Refe-

renzsequenz, aber keine Veranderungen untereinander (Gaynor et al., 2007).

In der vorliegenden Studie wurde des Weiteren der Frage nachgegangen, ob im
Gegensatz zu den hochkonservierten Abschnitten des VP2-Gens und des gro-
Ben T-Antigens ein starker variabler Bereich des WUPyV-Genoms existiert. Da-
zu wurde fur 50 positive Proben eine 647 bp grol3e Sequenz der nicht-
kodierenden, regulatorischen Region untersucht. Bei einer Identitatsrate der
Sequenzen von 98,5 % gab es keine Hinweise fur eine hoéhere Variabilitat in
dieser Region. Eine Einteilung der Sequenzen erfolgte in zwei Cluster, jedoch
ohne dass dabei ein Zusammenhang zwischen einer Altersgruppe, saisonalem

Auftreten oder einer klinischen Diagnose erkennbar gewesen ware.

Die Polyomaviren JCV und BKV weisen insgesamt ebenfalls geringe Sequenz-
varianzen auf. Beschrieben ist jedoch eine genetische Rekombination in der
regulatorischen Region im Zusammenhang mit unterschiedlichem Tropismus im

Verlauf einer Infektion (Jensen et al., 2001; Gosert et al., 2008). Fur das Poly-
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omavirus WU und ebenso fir das enger verwandte KIPyV, gibt es daflr bisher
keinen Anhalt, denn beide Viren zeigten in dieser Region kaum Variabilitat (Bia-

lasiewicz et al., 2009).

Eine Studie aus Thailand konnte bei Untersuchung der kompletten Genomse-
quenz des WUPYV ebenfalls Ubereinstimmungen in der Basenabfolge zwi-
schen 99,6 — 99,9 % und fur KIPyV zwischen 99,4 - 99,9 % nachweisen (Pay-
ungporn et al., 2008). Die ndhere Charakterisierung des Genoms von WUPyV
und seiner Diversitat wurde weiterhin anhand von 64 vollstadndig bekannter Se-
quenzen des WUPyV im Jahr 2010 beschrieben. Es bestatigte sich insgesamt
eine geringe Varianz innerhalb der Genotypen von 0 — 1,2 %. Dabei wurden
jedoch kurze Abschnitte im VP1- und VP2-Gen sowie in der N-terminalen Regi-
on des grol3en T-Antigens beschrieben, bei denen haufig Abweichungen in der
Nukleotidabfolge auftraten. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde daher
ein Einteilungsschema zur Typisierung dreier Genotypen (la/b/c, Il, Illa/b) vor-
geschlagen, basierend auf einem Abschnitt von 679 bp zwischen VP1 und VP2.
Es zeigten sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen geographischem
Ursprung einer Probe und dem Genotyp, eine eindeutige Korrelation zwischen
Genotyp und klinischer Diagnose (loL/luL) ergab sich nicht (Bialasiewicz et al.,
2010).

Bisher deutet vieles daraufhin, dass das Genom des neuen Polyomavirus WU-
PyV in allen Abschnitten hoch konserviert ist und nur sehr wenig Variabilitat
zeigt. Der Grund dafir kénnte sein, dass das Virus erst seit kurzer Zeit beim

Menschen zirkuliert.

4.8. Stellenwert der Ergebnisse

Bei WUPyYV handelt es sich um ein seit dem Jahr 2007 bekanntes Polyomavi-
rus. Generell ist bei jedem neu identifizierten Virus zunachst die Verbindung
zwischen Pathogen und relevanter Erkrankung zu beweisen. Hier spielen seit
langem die Koch’schen Postulate eine tragende Rolle, die bis heute in modifi-
zierter Version angewendet werden (Fredericks and Relman, 1996). Nach aktu-

ellen Publikationen zu WUPyYV werden die Forderungen von Fredericks und
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Relman nur in Teilbereichen der sieben Punkte erfillt, was nun kurz erlautert

werden soll.

Der erste Punkt fordert: (i) Virales Genom sollte Gberwiegend wahrend einer
bestimmten Infektion und in diesen Féllen hauptsachlich im betroffenen Gewe-
be nachgewiesen werden. WUPYV wurde bisher mittels PCR vorwiegend in
respiratorischem Material von Patienten mit ARE untersucht und nachgewiesen,

so dass im Hinblick auf ARE die Bedingung (i) erfullt wére.

Bisher nicht erfillt zu sein erscheint das Kriterium (ii), wonach ein signifikant
geringerer oder kein Nachweis des neuen Virus bei Gesunden mdglich sein
sollte. Vier Studien haben in ihren Untersuchungen zu WUPyV Kontrollgruppen
im Vergleich gebildet, bei denen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Pravalenzen symptomatischer und asymptomatischer Patienten zeigten: 7 %
versus 4,2 % (Han et al., 2007), 2,5 % versus 6,4 % (Abed et al., 2007), 7,1 %
versus 6,3 % (Wattier et al., 2008) und 1,9 % versus 0 % (Zhuang et al., 2011).
Signifikant war der Unterschied beider Gruppen bei Zhao et al. 5,6 % versus
1,5 % (Zhao et al., 2009). Die GrofRen der Kontrollgruppe waren relativ klein bei
Han et al. (n=72), Abed et al (n=78), Wattier et al. (n=96), Zhao et al. (h=202)
und Zhuang et al. (n=82). Alle vier Studien untersuchten in der Kontrollgruppe
Proben von Kindern, die ambulant behandelt oder zu einem elektiven chirurgi-
schen Eingriff aufgenommen worden waren, aber keine Symptome einer ARE
aufwiesen. Norja et al. postulieren eine hdohere Pravalenz von WUPyV mit 5,4
% (5/114) in ihrer Kontrollgruppe als in der Gruppe der symptomatischen Pati-
enten mit loL 2,6 % (2/75) oder IuL 4,4 % (5/114) und widerlegen die Verbin-
dung zwischen WUPyYV und einer ARE (Norja et al., 2007). Die Zuordnung der
Proben zu der Kontrollgruppe geschah erst bei Auswertung der Ergebnisse,
wobei der gréfdte Anteil Proben dabei von erwachsenen, immunsupprimierten
Patienten stammte. Dies lasst die Auswahl der Kontrollgruppe in jener Studie
nicht plausibel erscheinen. Trotzdem kann zurzeit eine signifikant hohere Infek-
tionsrate mit WUPYV bei symptomatischen Patienten im Vergleich zu Gesunden
nicht belegt werden. Weitere Studien sollten daher gro3ere und besser definier-

te Kontrollgruppen einbeziehen bis Punkt (ii) abschlie3end zu beurteilen ist.
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Punkt (iii) fordert, dass die Viruslast, die Bestimmung der Virusmenge, bei Bes-
serung der Symptomatik sinkt und bei einem Ruckfall wieder ansteigt. Auch
Punkt (iv) bezieht die Quantifizierung der Virusmenge ein. Demnach ist ein Zu-
sammenhang mit einer Erkrankung wahrscheinlich, wenn das Virus sich vor
und zu Beginn der Symptome stark repliziert, eine spezifische Immunantwort
des Kranken im Verlauf nachgewiesen wird und eine hohe Kopienzahl mit der
Schwere der Krankheit korreliert. Beide Punkte (iii; iv) sind bisher nicht erfillt.
Die Etablierung einer real-time PCR zur Quantifizierung der Viruslast ist zur
weiteren Klarung diesbeziglich notwendig. Die retrospektive Untersuchung von
NRS in Hinblick auf die Viruslast wurde bereits durchgefiihrt, wobei eine hohe
Viruslast bei Kindern mit ARE nachgewiesen werden konnten (Neske et al.,
2009). Prospektive Studien, die Viruslast und Symptome in Verlaufsproben kor-

relieren, gibt es bisher jedoch noch nicht.

Punkt (v) betrifft charakteristische Merkmale, die bei neuen Viren verglichen mit
phylogenetisch verwandten Viren Ubereinstimmen sollten. Bereits in der ersten
Studie von Gaynor et al. konnte nachgewiesen werden, dass das WUPyV auf
molekulargenetischer Ebene charakteristische Merkmale anderer Polyomaviren
besitzt. Bis dahin waren bereits zwei humane Polyomaviren BKV und JCV be-
kannt. Parallelen zu BKV und JCV bezuglich klinischer Eigenschaften kénnen
bisher zwar nicht sicher gezogen werden, jedoch wird fir BKV und JCV eine
Priméarinfektion auch in Zusammenhang mit respiratorischen Symptomen ge-
bracht. Der Nachweis in respiratorischem Probenmaterial gelang jedoch selten
(Goudsmit et al., 1982; Sundsfjord et al., 1994). WUPyV wurde bisher tberwie-
gend in NRS nachgewiesen, ein Nachweis in Urin oder Liquor, der fir JCV und
BKV positiv ist, war bisher nicht erfolgreich (Gaynor et al., 2007). Weiterhin wird
diskutiert, ob WUPyYV ebenfalls eine besondere Bedeutung bei immunsuppri-
mierten Patienten hat, insofern dass dort Mechanismen einer Reaktivierung
oder einer latenten Infektion des Virus eine Rolle spielen, wie es auch fur BKV
und JCV bekannt ist (Le et al., 2007). Dieser Aspekt ist jedoch noch ungeklart

Bedingung (vi) fordert, dass das Virus in betroffenem Gewebe auch auf zellula-
rer Basis nachgewiesen werden kann. Dies erfolgt z. B. durch immunhistoche-

mische Untersuchungen. Daten hierzu liegen bisher noch nicht vor.
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Schliefilich sollten alle gesammelten Daten reproduzierbar sein damit Punkt (vii)
erfullt wird. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu WUPYV st in Fragestel-
lungen zu Epidemiologie und Sequenzvariabilitdt bisher gelungen, was inzwi-
schen zahlreiche Studien diesbezuiglich belegen. Die Beschreibung eines klini-
schen Bildes bei Patienten mit positivem WUPYV-DNA-Nachweis beschrankte
sich in der Literatur bisher vorwiegend auf ARE, wobei von einem breiten

Spektrum an Symptomen berichtet wurde.

Zusammenfassend beschreibt die vorliegende Studie grundlegende Aspekte
zur Epidemiologie von WUPYV. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden durch
zahlreiche inzwischen veroffentliche Studien unterstiitzt. Ob WUPYV einen
Krankheitswert bei respiratorischen Infekten besitzt, ist bisher ungeklart. Die
Forderungen von Frederick und Relman sind aktuell nur in wenigen Punkten
vollstandig erfullt, so dass dringend weitere Studien erforderlich sind um einen

maoglichen Krankheitswert von WUPYV weiter abzuklaren.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Das Polyomavirus WU (WUPyV) wurde erstmalig im Jahr 2007 in
respiratorischem Material bei Patienten mit respiratorischem Infekt beschrieben.
Charakterisierung, Epidemiologie und Beurteilung des Krankheitswerts des

neuen Virus sind seither Gegenstand vieler Studien weltweit.

Material und Methoden: Retrospektiv wurde Probenmaterial aus dem Respirati-
onstrakt auf WUPyYV mittels PCR untersucht. Das Material war zur virologischen
Routinediagnostik eingegangen und stammte von in der Universitatskinderklinik
Wirzburg stationar behandelten Kindern, deren klinische Diagnosen anonymi-
siert zur Verfugung standen. Es wurden 1277 Nasenrachensekrete (NRS) be-
ricksichtigt aus dem Zeitraum zwischen Januar 2002 und September 2005 so-

wie zwischen Januar und Juli 2007.

Ergebnisse: Von 1277 NRS waren 62 (4,9 %) positiv fur WUPyV. Das Virus
wurde in jedem Monat eines Jahres nachgewiesen, wobei Wintermonate insge-
samt starker vertreten waren. Das mediane Alter der betroffenen Patienten be-
trug 3,0 Jahre (4 Monate — 6,3 Jahre). Klinische Diagnosen bei WUPyV-
Infektionen umfassten ein breites Spektrum an oberen und unteren Luftwegser-
krankungen. Bei 33 NRS (53,2 %) waren neben WUPyYV zuvor ein oder zwei
weitere respiratorische Viren durch PCR oder Immunfluoreszenz-Antigentest
nachgewiesen worden (Adenovirus: 10; Influenza A: 10; humanes Bocavirus: 9;
RSV: 5; Parainfluenzavirus 1/2/3: 3). Die Sequenzanalyse eines 647 bp langen
Abschnitts der nicht kodierenden Region bei 50 WUPyV-positiven NRS zeigte

eine Ubereinstimmung der Sequenzen von 98,5 %.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstitzen bisheri-
ge Ergebnisse zur Epidemiologie und Verbreitung des WUPyV. Demnach konn-
te WUPyYV-DNA bei akuter respiratorischer Infektion im menschlichen Respira-
tionstrakt, bevorzugt bei Kleinkindern, detektiert werden. WUPyYV wies eine ho-
he Koinfektionsrate mit anderen respiratorischen Viren auf. Es zeigte sich in der
phylogenetischen Analyse zweier Genomabschnitte eine geringe Variabilitat

des Genoms. Bei bisheriger Datenlage bleibt unklar, ob der Nachweis von WU-
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PyV-DNA in NRS mit einer akuten respiratorischen Erkrankung assoziiert wer-

den kann.
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6. Abklrzungsverzeichnis

ARE
NRS

PCR
IFA

luL

loL
RSV
hMPV
CoV
SARS
hBoV
KIPyV
WUPyYV
MCPyV
JCV
BKV
SV 40
PML
NCBI

Akute respiratorische Erkrankung
Nasenrachensekret

Basenpaare

Polymerase-Kettenreaktion
Immunfluoreszenztest fur virale Antigene
Infekt der unteren Luftwege

Infekt der oberen Luftwege

Respiratory Syncytial Virus

Humanes Metapneumovirus
Coronavirus

Severe acute respiratory syndrome
Humanes Bocavirus

Kl Polyomavirus

WU Polyomavirus
Merkelzellpolyomavirus

JC Polyomavirus

BK Polyomavirus

SV 40 Polyomaviurs

Progressive multifokale Leukenzephalopathie

National Center for Biotechnology Information
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