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1. Einleitung

Die Zahl der Viren, die atiologisches Agens von Infektionen des
Zentralnervensystems (ZNS) sein kénnen, ist durch die Verbesserung
der diagnostischen Mdéglichkeiten, insbesondere durch die Einfihrung
molekularer Techniken, standig gewachsen.

Haufig sind Infektionen mit Viren aus den Familien der Herpesviridae,
Picornaviridae und Flaviviridae. Des weiteren kdnnen Adenoviren,
besonders Typ 3 und 7, Orthomyxoviren, Paramyxoviren, Arenaviren,
Togaviren, Rabiesvirus und die Retroviren HIV 1 und HIV 2 sowie
HTLV 1 mogliches Agens sein. Zu den in Europa nicht endemischen
Viren, die an ZNS-Infektionen beteiligt sind, gehdren u. a. Viren aus
der Familie der Flaviviren, der Bunyaviren und der Togaviren (Doerr
et al., 2002).

Die klinischen Symptome der ZNS-Infektion sind in der Regel wenig
virusspezifisch. Meist bestehen Kopfschmerzen, erhdohte Tempera-
turen und Nackensteifigkeit, seltener Erbrechen, Lichtempfindlichkeit
und Vigilanzstorungen.

Bei einigen Viren lassen anamnestische Daten wie Auslands-
aufenthalte, Zeckenbiss beim FSME-Virus oder der Biss durch ein
erkranktes Tier beim Rabiesvirus Ruckschllisse auf den Erreger zu.
Auch vorausgegangene oder Begleiterkrankungen wie die Herpangina
bei Coxsackievirus Infektionen, Parotitis, Pankreatitis und Orchitis
bei Mumpsvirus oder Symptome der infektiosen Mononukleose bei
Epstein-Barr-Virus Infektionen koénnen differentialdiagnostisch hin-
sichtlich des atiologischen Agens von Bedeutung sein.

Eine negative Virusdiagnostik schliet bei entsprechender Klinik eine

Virusinfektion nicht aus. Beweisend ist jedoch der Erregernachweis.



Die Herpesvirus bedingte Enzephalitis ist von hoher Relevanz, da die
Infektion unbehandelt eine Letalitat von 70% aufweist (Masuhr et al.,
1998). Hier ist eine Virusdiagnostik bei der FiUhrung der antiviralen
Therapie wichtig.

Im Genus Enteroviren lag bis zur EinfiUhrung der Poliovakzine 1954
die Hauptbedeutung bei den Polioviren (Kayser et al., 1998). Bei
etwa 1-2% der Infizierten kommt es zu einer aseptischen Meningitis
mit Muskelkrampfen und Ruickenschmerzen. Von diesen entwickeln
bis zu 2% das typische Bild der Poliomyelitis mit schlaffen
Lahmungen. 80% der so Erkrankten behalten Dauerschaden in Form
von Paresen unterschiedlichen Ausmalles. 10% dieser Verlaufe
enden letal. Diese Komplikationen einer manifesten Infektion waren
der entscheidende Impuls flir die Entwicklung eines Impfstoffes
(Hahn et al., 1999).

Durch die Schutzimpfung konnte die Zahl der Polioerkrankungen in
Deutschland von 4461 Fallen 1961 auf 2-4 Falle pro Jahr in den
achtziger Jahren gesenkt werden. Die letzten beiden durch Wildviren
verursachten Poliofalle wurden 1986 und 1990 beobachtet, die
letzten zwei importierten Poliomyelitiserkrankungen wurden 1992
registriert (Jilg et al., 2000).

Seit dem 21. Juni 2002 gilt Europa als poliomyelitisfrei (WHO, 2002).
In nur noch 6 Staaten weltweit werden Infektionen durch zirkulierende
Wildviren registriert. 90% aller Poliofalle fallen auf Indien, Nigeria
und Pakistan (Poliomyelitiseradication Organisation, 2002).

Die anderen Viren des Genus Enteroviren, Coxsackieviren A und B,
ECHO-Viren und Enteroviren 68 bis 71, auch als Non-Polio-
Enteroviren (NPEV) bezeichnet, haben inzwischen auf Grund
verbesserter Diagnostik an Bedeutung gewonnen.

Verschiedene Faktoren von Seiten des Virus und des Wirtes

beeinflussen den Verlauf der Infektion und die Art der Symptome.



Da keine Meldepflicht besteht, ist die Inzidenz nur schatzbar. In den
USA geht man von einer jahrlichen Inzidenz von 4,4/100.000
Einwohner aus. Fir Deutschland gibt es keine einheitlichen Daten.
Flir Sachsen wird die jahrliche Inzidenz mit 1,8/100.000 Einwohner
angegeben (Boéttner et al., 2002).

NPEV verursachen nicht nur weltweit endemisch Virusinfektionen,
sondern auch epidemische Ausbruche. Die letzten grdlieren
Epidemien in Deutschland waren 1997 in Frankfurt am Main
verursacht durch ECHO-Virus 30 (Buxbaum et al., 2001) und 2000 in
Leipzig verursacht durch ECHO-Virus 13 (Bottner et al., 2002).
Kleinere Ausbriche durch ECHO-Virus 6 sind auch im Nordosten
beobachtet worden (Mentel et al., 2002).

NPEV kénnen ein breites Spektrum von Erkrankungen verursachen.
Sie sind die Hauptursache fur aseptische Meningitis. In 80-92% aller
Falle mit diagnostiziertem Erreger ist das atiologische Agens NPEV
(Sawyer et al., 2002).

Zahlreiche Daten weisen auf eine Assoziation von NPEV mit
Myokarditis hin (Heim et al., 1997, Pauschinger et al., 1998). 67%
der Falle von viralen Infektionen mit kardiovaskularen Symptomen
sind NPEV-bedingt (Why et al., 1995).

Enterovirus Infektionen haben in der Regel eine gute Prognose. Das
trifft jedoch nicht auf die Erkrankung von Neugeborenen zu. Hier liegt
die Letalitat auf Grund disseminierter Infektion bei bis zu 42% (Abzug
et al., 2001).

Die inzwischen bestehende Madglichkeit, lebensbedrohliche NPEV
Infektionen mittels Pleconaril spezifisch zu therapieren, zeigt, dass
einer schnellen Diagnostik Enterovirus bedingter Erkrankungen eine
groRe Bedeutung zukommt (Hayden et al., 2002).

Ein grolRer Fortschritt wurde dabei durch die EinfUhrung molekularer

Methoden erreicht.



Der Nachweis der RNA mittels RT-PCR ist von hoher Sensitivitat und
fur die Untersuchung unterschiedlicher Materialien geeignet (Romero
et al., 1999). Durch nachfolgendes Sequenzieren der Amplifikate
kann unter Nutzung variabler Regionen eine Serotypisierung erreicht

werden.



1.1. Enteroviren

1.1.1. Aufbau und Eigenschaften

Die Enteroviren gehdren zur Familie der Picornaviridae. Der Genus
Enterovirus ist unterteilt in Polioviren mit 3 Serotypen, Coxsackie-
viren A und B mit 23 bzw. 6 Serotypen und ECHO-Viren mit 29 Sero-
typen sowie die Enteroviren 68, 69, 70 und 71.

Alle Enteroviren zeigen einen ahnlichen Aufbau. Sie bestehen aus
einem unbehtllten ikosaedrischen Nukleokapsid von ca. 30 nm
Durchmesser (Abb. 1). Im Inneren befindet sich eine einzelstrangige
RNA von ca. 7,4 kb Lange. Das gesamte Virion hat ein Molekular-
gewicht von ca. 8,5 x 10° kDa. 30% entfallen auf die genomische
RNA.

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Coxsackieviren B
(Schwarz et al., 1996)



Das Kapsid setzt sich aus 60 Untereinheiten, bestehend aus den
Strukturproteinen VP1, VP2, VP3 und VP4, zusammen. VP4 ist an der
Innenseite des Kapsids lokalisiert und interagiert mit dem Genom.
VP1, VP2 und VP3 bilden die AuRenflachen des lkosaeders. Der
Hauptanteil entfallt dabei auf VP1. An den |kosaederecken befindet
sich jeweils eine grabenahnliche Vertiefung, der Canyon, welcher
durch Wechselwirkung von VP1, VP2 und VP3 entsteht (Abb. 2).

Abb. 2: Aufbau des Enteroviruskapsid; Kapsidproteine VP1,VP2
und VP3 mit Canyonregion (Fields et al., 2001)

Uber die Aminosaurereste, die mit ihren funktionellen Gruppen die
Seitenwande des Canyons bilden, wird die Bindung an spezielle
Zellrezeptoren realisiert.

Zunachst nahm man an, dass neutralisierende Antikérper wegen ihrer
Grolke und Struktur nicht in der Lage sind, in den Canyon
einzudringen, sondern nur an oberflachliche Epitope binden und so
sterisch die Adsorption des Virus behindern. Es konnte inzwischen
gezeigt werden, dass Uberlappungen im Bereich der Rezeptor-
bindungsstelle und der Bindungsstellen der Antikérper vorliegen
(Rossmann et al., 2002).



Uber eine am Canyonboden befindliche Pore besteht eine Verbindung
in das Partikelinnere. In der Porenregion findet sich ein Pocket-
Factor, der zur Stabilisierung der Viruskapside beitragen soll
(Rossmann et al., 2002).

Durch die Adsorption an die Wirtszelle erfolgen strukturelle Um-
lagerungsprozesse des Viruskapsids, die zu einer Destabilisierung
fuhren und die Ausschleusung viraler RNA Uber die lkosaederecken
ermodglichen.

Rontgenstrukturanalysen haben ergeben, dass die Kapsidproteine
VP1, VP2 und VP3 der verschiedenen Virustypen sehr ahnliche
Faltungsmuster aufweisen. Diese sogenannte RNA-virus-capsid-
domain (RVC-domain) setzt sich aus acht antiparallel angeordneten
B-Faltblattstrukturen zusammen, die Uber Aminosaureschleifen so
miteinander verbunden sind, dass sie die Seitenflachen eines Keiles
bilden (Abb. 3).
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Abb. 3: Struktur der Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3 unter
Darstellung der RVC-domain (Modrow et al., 2003)



Die verbindenden Aminosaureschleifen sind in ihrer Lange und
Sequenz sehr variabel und enthalten Epitope, gegen die bei Infektion
neutralisierende Antikorper gebildet werden. Die aminoterminalen
Regionen der Kapsidproteine liegen im Inneren und bilden dort ein

Netzwerk.

Die RNA lasst sich funktionell in drei Abschnitte gliedern: die 5'-
nichttranslatierte Region (NTR), die Kodierungsregion (P1, P2, P3)
und die 3 -nichttranslatierte Region (NTR) einschliel3dlich Poly-A-tail.
Die 5-NTR ist mit 711 bis 750 Nukleotiden wesentlich langer als die
3'-NTR mit 69 bis 106 Nukleotiden (Rotbart et al., 1995). An das
5'-Ende ist ein kleines viruskodiertes Protein, VPg (virales Protein
genomassoziert), von ca. 22 Aminosauren Lange kovalent gebunden.
Es wurde fur das VPg eine Primerfunktion bei der RNA-Synthese
postuliert.

Die virale RNA hat Plusstrangpolaritat und kann sofort translatiert
werden. Bei der mRNA ist nur das VPg abgespalten.

Far die Translation hat die 5 -NTR eine entscheidende Bedeutung.
Die Nukleotide liegen hier zu einem hohen Prozentsatz in
intramolekularer Basenpaarung vor, so dass dieser Abschnitt eine
ausgepragte Sekundarstruktur besitzt (Abb. 4).

Die 5°-NTR hat auf diese Weise die Aktivitat einer Internal Ribosome
Entry Side (IRES) und erlaubt die Bindung von Ribosomen
unabhangig von der gewdhnlich bei eukaryotischen mRNA-Molekllen
vorliegenden 5 -Cap-Struktur.

Alle Enteroviren weisen in diesem etwa 650 Nukleotide umfassenden
Bereich der 5'-NTR ein hohes Mall an Homologie auf, so dass er eine
geeignete Matrix zur Selektion von Primern fur eine Screening-PCR

bildet (Romero et al., 1999, Georgopoulou et al., 2001).
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Abb. 4: Sekundarstruktur der 5°-NTR mit IRES-Region (Fields et
al., 2001)

Im Anschluss folgt eine variable Region. Mutationen in dieser Region
konnen Translatierbarkeit und Virulenz stark beeinflussen. Experi-
mentell wurde bei Viren, die Nukleotidverluste im 3 -Grenzbereich der
IRES-Region aufwiesen, eine Abnahme der Virulenz und der
Wachstumsgeschwindigkeit in der Zellkultur gezeigt (Rotbart et al.,
1995).

Das Genom der Enteroviren enthalt einen offenen Leserahmen,
welcher fiur ein groRes Polyprotein kodiert. Dieses Polyprotein
beinhaltet sowohl Strukturproteine als auch Nichtstrukturproteine und
umfasst mehr als 2100 Aminosauren. Es wird noch wahrend der

Synthese in verschiedene Proteine gespalten (Abb. 5).
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Abb. 5: Aufbau des RNA-Genoms (Modrow et al., 2003)

Man unterscheidet drei grolle Bereiche P1, P2 und P3.

P1 umfal3t die spateren Kapsidproteine und ist im aminoterminalen
Bereich lokalisiert. Die einzelnen Abschnitte fur die spateren Proteine
werden mit 1A bis 1D bezeichnet. Aus Abschnitt 1A resultiert VP4,
aus 1B VP2, aus 1C VP3 und aus 1D VP1.

Im mittleren Teil P2 sind die Nichtstrukturproteine 2A bis 2C
lokalisiert. Sie dienen vorwiegend der Modulation des Wirtszell-
stoffwechsels und besitzen teilweise proteolytische Aktivitat.

Der am carboxyterminalen Ende liegende Bereich P3 umfasst die
Proteine 3A bis 3D, aus denen dann die enzymatisch aktiven
Komponenten und einige Nichtstrukturproteine entstehen.

Zuerst wird das Protomer, bestehend aus den Proteinen VPO, VP3
und VP1, synthetisiert, welche sofort durch die direkt nachfolgend

synthetisierte Cysteinprotease 2A abgespalten werden.

10



Die Prozessierung von Protein VPO fahrt zu den Kapsidproteinen VP2
und VP4. Die Spaltung von VPO erfolgt erst sehr spat im Rahmen der
Virusreifung, da hierfur eine enge Wechselwirkung von viralem RNA-
Genom und noch unreifem Partikel notwendig ist. Die proteolytische
Wirkung geht dabei von einem Serinrest an Position 10 des VP2-
Anteils aus. Eine Base des Genoms dient als Protonendonator.

Die 2A-Protease bewirkt neben der Protomerabspaltung auch ein
Cleavage in zellularen Proteinen. Sie induziert den Abbau des
Wirtsproteins p220, welches Teil des Cap-Bindungskomplexes ist, der
fur die Translationsinitiation essentiell ist. Dies bewirkt eine Hem-
mung der zellularen Proteinsynthese (Modrow et al., 2003).
Experimente haben gezeigt, dass das Protein 2B an der Replikation
des Genoms beteiligt ist und durch Porenbildung in Plasma-
membranen zu einer Modifikation der Permeabilitat fuhrt (Van
Kuppeveld et al., 1996, De Jong et al., 2003).

Das Protein 2C besitzt eine NTP-Bindungsstelle und ist funktionell
mit der |Initiation der RNA-Synthese sowie der Enkapsidierung
verbunden. Mutationen im Bereich der NTP-Bindungsstelle sind fur
die Viren letal.

Beim Protein 3A handelt es sich um den hydrophoben Teil zur
Membranverankerung des 3AB-Vorlaufermolekils. Das 3A-Protein
beeinflusst die Uridinylierung von Protein 3B, welches dem VPg
entspricht. Uber den Uridinrest ist VPg am 5 -Ende des Genoms
verestert.

Protein 3C ist eine Protease, welche sich autokatalytisch aus dem
Polyprotein abspaltet. Sie fuhrt alle Ubrigen Spaltungen im
Polyprotein aufer der Protomerabspaltung durch und ist am
spezifischen Abbau zellularer Komponenten beteiligt.

Beim Protein 3D handelt es sich um eine RNA-abhangige RNA-

Polymerase, mit der ein RNA-Strang mit Negativorientierung

11



synthetisiert wird, der dann als Matrix fir neue positiv orientierte
Genome dient. Die 3D-Polymerase weist eine hohe Fehlerrate auf, da

sie keine Korrekturaktivitat besitzt (Oprisan et al., 2002).

Enteroviren bleiben bei pH 3 GUber mehrere Stunden stabil. Bei pH 4
bis 8 konnen sie mehrere Tage aktiv bleiben. In ihrem Temperatur-
verhalten sind sie, abgesehen von einer Stabilisierung durch
Magnesiumchlorid, relativ hitzelabil. Im CsCl, Gradienten zeigen sie
eine Dichte von 1,34 g/ml. Auf Grund des Fehlens einer Hille sind
Enteroviren gegenuber einer Reihe von desinfizierenden Substanzen
wie 70%igem Alkohol und Ather unempfindlich. Eine komplette
Inaktivierung wird durch Behandlung mit 0,1 N Salzsaure oder

0,3%igem Formaldehyd erreicht.

12



1.1.2. Pathogenese, Klinik und Therapie

Enteroviren kommen weltweit vor. |hr natlrliches Reservoir ist der
Mensch. Die Ubertragung erfolgt hauptséchlich auf fakal-oralem Weg,
aber auch Tropfcheninfektionen sind von Bedeutung. Die Infektionen
treten im gemaligten Klima gehauft wahrend der Sommerperiode und
im Frihherbst, in tropischen Gebieten ganzjahrig auf. Die Inkuba-
tionszeit ist sehr variabel und reicht von 12 Stunden bis zu 35 Tagen.
Bei Art, Auspragung und Verlauf von Enterovirusinfektionen sind
einige demographische Faktoren wie Alter, Geschlecht und sozio-
okonomischer Status von Bedeutung.

Die meisten Enterovirus Infektionen betreffen jungere Kinder im Alter
zwischen 1 und 4 Jahren (Stalkup et al., 2002). 53-63% der Klinik-
einweisungen von Kindern mit akuten fieberhaften Erkrankungen im
Sommer und Herbst sind mit Enteroviren assoziiert. Etwa die Halfte
dieser Kinder bietet Symptome einer Meningitis (Romero et al.,
2001).

Haufig verlaufen die Erkrankungen bei jungeren Kindern milder als
bei &lteren Kindern und Erwachsenen, was zu einer Uber-
reprasentation der hdheren Altersgruppen in den Fallen mit
Komplikationen fuhrt (Fields et al., 2001).

Bei Neugeborenen kénnen Enteroviren zu einer fulminanten Sepsis
mit Hepatitis, Myokarditis und Encephalitis fuhren.

Manner sind von Enterovirusinfektionen bis 2,5 mal haufiger betroffen
als Frauen (Fields et al., 2001).

Zentrale Bedeutung bei der Infektabwehr von Enteroviren hat die
Bildung neutralisierender Antikorper. Abwehrgeschwachte insbeson-
dere Patienten mit Agammaglobulindmie zeigen eine hdéhere Mani-

festationsrate bei Enterovirus Infektionen. Die Verlaufe gestalten sich

13



hier haufig chronisch im Sinne einer chronischen Meningo-
encephalitis, Dermatomyositis, Hepatitis und/oder Arthralgie (Halliday
et al.,, 2003). Gleiches gilt fur Patienten mit sekundarer
Immunschwache wie nach Stammzelltransplantation (Reusser et al.,
2002) oder Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie (Moschovi et
al., 2002).

Chronische Infektionen wurden auch bei Patienten mit normalem
Immunglobulinlevel beobachtet, die nicht in der Lage waren,
spezifische neutralisierende Antikérper gegen Coxsackieviren zu
bilden (Moschovi et al., 2002).

Faktoren, die die Persistenz von Enteroviren in Geweben
ermdglichen, sind die Nutzung spezieller Zellrezeptoren z. B. DAF
und Mutationen in der 5'-NTR der Viren gekoppelt mit Mutationen an
weiteren Stellen des Genoms.

Die Persistenz von Coxsackieviren im menschlichen Herzmuskel-
gewebe wird als eine Ursache der chronischen Myokarditis bzw. der
dilatativen Kardiomyopathie angesehen (Frisk et al., 2001). In
bioptischem Material konnte Coxsackievirus RNA nachgewiesen

werden (Pauschinger et al., 1999).

Nach Aufnahme der Enteroviren Uber den Nasenrachenraum bzw. den
Gastrointestinaltrakt findet eine erste Virusvermehrung in den
Halslymphknoten und in den Peyerschen Plagques des Darmes statt.
Zur Adhasion an die Zellen nutzen Coxsackieviren Rezeptoren der
Immunglobulinsuperfamilie wie [ICAM-1 und den Coxsackie-
Adenovirus-Rezeptor (CAR). ECHO-Viren nutzen den CD55-Rezeptor
und Proteine aus der Rezeptorfamilie der Integrine (Rossmannn et
al., 2002, Karttunen et al., 2003).

Haufig kommt die Infektion bei der ersten Vermehrung durch das

Wirtsimmunsystem zum Stillstand (Modlin et al., 1995, Archer et al.,
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2001). Folgt nach der ersten Vermehrung im lymphatischen Gewebe
eine zweite Viramie, erreichen die Viren via Blutstrom bzw. infizierte
Lymphozyten die jeweiligen Zielorgane (Mena et al.,1999). In
infizierter Muskulatur entstehen fokale Nekrosen. Die Zellen zerfallen
schollenartig. Gleiches gilt far infizierte Neurone und Gliazellen
(Modrow et al., 2003).

Die Enteroviren selbst fUhren durch Abschalten der Wirtszellprotein-
synthese und Auslésung apoptotischer Vorgange zur Zelllyse.
Zytotoxische T-Zellen koénnen auch die Lyse infizierter Zellen
hervorrufen (Fields et al., 2001). Die Infiltration des Gewebes mit
Monozyten und Lymphozyten sowie die Produktion von Zytokinen wie
TNFo, I 1B und Il 6 fuhrt Uber die Ausbildung einer Entzundungs-
reaktion ebenfalls zur Zelllyse.

Die Elimination der Viren erfolgt Uber neutralisierende Antikérper vom
Typ IgM, 1gG und IgA.

Enteroviren verursachen eine Vielzahl von Erkrankungen, die neben
einfachen respiratorischen und Magen-Darm-Infektionen, Encepha-
litis, Myokarditis und Hepatitis umfassen (Tab. 1).

Ein Serotyp kann mit verschiedenen klinischen Bildern assoziiert
sein. Umgekehrt kann ein klinisches Krankheitsbild von mehreren
Serotypen hervorgerufen werden.

Im Rahmen der Manifestation einer Enterovirus Infektion sind Fieber,
Ubelkeit und Erbrechen, allgemeine Schwéache und Unwohlsein,
respiratorische Zeichen, Durchfall sowie Exanthem haufige
Symptome. Fir Enteroviren spezifische Krankheitsbilder sind Hand-

FulR-Mund-Krankheit, Herpangina und Pleurodynie.
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Tab. 1: Mit Enteroviren bisher assoziierte Krankheitsbilder " 23 #

Organsystem Krankheitsbilder
ZNS Meningitis

Encephalitis

Lahmungen

Guillain-Barré-Syndrom

Skelett- und Herzmuskel | Myokarditis und Perikarditis
Pleurodynie

Myalgie

Haut- und Schleimhaut Herpangina
Hand-FuR-Mund-Krankheit

makulopapuldéses Exanthem

Atemwege Schnupfen, Erkaltung
Sommergrippe
Krupp
Bronchitis, Bronchiolitis

Pneumonie

Pharyngitis
Otitis media
Verdauungstrakt Gastroenteritis
Hepatitis
Auge hamorrhagische Konjunktivitis
Neugeborene Sepsis

" Hahn et al., 1999; 2 Modrow et al., 2003; ® Schwarz et al., 1996,
4 Brandis et al., 1994
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In den USA analysierte Falle von Infektionen durch NPEV waren nach
der Haufigkeit 35% Meningitis, 21% respiratorische Infektionen, 11%
Encephalitis, 6% fieberhafte Erkrankungen, 4% Exanthem und 1%
Erkrankungen mit Paresen (Strikas et al., 1986, Pichichero et al.,
1998).

Bei der Manifestation am ZNS werden drei groRe Erscheinungsformen
unterschieden: Meningitis, Encephalitis und schlaffe Paresen. Die
haufigste dieser drei Formen ist die aseptische Meningitis.

Die NPEV-Meningitis zeigt klinisch einen biphasischen Verlauf.
Neurologische Symptome sind eher selten. Hochstens 5% der
Patienten zeigen bei klinischer Untersuchung Auffalligkeiten im
neurologischen Status. Die Krankheitsdauer betragt bei Kindern bei
einem unkomplizierten Verlauf maximal eine Woche. Erwachsene
haben eine langere Rekonvaleszenzzeit. Es gibt noch keine
kontrollierten Studien Uber das Outcome von Erwachsenen nach
NPEV-Meningitis. Bei alteren Kindern lassen Studien mdglicherweise
auf Lernschwierigkeiten nach Infektion schlieBen (Rotbart et al.,
1995).

Mit dem Krankheitsbild einer aseptischen Meningitis sind haufig die
ECHO-Viren 11, 9, 30, 4 und 6 sowie die Coxsackieviren B5, B2, B4
und B3 assoziiert.

Im Gegensatz zum Herpes simplex Virus kommt es bei der
Enterovirus Encephalitis zu einem generalisierten Befall des Gehirns
und einer damit verbundenen generalisierten neurologischen
Depression.

Die Ursache fir den differenten Neurotropismus bei den Serotypen
konnen Basenanderungen in der 5 -NTR sein, die zu hoherer
Homologie mit Polioviren und damit hoherer Virulenz fuhren (Rotbart
et al., 1995).
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Bei Enterovirus Infektionen von Neugeborenen ist die Prognose auf
Grund einer Generalisierung haufig schlecht. Risikofaktoren sind
Frihgeburtlichkeit, ein niedriges Geburtsgewicht, mannliches
Geschlecht und eine Enteroviruserkrankung der Mutter weniger als
zwei Wochen vor der Geburt (Aradottir et al., 2001, Sawyer et al.,
2002).

Die Enterovirus Infektionsrate von Schwangeren betragt etwa 42%,
wobei viele Infektionen asymptomatisch ablaufen (Brown et al., 1971,
Rotbart et al., 1995).

In einer Studie Uber Coxsackievirus Infektionen wurde eine Inzidenz
von 50/100000 Lebendgeborene ermittelt. Bei Herpes simplex Virus
waren es 12/100000 Lebendgeborene (Kaplan et al. 1983; Sun et al.,
1993).

Bei Infektionen von Neugeborenen werden in 50-70% ECHO-Viren
insbesondere die Serotypen 6, 11 und 19 nachgewiesen. Der Anteil
an Coxsackievirus B betrug 20-30%, der Anteil an Coxsackievirus A
5% (Gilbert et al., 1991, Daley et al.,, 1998). In einer
niederlandischen Studie machten die Enteroviren 68-71 7% der
Infektionen aus (Verboon-Maciolek et al., 2002).

In den letzten Jahren wurde eine Assoziation von NPEV Infektionen
mit der Manifestation eines Diabetes mellitus Typ | (IDDM) diskutiert
(Hyoty et al., 1998, Sadeharju et al., 2003).

Insgesamt scheint die Enterovirus Infektionsrate bei Kindern, die
spater einen Typ | Diabetes entwickeln, héher zu sein (Hyoty et al.,
1995).

Desweiteren geht man von einer genetischen Disposition aus, da eine
Assoziation von IDDM mit den HLA-Typen DR und DQ gezeigt werden
konnte (Nepom et al., 1998, Djoulah et al., 1999).
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In Mausen mit diabetogener genetischer Disposition konnte durch
eine Coxsackievirus B4 Infektion eine Induktion von Autoantikdrpern
gegen B-Zell-Antigene ausgeldst werden (Hyoty et al., 1995).

Einige Coxsackievirus B4 Varianten sind in der Lage direkt B-Zellen
zu zerstoren (Chehadeh et al., 2000). Durch die Zelllyse werden
Antigene den autoreaktiven T-Zellen zuganglich und eine Induktion
von Autoantikérpern moglich (Horwitz et al., 2002).

Weiterhin wurde eine Kreuzreaktivitat zwischen Enterovirusantigenen
(2C-Protein) und p-Zell-Antigenen (Glutaminsauredecarboxylase)
gefunden (Lonnrot et al., 1996, Vreugdenhil et al., 1998).

Vermutlich liegt eine Kombination der verschiedenen Patho-
mechanismen vor, bei der Enteroviren eine Triggerfunktion zukom-

men kdnnte.

Therapeutisch stand bislang die supportive Behandlung im Vorder-
grund.

Da die Elimination von Enteroviren durch Antikorper erfolgt, wurden
Immunglobuline prophylaktisch und therapeutisch appliziert. Bei
Neugeborenen wurde durch Immunglobulingabe eine Reduktion des
Virustiters erreicht (Abzug et al., 1993).

Far Patienten mit Antikbrpermangel konnte gezeigt werden, dass bei
Behandlung mit Immunglobulinen weniger chronische Verlaufe
auftraten (Webster et al., 1993).

1996 wurde eine Substanz, Pleconaril, ein Oxadiazol, entwickelt, die

spezifisch gegen Enteroviren wirkt (Abb. 6).
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Abb. 6: Strukturformel Pleconaril (Pevear et al., 1999)

Die vollige Strukturaufklarung durch Computerkristallographie hatte
ein Drug-Design ermoglicht. Pleconaril bindet in der hydrophoben
Tascheder Canyon-Region des Enteroviruskapsids und verhindert die
Virusreplikation durch Hemmung des Virusattachment an den
Wirtszellrezeptor sowie Blockade des Uncoating.

Pleconaril besitzt eine hohe orale Bioverfligbarkeit und ist gut ZNS-
gangig (Rotbart et al., 2002).

Im Maus-Modell konnte eine Reduktion des Virustiters in allen haufig
infizierten Organen nachgewiesen werden (Pevear et al., 1999).
Schiff et al. 1996 konnten in einer Studie an 33 mit Coxsackievirus
A21 infizierten Freiwilligen eine signifikante Reduktion der
Infektionssymptome belegen.

Bei Kindern mit durch Enteroviren bedingter Meningitis fanden
Sawyer et al. 1999 eine Reduktion der Kopfschmerzdauer. Bereits 24
Stunden nach Therapiebeginn war eine Verbesserung zu ver-
zeichnen.

Bei Erwachsenen mit Enterovirus Meningitis wurde eine Verkurzung
der Krankheitsdauer um 48 Stunden beobachtet (Shafran et al.,
1999).
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Patienten mit chronischer Enterovirus Encephalitis bei Antikorper-
mangelsyndrom zeigten ein verbessertes Outcome, ebenso Neu-
geborene mit Sepsis (Rotbart et al., 2001, Aradottir et al., 2001).
Geringe Nebeneffekte wie Ubelkeit und Anstieg des Serum-
cholesterols sind bei Pleconarilbehandlung beobachtet worden
(Hayden et al., 2002).

Experimentell konnten resistente Virusmutanten bei Coxsackievirus
B3 entwickelt werden (Groarke und Pevear, 1999). Bislang wurden
keine resistenten Stamme bei Versagen der Therapie nachgewiesen
(Rotbart et al., 2002).

Weitere klinische Studien laufen (Hayden et al., 2002).
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2. Zielstellung

Die Entwicklung molekularer Analysetechniken hat die Virus-
diagnostik revolutioniert. Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist
eine schnelle und zuverlassige Madglichkeit zur Virusdiagnostik aus
einer Vielzahl von Materialien.

Der Vorteil der PCR ist der geringe Materialbedarf bei hoher
Sensitivitat und Spezifitat. Im Gegensatz dazu geben serologische
Marker haufig erst Hinweise, wenn die akute Symptomatik ab-
geklungen ist.

Der schnelle Nachweis einer Enterovirusinfektion mittels PCR hilft
auf Grund der guten Prognose die Dauer des Krankenhaus-
aufenthaltes zu verklirzen und unndtige Antibiotikatherapie zu
reduzieren bzw. ganz zu vermeiden. Daruberhinaus wird die Not-
wendigkeit einer Enterovirus Diagnostik insbesondere bei Neu-
geborenen und Immunsupprimierten durch die neue therapeutische
Option mit Oxadiazolen deutlich.

Zielstellung der Arbeit war es, Informationen Uber die Pravalenz von
Enterovirus Infektionen im Patientengut des Klinikums zu erhalten
und damit uber ihre Bedeutung als Hospitalisierungsursache.

Mittels anamnestischer, klinischer und virologischer Befunde sollten
Daten Uber eine Assoziation der Enterovirusinfektionen mit den
verschiedenen Krankheitsbildern gewonnen werden. Im Vordergrund
stand die Frage des Anteils der ZNS-Infektionen.

Eine weitere Aufgabe war die Aktualisierung der epidemiologischen
Datenlage hinsichtlich Altersverteilung und Saisonalitat.
Daruberhinaus war eine Zielstellung die molekulare Charakterisierung
zirkulierender Stamme. FUr diese Aufgabe erfolgte eine partielle

Sequenzierung eines variablen Bereiches der 5'-NTR.
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3. Material und Methoden

3.1. Patientengut

In die Analyse wurden Materialien von 975 Patienten mit klinischen
Zeichen einer moglichen Virusinfektion einbezogen. Es wurden 838
Proben von Liquor cerebrospinalis und 362 Serumproben evaluiert.
Weitere untersuchte Materialien zeigt Tabelle 2. Die Proben wurden
im Zeitraum vom 1. Juni 1999 bis 31. Dezember 2001 im Klinikum
Greifswald und in der SANA-KIinik in Bergen entnommen.

Die Materialien wurden entweder sofort analysiert oder bis zur

Analyse bei —20°C gelagert.

Tab. 2: Art und Anzahl des analysierten Materials

Material Probenanzahl
Liquor cerebrospinalis 838
Serum 362
EDTA-Blut 36
Stuhl 64
Urin 23
Rachenspulwasser 11
Abstrich 8
Erbrochenes 3
Bronchoalveolare Lavage 3
Sputum 2
Gewebeproben (Pathologie) 22
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3.2. Antikdrperbestimmung

Die Bestimmung der Antikorper erfolgte mittels ELISA (Genzyme
Virotech GmbH, Risselsheim).

Er ermdglicht den qualitativen Nachweis von Enterovirus spezifischen
IgM und 1gG Antikorpern und den semiquantitativen Nachweis von
spezifischen IgG Antikdrpern.

Auf Mikrotiterstreifen fixierte Antigene bilden mit den spezifischen
Antikérpern Immunkomplexe. Uberschissige Immunglobuline werden
durch Waschprozesse entfernt. AnschlieBend erfolgt die Zugabe
eines mit Peroxidase gekoppelten Anti-human-IgM- bzw. IgG-
Antikorpers. Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum
durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe einer Tertramethyl-
benzidin-Losung als Substrat wird durch das Enzym Peroxidase ein
blauer Farbstoff gebildet, welcher nach Zugabe einer saurehaltigen
Stopplésung (Citrat-Stoppldésung) in Gelb umschlagt und dann Uber
einen bestimmten Zeitraum stabil bleibt.

Die Auswertung erfolgt uber die Messung der optischen Dichte (OD)
der einzelnen Proben.

Beim IgG-ELISA wird im Unterschied zum IgM-ELISA die Probe
jeweils in einem well beschichtet mit einem Antigengemisch
virusinfizierter Zellkulturen und einem well beschichtet mit einem
Antigengemisch nicht infizierter Zellkulturen analysiert. Die
Extinktionsdifferenz wird mit der cut-off-Kontrolle ins Verhaltnis
gesetzt.

Far 1gG ist eine bedingte Quantifizierung moéglich. Die Konzentration
wird in Virotech Einheiten (VE) angegeben. Die cut-off-Kontrolle ist
mit 10 VE definiert. Die VE der Patientenseren berechnet sich wie

Differenz(Testwert - Referenzwert des Patientenserum)
Differenz(Testwert - Referenzwert der cut - off - Kontrolle)

folgt: VE =
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Bei jeder Bestimmung wird eine positive und negative Kontrolle

mitgefuhrt.
3.3. Qualitativer Nachweis von Enterovirus RNA mittels
RT-PCR

Far die Amplifikation von RNA-Virussequenzen sind drei Haupt-
schritte erforderlich. Nach der spezifischen Extraktion der RNA st
zunachst eine reverse Transkription (RT) der genomischen RNA in
cDNA erforderlich. Die Umschreibung kann entweder separat mit
Random Primer oder kombiniert in einem one-step-Verfahren mit
spezifischen Primern simultan in der ersten PCR erfolgen.
Anschlieend werden die DNA-Sequenzen in einer Nested PCR
(n-PCR) amplifiziert.

3.3.1. Virus-RNA-Extraktion

Fiar die Isolierung der viralen RNA wurde der QlAamp Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) genutzt. Zur Praparation sind RNAse
freie Eppendorfrohrchen und Pipettenspitzen erforderlich.

Zuerst erfolgt die Zugabe der Carrier RNA zum Lysispuffer (AVL).
Dieser Ansatz bleibt im Kuhlschrank fir 6 Monate stabil. Kristalle
mussen vor Gebrauch bei 80°C aufgelost werden. Die Waschpuffer
AW 1 und AW 2 werden mit der entsprechenden Menge 96%igem
Ethanol (AW1: 25 ml; AW2: 30 ml) versetzt und sind danach ca. 1
Jahr haltbar.

Zur RNA-Praparation werden 140 pl Probe mit 560 pl AVL-Puffer
15 sec auf dem Vortex gemischt. AnschlieRend folgt eine Inkubation
bei Raumtemperatur far 10 min und ein kurzes Anzentrifugieren
(8000 U/min). Nach der Zugabe von 560 ul Ethanol (96%) werden die
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Proben erneut fir 15 sec auf dem Vortex gemischt. 630 ul der Proben
werden auf je eine QlAamp Saule gegeben und far 1 min bei
8000 U/min zentrifugiert. Das Filtrat wird verworfen, die Saule auf ein
neues Tube gesetzt und der Rest der Probe auf die Saule
aufgetragen. Nun wird erneut fir 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert,
das Filtrat wieder verworfen und die Saule auf ein neues Tube
gesetzt. Dann werden 500 pl Waschpuffer AW1 auf die Saule
gegeben und 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. Das Filtrat wird
verworfen und die Saule auf ein neues Tube gesetzt. Im Anschluss
werden 500 pyl Waschpuffer AW2 auf die Saule aufgetragen und 3 min
bei 13000 U/min zentrifugiert. Die Saule wird auf ein neues Tube
gesetzt und erneut fiar 1 min bei 13000 U/min zentrifugiert.

Die Elution erfolgt auf einem 1,5 ml RNAse freien Eppendorfréhrchen
durch Inkubation mit 60 pyl AVE-Puffer fur 1 min. Anschlielend wird
far 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert.

Die RNA befindet sich im Eluat. Bei anschlieBender Transkription
erfolgt die Aufbewahrung bei 4°C, fur langere Zeit erfolgt die
Lagerung bei —20°C.

3.3.2. Allgemeine Enterovirus spezifische nRT-PCR

Fir die PCR werden zwei Oligonukleotidprimer verwendet, die sich
von den flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden DNA
ableiten und damit deren Lange definieren. Fur die Reaktion sind
weiterhin die Nukleinsaurematrix, Desoxynukleotide, ein entsprechen-
des Puffersystem sowie die Tag-DNA-Polymerase nétig.
Die Reaktion umfasst in der Regel drei Schritte:

-Denaturierung

-Primer-Annealing

-Elongation
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Diese Teilschritte werden 20 bis 40 Mal wiederholt.

Die Denaturierung erfolgt durch Inkubation der Ziel-DNA Dbei
Temperaturen von groBer 90°C. An die entstandenen DNA-
Einzelstrange lagern sich im zweiten Schritt die Primer im Sinne
einer komplementaren Basenpaarung an. Diese Reaktion erfordert
ein durch den Schmelzpunkt der jeweiligen Primer bestimmtes
Temperaturoptimum. Allgemein wird eine Annealingtemperatur von
5°C unter der Schmelztemperatur gewahlt. Das Temperaturoptimum
liegt zwischen 55°C und 72°C. Der entstandene kurze
doppelstrangige DNA-Abschnitt dient der DNA-Polymerase als
Startpunkt. Danach erfolgt die Verlangerung des komplementaren
DNA-Stranges durch die DNA-Polymerase.

Die Verwendung der thermostabilen Taqg-Polymerase mit einem
Temperaturoptimum bei ca. 75°C, die aus dem Bakterium Thermus
aquaticus stammt, ermoglicht das kurzzeitige Arbeiten in
Temperaturbereichen uber 90°C. Damit ist eine einmalige Zugabe des
Enzyms ausreichend und Automatisierungsmaoglichkeit gegeben.

Im ersten Zyklus entstehen Amplifikate mit durch die Primer
definiertem 5°-Ende und durch den beliebigen Polymerisations-
abbruch undefiniertem 3°-Ende. Da sich die Konzentration der
Ausgangsmatrix nicht verandert, steigt die Zahl dieser DNA-
Amplifikate maximal linear. Ab dem zweiten Zyklus dienen auch die
Amplifikate als Matrix, so dass Produkte mit definiertem 5"-und 3°-
Ende entstehen und eine exponentielle Zunahme dieser Produkte
erfolgt. Geht man vom Idealfall einer Verdopplung der Ziel-DNA aus,
ergibt sich eine Reaktionsausbeute von 2" Moleklilen, wobei n der
Anzahl der Zyklen entspricht. Die Vervielfaltigungsraten liegen bei
10° bis 10°.
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Die  Amplifikate lassen sich im Langenscreening mittels
Gelelektrophorese im Vergleich zu einem mitgefuhrten Molekular-
gewichtsstandard nachweisen.

Bei der nested PCR (n-PCR) ist zur Erhéhung von Sensitivitat und
Spezifitat eine zweite PCR nachgeschaltet. Dabei liegt die Bindungs-
stelle des zweiten Primerpaares innerhalb des Reaktionsproduktes
der ersten PCR. Wird nur ein Primer verandert, handelt es sich um
ein seminested Verfahren. Die Empfindlichkeit lasst sich dadurch so
steigern, dass der Nachweis eines einzelnen Zielmolekuls in einem
10"%-bis 10"*-fachen Uberschuss begleitender DNA méglich wird.

Fir die erste PCR wurde der Qiagen One Step RT-PCR Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) verwendet.

Die Reaktion erfolgte auf dem Cycler Gene Amp PCR 2400 Roche

Diagnostics®.

3.3.2.1. Primer-Set

Die verwendeten Primersequenzen CX3, CX10, CX8 und CX9 leiten
sich von einem hochkonservierten Bereich der 5-NTR ab (Severini et

al., 1993). Tabelle 3 zeigt Sequenz und Position der verwendeten

Oligonukleotide.
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3.3.2.2. Arbeitsschema

Der Ansatz der 1. PCR wird in der folgenden Reihenfolge pipettiert:

RNAse freies Wasser 4,5 ul
5 x Puffer 10 pl
dNTP (10 mM) 2 ul
Q-Solution 10 ul
Primer CX3 (30 pmol) 5 ul
Primer CX10 (30 pmol) 5 ul
RNAse-Inhibitor 1,5 ul
RT-PCR Enzym-Mix 2 pl
Proben-RNA 10 ul

Das Zyklusprofil umfaft:
30 min bei 50°C Umschreibung
15 min bei 95°C Denaturierung der Revertase

40 sec bei 94°C
1 min bei 53°C
1 min bei 72°C

10 min bei 72°C

40 Zyklen

Der Ansatz fur die n-PCR wird wie folgt pipettiert:

Aqua dest. 29 ul
10 x Puffer 8 ul
dNTP (12,5 mM) 8 pl
Primer CX8 (30 pmol) 1 ul
Primer CX9 (30 pmol) 1 pl
Taqg-Polymerase (2,5 |IE) 1 pl
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Das Zyklusprofil umfaft:
5 min bei 94°C

40 sec bei 94°C
1 min bei 55°C }
1 min bei 72°C

7 min bei 72°C
© pbei 10°C

30 Zyklen

Nach Amplifikation ergibt sich ein Fragment von 113 bp (Severini et
al., 1993).

Die Amplifikate werden auf einem mit Ethidiumbromid versetzten
Agarosegel (Agarose MS, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
elektrophoretisch aufgetrennt.

Hierzu werden je 3 pl Probenpuffer und 10 pyl Amplifikat in ein well
einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben und vorsichtig gemischt. Die
Proben werden in je eine Tasche des Gels pipettiert. Um eine
Grolenzuordnung zu ermodglichen wird ein Molekulargewichts-
standard bestehend aus 3 pl Probenpuffer, 8 yl Aqua dest. und 2 ul
Marker VIII (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), der den Bereich
von 19 bis 1114 bp umfaldt, mitgefuhrt. Die Laufzeit der
Elektrophorese betragt 20 min bei 150 V und 50 mA (Consort E 861).
Die Detektion erfolgt mittels UV-Licht. Die Banden auf dem Gel
werden fotografiert (Gel-Doc GATEWAY 2000).
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3.3.3. Coxsackievirus B spezifische nRT-PCR

3.3.3.1. Primer-Set

Die verwendeten Primersequenzen CX4, CX7, CX2 und CX3 leiten
sich von einem fur Coxsackievirus B hochkonservierten Bereich der
5-NTR ab (Severini et al., 1993). Sequenz und Position zeigt
Tabelle 3.

3.3.3.2. Arbeitsschema

Der Ansatz der 1. PCR wird in der folgenden Reihenfolge pipettiert:

RNAse freies Wasser 4.5 pl
5 x Puffer 10 ul
dNTP (10 mM) 2 ul
Q-Solution 10 ul
Primer CX4 (30 pmol) 5 ul
Primer CX7 (30 pmol) 5 pl
RNAse-Inhibitor 1,5 ul
RT-PCR Enzym-Mix 2 pl
Proben-RNA 10 ul

Das Zyklusprofil umfaf3t:
30 min bei 50°C Umschreibung

15 min bei 95°C Denaturierung der Revertase

1 min bei 53°C
1 min bei 72°C

10 min bei 72°C

40 sec bei 94°C
} 40 Zyklen
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Der Ansatz fur die n-PCR wird wie folgt pipettiert:

Aqua dest. 29 ul
10 x Puffer 8 ul
dNTP (12,5 mM) 8 ul
Primer CX2 (30 pmol) 1 pl
Primer CX3 (30 pmol) 1 ul
Taq-Polymerase (2,5 |IE) 1 pl

Das Zyklusprofil umfaft:
5 min bei 94°C

40 sec bei 94°C
1 min bei 55°C 30 Zyklen
1 min bei 72°C

7 min bei 72°C
© bei 10°C

Nach Amplifikation ergibt sich ein Fragment von 112 bp (Severini et
al., 1993).

Die Amplifikate werden auf einem mit Ethidiumbromid versetzten
Agarosegel (Agarose MS, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
elektrophoretisch aufgetrennt.

Hierzu werden je 3 pl Probenpuffer und 10 pl Amplifikat in ein well
einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben und vorsichtig gemischt. Die
Proben werden nun in je eine Tasche des Gels pipettiert. Um eine
GrolRenzuordnung zu ermoglichen wird ein Molekulargewichts-
standard bestehend aus 3 pl Probenpuffer, 8 pyl Aqua dest. und 2 ul
Marker VIII (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), der den Bereich
von 19 bis 1114 bp umfaldt, mitgefuhrt. Die Laufzeit der
Elektrophorese betragt 20 min bei 150 V und 50 mA (Consort E 861).
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Die Detektion erfolgt mittels UV-Licht. Die Banden auf dem Gel
werden fotografiert (Gel-Doc GATEWAY 2000).

3.4. Quantitativer Nachweis von Enterovirus RNA mittels
Real-time PCR

Die hier eingesetzte Version der Real-time PCR basiert auf der
Markierung einer Sonde mit Fluoreszenzfarbstoffen.

Die virale RNA wird in einem ersten Schritt in eine cDNA
umgeschrieben. Im zweiten Schritt erfolgt die Amplifikation mittels
PCR.

Die fluoreszenzmarkierte Hybridisierungssonde, die sich im Bereich
zwischen den Primern an die DNA-Matrize anlagert, ist am 5°-Ende
mit dem Reporterfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) und am 3°-
Ende mit dem Quencherfarbstoff 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin
(TAMRA) markiert. Durch die raumliche Nahe der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe wird bei Anregung durch einen Argonlaser die
Energie des Reporterfarbstoffes auf den Quencherfarbstoff
ubertragen, so dass nur der Quencherfarbstoff Licht emittiert.
Wahrend der PCR erfolgt dann die Elongation bis zur Sonde, die mit
Hilfe der 5-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Man-Polymerase abgebaut
wird. Dadurch wird die raumliche Nahe der beiden Fluoreszenz-
farbstoffe aufgehoben und der Reporterfarbstoff ist in der Lage Licht
zu emittieren. Diese Fluoreszenz wird bei 518 nm detektiert und ist

proportional zur Menge der gebildeten DNA.
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3.4.1. Primer-Set

Die verwendeten Primersequenzen EV2 (forward) und EV-CSF-R
(reverse) sowie die markierte probe EV3 liegen im hochkonservierten
Bereich der 5-NTR (Corless et al., 2002). Sequenz und Position
zeigt Tabelle 3.

3.4.2. Arbeitsschema
Far die Umschreibung in cDNA wurde TagMan Reverse Transcription

Reagents (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Die

Reagenzien wurden in der angegebenen Reihenfolge pipettiert:

RNAse freies Wasser 2,85 ul
10 x TagMan-RT-Puffer 1,00 pl
MgCl;, (25 mM) 2,20 pl
dNTP (10 mM) 2,00 pl
Random Hexamer (50 uM) 0,50 ul
RNAse-Inhibitor (20 U/ul) 0,20 pl
Multi-Reverse-Transcriptase (50 U/ul) 0,25 pl
Proben-RNA 1,00 pl

Dieser Ansatz wird ca. 30 sec bei 13000 U/min zentrifugiert und
anschlieBend auf dem Cycler (Gene Amp PCR 2400 Roche

Diagnostics®) inkubiert.

Das Zyklusprofil umfaft:
10 min bei 25°C
30 min bei 48°C
5 min bei 95°C
«© bei 10°C
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Die entstandene cDNA wird in einem PCR-Ansatz auf dem iCycler (iQ
Real-Time Detection System Vers. 2.3. BIO-RAD) inkubiert.

PCR Ansatz:
Taq Man Universal MM 25,0 pl
(Roche Molecular Systems, Branchburg, New Jersey)
Aqua dest. 12,0 ul
Primer EV2 (100 pmol) 1,0 pl
Primer EV-CSF-R (100 pmol) 1,0 pl
Primer EV3 probe (30 pmol) 1,0 ul
cDNA 10,0 pl

Der Ansatz wird ca. 30 sec bei 8000 U/min zentrifugiert.

Das Zyklusprofil umfaft:
2 min bei 50°C
10 min bei 95°C

15 sec bei 95°C
1 min bei 60°C 50Zyklen

« pei 10°C
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3.5. Sequenzierung

3.5.1. Amplifikation der RNA

Fir die Sequenzierung wird als Basisreaktion eine nRT-PCR mit

speziellen Primern aus einem

durchgefuhrt.

3.5.1.1. Primer-Set

variablen

Bereich der

5°-NTR

Die Primersequenzen P2, P4, P6 und P9 und deren Position zeigt

Tabelle 3 (Nairn et al., 1999).

3.5.1.2. Arbeitsschema

Der Ansatz der 1. PCR wird in der folgenden Reihenfolge pipettiert:

RNAse freies Wasser
5 x Puffer

dNTP (10 mM)
Q-Solution

Primer P2 (40 pmol)
Primer P4 (40 pmol)
RNAse-Inhibitor
RT-PCR Enzym-Mix
Proben-RNA
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Das Zyklusprofil umfaft:

30 min bei 50°C Umschreibung

15 min bei 95°C Denaturierung der Revertase
50 sec bei 94°C

50 sec bei 55°C 35 Zyklen

1 min 10 sec bei 72°C

10 min bei 72°C
© pbej 10°C

Der Ansatz fur die n-PCR wird wie folgt pipettiert:

Aqua dest. 29 pl
10 x Puffer 8 pl
dNTP (12,5 mM) 8 ul
Primer P6 (40 pmol) 1 pl
Primer P 9 (40 pmol) 1 pl
Taq-Polymerase (2,5 |IE) 1 pl

Das Zyklusprofil umfaft:
1 min bei 94°C

50 sec bei 94°C
50 sec bei 55°C 25 Zyklen
1 min 10 sec bei 72°C

10 min bei 72°C
© pei 10°C

Es entsteht ein Fragment von 265 bp (Nairn et al., 1999).

Die Amplifikate werden auf ein mit Ethidiumbromid versetztes
Agarosegel (Agarose MS, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Hierzu werden je 3 pl Probenpuffer und 10 pyl Amplifikat in ein well

einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben und vorsichtig gemischt. Die
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Proben werden nun in je eine Tasche des Gels pipettiert. Um eine
Grolenzuordnung zu ermoglichen wird ein Molekulargewichts-
standard bestehend aus 3 pl Probenpuffer, 8 pl Aqua dest. und 2 ul
Marker VIII (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), der den Bereich
von 19 bis 1114 bp wumfaldt, mitgefuhrt. Die Laufzeit der
Elektrophorese betragt 20 min bei 150 V und 50 mA (Consort E 861).
Die Detektion erfolgt mittels UV-Licht. Die Banden auf dem Gel
werden fotografiert (Gel-Doc GATEWAY 2000).

3.5.2. Reinigung der PCR Produkte

Da Uberschissige dNTP und Primer die Sequenzierung stoéren,
mussen die Amplifikate vor der Sequenzierungsreaktion gereinigt
werden. Zur Reinigung wurde der Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet.

Die Amplifikate werden mit 50 yl Aqua dest. versetzt und in ein 1,5 ml
Eppendorfréhrchen pipettiert. Anschlielend erfolgt die Zugabe von
500 pl 5fach PB-Puffer. Dieser Ansatz wird auf eine Zentrifugations-
saule gegeben und bei 13000 U/min 60 sec zentrifugiert. Das Filtrat
wird verworfen und 750 pl PE-Puffer auf die Saule gegeben und
nochmals 60 sec bei 13000 U/min zentrifugiert. Die Saule wird auf ein
1,5 ml Eppendorfréhrchen gestellt und mit 20 ul EB-Puffer versetzt,
fur 1 min inkubiert und far 1 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Man
erhalt etwa 18 ul Eluat fur die Sequenzreaktion.

Um die Sequenzreaktion zu optimieren, wird der DNA-Gehalt des
Eluates semiquantitativ bestimmt. Dazu wird ein Teil des Eluates auf
ein Agarosegel aufgetragen und mit einem DNA-Standard (Marker
VIII, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Bereich von 19 bis 1114
bp) verglichen.
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3.5.3. Sequenzreaktion

In der Sequenzreaktion erfolgt die Elongation mit fluoreszenz-
markierten Di-Desoxynucleotiden. Je Probe werden 2 Reaktionen

durchgefihrt, eine mit dem 5°-Primer und eine mit dem 3 '-Primer.
3.5.3.1. Arbeitsschema
FUr die Sequenzreaktion wird der Prism Ready Reaction Dyedeoxy

Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Uberlingen) benutzt.

Es wird folgender Mix pipettiert:

Aqua dest. X Ml
Primer P6 bzw. P9 (40 pmol) 1 ul
Pramix 4 ul
DNA-Eluat (20-500 ng) X Ml

Der Pramix enthalt die fluoreszenzmarkierten Di-Desoxynucleotide.
Innerhalb eines Gesamtreaktionsvolumens von 20 pl ist das Volumen
des DNA-Eluates entsprechend der Nukleinsdaurekonzentration in den
Reaktionen jeweils individuell zu berechnen und das entsprechende

Volumen Aqua dest. zu erganzen.

Das Zyklusprofil umfaft:

10 sec bei 96°C
5 sec bei 55°C 25 Zyklen
4 min bei 60°C
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3.5.4. Ethanolfallung

Far die Ethanolfallung werden 80 ul steril filtriertes Aqua dest. zum
Sequenzansatz hinzugefugt und in ein 1,5 ml Eppendorfréhrchen
uberfihrt. Nach Zugabe von 10 pyl 3 M Natriumacetatlésung (pH 4,6),
steril filtriert, und 250 yl 100% Ethanol, steril filtriert, wird der Ansatz
mindestens 30 sec grundlich gemixt und danach 15 min bei
13000 U/min zentrifugiert. Der Innenrand des ROhrchens wird
markiert, um das zu erhaltende Pellet nicht zu zerstoren. An der
Innenseite wird das Ethanol vorsichtig abpipettiert. Dann werden
300 ul 70% Ethanol (frisch angesetzt) dazugegeben und 5 min bei
13000 U/min zentrifugiert. Die markierte Seite wird dabei wieder nach
innen gestellt, um nach Zentrifugation das Ethanol wieder abpipet-
tieren zu kdnnen. Das erhaltene Pellet wird bei 37°C ca. 1-3 Stunden
getrocknet.

Zur Sequenzanalyse wird das Pellet in 25 yl Formamid geldst.

3.5.5. Automatische Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem ABI PRISM Automatic
Sequencer (Perkin-Elmer).

Die vier zur Termination fuhrenden Nukleotide sind jeweils mit einem
anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Das Gerat erfaldt gleichzeitig
vier verschiedene Wellenlangen, die den Emissionswellen der
Fluoreszenzfarbstoffe entsprechen. Das emittierte Licht wird an
einem Beugungsgitter aufgespalten. Der Reaktionsansatz lauft in
einer Spur. Das Gel wird mit einem Argonlaser beleuchtet und die
Fluoreszenzstrahlung registriert. Die DNA-Sequenz ergibt sich aus

der Farbe der jeweiligen Bande, die den Detektor passiert.
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Die Rohdaten werden zu einem Elektropherogramm verarbeitet. Mit
der enthaltenen Software wird den Signalen dann ein Nukleotid
zugeordnet und eine Basenfolge erstellt. Eine manuelle Bearbeitung
der Elektropherogramme dient der Kontrolle und Gultigkeit der
determinierten Daten.

Die weitere Analyse erfolgt mittels des Genetic Computer Group
(GCG) Software Paketes. Dendrogramme wurden mittels des
Programms Clustal X erstellt. Die Sequenzen von Standardstammen

wurden von der Gen Bank Database erhalten.
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4. Ergebnisse

4.1. Nachweis Enterovirus spezifischer Sequenzen mittels

NnRT-PCR in Patientenmaterialien

Fur die Analyse standen 1372 Proben von 975 hospitalisierten
Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer Virusinfektion zur
Verfigung. Diese wurden in einer nRT-PCR mit Primern aus einem
hochkonservierten Bereich der 5'-NTR von Enteroviren untersucht.

Die Nachweisgrenze der nRT-PCR ausgehend von einer infizierten

Zellkultur lag bei einer Verdiinnung von 10°° (Abb. 7).

123 4567 8 910111213 14

«<—— 113 bp

Abb. 7: Nachweisgrenze der Enterovirus nRT-PCR mit den Primern
CX3/10 und CX8/9; Serienverdiannung von RNA gewonnen
aus Coxsackievirus B4 infizierten Zellkulturen (1: Mole-
kulargewichtsstandard VIIlI Bereich 19-1114 bp; 2: unver-
dinnt; 3-14: Verdiinnung 10'-10'%; 2-11: Nachweis
enterovirusspezifischer PCR-Sequenzen mit der

erwarteten Lange von 113 bp)
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341 (24,9%) der Proben zeigten Signale von Enterovirus Sequenzen.
Die positiven Proben leiten sich von 266 Patienten ab. In Abbildung 8

ist das Analyseergebnis von Patientenproben dargestellit.

<113 bp

Abb. 8: Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel mit PCR-Produkten
aus Patientenmaterial (Liquor cerebrospinalis), amplifiziert
mit dem Enterovirus Primerset CX3/10 und CX8/9 (1:
Molekular-gewichtsstandard VIII Bereich 19-1114 bp; 2:
positive Kontrolle; 3: negative Kontrolle; 4-8:
Patientenmaterial; 6 und 7: Enterovirusspezifische

Sequenzen der erwarteten Lange 113 bp)

Die positiven Materialien wurden auch hinsichtlich Herpes simplex

Virus mittels PCR untersucht. Alle Proben waren negativ.

Eine Aufschlisselung der analysierten Proben nach Untersuchungs-
material zeigt Tabelle 4. Den Hauptanteil bilden Liquor
cerebrospinalis und Serum mit 838 und 362 Proben. Weitere

Materialien waren Stuhl, Urin, EDTA-Blut sowie Gewebeschnitte.
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Der hohe Anteil der positiven Proben bei den Gewebeschnitten ist
durch die Untersuchung von mehreren Organen (Hirn, Leber, Niere,

Milz, Lunge und Herz) eines Patienten zu erklaren.

Tab. 4: Ergebnisse der Enterovirus Screening-PCR

Material Anzahl
n positiv %

Liquor cerebrospinalis 838 203 59,5
Serum 362 95 27,9
EDTA-Blut 36 4 1,2
Stuhl 64 18 5,3
Urin 23 5 1,5
Rachenspulwasser 11 3 0,9
Abstrich 8 2 0,6
Erbrochenes 3 0 0,0
Bronchoalveolare Lavage 3 0 0,0
Sputum 2 1 0,3
Gewebeschnitte* 22 10 2,9
insgesamt analysierte Proben| 1372 341

*post mortem entnommen
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In 94 Fallen wurde gleichzeitig Liquor und Serum zur Untersuchung
eingesandt (Tab. 5). Bei 19 Proben waren beide Materialien positiv.
In 17 Fallen war die Liquorprobe allein positiv. In 10 Proben waren
Enterovirus Sequenzen nur im Serum nachweisbar. Beide Materialien

waren in 48 Fallen negativ.

Tab. 5: Ergebnisse der Enterovirus Screening-PCR bei gleichzeitig

untersuchten Liquor- und Serumproben

Liquor PCR Summe
Serum positiv | negativ
positiv 19 10 29
PCR
negativ 17 48 65
Summe 36 58 94
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4.2. Bestimmung des Anteils von Coxsackievirus B mittels

Coxsackievirus B spezifischer nRT-PCR

Von 269 der 341 in der Enterovirus PCR positiv ermittelten Proben
stand Material fir eine PCR zur Bestimmung der Coxsackievirus B
Gruppe zur Verfugung. 186 (69,1%) der Proben zeigten positive
Signale fur Coxsackievirus B. Abbildung 9 demonstriert
Analyseergebnisse einer Coxsackievirus B spezifischen PCR von

Patientenmaterial.

1 2 3 4 5 6 7 8

<« 112 bp

Abb. 9: Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel mit PCR-Produkten
aus Patientenmaterial (Liquor cerebrospinalis), amplifiziert
mit dem fur Coxsackievirus B spezifischen Primerset
CX4/7 und CX2/3 (1: Molekulargewichts-standard VIII
Bereich 19-1114 bp; 2: positive Kontrolle; 3: negative
Kontrolle; 4-8: Patienten-material; 4, 5, 6: Coxsackievirus

B spezifische Sequenzen mit der erwarteten Lange von
112 bp)
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Damit war Coxsackievirus B die dominierende Virusgruppe.
In Tabelle 6 sind die Analyseergebnisse in Assoziation mit dem
Untersuchungsmaterial zusammengefalit.

Die Gewebeschnitte stammen von nur einem Patienten.

Tab. 6: Ergebnisse der Coxsackievirus B spezifischen PCR

Material Anzahl
n positiv %

Liquor cerebrospinalis 182 115 61,8
Serum 79 64 34 .4
Stuhl 3 2 1,1
EDTA-Blut 1 1 0,5
Gewebeschnitte*® 4 4 2,2
insgesamt analysierte Proben| 269 186

*post mortem entnommen
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4.3. Quantifizierung der Virusmenge mittels Real-time PCR

Um eine Relation zur Virusmenge zu erhalten wurde ein Teil der
Proben mittels Real-Time PCR untersucht.

Primer und Probe leiten sich aus einem hochkonservierten Bereich
der 5°'-NTR ab.

Zunachst wurde eine Standardkurve Dbasierend auf einer
Serienverdunnung von Coxsackievirus B3 cDNA erstellt (Abb. 10). Es
bestand Linearitat uber einen Bereich von 26 ng bis 2,6 pg mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,995 (Abb. 11).

45071
40071
3501
30071
25071
2001
150::

1001

PCR Base Line Subtracted CF RFU

501

eSS

-50

Cycle

Abb. 10: Amplifikationskurven der Enterovirus Real-Time PCR,
Serienverdinnung von Coxsackievirus B3 cDNA 26 ng bis
2,6 pg mit Ct-Werten von 16.6, 19.8, 24.2, 26.2, 30.0
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4 5 6 7 8 9
Log Starting Quantity, copy number

Abb. 11: Standardkurve, Korrelationkoeffizient 0,995

Amplifikationskurven von Patientenmaterialien, Serum und Stuhl, sind
in den Abbildungen 12 und 13 demonstriert.

Die Virusmenge war bei den verschiedenen Proben different. Im
Serum lagen die Ct-Werte zwischen 38.6 und 39.6. Bei Stuhlproben

wurden Ct-Werte zwischen 25.4 und 37.7 ermittelt.
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Abb. 12: Amplifikationskurven von Serumproben in der Real-time
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Abb. 13: Amplifikationskurven von Stuhlproben in der Real-time PCR
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4.4, Bestimmung des Enterovirus Serostatus

209 Proben wurden auf Enterovirus spezifische Antikérper mittels
IgM- und IgG-ELISA untersucht. Die Anzahl der evaluierten Proben
entspricht einer Patientenanzahl von 193.

Ein Serostatus fur eine akute Infektion mit positivem Nachweis von
IgM und IgG Antikdrpern wurde in 11 Fallen gefunden. Bei 4 Fallen
bestand ein isolierter IgM Befund. Ein grenzwertiger IgM Befund lag
in 7 Fallen vor.

Eine abgelaufene Infektion mit positivem IgG Nachweis konnte in 66
Fallen bestatigt werden. Grenzwertige IgG Titer ergaben sich fur 32
Proben (Tab. 7).

Tab. 7: Spezifische Enterovirus Antikdrper von 209 Serumproben

igM
IgG positiv grenzwertig negativ
positiv 11 4 51
grenzwertig 2 2 28
negativ 2 1 108

Von 15 Patienten wurden Proben zum Antikdrpermonitoring
eingesandt (Tab. 8).

Eine Serokonversion mit positivem IgM Titer als Zeichen einer akuten
Infektion zeigten die Patienten 4, 8 und 12. Patient Nummer 15 hatte
bereits zum Zeitpunkt der ersten Probeentnahme einen positiven IgM

Befund und reagierte im weiteren Verlauf mit einem steigenden 1gG
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Titer. Ein im Grenzbereich liegender IgG Wert war bei den Patienten
5 und 10 zu beobachten (Tab. 8).

Tab. 8: Monitoring des Enterovirus Antikdrperstatus von 15

Patienten
Patienten |[Zeitabstand Probe 1 Probe 2
Nummer der IgM IgG IgM IgG
Entnahme
(Tage)
1 7 negativ positiv negativ positiv
2 22 negativ positiv negativ positiv
3 13 negativ grenzwertig | negativ negativ
4 12 grenzwertig [grenzwertig | positiv positiv
5 3 negativ negativ negativ |grenzwertig
6 13 negativ negativ negativ negativ
7 5 negativ negativ negativ negativ
8 4 negativ positiv positiv positiv
9 2 negativ positiv negativ positiv
10 6 negativ negativ negativ |grenzwertig
11 7 negativ positiv negativ |grenzwertig
12 9 negativ negativ positiv negativ
13 14 negativ positiv negativ positiv
14 11 negativ negativ negativ negativ
15 7 positiv grenzwertig| positiv positiv
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4.5, Alters- und Geschlechtsverteilung von Patienten mit einer

Enterovirus Infektion

Das Alter der Patienten mit einer Enterovirus Infektion lag zwischen
einem Tag und 87 Jahren (Abb. 14). Das Durchschnittsalter betrug 29
Jahre.

Kinder im Alter bis 12 Jahre bilden mit 39,2% den Hauptanteil der Pa-
tienten. In dieser Gruppe Uberwiegen Kinder bis 5 Jahre mit 63,5%.
Als nachste Gruppe folgen die 21 bis 40 jahrigen mit 21,1%. Die 41
bis 60 jahrigen haben einen Anteil von 18,0%, die 13 bis 20 jahrigen
von 11,3% und die Uber 60 jahrigen von 10,5%.

% 25,0

21,1
20,0 - 18,0

150 {15 13,2 14.3
, 11,3 105

10,0 1

5,0 1

0,0

0-1 2-5 6-12 13-20 21-40 41-60 > 60

Jahre

Abb. 14: Altersverteilung von Patienten mit einer Enterovirus

Infektion

Bei den analysierten Patienten waren 136 (51,1%) dem mannlichen
Geschlecht und 130 (48,9%) dem weiblichen Geschlecht zuzuordnen
(Abb. 15).

In den Altersgruppen 0 bis 1 Jahr, 2 bis 5 Jahre, 6 bis 12 Jahre sowie

21 bis 40 Jahre zeigt sich eine leicht erhdhte Zahl mannlicher
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Patienten. Bei den 41 bis 60 jahrigen und den uber 60 jahrigen
uberwiegt die Anzahl der weiblichen Patienten. In der Gruppe der 13

bis 20 jahrigen besteht ein ausgeglichenes Verhaltnis.

n 35

29
25
25 | 22 23

18
20 4 17 16 1515 OMéanner

15 1 B Frauen

0-1 2-5 6-12 13-20 21-40 41-60 >60
Jahre

Abb. 15: Geschlechtsverteilung der Patienten mit einer

Enterovirus Infektion

4.6. Saisonale Verteilung der Hospitalisierung auf Grund von

Infektionen mit Enterovirus Atiologie

Die saisonale Verteilung im Zeitraum von Juni 1999 bis Dezember
2001 ist in Abbildung 16 dargestellt.

Sie zeigt, dass auller im November 1999 und im Januar/Februar 2000
kontinuierlich Hospitalisierungen auf Grund von Infektionen mit
Enteroviren erfolgten.

Peaks wurden 1999 und 2000 im September mit 14 und 10 Fallen
beobachtet.

2001 war neben dem September mit 27 Erkrankungsfallen ein Peak

im Juni mit 33 Fallen.
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2001
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Abb. 16:

Monatsverteilung der Enterovirus Infektionen im

analysierten Zeitraum von Juni 1999 bis Dezember 2001



4.7. Assoziation der Enterovirusinfektionen mit klinischer

Symptomatik

Die Verteilung der Patienten mit der Virusdiagnose Enterovirus
Infektion auf die einsendenden Klinikbereiche ist in Abbildung 18
dargestellt. 94% der Einsendungen waren aus dem Universitats-
klinikum. 6% der Materialien waren aus der SANA-KIlinik Bergen Insel
Rugen.

Die Mehrzahl der Einsendungen des Klinikums, 43%, war aus der
Klinik fuar Kinder- und Jugendmedizin. 27% waren der Klinik far
Neurologie, 15% dem Zentrum fur Innere Medizin und 6% der Klinik
fur Hals-Nasen-Ohren-Krankheiten, Kopf- und Hals-Chirurgie zu-

zuordnen.

279, 6% 3% 6%

43%

OAndere

B Klinik fir Hals-Nasen-Ohren-Krankheiten Kopf- und Hals-Chirurgie
OZentrum fur Innere Medizin

OKilinik fir Kinder- und Jugendmedizin

B Klinik fir Neurologie

O SANA-Klinik Bergen

Abb. 17: Aufteilung der Enterovirus Infektionen auf einsendende

Institutionen
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Von 211 der Patienten, fir die die virologische Diagnose Enterovirus
Infektion gestellt werden konnte, waren klinische Arbeitsdiagnosen
verfugbar (Tab. 9).

131 (62,1%) Patienten wurden wegen einer ZNS-Symptomatik hospi-
talisiert. Die Arbeitsdiagnosen waren Encephalitis, Meningitis,
Verdacht auf Multiple Sklerose, Paresen, Myelitis, Kopfschmerz und
Verdacht auf Guillain-Barré-Syndrom.

Bei 75 der 91 Patienten mit Zeichen einer Encephalitis/Meningitis
konnten weitere Details aus dem Archiv des Zentrums fir Kinder- und
Jugendmedizin entnommen werden. Die Analyse zeigte, dass die
Krankheitsbilder gehauft mit respiratorischen oder gastro-
enteritischen Symptomen assoziiert waren. In 7 Fallen wurde eine
Herpangina diagnostiziert. Desweiteren fand sich haufig die Angabe
einer Otitis media und Entzundungen der Nasennebenhdhlen.

Bei den 7 Patienten mit der Angabe Parese wurden schlaffe und
spastische Paresen beobachtet. In drei Fallen bestand eine
Hemiparese, in drei Fallen Hirnnervenausfalle und in einem Fall eine
Parese beider Beine mit Blasenentleerungsstorung. Alle paretischen
Kasuistiken waren Coxsackievirus B Infektionen.

34 (16,1%) Patienten zeigten Atemwegserkrankungen, Gastro-
enteritis und Fieber unklarer Genese.

Das Spektrum der Atemwegsinfektionen reichte von Stomatitis und
Angina bis zur Pneumonie. Im Rahmen der gastroenteritischen
Symptomatik war bei drei Patienten eine Leberbeteiligung vorhanden.
In einem dieser Falle wurde eine chronische Hepatitis unklarer
Genese diagnostiziert. In allen Fallen, in denen eine Leberbeteiligung

vorlag, ergab die Subdifferenzierung eine Coxsackievirus B Infektion.
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Tab. 9: Patienten mit virologischer Diagnose Enterovirus Infektion

und mitgeteilten Arbeitsdiagnosen (n=211)

RT-PCR positiv

Arbeitsdiagnose Enterovirus|Coxsackievirus B
spezifisch spezifisch
ZNS-Erkrankungen

Infektion des ZNS 16 10
Encephalitis 50 28
Meningitis 41 23
Verdacht auf Multiple Sclerose 9 5
Paresen 7 7

Myelitis 3 2
Kopfschmerz 3 2
Verdacht auf Guillain-Barré-Syndrom 2 2
Gesamt 131 79

Atemwege und
Gastrointestinaltrakt
Fieber unklarer Genese 14 8
Atemwegsinfektion 12 6
Gastroenteritis 8 5
Gesamt 34 19
Seltene Krankheitsbilder

Sepsis 8 6

Schwindel unklarer Genese 6 3
Praeklampsie/HELLP-Syndrom 3 3
Koma unklarer Genese 2 2
Andere 27 20
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Gesamt

46

34
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Von 14 Patienten mit der Angabe Fieber unklarer Genese waren 7
Patienten mit Zustand nach Knochenmarkstransplantation. Bei 3
dieser Patienten ergab die Subdifferenzierung eine Coxsackievirus B
Infektion.

Unter 8 Patienten mit dem klinischen Bild einer Sepsis befanden sich
4 Kinder im Alter unter 2 Wochen. In zwei Fallen handelte es sich um
Frihgeborene in der 28. SSW bzw. in der 29. SSW. Die anderen
beiden Kinder waren reife Neugeborene.

Eines der Fruhgeborenen zeigte einen nicht-hamolytischen Hydrops
bei Geburt und verstarb wenige Tage nach Geburt durch
intraventrikulare Blutung und Ateminsuffizienz. In den Gewebe-
schnitten von Hirn, Leber, Niere, Milz, Lunge und Herz wurde
Enterovirus RNA nachgewiesen. Die Subdifferenzierung ergab
Coxsackievirus B.

Bei den beiden reifgeborenen Kindern mit septischem Krankheitsbild
wurde eine Coxsackievirus B Infektion bestimmt.

Bei den anderen 4 Patienten mit dem Bild einer Sepsis handelt es
sich um Erwachsene. 3 Patienten befanden sich in der Altersgruppe
der 41 bis 60 jahrigen und 1 Patient war uber 60 Jahre alt.

Bei 3 der erwachsenen Patienten wurde eine Coxsackievirus B
Infektion nachgewiesen und bei einem ein Leberversagen diag-
nostiziert.

Bei den Einsendungen aus der Klinik fur Hals-Nasen-Ohren-
Krankheiten Kopf- und Hals-Chirurgie war die haufigste Angabe
Schwindel unklarer Genese. In einem Fall mit HO&rsturz wurde
virologisch eine Coxsackievirus B Infektion bestimmt. Ein Patient mit
Tinnitus zeigte in der virologischen Diagnostik eine Enterovirus
Infektion. Beide Falle sind in Tabelle 9 in der Gruppe Andere

aufgefuhrt.
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Bei 2 Patienten mit Koma unklarer Genese wurde die virologische
Diagnose einer Coxsackievirus B Infektion gestellt. Die Patienten
waren 58 und 76 Jahre alt.

Bei 3 Patienten mit Verdacht auf HELLP-Syndrom bzw. Praeklampsie
wurde eine Coxsackievirus B Infektion bestimmt.

In der Gruppe Andere befinden sich 2 Patienten mit einer far
Enteroviren typischen Symptomatik. Bei einem Patient bestand Hand-
FulR-Mund-Krankheit und bei einem Patient Pleurodynie. Bei beiden
Patienten wurde virologisch eine Coxsackievirus B Infektion

diagnostiziert.

4.8. Genotypische Charakterisierung der zirkulierenden

Enteroviren

Um Informationen Uber die am Infektionsgeschehen beteiligten
Serotypen zu erhalten, wurde bei Materialverfigbarkeit an
ausgewahlten Proben eine direkte Sequenzierung zur
Charakterisierung mit anschlieBendem multiplen alignment der
Amplikons mit den publizierten humanen Enterovirus Sequenzen
durchgefuhrt.

Fur die Analyse standen 59 Materialien von 59 Patienten zur
Verfugung.

Ein PCR-Ergebnis von ausgewahlten Patienten in der nRT-PCR mit
Sequenzierungsprimer zur Gewinnung von DNA zur Sequenzierung
zeigt Abbildung 18. Es ist eine klare Bande der erwarteten Grélke von
256 bp erkennbar.

Ein Elektropherogramm der Patientenprobe 3 ist in Abbildung 19

demonstriert.
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<—— 265 bp

Abb. 18: Enterovirusspezifische nRT-PCR unter Verwendung der
Sequenzierungsprimer P2/4 und P6/9 von Proben (1:
Molekulargewichtsstandard VIII Bereich 19-1114 bp;
2,3,4,5,6: Patientenproben mit der erwarteten 265-bp-

Bande)
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Von den genotypisch zu charakterisierenden 59 Proben waren 40
(67,8%) in einer Coxsackievirus B spezifischen PCR vorher als
Coxsackieviren B determiniert worden. Mit der Sequenzierung der
Amplikons wurde nachgewiesen, dass alle 6 Serotypen der
Coxsackievirus B Gruppe in die abgelaufenen Infektionsgeschehen
involviert waren.

Tabelle 10 zeigt, dass von den 40 Proben aus der Gruppe der
Coxsackieviren B 45% (18) Coxsackieviren B3 waren, gefolgt von
35% Coxsackieviren B6. Die anderen Typen sind 3 bzw. 1mal
identifiziert worden (Tab. 10).

Tab. 10: Serotypenzugehorigkeit der Enterovirus Isolate

Serotypen Anzahl %
Coxsackievirus B (CB) 40 67,8
CB1 1 2,5

CB2 1 2,5

CB3 18 45,0

CB4 3 7,5

CB5 3 7,5

CB6 14 35,0
ECHO-Virus, (EC) 19 32,2
EC5 3 15,8

EC6 12 63,2

EC9 1 5,3

EC11 2 10,5

EC17 1 5,3
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Von der Gruppe der ECHO-Viren waren die Serotypen 5, 6, 9, 11 und
17 an den Infektionen beteiligt. Von insgesamt 19 ECHO-Virus
Isolaten waren 63,2% (12) ECHO-Virus 6, gefolgt von ECHO-Virus 5
mit 15,8% (3) und ECHO-Virus 11 mit 10,5% (2). ECHO-Virus 9 und
ECHO-Virus 17 wurden jeweils einmal bestimmt (Tab. 10).

Abbildung 20 zeigt ein Dendrogramm aller analysierten Coxsackie-
virus B Stamme. Die Sequenzhomologie fur die Coxsackievirus B
Stamme lag im Bereich von 91,1% bis 99,5% und zum Referenz-
stamm (M16572) zwischen 96,4% und 99,5%.

Die Coxsackievirus B6 Isolate zeigten Homologie zwischen 95,6%
und 98,6%. Im Vergleich mit dem Referenzstamm (AF114384) lag die
Homologie zwischen 96% und 98%.

Bei den ECHO-Viren leiten sich 6 Isolate von einem Infektions-
geschehen auf der Insel Rugen ab.

Abbildung 21 zeigt das Aminosaure alignment im Bereich der 5'-NTR.
Es wurde Homologie innerhalb der Stdmme zwischen 97,9% und
100% gefunden. Die maximale Differenz zum Referenzstamm
(U16283) betrug 8%.

Abbildung 22 zeigt ein Dendrogramm aller analysierten ECHO-Virus

Stamme.
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Abb. 20: Dendrogramm der Coxsackievirus B Isolate von Patienten
(G) und Coxsackievirus B Prototype-Strains (CB1 Gen-
Bank M16560, CB2 AF081485, CB3 M16572, CB4
D00149, CB5 X67706, CB6 AF114384)
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Abb. 21: Vergleich der Aminosauresequenzen der 5 -NTR von
ECHO-Virus 6 Isolaten bei einem Meningitisausbruch und
Referenzstamm (U16283)
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Abb. 22: Dendrogramm der ECHO-Virus Isolate von Patienten (G)
und ECHO-Virus Prototype-Strains (E5 AF083069, EG6
U16283, E9 X84981, E11-1 X80059, E11-2 AF447477,
E17 AF 412366)
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4.9, Assoziation der Serotypen mit klinischer Symptomatik

Die Assoziation der mittels Sequenzierung ermittelten Serotypen mit
der klinischen Diagnose zeigt Tabelle 11.

Coxsackievirus B3 war aulBer bei Schwindel und Koma mit allen
Krankheitsbildern assoziiert.

ECHO-Virus 6 wurde bei ZNS-Infektionen, Schwindel, Sepsis und
Verdacht auf Multiple Sklerose nachgewiesen.

Bei Meningitis und Encephalitis wurden die Coxsackievirus Serotypen
B3, B4, B5 und B6 sowie die ECHO-Viren 5, 6 und 11 identifiziert.

Tab. 11: Krankheitsbilder und assoziierte Serotypen

Arbeitsdiagnose Involvierte Serotypen
CXB Echo
Encephalitis 3,4,6 5,6
Meningitis 3,4,5 6,11,5
Verdacht auf Multiple sclerose 3,6 6,11,17
Paresen 3
Atemwegsinfektionen 3,6
Gastroenteritis 3
Fieber unklarer Genese 3,6
Schwindel 1,2,6 6
Sepsis 3,6 5,6
Koma 3
Praeklampsie / HELLP-Syndrom 3
Andere 3,6 6
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Im Liquor von Patienten mit Verdacht auf Multiple Sklerose wurden
Coxsackievirus B3 und B6 sowie ECHO-Virus 6, 11 und 17
nachgewiesen.

Die Sequenzierung bei einem Patienten mit schlaffer Lahmung beider
Beine ergab Coxsackievirus B3.

Von den Patienten mit Atemwegsinfektionen und Gastroenteritis war
nur von 3 Patienten Material zur Sequenzierung verfugbar. Es wurde
Coxsackievirus B3 in zwei Fallen und Coxsackievirus B6 in einem
Fall identifiziert.

In der Gruppe der Patienten mit Fieber unklarer Genese wurden die
Coxsackieviren B3 und B6 gefunden.

Bei einem Patienten mit Zustand nach Knochenmarkstransplantation
wurde Coxsackievirus B6 nachgewiesen. Das Monitoring gibt Tabelle

12 wieder.

Tab. 12: Monitoring der Enterovirus Infektion eines

knochenmarktransplantierten Patienten

Tag 1 9 16 22 29 31 32|36 37 43
Material Ss|{S U|S U|s U|sS URAIF S U|L|F|S F U]|S
ADV-AG -

CMV-IgG | + | + +
CMV-IgM | - | - -

CMV-DNA -l - - - - - - - |- - - |-
pp65 - - - - - - - -
Entero-1gG | - + + + + +
Entero-IgM | - - - - - -
Entero-RNA + S T T I S B -

(S: Serum; U: Urin; RA: Rachenabstrich; F: Fazes; L: Liquor)
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Die routinemaRige Kontrolle auf Zytomegalie-Virus war negativ
geblieben. Auf Grund des unverandert schlechten Zustands des
Patienten wurde das Virusspektrum auf Adeno- und Enteroviren am
Tag 31 erweitert und danach retrospektiv und prospektiv analysiert.
Es wurde Coxsackievirus B6 in Serum, Liquor, Stuhl und Urin
nachgewiesen. Es bestand Uber einen Zeitraum von 26 Tagen
Viramie.

Bei Patienten mit der Angabe Schwindel wurden Coxsackievirus B1,
B2 und B6 und ECHO-Virus 6 nachgewiesen.

Bei einem Fruhgeborenen konnte Coxsackievirus B3 als atiologisches
Agens einer neonatalen Sepsis bestimmt werden. Die Mutter des
Frihgeborenen war wegen des Verdachts auf HELLP-Syndrom
hospitalisiert. Bei ihr wurde ebenfalls Coxsackievirus B3 identifiziert.
Eine Neugeborenen-Sepsis war mit ECHO-Virus 6 assoziiert.

Bei den ubrigen septischen Patienten wurde Coxsackievirus B6 und
ECHO-Virus 5 bestimmt.
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5. Diskussion

Enteroviren, taxonomisch zur Familie der Picornaviren gehérend, sind
uber viele Jahre intensiv untersucht worden. In Zellkultursystemen
und Tiermodellen konnte frihzeitig gezeigt werden, dass die zellulare
DNA- und RNA-Synthese gehemmt wird, wahrend Enterovirus RNA
und virale Proteine schnell in der Zelle akkumulieren.

Der standig steigende Kenntnisstand in Verbindung mit der seit 4
Jahrzehnten bestehenden Option zur Impfprophylaxe bei Polioviren
hat dazu gefuhrt, dass das durch die Polioviren ausgeldste
Krankheitsbild, die Poliomyelitis, zurickgedrangt werden konnte und
eine weltweite Eradikation bevorsteht.

Trotz dieser Erfolge sind Enteroviren weiterhin von hohem Interesse.
Verbesserte diagnostische Moglichkeiten auf der Basis molekularer
Techniken haben insbesondere die Prominenz von NPEV bei der
Auslésung der aseptischen Meningitis gezeigt. So wurden von
Stanway et al. 2000 eine Assoziation von Enteroviren mit

Meningitisfallen mit einer Haufigkeit von 46% beobachtet.

In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei den
Hospitalisierungen, fur die als Verdachtsdiagnose eine Virusinfektion
gestellt wurde, in 24,9% der Falle eine Enterovirus Atiologie
bestand.

Die Mehrzahl der im Untersuchungszeitraum in der PCR positiven
Proben war Liquor cerebrospinalis mit 203 von insgesamt 341
untersuchten Materialien. In diesem Material sind in der Regel
Enteroviren nicht kolonisiert.

In allen Fallen wurde eine Herpes simplex Virus Infektion bzw.
andere virale Erreger durch simultane Analyse ausgeschlossen.

Der Nachweis von Enterovirus RNA spricht deshalb in diesen Fallen
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mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit fir eine Enterovirus bedingte ZNS-
Infektion.

Im Gegensatz dazu spricht der Nachweis von Enterovirus Sequenzen
ausschlie3lich in Stuhlproben nicht zwingend fiur eine akute
Enterovirus Infektion (Trallero et al., 2000). Die Ausscheidung von
Enteroviren im Stuhl kann bis zu 16 Wochen nach Abklingen der
akuten Infektion erfolgen (Romero et al., 1999). Eine Interpretation
ist dabei nur bei entsprechender Klinik bzw. Anamnese maoglich.

In Rachenabstrichen konnen Enteroviren auch ohne klinische
Manifestation bis zu 4 Wochen nach Infektion nachgewiesen werden
(Nigrovic et al., 2001).

Der Nachweis in diesen Materialien ist besonders bei nicht
hospitalisierten Patienten und Kindern diagnostisch hilfreich (Sawyer
et al., 2002).

Es konnte durch verschiedene Autoren gezeigt werden, dass durch
Analyse mehrerer Materialien die Nachweisrate von Enterovirus
Infektionen erhdht werden kann (Foray et al., 1999, Nigrovic et al.,
2001). Andreoletti et al. 1998 fanden einen signifikanten Anstieg von
ZNS-Erkrankungen mit der Virusdiagnose Enteroviren Dbei
Untersuchung von Serum und Liquor bei Kindern.

Ahnlich konnten wir beobachten, dass das Auftreten meningitischer
Zeichen in einigen Fallen schon in der Phase der Viramie erfolgte, in
der die Untersuchung von Liquor cerebrospinalis noch negativ war.

Es ist deshalb sinnvoll beide Materialien zu analysieren.

Enteroviren aus der Gruppe Coxsackievirus B wurden mit 69,1% als
dominierender Typ in unserer Region nachgewiesen. Mit dem von uns
verwendeten Primer-Set zur Subdifferenzierung der Enteroviren in die

Coxsackievirus B Gruppe kénnen auch molekulargenetisch ahnliche
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Typen wie Coxsackievirus A9 amplifiziert werden (Severini et al.,
1993). Die Sequenzierung ausgewahlter Proben ergab jedoch in allen
Fallen einen Serotyp der Gruppe B.

In anderen Studien wurde ein Uberwiegen von Infektionen durch
ECHO-Virus Serotypen gefunden. Nairn et al. 1999 fanden 67%
ECHO-Virus Infektionen, 14% Coxsackievirus B bedingte und 6%
Coxsackievirus A bedingte Infektionen. Die Haufigkeit der einzelnen
Virustypen differiert in den einzelnen Jahren und geographischen
Raumen. So fanden Meqdam et al. 2002 als atiologisches Agens von
Meningitiden in Nordjordanien in 46,9% Coxsackievirus B und in
31,3% ECHO-Virus Serotypen.

Aus den Ergebnissen ist abzuleiten, dass durch Erhebung des
Serostatus keine optimale Enterovirus Diagnostik moglich ist. Von
den untersuchten Proben zeigten nur 7,2% das typische Bild einer
akuten Enterovirus Infektion. Das belegt, dass in der Friuhphase der
Infektion die Diagnostik Uber Antikérper nicht erfolgen kann
(Buxbaum et al., 2001). Da die Rekonvaleszenz nach Enterovirus
Infektion in der Regel schnell erfolgt, sind Proben aus einer spateren
Erkrankungsphase meist nicht verfiugbar. Bei einigen von uns
analysierten Fallen war durch erneute Hospitalisierung Material

zuganglich, so dass eine Serokonversion gefunden werden konnte.

Enterovirus Infektionen koénnen in jedem Alter auftreten (Romero et
al., 1999). Neben den klassischen klinischen Bildern wurden nicht
erwartet Krankheitsbilder ahnlich denen Neugeborener bei Patienten
uber 60 Jahren beobachtet.

In der Altersverteilung unserer Studie waren Kinder bis 12 Jahre mit
39,2% der Hauptanteil an hospitalisierten Patienten. Dies ist auf die

hohe Einsendezahl von 43% aus der Klinik fir Kinder- und
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Jugendmedizin zurlckzufihren. Innerhalb dieser Untersuchungs-
gruppe waren 29,8% Kinder unter einem Jahr, 33,7% der Kinder
zwischen 2 und 5 Jahren und 36,5% zwischen 6 und 12 Jahren. Diese
Verteilung zeigt den hohen Anteil jingerer Kinder, eine Beobachtung,
die auch andere Studien belegen (Boéttner et al., 2002; Kirschke et
al., 2002).

Jugendliche und Erwachsene bis 40 Jahre sind mit 32,4% vertreten.
Wahrend eines Ausbruches von Enterovirus bedingter Meningitis in
Frankreich waren alle Patienten zwischen 18 und 41 Jahre alt
(Tattevin et al., 2002). Rotbart et al. 1998 zeigten, dass Enterovirus
Infektionen auch bei Erwachsenen haufig zu Hospitalisierungen

fuhren.

Kenntnis Uber das Vorherrschen von bestimmten Serotypen ist
epidemiologisch insbesondere zur Abklarung von Infektionsketten von
groRem Interesse.

Eine Studie in Spanien zeigte, dass Infektionen mit ECHO-Virus 30 in
allen Altersgruppen auftraten wahrend Infektionen mit ECHO-Virus 13
vornehmlich bei Kindern mit einem Alter von maximal 13 Jahren
gefunden wurden (Trallero et al., 2003).

Druyts-Voets et al. 1997 isolierten in Belgien Coxsackievirus A und B
haufiger bei Kindern zwischen 1 und 4 Jahren, wahrend ECHO-Viren
haufiger bei Kindern unter 1 Jahr gefunden wurden. Nairn et al. 1999
fanden fur den Raum Glasgow, dass die Mehrzahl der Coxsackievirus
Isolate bei Kindern unter 14 Jahren gefunden wurden. ECHO-Virus
Infektionen wurden in allen Altersgruppen beobachtet.

In unseren Daten war keine Haufung eines Serotypes in einer

bestimmten Altersgruppe erkennbar.
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Das Verhaltnis von weiblichen zu mannlichen Patienten lag insgesamt
bei 1:1. In der Gruppe der bis 12 jahrigen waren 56,7% mannlichen
Geschlechts. Bottner et al. 2002 fanden 64% mannliche Patienten bei
einer Studie von an Meningitis erkrankten Kindern.

Bei den 13 bis 60 jahrigen fanden wir ein ausgeglichenes Verhaltnis.
Bei den uber 60 jahrigen lag das Verhaltnis bei 1,8:1. Eine Ursache

kann der erhdohte weibliche Anteil der alteren Bevdlkerung sein.

Die Analyse der saisonalen Verteilung uUberrascht, da Enterovirus
bedingte Hospitalisierungen in unserer Region Uber das ganze Jahr
erfolgten. Peaks sind in den Sommermonaten und im Frihherbst zu
finden. Das ganzjahrige Vorkommen von Enterovirus Infektionen
beobachteten auch Sawyer et al. 2002, wobei gedacht wurde, dass

diese Infektionen eher selten zur Hospitalisierung fuhren.

Die ermittelten Daten belegen, dass 62,1% der Patienten unserer
Studie auf Grund einer ZNS-Infektion hospitalisiert worden waren.
Der Hauptanteil entfiel dabei mit 69,5% auf Patienten mit dem Bild
einer Meningitis/Encephalitis. Mit 82,4% waren Kinder dabei am
haufigsten betroffen.

Aseptische Meningitis tritt bei Kindern 5 bis 8 mal haufiger auf als bei
Erwachsenen (Sawyer et al., 1999). Die Inzidenz von Enterovirus
bedingten Meningitiden betragt 4,5 bis 30 pro 100.000 Einwohner pro

Jahr (Parasuraman et al., 2001).

Das klinische Bild der Enterovirusmeningitis ist stark vom Alter
abhangig. Neugeborene und Kleinkinder zeigen Fieber und
unspezifische Zeichen. Altere Kinder werden mit Kopfschmerzen,
Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und Lichtempfindlichkeit eingewiesen
(Sawyer et al., 2001).

77



Ahnlich anderen Studien waren Symptome der analysierten Falle
Fieber, Kopfschmerz, Ubelkeit und Erbrechen. Die Temperaturen
lagen meist Uber 39°C wund waren in einigen Fallen durch
Fieberkrampfe kompliziert. Wenige Kinder boten eindeutige

meningitische Zeichen in Form von Nackensteifigkeit.

Enteroviren zeigen ein interessantes Zirkulationsphanomen. Einige
Serotypen treten ganzjahrig mit einem geringen Infektionslevel auf,
andere zeigen eher ein epidemisches Auftreten. Sporadisch kann ein
vorher seltener Serotyp dominant werden (Quirk et al., 2001).

Fur die Epidemie 1999 in Rumanien waren ECHO-Virus 4, 7 und 30
verantwortlich (MMWR, 2000). Uber Epidemien von ECHO-Virus 30
wurde wiederholt weltweit berichtet (Wang et al., 2002, Akman et al.,
2002). Bailly et al. 2002 konnten wahrend eines Ausbruches 3
verschiedene Varianten von ECHO-Virus 30 identifizieren. Seit dem
Friahjahr 2000 wurde zunehmend udber durch ECHO-Virus 13
verursachte Meningitiden berichtet (Kirschke et al., 2002). Thoelen et
al. 2003 fanden ebenfalls gehauft ECHO-Virus 13 (23,8%) wahrend
eines Ausbruches. Daneben wurden auch ECHO-Virus 30 (31,2%),
ECHO-Virus 6 (20,5%) und Coxsackievirus B5 (15,6) sowie einige
sporadische Falle anderer Serotypen isoliert.

Bei Meningitiden waren in unserer Analyse die Serotypen
Coxsackievirus B3, B4 und B5 sowie die ECHO-Viren 6, 11 und 5
involviert.

Bei einer im Sommer 2001 aufgetretenen kleineren Epidemie von
Meningitisfallen auf der Insel Rigen bei Kindern konnten wir ECHO-
Virus 6 als atiologisches Agens determinieren. Die hohen
Aullentemperaturen in Verbindung mit der geringen Wasserzirkulation

fihren zu einem langeren Uberleben der Enteroviren in den
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kontaminierten Boddengewassern. Der Infektionsweg fakal-oral ist
beim Baden gegeben.

Epidemien von ECHO-Virus 6 sind auch in Spanien beschrieben
worden (Trallero et al., 2000).

Neurologische Komplikationen einer Meningitis wie Krampfe,
Muskelschwache oder Koma liegen bei 9%. Neurologische
Langzeitfolgen wurden bislang nicht beobachtet (Kirschke et al.,
2002).

Die mit 50 Fallen hohe Anzahl an Patienten mit der
Verdachtsdiagnose Encephalitis in unserer Studie ist auf die
Schwierigkeit der klinischen Differenzierung zwischen Meningitis und
Encephalitis bei Aufnahme zurtckzufihren.

Die involvierten Serotypen sind ahnlich denen bei Meningitis
Coxsackievirus B3, B4 und B6 sowie die ECHO-Viren 5 und 6.

In einem Fall war im Rahmen der Encephalitis ein psychotisches
Syndrom aufgetreten. Als atiologisches Agens wurde Coxsackievirus
B6 identifiziert. Die Behandlung mit Pleconaril fuhrte zur
Rekonvaleszenz (Stenger et al., 2001). Mit diesem Praparat haben
Rotbart et al. 2001 bei 12 von 16 Patienten mit chronischer
Enterovirus Meningoencephalitis eine klinische Response erreicht
und pladieren fir eine Gabe von Pleconaril bei lebensbedrohlichen
Infektionen.

Uber die Assoziation von Encephalitis mit Coxsackievirus B4 und B5
sowie ECHO-Virus 7 ist von Lum et al. 2002, Moschovi et al. 2002
und Cree et al. 2003 aktuell berichtet worden. Insgesamt sind
Enterovirus bedingte Encephalitisfalle weniger verbreitet. Anders als
bei Enterovirusmeningitis sind hier Langzeitfolgeschaden maglich
(Rotbart et al., 2002).
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In einzelnen Kasuistiken in unserer Studie war die Virusdiagnose
Enterovirus mit einer akuten Parese assoziiert.

Ein Kind mit einer schlaffen Lahmung beider Beine sowie
Blasenentleerungsstdérung erhielt Pleconaril und zeigte darunter eine
deutliche Besserung mit ricklaufiger Symptomatik. Coxsackievirus B3
konnte im Liquor nachgewiesen werden (Utzig et al., 2002).

Eine indische Studie zur Haufigkeit und Atiologie von poliodhnlichen
schlaffen Paresen bei Kindern ergab, dass in ca. 50% der
Erkrankungen NPEV isoliert wurden. Zu den haufig identifizierten
Serotypen gehorten ECHO-Virus 6, 11 und 9 sowie Coxsackieviren B
(Kapoor et al., 2001). Eine Kasuistik aus Neuseeland berichtet Uber
eine durch ECHO-Virus 33 verursachte schlaffe Armlahmung eines
3 jahrigen Jungen im Rahmen eines Ausbruches von ECHO-Virus 33
(Grimwood et al., 2003).

Unsere Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, dass durch die
molekulare Diagnostik auch schwer abklarbare Infektionen als
Enterovirus bedingt erkannt werden kénnen.

Von besonderem Interesse war die Identifizierung von Coxsackievirus
B6 als Ursache von Fieber unklarer Genese bei Patienten nach
Knochenmarkstransplantation. Enterovirus Infektionen bei Patienten
mit Abwehrschwache werden auch von Moschovi et al. 2002 und
Rotbart et al. 2002 beschrieben.

Bei Neugeborenen konnen Enteroviren besonders in den ersten
Lebenswochen septische Infektionen hervorrufen.

Wir fanden das klinischen Bild einer Sepsis bei 4 Kindern im Alter
unter 2 Wochen.

Eines der Kinder zeigte einen nicht-hamolytischen Hydrops bei

Geburt in der 28.SSW und verstarb wenige Tage danach an
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intraventrikularer Blutung und Ateminsuffizienz. In Material von Hirn,
Leber, Niere, Milz, Lunge und Herz wurden Enterovirus spezifische
Sequenzen nachgewiesen (Pusch et al., 2002). Da bei der Mutter
wenige Tage vor der Geburt des Kindes ein grippaler Infekt bekannt
war, ist von einer konnatalen Enterovirus Infektion auszugehen.

Bei einem weiteren Kind konnte durch das Vorliegen von Material der
Mutter, die sich wegen Verdacht auf HELLP-Syndrom bei unklarem
Fieber in stationarer Behandlung befand, sowohl bei der Mutter als
auch beim Kind Coxsackievirus B RNA nachgewiesen werden.

Die Moglichkeit einer transplazentaren Enterovirusinfektion wird seit
mehreren Jahren diskutiert (Abzug et al., 1993, Takami et al., 2000).

Eine Assoziation von Myokarditiden und Coxsackieviren B
insbesondere B3 wird seit langerem angenommen. Neuere Daten
wurden mittels molekularer Techniken erhalten.

Neugeborene und Kinder unter 6 Monaten sind besonders anfallig
gegenuber Enterovirusmyokarditis. Die meisten Falle treten aber bei
Erwachsenen zwischen 20 und 39 Jahren auf (Rotbart et al., 2002).
Das Neugeborene einer Mutter mit Verdacht auf Praeklampsie bot
kardiale Symptome in Form von supraventrikularen Extrasystolen und
Arrhythmie.

Ein weiteres Neugeborenes, bei dem keine Erkrankung der Mutter
bekannt ist, zeigte ebenfalls supraventrikulare Extrasystolen und
zusatzlich eine leichte Mitralinsuffizienz.

Bei beiden Neugeborenen konnte Coxsackievirus B nachgewiesen

werden.
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Molekulare Techniken haben insgesamt die Virusdiagnostik revo-
lutioniert und die Basis zur Verbesserung der Diagnostik gelegt. Die
EinfGhrung der PCR erhoht signifikant die Bestimmung von
Enteroviren in Liquor cerebrospinalis im Vergleich zur traditionellen
Zellkulturmethode. Nach Daten von Chonmaitree et al. 1982 werden
35% der Infektionen mit charakteristischen Zeichen einer Enterovirus
Infektion durch die Zellkultur nicht erkannt. Nur 65-70% der

Enterovirus Serotypen wachsen in Standardzellkulturen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die etablierte PCR mit den Primern
aus einem hochkonservierten Bereich der 5°-NTR in der
konventionellen Enterovirus Basisdiagnostik eine spezifische und
sensitive Technik ist und zur schnelleren Abklarung der Enterovirus

Atiologie von Virusinfektionen im Vergleich zur Zellkultur fihrt.

Die Weiterentwicklung der PCR zu einer Real-time PCR bietet die
Méglichkeit, neben dem qualitativen Nachweis auch Informationen
uber die viral load zu erhalten, eine wichtige Aussage fur Prognose
und Therapie-Monitoring.

So wurde von Mentel et al. 2003 Uber eine hohere Nachweisrate von
Respiratory syncytial Virus mittels Real-time RT-PCR im Vergleich
zur nRT-PCR berichtet. In einigen Protokollen hatte die Real-time
PCR eine hdhere Sensitivitat als die nRT-PCR.

Im Verlauf unserer Untersuchungen bei Enteroviren hat sich gezeigt,
dass in einem one-step Verfahren, Umschreibung mit spezifischen
Primern, die Empfindlichkeit nicht ausreichend war. Das two-step
Verfahren erwies sich als effektiver.

22 Enterovirus Serotypen, darunter Coxsackievirus A und B
Serotypen, ECHO-Viren und Polioviren, konnten in der Studie von

Corless et al. 2002 nachgewiesen werden.
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Die ausgewahlten Proben unserer Studie zeigen einen eindeutigen

Nachweis von Enteroviren bei differenter viral load.

Das verwendete Sequenzierungsprotokoll mit den Primern aus einem
variablen Bereich der 5°-NTR hat sich als brauchbar fiar die
Typisierung von Enteroviren erwiesen. Es wurden sowohl
Coxsackievirus B Serotypen, insbesondere Coxsackievirus B3 und
B6, als auch verschiedene ECHO-Virus Serotypen, insbesondere
ECHO-Virus 6, identifiziert.

Die Untersuchung von Manzara et al. 2002 stutzen die Eignung
dieser Region zur Differenzierung von Enteroviren. So gelang es
ihnen Enterovirus Typen zu identifizieren, die zuvor mit der VP4-VP2

Typisierung nicht charakterisiert werden konnten.

Durch die Anwendung molekularer Techniken ist weiterhin die
Mdéglichkeit gegeben, bei atiologisch noch nicht abgeklarten
Krankheitsbildern Kandidaten-Erreger durch gezielte Analyse zu
ermitteln.

Neben der Assoziation von Enteroviren mit Typ | Diabetes und
Myokarditis wurden weitere Krankheitsbilder hinsichtlich einer
Enterovirus Genese evaluiert.

Ein bisher nicht abgeklartes Syndrom, Hoérsturz, wurde in einer Studie
erstmals als Enterovirus assoziiert postuliert (Mentel et al., 2004).
Die Analyse von 55 Serumproben zeigte, dass in 40% der Falle
Enterovirus RNA nachgewiesen werden konnte, wahrend bei den

Kontrollen in keinem Fall Enterovirus RNA gefunden wurde.
In den letzten Jahren hat eine weitere molekulare Technik, die

Microarray Methode, Eingang in die mikrobiologische Forschung

gefunden. DNA arrays bestehen aus Oligonukleotiden oder PCR
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Amplicons probes, die an einer festen Phase immobilisiert sind. Bei
der array Methode ist gewdhnlich das Oligonukleotid, dass in der
Festphase gebunden ist, die probe, wahrend das target sich in
Lédsung befindet. Die Hybridisierungsergebnisse zwischen den
gebundenen probes und markierten Sequenzen werden durch
Laserscannen detektiert.

Potentielle = Anwendungsbereiche sind die Bestimmung von
Sequenzen spezifischer Viren, Validisierung der Identitat der PCR-
Produkte, Screening von antiviralen Drug-Resitenzmutationen,
Vakzinequalitatskontrolle, Bestimmung von spezifischen Genen, die
Virulenz-bzw. Pathogenitat assoziiert sind.

Eine Mdglichkeit zur Typisierung mit dieser Technik haben Li et al.
2001 mit einem Protokoll fir die Differenzierung von Influenzavirus
entwickelt. Dabei wurde eine Markierung der Amplicons mit
Fluoreszenzfarbstoff (Cy3-dCTP) vorgenommen.

Laakso et al. 2004 haben ein Microarray Protokoll zur Bestimmung
und Typisierung von Enteroviren vorgestellt, mit dem zur Zeit 5
Enterovirus Serotypen detektiert werden konnen. Es wurden virale
Sequenzen der kodierenden Region von VP1 amplifiziert. Die
amplifizierten Produkte werden an spezifische Oligonukleotide auf
einem Microchip hybridisiert.

Ein molekulares Typisieren ware somit zukunftig auch auf der Basis

dieser molekularen Technik denkbar.
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6. Zusammenfassung

Zielstellung der Arbeit war es, Informationen Uber die Bedeutung von
Enterovirus Infektionen als Hospitalisierungsursache im Patientengut
des Klinikums zu erhalten.

Desweiteren sollten Daten uber eine Assoziation der Enterovirus
Infektionen mit den verschiedenen Krankheitsbildern gewonnen
werden und die Daten hinsichtlich Altersverteilung und Saisonalitat
analysiert werden.

Daruberhinaus war eine Zielstellung die molekulare Charakterisierung

zirkulierender Stamme.

Die etablierte nRT-PCR zeigte sich als eine sensitive und spezifische
Methode flur die konventionelle Enterovirus Basisdiagnostik in
verschiedenen Materialien wie Liquor cerebrospinalis, Serum, Stuhl
und auch in Gewebeschnitten.

Eine Coxsackievirus B spezifische PCR mit Primern aus einem
hochkonservierten Bereich der 5-NTR erwies sich als geeignet fur
die Differenzierung der Gruppe Coxsackievirus B.

Mittels Real-time PCR konnte bei den Proben eine differente viral

load nachgewiesen werden.

In 24,9% der Hospitalisierungen war eine Enterovirus Atiologie zu
belegen. Enteroviren sind damit ein wesentlicher Grund fur
Hospitalisierung in unserer Region.

Die Infektionen traten in allen Altersgruppen auf, wobei Kinder im
Alter bis 12 Jahre am haufigsten betroffen waren.

Von besonderem Interesse war, dass Hospitalisierungen durch
Enterovirus Infektionen ganzjahrig auftraten. Peaks waren im

Sommer und Friihherbst. Somit muR bei unklarer Atiologie auch in fir
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Enteroviren nicht typischen Zeiten an eine Infektion durch
Enteroviren gedacht werden.

Es wurde gezeigt, dass neben den klassischen ZNS-Erkrankungen
und Fieber unklarer Genese auch eine Assoziation mit neonataler
Sepsis, Paresen und Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten
besteht.

Die von uns eingesetzte Kombination von Primern fir eine Such-PCR
und die Sequenzierung erwiesen sich als effektives Protokoll.

In unserer Region zirkulieren Coxsackievirus B und ECHO-Virus
Serotypen. Unter den Coxsackievirus B lIsolaten war der haufigste
Typ Coxsackievirus B3, gefolgt von Coxsackievirus B6. Unter den
ECHO-Virus Isolaten war der haufigste Typ ECHO-Virus 6.

Die schnelle Diagnose einer Enterovirus Infektion hilft unnétige
Antibiotikagaben zu reduzieren bzw. zu vermeiden und den
Klinikaufenthalt zu verkidrzen. Im Hinblick auf die Madglichkeit der
gezielten Therapie mittels Pleconaril ist die Diagnose einer
Enterovirus Infektion insbesondere bei Neugeborenen und

Immunsupprimierten von hoher Relevanz.
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