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1. Einleitung und virologische Grundlagen

1.1 Ziel der Arbeit

Infektionen der unteren Atemwege (Bronchiolitis uAdeumonie) gehéren zu den haufigsten,
zum Tode fuhrenden Infektionskrankheiten weltwédiisbesondere Neugeborene, Sauglinge,
Kleinkinder und Menschen Uber 65 Jahre, sind dufcheger respiratorischer Infektionen
bedroht. Ein erheblicher Anteil aller akuten Infeken der Atemwege bei Kindern wird durch
virale Infektionserreger ausgelost (Arden et 0&).

Im Kontext der SARS Epidemie (schweres akutes Ategssyndrom) 2002 und der
Beschreibung des SARS-assoziierten Coronavirus, d&t Bedeutung neu entdeckter
Infektionskrankheiten (emerging infectious disease dem Gebiet der Atemwegserkrankungen
in das breite Bewusstsein der Offentlichkeit getafidyosten, et al., 2003). Zu den ,emerging
respiratory pathogens’ gehért auch das im Jahr 20@8eckte humane Bocavirus, kurz hBoV
genannt (Allander et al., 2005; Allander 2007).

In dieser Promotionsschrift wurden retrospektiv fgigd#rorene Rachenspilwasser-Proben
(Nasopharyngeal Aspirate; NPA) aus den Jahren 2092005 mittels einer standardisierten
PCR-Methode auf das Vorkommen von hBoV DNA untensu®ie Proben stammen von
symptomatischen Kindern, die mit Infektionszeicklen Atemwege in der Kinderklinik der
Universitdt Bonn behandelt wurden. Solche Proberdere nach Abschluss der Akutdiagnostik
fur mindestens 5 Jahre aufbewahrt um zukinftigesdhaingsarbeiten zur Verfiigung zu stehen.
In einer zweiten, prospektiven Studie wurden NPAHeRn von Patienten des Zentrums fir
Kinderheilkunde, die in der Winterperiode 2005/208gmptome einer Infektion der unteren
Atemwege zeigten, auf hBoV untersucht.

Anschliel3end wurde ein Kollektiv allein mit hBoMVimerter Patienten aus den beiden Studien in
einer matched pairs Analyse mit einer Patientenkehwerglichen, bei der eine gesicherte
Infektion durch das Respiratorische Synzytial Vifi&SV) bestand. Neben der Beschreibung
klinischer und radiologischer Merkmale der hBoVekiion soll auf diese Weise die klinische

Bedeutung der hBoV-Infektion mit der RSV-Infektigerglichen werden.
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1. 2 Klinische Bedeutung von Atemwegsinfektionen

Das RSV st einer haufigsten Erreger von Atemwdgkiionen bei Sauglingen und
Kleinkindern. Mindestens 2,5 % aller kumulativensten des Gesundheitssystems werden durch
virale Infektionen der unteren Atemwege verurs@btdConnochie et al., 1988).

Sowohl die passive Exposition gegeniber Tabakraomather Familie als auch die Exposition
gegenuber anderen Umwelttoxinen in der Atemluft meac Kinder empfanglicher fur
Atemwegsinfektionen (Klig u. Chen, 2003).

Alleine auf Grund von RSV Infektionen erfolgen jéthn ungefahr ca. 12000 Krankenhaus-
einweisungen in den Vereinigten Staaten (Welli2e03).

Zehn Prozent aller Kinder und 5 bis 10 % aller Erweenen leiden in westlichen
Industrienationen unter Asthma bronchiale. Zudeengsdie Pravalenz der nicht durch Asthma
bedingten chronisch obstruktive pulmonale Erkramku(COPD) stetig und die WHO
prognostiziert, dass die COPD 2020 zur dritthatdigsTodesursache weltweit werden wird
(Johnston, 2005).

Die Bedeutung von viralen Infektionen der AtemwegeKindesalter fur die Entstehung von
Asthma wird zurzeit kontrovers diskutiert (Pérezaét 2007; Gern, 2004). Kinder, die im
Sauglingsalter eine schwere RSV Infektion durchreachaben in den darauf folgenden 8 bis 13
Jahren ein erhohtes Risiko fir behandlungsbedérftiezidivierende Episoden mit
Bronchialobstruktion (Welliver, 2003). Des Weiteregigen bis zu 70 % aller im Kleinkindalter
mit RSV infizierten Kinder noch bis zu 10 Jahre tep&eine erhthte Empfindlichkeit der
Atemwege (untersucht im Metacholin-Provokation3testd eine gestorte Lungenfunktion (Klig
u. Chen, 2003).

Virale Infektionen der Atemwege sind wichtige Austd von akuten Exazerbationen bei
Patienten mit Asthma bronchiale oder COPD. Da digtemn Exazerbationen mit der grof3ten
Morbiditdt und Mortalitat in dieser Patientengrupperbunden sind, muss man den
Atemwegsviren zumindest fur den Verlauf und dengamg dieser Erkrankungen eine enorme
Bedeutung zumessen, auch wenn die Rolle fir dist&ming dieser Erkrankungen weiter strittig
bleibt. Die Standardtherapie solcher Exazerbationsin - ebenso wie die in diesem
Zusammenhang zu haufig verordneten Antibiotika witkeam gegen das auslosende Virus
(Johnston, 2005).

Zumindest das RSV und mdglicherweise auch das hBow] Ausloser von fieberhaften

Infektionen der oberen Luftwege bei Erwachsener, jdihrlich mit hohen Kosten durch
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Arbeitsausfalle, fir Medikamente sowie Arztkonstidtaen verbunden sind (Hashem u. Hall,
2003).

Dies veranschaulicht die enorme Bedeutung der fivieén der unteren Atemwege und die
Notwendigkeit, sich in der medizinischen Grundldgeschung mit neu entdeckten

Atemwegsviren zu beschatftigen.

1. 3 Parvovirinae

Die Virusunterfamilie der Parvovirinae galt langeitZals Familie ausschlief3lich tierpathogener
Viren. Die Unterfamilie Parvovirinae unterteilt Bidn die Genus Parvovirus, Erythrovirus,
Dependovirus und Bocavirus.

Parvoviren gehéren zu den kleinsten DNA Viren. D&sion hat durchschnittlich einen
Durchmesser von 18 bis 26 nm und besteht aussbbfie@us Protein und DNA. Die
Unterfamilie lasst sich grob in autonome Parvovifdie Genus Parvovirus, Erythrovirus und
Bocavirus) und Dependoviren unterteilen. Dependuwovirauch als Adeno-assoziierte Viren
(AAV) beschrieben, bendtigen immer eine Koinfektionit einem Helfervirus, entweder
Adenoviren oder Herpesviren (Berns u. Parish, 208@derman et al., 1983).

Alle Parvoviren tragen einen DNA Einzelstrang, exder negativ oder positiv gerichtet und
besitzen keine Hille. Das komplette Genom ist Uilye#000-6000 Nukleotide lang (Allander et
al, 2005; 2007).

Die ersten Vertreter wurden kurz nach Ende des t&wailVeltkriegs bei nervenkranken Katzen
entdeckt und wegen ihrer Grél3e mit parvo (parvignesch fir klein) bezeichnet. 60 Kapsomere
bilden einen Ikosaeder als Kapsid mit der Triangomeszahl T = 1, also einen regelmaiigen
Zwanzigflachner. Das Massenverhaltnis DNA zu Praei ist ungefahr 1:1. Durch diese
Eigenschaften ist das Virion aufRerst stabil undt glls sehr resistent gegenuber
Umwelteinflissen. Fir einzelne Vertreter ist eitab8itat im pH Bereich von 3 bis 9 bei 56 °C
fur 60 Minuten nachgewiesen (Berns u. Parish, 2007)

Dieser Stabilitat ist wahrscheinlich die Eigensthai verdanken, die zumindest fir einige
Vertreter nachgewiesen ist, ein Leben lang im Kordes Wirtes persistieren zu konnen
(Manning et al., 2007). In der Transfusionsmedinia in der Biotechnologie sind Parvovirinae
als mogliche, schwer zu kontrollierende Verunrainigen bekannt. Weitere Forschung muss
zeigen, ob hier eine bedeutende InfektionsgefahrHinpfanger von Blutprodukten besteht
(Freyer et al., 2006).
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Parvoviren replizieren im Nukleus infizierter ZelleDamit das Virus replizieren kann, muss die
infizierte Zelle in die S-Phase eingehen. Andess aidere Viren, kdnnen Parvoviren sich in
ruhenden Wirtszellen nicht vermehren (Lederman.e1883).

1974 entdeckte Yvonne Cossart eher zufallig dasdvaus B19, das zum Genus Erythrovirus
gehort (Cossart et al.,, 1975pieses Virus ist der Erreger der Ringelrdteln (Reybha
infectiosum). Ringelrételn ist eine weltweit veribeée Kinderkrankheit, die auch junge
Erwachsene befallen kann. Ungefahr 60 % aller Emaacen in Mitteleuropa haben Antikorper
gegen diesen Virus. Die Krankheit verlauft meistesalbst limitierend mit typischen
Exanthemen, Fieber, Schmerzen und eher leichterp®ynen tber hochstens drei Wochen. Das
Virus dringt Uber Trépfcheninfektion in die Atemweegin und disseminiert auf dem Blutweg. Es
ist beschrieben, dass das Virus das Knochenmagkerdgn und dort die Erythroblasten zerstoren
kann. Fur die Krankheit ist eine saisonale HaufimgFrihjahr beschrieben. Die Krankheit
macht nur selten Komplikationen, unter anderemBRsienten mit chronischen Stérungen des
Blutbildungssystems oder Immunschwache und stehSpuontanaborten in Zusammenhang. Die
Rolle des Parvovirus B19 bei der Entstehung chobnentzindlicher Erkrankungen wie z.B.
Arthritis oder Myokarditis ist nicht restlos gekigiManning et al., 2007; Eis-Hubinger et al.,
1998).

Neben diesen beiden Viren wurde der Unterfamilie Blarvovirinae bis 2005 aus Sicht des
Humanmediziners eher wenig Aufmerksamkeit geschenkt

2005 wurden kurz hintereinander zwei neue Virere dur Unterfamilie der Parvovirinae
gehoren, entdeckt. Zum einen das humane Bocawvinitsdem sich diese Arbeit ausfuhrlich
beschaftigt und ein als PARV4 bezeichnetes VirdR¥Y4 wurde im Serum von Patienten mit
Zeichen eines akuten Virusinfektes gefunden: MiegiigkUnbehagen, Nachtschweild und
Kopfschmerzen. Die Patienten beflirchteten sich eihé Infektion zugezogen zu haben und
wurden deswegen in der Klinik vorstellig (Joneslet 2005). In den ersten Untersuchungen zu
diesem Virus fallt auf, dass es gehauft als Koitibekim Rahmen einer Hepatitis B Infektion
vorkommt. Die genauere Erforschung und KlinischaoEinung dieses Virus steht noch aus
(Freyer et al., 2006;2007).

In der Veterinarmedizin haben die Parvoviren scéeih langem enorme Bedeutung. Wie schon
erwahnt, gibt es Parvoviren des Hundes und deseRirgianeben sind spezifische Parvoviren der

Ratte, Maus, Katze, Schwein, Nerz und des Waschhggkannt, die sich alle nur wenig in ihrer
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Nukleinsauresequenz unterscheiden. In den meistbenFsind sie fur ernste, wenn unbehandelt,

fur das Tier oft todlich verlaufende Krankheitemargwortlich (Berns u. Parish, 2007).

1. 4 Das canine Parvovirus (CPV)

Das canine Parvovirus (CPV) wird auch als canireesd¥irus 2 (CPV 2) bezeichnet. Es gehort
nicht zum Genus Bocavirus sondern zum Genus Pansoviuch wenn hBoV dem Minute Virus
of Canine (MVC) genetisch ahnlicher ist und mitséimm deshalb in einem Genus zusammen-
gefasst wird, lohnt sich die kurze Betrachtung: zimen wegen der herausragenden Bedeutung
CPVs fur die Tiermedizin, zum anderen, da CPV alsd&llvirus einer Parvovirusinfektion
gelten kann.

1978 berichteten Thomson und Gagnon uber eine Keaugkheit unter Hunden in Kanada, die
sich epidemisch von Ontario aus uUber das ganze éagedhiet ausbreitete (Thomson u. Gagnon,
1978). Die klinischen Symptome waren vor allem wigssDurchfalle und blutiges Erbrechen,
die in der Halfte der Falle zum Tod fihrten. Alsefdpie stand damals nur eine ausgedehnte
Volumensubstitution zur Verfligung, die in manchéign eine Erholung des Hundes zur Folge
hatte. Die Krankheit befiel Hunde jeglichen Altarad Rasse. In histologischen Proben des
Gastrointestinaltrakts wurden Lasionen im intesénaEpithel, die zum Kollaps der Mukosa
fuhrten, gefunden. Das Virus scheint insbesondeee Kiypten der Magenschleimhaut zu
befallen.

Da die Krankheit einer bekannten Katzenkrankhedt, f&linen Leukoplakie (FPV), die von
einem Parvovirus verursacht wird, ahnelt, wurdetetst Elektronenmikroskopie nach einem
Parvovirus gesucht.

Kurz darauf wurde der eindeutige Zusammenhang h&rseiner Aufnahme des Virus und der
Entstehung einer Gastroenteritis bei Hunden bewiéSagnon u. Povey, 1979).

Fur das canine Parvovirus wurde das erste Mal hioeben, was heute als typisch fir alle
Parvoviren angesehen wird: Das Virus bendtigt zepliRation sich teilende Zellen. Das Virus
selber hat keinen Mechanismus um eine Zelle zutelahg anzuregen. Dadurch erklart sich der
bevorzugte Befall der Magenschleimhaut und insbeésender Krypten, da sich physiologisch
hier standig viele Zellen im Stadium der Teilunditden (Carman u. Povey, 1982).

Dies erklart, warum CPV Infektionen bei Welpen utidchtigen Hunden oft schlimmere
Verlaufe haben und hier unter anderem Myokarditidewie zum Abort fihrende intrauterine

Infektionen beschrieben sind. Im noch nicht votisii§ entwickelten Organismus befinden sich
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viele Zelllinien in sténdiger Zellteilung und biaetelamit dem Virus eine ideale Replikations-
grundlage.

Neben dem Gastrointestinaltrakt, gelten das lymgtia¢ System und das Knochenmark als
bevorzugte Ziel-Gewebe fur CPV.

Studien legen nahe, dass das canine ParvovirusPangvirinae generell sehr spezifisch fur
Gewebe und Tierarten sind. Das canine Parvovirms kavar auch Katzen infizieren, infiziert

dort aber dann eher untypische Gewebe. Im Gegemstz kann das sehr &hnliche feline
Leukoplakie Virus (FPV) Hunde in der Regel nicHtaieren (Truyen u. Parrish, 1992).

Die Charaktereigenschaften der tierpathogenen WRimevo haben auch Bedeutung fir den
menschlichen Patienten, wie verschiedene Arbeitggm feststellten: Das humane Bocavirus
kann auch bei Kindern mit gastrointestinalen Besalen nachgewiesen werden, sowohl bei
Patienten mit als auch ohne respiratorischen Symgro Der Verdacht liegt nahe, dass &hnlich
wie das CPV auch das humane Bocavirus neben depiratesischen Gewebe auch das
intestinale Gewebe befallen kann. Die AusscheidiegyVirus mit dem Fézes ist sicherlich von

epidemiologischer Bedeutung (Albuquerque 2007; ¥irte et al., 2007).

1. 5 Das Minute Virus of Canine (MVC)

Das Minute Virus of Canine (MVC) wird auch als qaes Parvovirus Typ 1 bezeichnet (CPV 1).
Da es zusammen mit dem humanen Bocavirus und demdroParvovirus (BPV) den Genus der
Bocaviren bildet, soll hier kurz auf das Virus eaggngen werden.

Im Rahmen einer Studie von Atemwegserkrankungerivid@gérhunden um 1970 wurden auch

Rektalproben von augenscheinlich gesunden HundéWViaen untersucht. Dabei wurden von

Binn und Mitarbeitern elektronenmikroskopisch siiEre Viren entdeckt, die in Hunde-Zelllinien

zytopathische Effekte auslésten. Das Virus wurdegeme seiner Grof3e (20-21 nm), der
Einzelstrang DNA und seiner Eigenschaft, in denlkéeh des Wirtes eindringen zu konnen,
sowie seiner enormen Stabilitdét gegentber Umwdlimsisen, den Parvoviren zugeordnet. Das
Virus erwies sich als sehr artspezifisch, da e sigr in Zelllinien aus Hunden kinstlich

anzichten liel3.

Da es zuerst in gesunden Schaferhunden und dansthia anderen gesunden Vertretern
anderer Hunderassen gefunden wurde, wurde es athogen und zur natlrlichen Darm-

besiedelung gehdrig angesehen (Binn et al., 1970).
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In weiteren Studien wurde das Virus unter versamed Hunderassen innerhalb der Vereinigten
Staaten gefunden, aber nicht auRerhalb dieserPAifkogen wurde es zu den Ausldsern eher
milder Durchfalle gezahlt. Erst spater wurde dasu¥iauch auf3erhalb der Vereinigten Staaten
bestatigt: unter anderem 1996 in Schweden und Pdatsd, 1999 in Italien und 2002 schliel3lich
in Japan, diesmal bei neugeborenen Welpen mit Aeggeinfektionen. In einem Fall wurde es
als urséachlich fur einen Abort angesehen und ein Tafge alter Welpe verstarb am
Zusammenbruch des kardialen Systems und der Ateemywky das ebenfalls das Virus
verantwortlich gemacht wurde (Mochizuki et al., 2RDNach diesen Studien wird eine weltweite

Verbreitung angenommen und das Virus als fur Wetpdahrlich eingestuft.

1. 6 Das bovine Parvovirus (BPV)

Das bovine Parvovirus (BPV) wurde 1961 entdecktifabti u. Warfield, 1961). Zunachst
wurde es als hemabsorbing enteric virus (HADEN)basben, aber schon bald den Parvoviren
zugeordnet.

Im Tierversuch konnten bei jungen Rindern nacheosraind intravendser Zufuhr Diarrhoen,
Enteritiden und Atemwegsinfektionen beobachtet werdin weiteren Studien wurde ein
Zusammenhang zwischen abgelaufenen BPV Infektionend einer schwacheren
Reproduktionsleistung der Herde beobachtet. Beilddersuchung des BPV als Pathogen fir
den Rinderfetus konnte nur in vereinzelten Fallere datale, trockene Gangran beobachtet
werden. Die weltweite Verbreitung des Virus und iRdtper gegen BPV unter Rindern legt
nahe, dass es sich bei BPV eher um ein harmloséres handelt, das unter natirlichen
Bedingungen nur in seltensten Féllen als Krankbeeiger Bedeutung hat (Sandals et al., 1995;
Berns u. Parish, 2007).

1. 7 Das humane Bocavirus (hBoV)

Das humane Bocavirus (hBoV) wurde im Sommer 200% Tobias Allander und Mitarbeitern
am Karolinska Institutet Stockholm entdeckt. Diebditsgruppe entdeckte das Virus in 17 von
540 Rachenspulwasser Proben (3,1 %), die vor alleon Kindern mit akuten
Atemwegsinfektionen gewonnen wurden. In 14 der X@bé&h war Bocavirus das einzig
nachweisbare Pathogen (Allander et al., 2005).

Das humane Bocavirus gehort zu der Familie derdvardae, Unterfamilie Parvovirinae, Genus

Bocaviren. Der Genus Bocavirus wurde geschaffendignsich sehr &hnelnden Minute Virus of
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Canine (MVC) und das bovine Parvovirus (BPV) zusammufassen. Aus den Silben ,bo" von
bovin (lateinisch fir Rind) und ,ca“ von canin @atisch fir Hund) wurde das Kunstwort Boca
fur das neue Genus geschaffen (Mcintosh, 2006). NDaste Virus of Canine (MVC) ist dem
caninen Parvovirus sehr ahnlich. Hier ist die Tamie noch nicht einheitlich und von manchen
Autoren wird vorgeschlagen, MVC als canines Pamusvil (CPV 1) und das canine Parvovirus
als canines Parvovirus 2 (CPV 2) zu bezeichnenni@aru. Povey, 1982). Ich folge in dieser
Arbeit der alteren Unterteilung in MVC und CPV.

Das von Allanderet al. neu entdeckte Parvovirus &hnelt in seiner Nuk#inssequenz dem
MVC und wurde deswegen als humanes Bocavirus dems3gocavirus zugeordnet.

Brieu et al konnten 2007 das Virus das erste mal elektronaaskopisch darstellen.

Ob hBoV Infektionen kausal im Zusammenhang mit At&gssyndromen stehen oder nur
zufallige Koinfektionen sind, ist Gegenstand zabher Studien. Wie bei vielen anderen neu
entdeckten Viren stehen noch keine Tier- oder Zélikenmodell zur Uberprifung nach den
Koch’schen Postulaten zur Verfigung um restlos Bimesalitat — Infektion, Erkrankung — zu
klaren (Fredericks u. Reiman, 1996).

Zusammenfassend haben viele Studien einen stelistisZusammenhang herstellen kénnen,
aber manche Daten legen nahe, dass es sich bei hBoWm Zufallsfund ohne krankheits-
verursachende Bedeutung handelt. In vielen Untasugen wurde eine hohe Anzahl von
Koinfektionen bei einer hBoV Infektion gefunden.eBiwirft die Frage auf, ob hBoV eventuell
einen Helfervirus braucht, um eine Infektion auézeh oder selbst ein Helfervirus fur andere
Atemwegsviren darstellt (Schildgen et al., 2008).

Fur hBoV wird eine weltweite Verbreitung angenomm®me Lander, in denen es bis heute
untersucht wurde, umfassen Schweden, AustralienA,U%apan, Sidafrika, Jordanien,
Frankreich, Kanada, Iran, Spanien, Niederlande, k&, Thailand, Schweiz und China
(Schildgen et al., 2008). Die erste deutsche 8tuder hBoV stammt aus Wurzburg (Weissbrich
et al., 2006).

Die gefundenen Pravalenzen reichen von 1,5 % bi%1@llander et al., 2007; Batien et al.,
2006). Die meisten infizierten Kinder sind jingds 24 Monate, auch wenn altere Kinder
infiziert werden kénnen (Chung et al., 2006).

Uber Saisonalitat und Ubertragungswege gibt es rsciieedliche Daten, die sehr

unterschiedliche Schlisse zulassen (Schildgen, &0@8).
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1. 8 Das Respiratorische Synzytial Virus (RSV)

Auf das humane Respiratorische Synzytial Virus (R®Wss an dieser Stelle eingegangen
werden, da in der matched pairs Analyse das Kollaktr gefundenen hBoV DNA positiven
Patienten mit RSV DNA positiven Patienten verglichieerden soll.

RSV gehort zur Familie der Paramyxoviridae, Ordnukignomegavirales, Unterfamilie
Pneumovirinae, Genus Pneumovirus.

Ahnlich dem Genus Bocavirus enthalt auch der Gémmsumovirus neben RSV die vor allem
tierpathogenen Formen des RS Virus (Ziegen-, Scimaf-Rinderform) und das Pneumonia Virus
of Mice.

Das RS Virus ist umhillt, besitzt eine nicht segtiegte, negativ gerichtete, Einzelstrang RNA
und ist zwischen 120 und 300 nm grof3. Es sind PebtyA und B bekannt, die sich aber
anscheinend in ihrer Virulenz nicht unterscheid&tel{iver, 2003).

Das Virus wurde das erste Mal 1956 in einem Lal®bMersuchsschimpansen und Angestellten,
die eine Erkéaltung mit Schnupfen aufwiesen, gefandeaher wurde das Virus zuerst mit
~,Chimpanzee Coryza Agent* (Schimpansen Schnupfeader) bezeichnet (Morris et al, 1956).
Auch bei erkalteten Kleinkindern wurde das VirusZauZeit spater nachgewiesen und heute gilt
das Virus als eine der haufigsten Ursachen fur Ategsinfektionen bei Kindern weltweit
(Heilman, 1990). In jungster Zeit wurde das VirasHinblick auf seine Bedeutung fur andere
Patientengruppen, insbesondere geriatrische Petienhd Empfanger von Knochenmarks-
spenden, untersucht. RSV kann sehr junge Kinder Madgeborene infizieren und ist fur
jahrliche Epidemien verantwortlich. Es hinterldssine dauerhafte Immunitat und Reinfektionen
sind haufig. Die Hauptmanifestationen einer RSVektibn sind Bronchitis und Pneumonie,
sowie akute Exazerbation bei Asthma bronchiale @@#PD Patienten. Junges Alter, Frihgeburt,
chronische Herz- und Lungenkrankheiten, Immunsiggioe und eine positive
Familienanamnese bezlglich allergischer Erkrankangelten als Risikofaktoren. Das Virus
wird vor allem Uber die Atemluft Gbertragen, wolfgrosole anscheinend nicht ausreichen,
sondern enger Kontakt mit der aushustenden Perdonderlich ist, sowie eine bestimmte
Mindestgro3e der ausgehusteten Tropfchen. Dem pasalen Anteil an den RSV Infektionen
kommt eine sehr hohe Bedeutung zu (Hashem u. 2G0B).

Todliche Verlaufe von RSV Infektionen sind ehertesel Man geht von tddlichen Verlaufen in
0,3 bis 1,0 % der Falle in westlichen Industriemradin aus und von mindestens 4500 Todesfallen
jahrlich in den USA (Berns u. Parish, 2007).
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Klinisch manifestiert sich die Infektion meist l@hem zuvor gesunden Kind im Alter zwischen
sechs Wochen und neun Monaten. Meist beginnt sieemer Rhinorrh6 und Appetitverlust,
gefolgt von einem Husten nach ein bis drei TageazuDkommen oft Niesen, Keuchen und
leichtes Fieber. Die Krankheit kann in diesem Stadsistieren und eine klinische Untersuchung
ergibt Tachypnoe, rasselnde Atemgerausche und &tattoung und oft eine Otitis media mit
Fieber. Zu diesem Zeitpunkt ist eine Rontgenaufraldes Thorax meist unauffallig. In milden
Varianten dauert die Krankheit durchschnittlichbsie bis zwolf Tage. Bei schweren Verlaufen
finden sich nach Progredienz des Hustens und Kesclodt interkostale und subkostale
Einziehungen. Bei Verweigerung des Essens und draeinypnoe kommt es auch ohne aul3ere
Zeichen einer Zyanose zu einer schweren HypoxiedidRagisch zeigt sich meist eine
interstitielle Pneumonie und das Symptom der gefaag Luft (Air Trapping). Haufig kommt es
zu einer viralen und bakteriellen Superinfektiore die Situation des Patienten verschlechtert
(Berns u. Parish, 2007). Die Sterblichkeit untetidtden mit angeborenen Herzfehlern oder
chronischen Lungenerkrankungen ist mit 3,4 bzw. @,5ignifikant héher als bei ansonsten
gesunden Patienten, wo die Sterblichkeit mit hatst % anzunehmen ist (Welliver 2003).
Neben symptomatischer Behandlung steht seit 198Gledn USA Ribavirin als kausaler
Therapieansatz zur Verfugung. Die Behandlung miaRirin steht auf Grund von mangelnden
Wirksamkeitsstudien und den hohen Kosten in detikrscheint zumindest aber die Dauer des
Krankenhausaufenthalts zu verkiirzen (Pérez-Yarah,2007; Ventre u. Randolph, 2007).
Daneben finden Bronchodilatatoren und KortikostesdAnwendung, deren Wirksamkeit ebenso
umstritten ist (Berns u. Parish, 2007). Eine Impgfusteht noch nicht zur Verfigung. Zur
Prophylaxe von schweren RSV Infektionen bei Risdt@gmten wird in Deutschland und

Osterreich von den Fachgesellschaften Palivizumatf@hlen (Zielen et. al., 2006).

1. 9 Fragestellungen

Diese Arbeit hat zum Ziel die Rolle des hBoV beaidlichen Infektionen der unteren Atemwege
naher zu untersuchen. Dazu wurde (1) mittels e8tandard PCR nach Boca Viren DNA in
tiefgefrorenen Rachenspullwasserproben von Patiegtn Universitatskinderklinik gesucht
(retrospektive Studie). Um moglichst nur monoirdize Patienten zu erfassen wurden (2) evtl.
Koinfektionen mittels Auswertung der Patientendabew. wo ausstehend durch eine PCR
Diagnostik auf humane Coronaviren, Respiratorisci®gzytial Viren (RSV), humane
Influenzaviren A und B und humane Metapneumoniev{i¢MPV) DNA ausgeschlossen.
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AnschlieRend wurden (3) die Patienten mit positiveBoV DNA Befund in Hinblick auf
wichtige klinische Parameter (wie Gewicht, Alteri b&eburt, klinischer Verlauf etc.)
charakterisiert.

Die (4) hBoV DNA positiven Proben der gleichzeitijiufenden prospektiven Studie wurden
ebenso charakterisiert.

Anschlie3end (5) erfolgte die matched pairs Anal{ae monoinfizierten hBoV DNA positiven
Patienten aus der retrospektiven und prospekttexdie wurden einer Vergleichsgruppe von
RSV DNA positiven Patienten, die sich in wichtigBarametern wie Geschlecht, Alter bei
Diagnose, Geburtsgewicht und ausgetragenen Schyvezhgéiswochen, nicht signifikant
unterscheiden, gegenibergestellt. Nun konnte egge@iberstellung des Krankheitsverlaufs und
der Krankheitsschwere erfolgen, in denen diese epeiGruppen in Hinblick auf klinische
Symptomatik, radiologischen Befund und therapeb&adnterventionen verglichen wurden.
Abschlie3end erfolgte (6) eine zusammenfassendsté&ang in Diskussion mit der aktuellen

Datenlage.
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2. Materialien und Methoden

2. 1 Kits und Feinchemikalien

fur die Gewinnung der DNA aus den Rachenspilwasseep:

(1) QlIAamp MinElute Virus Spin Kit

bestehend aus AL, AW2 und AVE Puffer sowie ProteaskTrager (Carrier) RNA
von Qiagen GmbH, Hilden.

(2) Ethanol

von KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar.

(3) Ampuva (steriles RNAse-freies Aqua ad injediapi

von Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg.

(4) DTT

von Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Sciencamheim.
(5) RNAsIn

Promega, Madison Wisconsin.

fur die Durchfiihrung der PCR:

(1) Boca Primer Boca_0S1 5- CCCAAGAAACGTCGTCTAAG’

(2) Boca Primer Boca_0S2 5- GTGTTGACTGAATACAGTGE’

von Operon Biotechnologies, Inc. Huntsville Alabama

(3) Expand High Fidelity PCR-System Kit

bestehend aus Enzym Mix, Puffer mit 15 mM  Magnesiolorid und Puffer ohne
Magnesiumchlorid sowie Desoxyribonukleosidtriphaaeh (ANTP) Mix und 25 millimolare
Magnesiumchlorid Losung

von Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Sciencamheim.

(4) Boca Plasmid fur die Positivkontrolle:

Klon NPSC3.1 Konzentration 80 ndg)/

von M.D. Ph.D. Tobias Allander, Karolinska InstétjtStockholm.

(5) Natriumchlorid

von KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar.
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fur die Gelelektrophorese:

(1) DNA molecular weight marker VIII

pUC BM 21 DNA Hpa Il + pUC BM 21 DNA Dra | +Hindlll

von Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Sciencamheim.
(2) Gelladepuffer Bromphenolblau

von Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Sciencamheim.
(3) Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylptanthridiniumbromid)
von Merck KGoA, Darmstadt.

(4) Bioenzym LE Agarose

von Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf.

(5) TBE-Puffer

von Promega Madison, Wisconsin.

2. 2 Technische Gerate
Elektrophoresekammer Model 41-1825
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Spannungsgerat Consort E818 Electrophoresis Powmsly

Consort nv, Turuhout Belgien

Sterile Arbeitsbank Biowizard

Kojair Techon, Vilppula Finnland

Thermoblock Thermostat 5320
Eppendorf AG, Hamburg

Thermocycler Thermocycler T300
Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Gottarg

Vortexer Vortex Genie 1 Touch Mixer

Scientific Industries, Inc. Bohemia New York
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Zentrifuge Biofuge fresco

Heraeus Instruments, Hanau

2. 3 Rachenspilwassergewinnung

In der Universitatskinderklinik Bonn werden leiigmgerecht Patienten mit Symptomen, die auf
einen viralen Infekt der Luftwege hindeuten, waklrender Surveillance-Periode
Rachenspulwasserproben entnommen. Dazu werden teiilers Absaugkatheter und eine
Sekretfalle benutzt. Vor der Gewinnung einer Protxe ungefahr 2 bis 3 ml wird dem Patienten
nasal 2 bis 3 ml sterile isotone Kochsalz-Losuntpaleeicht. Die Gewinnung der Probe wird
vom jeweiligen behandelnden Arzt bzw. Arztin angeat. Die Proben werden durch das
virologische Institut der Universitat Bonn untersuand danach bei -70 °C eingefroren.

Von allen so eingelagerten Proben wurde fir diedeeif eine Liste erstellt, die alle Proben
umfasst, die in den Herbst-, Winter- und Frihjatosaten der Jahre 2002, 2003, 2004 und 2005
(in 2005 keine Proben aus Herbst- und Wintermonaewonnen wurden.

Anhand dieser Liste konnten nun die entsprecheteben aus der Kihlung entnommen und

untersucht werden.

2. 4 Gewinnung der DNA

Zur Gewinnung der DNA wurden die oben genanntenn@kedien nach Herstellerangaben
verwendet (Stand: QlAamp MinElute Virus Spin Hancib@. Edition, April 2005). Die Arbeiten
wurden unter sterilen Bedingungen unter der Werklos Pra-PCR-Labors durchgefihrt.

Zu Beginn wurden 25 pl Protease und 5,6 pl caRNA in ein Sammelrohrchen gegeben. Von
der aufgetauten Rachenspulwasserprobe wurden 2§@npmmen und dazu pipettiert. Wenn die
Probe zu z&hflissig war, wurde sie mit bis zu 5DBlatriumchlorid versetzt, gemischt und mit
8.000 rpm (6.000 x g) zentrifugiert, bevor 200 ptrommen wurden. AnschlielRend wurde dem
Gemisch 200 ul AL Puffer hinzugefigt und nach kor2éortexen und Abzentrifugieren wurde
das Rohrchen in einen auf 56 °C vorgeheizten Thiglonk gestellt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurde 250ggkuhltes Ethanol auf die Mischung
gegeben und diese kurz gevortext und zentrifugseot). Danach wurde das Gemisch fir 5 min
bei Raumtemperatur unter der sterilen Werkbankhbie«t

Anschlieend wurde das gesamte Volumen auf einea@pAMinElute Column (im Anschlul

nur noch Saule genannt) gegeben.
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Die Saule wurde bei 8000 rpm fur eine Minute zémgiert.

Das Auffanggefal3 der Saule wurde verworfen und $elle auf ein neues Auffanggefaf}
gesteckt. Auf die Saule wurden nun 500 ul AW2 Rufiegeben und diese danach wiederum bei
8.000 rpm (6.000 x g) fur eine Minute zentrifugiditas Auffanggefald wurde verworfen und
durch ein neues ersetzt.

Von dem Ethanol wurden nun 500 ul auf die Sauleegeg und diese anschliel3end abermals bei
8.000 rpm (6.000 x g) fur eine Minute zentrifugiddanach wurde das Auffanggefald verworfen
und die Saule auf ein neues gesteckt.

Nun wurde mit 14.000 rpm (20.000 x g) fur drei Mien zentrifugiert und das Auffanggefaid
verworfen.

Die Saule wurde jetzt auf ein Auffanggefal3 gesteicktlas vorher 1 pl DTT und 1 pl RNAsIn
gegeben wurde. Auf die Saule wurden 50 pl AVE Rudégeben und fur drei Minuten inkubiert.
Als letzter Schritt wurde nach den drei Minuten 8&ule mit 14.000 rpm (20.000 x g) fur eine
Minute zentrifugiert. Das im Auffanggefal? durch dientrifugation angesammelte Material

wurde sofort im nachsten Schritt - der PCR — weé@rarbeitet und danach tiefgekuhlt.

2. 5 Vorbereitungen fir die Polymerase Kettenreaktn (PCR)

Die Materialien und die Anleitung zur Mischung désymansatzes (Mastermix) entstammen
dem Expand High Fidelity PCR-System Kit der FirmacRe und wurden nach Herstellerangaben
benutzt (Stand der Anleitung Marz 2005).

Tabelle Tab. 1 zeigt den Mischungsansatz fir dest®imix.

Fur eine Probe muss man je 40 pl in einem Samnreméh ansetzen.

Der Ansatz wurde kurz mit Vortexer und Zentrifugegahmischt. Sofort danach wurden je 10 pl
der DNA Aufbereitung aus dem RachenspulwassereOjul des Mastermixes versetzt und
durch kréaftiges Schutteln mit der Hand vermischis Aontrollproben wurden je 40 ul
Mastermix einmal mit 10 pl Ampuva (Reinheitskondlund einmal mit 10 pl des Boca
Plasmids (Konzentration ®lasmide/pl) versetzt (Positivkontrolle).

Ohne Zwischenkihlung wurde am selben Tag weitdakezn.
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Tabelle 1. Mischungsansatz flr den Mastermix:
Fur den Mastermix wurden die Reagenzien im aufgefialiverhaltnis gemischt.

Material Menge in pl
dNTP’s 0,4
Ampuva 27,6
10% Puffer ohne MgGl 5
Boca OS_1 (20pmol) 1
Boca OS_2 (20pmol) 1
MgCl, 5
Enzym 0,5

Das fur die Positivkontrolle verwendete Plasmidrstd von Tobias Allander, Abteilung fur
klinische Mikrobiologie des Karolinska InstitutsoBkholm und wurde mittels pCiBlunt 3.5 kb
der Firma Invitrogen Corporation Carlsbad, Kaliiemhergestellt.

Es beinhaltet ein Fragment des hBoV Isolats ST2l¢ches mit den Nukleotiden 2279-2839 der
Referenzsequenz DQO000496 (Nationals Center foeBiwtology Information) Ubereinstimmt.
Diese entsprechen dem N Terminus des NP-1 Gensnrusia mit 131 Nukleotiden aufwarts
vom Start Codon. Das Fragment hat eine Deletioereainzelnen Base bei Nukleotid 2572.

Zusammen ist das Fragment 560 Nukleotide lang.

2.6 PCR

Zur Amplifikation der DNA Fragmente wurde eine Stard PCR verwendet (Mullis et al. 1986).
Das Protokoll wurde aus der Arbeit von Tobias Adlan tbernommen und nur geringfiigig
abgewandelt, z.B. wurde die Zyklenzahl von 35 duérhoht (Allander et. al. 2005).

Es wurden insgesamt 40 Zyklen durchgefthrt, die sidolgende Einzelschritte unterteilten:
1. Denaturierung bei 99 °C flr elf Minuten

2. Primerhybridierung bei 48 °C fir eine Minute

3. Elongation bei 72 °C fur sieben Minuten

Anschlie3end wurde auf 4 °C abgekuhlt.

Das entstehende Produkt hatte ungefahr eine Gfd880 bp.
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2. 7 Gelelektrophorese, Einfarbung und Fotodokumeration

Das Gel wurde mit den entsprechenden Mengen Aganodel BE-Puffer durch die biologisch
technischen Assistenten hergestellt.

Die PCR Produkte wurden nach Zusatz von Bromphdémadh welches die Dichte der Produkte
erhoht, auf das Gel aufgetragen. In die erste haaofte wurde der DNA Marker, in die beiden
letzten Taschen wurden die Negativ- und Positivialien gegeben.

Die Laufzeit betrug 55 Minuten bei 200 V, 200 mAdutD0 W. AnschlieRend wurde das Gel fur
20 Minuten in einem Becken mit Ethidiumbromid gefaiu Ethidiumbromid interkaliert als
organischer Farbstoff mit der DNA. Die aromatiscii®nge des Farbstoffs interagieren mit den
heteroaromatischen Ringen und Basen der Nukleias®er Farbstoff kann mittels UV Licht
(254-366 nm) angeregt werden. Unter einer entspretdn UV Lampe wurde das Gel zur

Auswertung digital abfotografiert.

2. 8 Definitionen

Frihgeborene im Sinne dieser Arbeit sind Kinder raihem Gestationsalter unter 37
Schwangerschaftswochen.

Die Hauptdiagnosen (z.B. Bronchitis, Bronchiolitisentrale Pneumonie, Lobarpneumonie,
Lungenversagen) wurden durch den behandelnden iarmdegestellt, dabei umfasst die
Diagnose ,Bronchiolitis® nur Sauglinge mit Tachygy®e, Hypoxadmie, schwerer
Atemwegsobstruktion und Uberblahung der Lunge ohragiologisch nachweisbare

pneumonische Infiltrate. Fir die Diagnose ,Pneumbnimusste ein entsprechender
radiologischer Befund von einem ausgebildeten Fathéar Kinderradiologie vorliegen. Als

.Zzentrale Pneumonie” wurden perihildre und perilstoale Infiltrationen, als ,sonstige

Pneumonie® wurden lobare Infiltrate mit oder ohreulPaerguss gewertet. Atelektasen sind im
Sinne dieser Arbeit keine pneumonischen Infiltrate.

Zur Einschatzung der Vitalparameter sind alterggathende Vergleichswerte aus der
Fachliteratur herangezogen worden. Zur DiagnoseutgakOtitis media“ fuhrte nur ein

entsprechender Lokalbefund, nicht aber eine Begit#, die bei viralen Infekten oft zu

beobachten ist.
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Mittels der DSM RSV Paé&dDatenbank kann man kombinierte Analysen durchfithiur
Einteilung ,klinischer Verdacht auf Pneumonie od#onchiolitis* fihrt die Kombination aus
reduzierter Allgemeinzustand, Tachypnoe, Hypoxamlestruktion und Einziehungen.

Eine Leukozytose mit Leukozytenzahlen iiber 15 %L1Ceine Linksverschiebungen (mehr als
15% Stabkernige) und Werte des C-reaktives Proikier 20 mg/L fihren zur Einteilung
,verdacht auf bakterielle Superinfektion®.

Um den klinischen Schweregrad einer hBoV Infek{ioaktikabel erfassen zu kdnnen, greife ich
auf eine durch Mcintosh et al. 1993 vorgeschlagBmgeilung zurtick, im Folgenden als
.McIntosh-Score* bezeichnet (Mcintosh et.al., 199Bjeser Score wurde von den Autoren
ursprunglich zur Beurteilung von RSV Infektionen rgeschlagen und umfasst folgende
Schweregrade: | = mechanische Beatmung auf Grendndektion; Il = Sauerstoff-Vorlage,
aber keine mechanische Beatmung notwendig, hieruétlk auch der Einsatz einer CPAP
Beatmung (continuous positive airway pressure)sIKein Sauerstoff notwendig, nur supportive
Therapie. Analog zur Routine in der DSM RSV Pa&tudie wurde eine Infektion mit
Schweregrad IV eingestuft, wenn sie unter mechheisBeatmung erworben wurde.

Als Normbereich fiir die Leukozytenzahlen wurde iesér Arbeit der in der DSM RSV P&ed

verwendete von 6 bis 15 x %D fir alle Alterstufen verwendet.

2. 9 Statistische Methoden und matched pairs Analgs

Aus der von mir durchgefuhrten retrospektiven Studid aus den Daten der prospektiven Studie
sollen Patienten, bei denen hBoV DNA und keineteven Pathogene im Rachenspilwasser
nachgewiesen werden konnten, mit der entsprecheAdeahl hBoV DNA negativen, RSV
DNA positiven Patienten aus der Datenbank der DSW Raef Studie im Sinne einer matched
pairs Analyse verglichen werden.

Bei der matched pairs Analyse handelt es sich umstitistisches Verfahren, bei dem jedem
Patienten eine weitere Kontrollperson zugeordnet wdie in moéglichst vielen ltems mit dem
Patienten Gbereinstimmt.

Als Items wurden die Daten Geschlecht, Alter beiaghosestellung, Geburtsgewicht,
Schwangerschaftswoche bei Geburt, Frihgeburtlithked Vorerkrankungen ausgewahlt. Fur
die matched pairs Analyse wurden alle Patientegesichlossen, die ausschlie3lich hBoV DNA

positiv getestet wurden und fur die auswertbanmgidthe Daten vorlagen.
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Die so gefundenen Patientengruppen, die sich isedidtems nicht signifikant unterscheiden,
werden dann in ihrem Krankheitsverlauf gegentbeeffesim zu untersuchen, wie sich hBoV
und RSV Infektionen unterscheiden bzw. gleichensanschliel3lich die klinische Bedeutung des
hBoV Virus einschatzen zu kénnen.

Klinische und laborchemische Daten wurden aus deatiefenakten mittels eines
standardisierten Erfassungsbogens extrahiert. Aiegemd wurden die Daten in ein MS-Excel®
Alias der DSM RSV PaédDatenbank eingegeben. Die Ethikkommission der keiichen
Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelm Univ&sBonn hat das grundlegende Protokoll der
DSM RSV Paed®© Studie geprift und genehmigt.

Der grundlegende Aufbau der Studie wurde bereitdiziart (Simon et al., 2007).

Zur statistischen Auswertung wurde SPSS 41(8PSS Inc., Chicago, IL) benutzt. Fir
kontinuierliche Variablen wurde der Student’s ttTeder der Mann-Whitney U Test verwendet,
fir diskontinuierliche Variablen def Test oder Fisher's Exact Test. Der Signifikanztest
zweiseitig und P < 0,05 wurde als statistisch $ikgmt angesehen.

Die RSV DNA positiven Patienten, die in der Datembagefihrt werden und hier benutzt
wurden, sind mittels ELISA Antigen Test auf RSV DNgatestet worden [Immunchromotografie
Test, Becton Dickinson DirectigenBecton Dickinson & Comp., Sparks, Md oder NoRSV
ELISA Inverness Medical, Kdln]. Zusatzlich wurdeedinfektion durch Beobachtung eines
zytophatischen Effekts in einer Zellkultur einerféxizelllinie nachgewiesen (Reina et al., 2004;
Simon et al, 2006).

2. 10 Diagnostik der Koinfektionen

Das mikrobiologische Institut der Universitat Bofirhrt routinemalig bei allen padiatrischen
Patienten mit Verdacht auf virologischen Infekt &éemwege Nachweistests auf folgende Viren
DNA durch:

RSV und die humanen Coronaviren NL63, SARS, HKUT43 und 229 E mittels PCR [Qiagen,
Hilden] (Vo6lz et al., 2007); die humanen Influenzem A und B mittels ELISA Antigen Test
[Now® Influenza, Inverness Medical, KoIn] (Heikkinen )Qind HMPV mittels PCR [Qiagen,
Hilden] (Simon et al., 2006). Die Methoden sind dien jeweiligen Publikationen genau

beschrieben.
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Auf diese Art wurden sowohl alle hBoV DNA positiveRatienten der beiden hier
vorzustellenden Bonner Studien (retrospektive urmgektive Studie) als auch alle RSV DNA

positiven Patienten, die in der matched pairs Aswlpenutzt wurden, auf Koinfektionen
untersucht.
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3. Ergebnisse

3. 1. Ergebnisse der experimentellen Untersuchung

Wie unter Methoden beschrieben wurden die zu umtbenden Rachenspilwasserproben

anhand einer Liste ausgewahlt, die sdmtliche in Eiémjahr-, Herbst-, und Wintermonate der
Jahre 2002, 2003, 2004 und 2005 (in 2005 nur Fhiibjaonate) gewonnenen Proben enthielt.

Da Rachenspulwasserproben fir vielfaltige Untersogen und Forschungsarbeiten an der

Universitat Bonn benutzt werden, war nicht in jed@ammelréhrchen noch gentigend Sekret zur

DNA Gewinnung enthalten. Insgesamt konnte aus 2adhénspuilwasserproben DNA fur diese

Arbeit gewonnen werden.

Die Abbildung 1 zeigt aus welchen Monaten die tsuehten Proben stammen:
2002:
2003:
2004:
2005:

Anzahl

40

35 4

30 4

25 4

20 4

15 4

10 4

0

o

N

Januar 27, Februar 33, Marz 11, NovembBetember 34
Januar 35, Februar 10, Marz 2, Novemberezember 28
Februar 7, Marz 25, Oktober 6, Novembere&zdmber 7
Januar 15, Februar 13, April 3, Mai 1, Juni

Proben nach Monaten
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Abbildung 1: Aufschlisselung der untersuchten Proben aus deanJab02 bis 2005 nach Monaten.
Anhand dieser Ubersicht kann man ersehen aus welbeaten die untersuchten Proben stammten.
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Alle diese Proben wurden wie unter Methoden besben auf DNA des humanen Bocavirus
untersucht. Eine Rachenspulwasserprobe wurde sisvploewertet, wenn sich in der Gelelektro-
phorese in der gleichen H6he wie bei der Positittkdie eine lichtemittierende Bande fand.

Die Abbildung 2 zeigt ein representatives Ergelemer solchen Gelelektrophorese. In der ersten
Tasche sieht man den lichtemittierenden Marker, der letzten Tasche deutlich die
Positivkontrolle. Die Negativkontrolle in der voidéen Tasche ist deutlich nicht positiv.

In den Taschen 13 und 14 sieht man zwei lichteengtide Banden. Diese beiden Proben sind
damit hBoV DNA positiv.

Abbildung 2: Beispielbild einer Gelelektrophoreseauswertung.

Man erkennt deutllich in der letzten Reihe die inienende Bande der Positivkontrolle. Auf gleichéitid
immitieren ebenso zwei Banden. Dies spricht fur\dahandensein von hBoV DNA in diesen beiden Probreder
vorletzten Reihe lauft die Negativkontrolle. Dartkeine Bande auftaucht, ist diese Versuchsreitlet mit z.B.
einer positiven Probe verunreinigt. Die entspredeenPatienten, die zu den beiden immitierenden &agehoéren
wurden als hBoV DNA positiv fur die Studie verwenhde
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3. 1. 1 Haufigkeit der hBoV Infektion und Grundcharakteristik der Patienten

Von den 271 untersuchten Rachenspilwassern wurdéelsyPCR 16 positiv auf Boca DNA
getestet. Dies entspricht einem Anteil infiziefatienten von 5,9 %.

Insgesamt waren vier Proben aus Januar positi2 (4/6,5 %), sieben aus Februar Monaten
(7/63 = 11,1 %), eine aus Marz (1/35 = 2,9 %) uied &us Dezember Monaten (4/69 = 5,8 %).
Abbildung 2 zeigt die Verteilung der positiven Peakauf die jeweiligen Monate.

Anzahl

Januar Februar Mérz Dezember
Monate

Abbildung 3: Verteilung der positiven Proben nach Monaten

Alle positiven Proben der verschiedenen Jahre lemtsich zusammen auf ingesamt nur vier Monate: iB¢isten
Proben entstammen dem Februar.

Zur besseren Abschéatzung der Saisonalitat von tiofedn mit hBoV zeigt Abbildung 4 eine
Darstellung der positiven Proben im Anteil an ders alen jeweiligen Monaten insgesamt
untersuchten Proben (in %). Dazu wurden die Praabfgn auf ganze Werte mathematisch
gerundet.

Man kann sehen, dass in den Februarmonaten deil Aetepositiv getesteten Proben zu allen in
diesem Monat getesteten Proben am hdchsten lag
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Abbildung 4: Verhaltnis der positiven Proben zu allen unterserciiRroben der jeweiligen Monate:
Hier sieht man die relative Verteilung der poséisf hBoV DNA getesteten Proben. In den Februarneonkty der
Anteil der positiven Proben zu getesteten Probeh@chsten.

Fur die weitere Auswertung konnten von diesen 16b&m vier Proben aus verschiedenen
Grunden (keine oder unvollstandige Patientenddfeankenakten usw.) nicht weiter beachtet
werden. Bei der Betrachtung der Saisonalitdt und Révalenz sind die Proben aber noch

berticksichtigt, so das hier von 16, im Folgendesr alnr noch von 12 Proben ausgegangen wird.

Unter den weiter betrachteten 12 Proben befanddn ggnau 6 mannliche und 6 weibliche
Patienten (je 50 %). Das mittlere Alter bei Diagesisllung war 10,6 Monate (von 4,3 bis 23,4
Monate, Median 9,1 Monate). Im Durchschnitt lagesr Wage zwischen den ersten Symptomen

und der stationaren Aufnahme (Mittelwert 3,8 Tage 0 und 10 Tage).

3. 1. 2 Symptome und Laborbefunde

Beschriebene klinische Symptome einer Infektion mgioV sind vor allem Husten, Rhinnorrho

und Fieber bis zu 39 °C (Schenk et al., 2007). Gaséestinale Symptome wurden bei bis zu 25
% aller hBoV infizierten Patienten beschrieben (&berque et al., 2007; Arnold et al., 2006;
Kesebir et al., 2006).
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Es gibt keine klinischen Symptome, die allein alisischer Beobachtung Riickschlusse auf eine
hBoV Infektion zulassen wirden oder pathognomischefne solche Infektion sind (Volz et al.,
2007).

Bei 5 Patienten wurde eine obstruktive Bronchitsstauptdiagnose gestellt, bei einem Patient
wurde als Hauptdiagnose Infekt der oberen Atemwggeannt, bei 6 Patienten wurde keine
Hauptdiagnose gestellt.

Das mittlere Kérpergewicht bei Aufnahme war 930@/gn 3120 bis 17.500 g, Median 9520 g),
wobei 4 Patienten sich dehydriert prasentierten.

Die Koérpertemperatur war im Mittelwert 38 °C rekggmessen, wobei auch gar keine Erhéhung,
subfebrile und febrile Temperaturen im Bereich @@nbis 39,9 °C (Median 37,7 °C) vorkamen.
Der Allgemeinzustand wurde bei 10 Patienten von alginehmenden Arzten als reduziert und
bei zwei Patienten als gut eingeschatzt.

Nahezu alle Patienten bis auf einen hatten Huskeinsieben wurde ein Giemen, bei zweien ein
Stridor auskultiert. Einziehungen konnten bei 9dPdén beobachtet werden, Uber Apnoen klagte
ein Kind. Die mittlere Sauerstoffsattigung betri&% (von 94 bis 100 %), der pGOruck war

bei allen Patienten im Normbereich (von 32 bis 40 ig). Die mittlere Atemfrequenz betrug
45/min (von 26-45/min).

Die Leukozytenzahl war bei zwei Patienten erhtBt3% 16/L und 15,7 x 18/L). Die mittlere
Leukozytentzahl war 12,4 x @ (Median 12,1 x 19L).

Das CRP war bei 5 der 12 Patienten erhoht: Der MRfIwert bei den Patienten mit erh6hten
Werten betrug 26,4 mg/L (von 7,2 mg/L bis 62,4 mg/L

Vier Patienten waren dehydriert, kein Patient &itt einer akuten Otitis media (AOM), die
ansonsten eine typische Begleiterscheinung eimaterilnfektes ist.

Ansonsten lagen keine Symptome vor.

3. 1. 3 Radiologische Befunde

Bei neun von 12 Patienten wurde eine Rontgenaufealt®s Thorax angeordnet. Vom Kinder-

radiologen wurde viermal eine Bronchitis, einmaheeizentrale und einmal eine sonstige

Pneumonie diagnostiziert. Atelektasen, Lungenblgbaormoder Pleuraerglisse kamen bei keinem

Patienten vor
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3. 1. 4 McInstosh Score, Krankheitsverlauf und Theapien

Ein Patient war beatmungspflichtig (Mcintosh I) undei Patienten benétigten eine Sauerstoff
Vorlage (Mcintosh I1). Alle anderen Patienten (r9)bendtigten nur supportive Therapien und
hatten somit einen milden Krankheitsverlauf (Mckitdll).

Funf Patienten bendtigten eine intravendse Flusgiggubstitution und zwei Patienten eine
Sauerstoffvorlage zur Unterstiitzung der Atmung.

Nahezu allen Patienten (neun) wurde 3 % Natriumichland Ipratropiumbromid zur Inhalation
verabreicht. Je acht Patienten erhielten Betamkaetiir Inhalation und systemische Gaben von
Glukokortikoiden. Sechs Patienten erhielten einébAgtika Therapie.

Der Patient, der im Krankheitsverlauf beatmungspflg wurde, hatte den insgesamt schwersten
Krankheitsverlauf. Der Patient musste fur 5 Tagé dia Intensivstation verlegt werden und
erhielt zusatzlich zu Ipraptropiumbromid, inhalativund sytemische Gaben von
Glukokortikoiden, inhalatives Adrenalin und Antibika sowie Ribaverin und Montelukast.

Keiner der Patient verstarb wahrend hBoV Infektiine durchschnittliche Liegedauer der

Patienten im Krankenhaus betrug 22 Tage.

3. 1. 5 Risikofaktoren und Koinfektionen in der Patentengruppe

Bei den Patienten fanden sich keine Vorerkrankunwgerangeborene Herzfehler oder ahnliches.
Zwei Patienten waren nach WHO Definition Frihgeberemit 28 bzw. 33 vollendeten
Schwangerschaftswochen und unreif mit 1,060 kg 122245 kg Geburtsgewicht. Der Patient mit
dem niedrigsten Geburtsgewicht und der kirzesteagéidauer hatte eine diagnostizierte
Bronchopulmonale Dysplasie (CLD) und war deswegareits schon einmal stationar
aufgenommen worden. Dieser Patient musste im Viewaioben beschrieben intubiert und auf
Intensivstation aufgenommen werden und hatte wikeweben bereits erwahnt den schwersten
Krankheitsverlauf aller untersuchten Patienten.

Bei sechs Patienten fanden sich in den mikrobisldggn Untersuchungen Infektionen mit
anderen Pathogenen (50 %). Am haufigsten war emiafé&ktion mit RSV bei funf der sechs
Patienten (83 %). Ein Patient hatte eine Influehzafektion.

Der Krankheitsverlauf bei den koinfizierten Patemtwar nicht schwerwiegender als bei den

monoinfizierten Patienten.
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3. 2 Ergebnisse der prospektiven Studie

Fur die sich anschlieliende matched pairs Analysd/HBNA positiver Patienten mit RSV DNA
positiven Patienten wurden neben Patienten ausvalgestellten retrospektiven Studie auch
Patientendaten aus einer prospektiven Studie bgmligzvon mir und unserer Arbeitsgruppe zur
gleichen Zeit durchgefiihrt wurde. Diese Ergebnisseden hier analog zu den Ergebnissen der
retrospektiven Studie vorgestellt.

In dieser Untersuchung wurden uber eine Winterperison November 2005 bis Mai 2006
prospektiv alle Rachensptlwasser von an Infektiashemnunteren Atemwege leidenden Kindern
mittels PCR auf Bocavirus DNA getestet. Die grugdleden Daten und Ergebnisse dieser Studie

wurden bereits in einer entsprechenden Publikatevaffentlicht (Volz et al., 2007).

3. 2. 1 Haufigkeit hBoV Infektion und Grundcharakteristik der Patienten

Von den 389 Rachenspulwassern wurden 11 positivhBalV getestet. Dies entspricht einer
Préavalenz von 2,8 %.

Die Saisonalitat, bezogen auf alle in den entsmedén Monaten untersuchten Proben, stellte
sich wie folgt dar (alle Daten mathematisch gertinddovember 2 % (n = 1), Dezember 6 %
(n=4), Januar 2 % (n = 1), Februar 0 % (n = GraB % (n = 3), April 2 % (n = 1) und Mai

3% (n=1).

Abbildung 5 zeigt den Anteil der positiven GetestetProben an den aus den entsprechen

Monaten insgesamt untersuchten Proben.

In den retrospektiven Daten fand sich die héchsligdtenz im Februar mit 11 %.

Von den 11 Patienten waren acht mannlich (73 %3. iDdtlere Alter bei Diagnosestellung war
neun Monate (von 3 bis 17 Monate, Median 11 Monate

Zwischen den ersten Symptomen und der stationaténaAme lagen im Mittelwert acht Tage

(von einen bis 24 Tage).
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Abbildung 5: Anteil der positiven hBoV DNA Funde an den jeweadliggetesteten Proben.

Die Abbildung zeigt die relative Haufigkeit posgivhBoV DNA Funde. Der hdchste Anteil liegt im Bezber, mit
groRem Abstand zu Méarz und Mai. Im Februar konmtéJnterschied zur retrospektiven Studie keine hBONA in
den Proben nachgewiesen werden.

3. 2. 2 Symptome und Laborbefunde

Die Hauptdiagnosen waren viermal obstruktive Bratmshje einmal Aspiration und Krupp
Syndrom und fiinfmal sonstige Pneumonie.

Alle Patienten (n = 10) aul3er einem litten an HusBie gemessene Korpertemperatur betrug im
Mittel 38 °C (von 37 °C bis 40 °C, Median 38 °CelAllgemeinzustand wurde bei zwei als gut
und bei zehn als reduziert beurteilt. Bei keinermidhtéen wurden Apnoen festgestellt. Bei zwei
Patienten wurde Stridor und bei sieben Giemen aiisku Einziehungen wurden bei sieben
Patienten beobachtet. Die mittlere Sauerstoffsiitiglag bei 95 %. Der niedrigste gemessene
Wert war 75 %, der hochste 99 % (Median 97 %).

Bei einem Patienten war die Leukozytenzahl mit 16&7107/L erhoht. Die mittlere
Leukozytenzahl lag bei 11,5 x %D (Median 11,3 x 19L). Das CRP war bei sieben Patienten
erhoht mit Werten von 5,5 mg/L bis 114 mg/L (Mittelrt bei Patienten mit erhdhten CRP
Werten 29 mg/L).
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Bei zwei Patienten lag eine Diarrhoe vor. Bei eirdanbeiden Patienten konnte Norovirus DNA
im Stuhl nachgewiesen werden, bei dem anderenrP&bmnte kein anderer Krankheitserreger
im Stuhl nachgewiesen werden, wobei auf hBoV DNARahmen dieser Studie nicht untersucht
wurde.

Kein Patient litt an Dehydrierung oder einer akuBditis media.

3. 2. 3 Radiologische Befunde

Die behandelnden Kinderarzte forderten bei zehnetfePatienten eine Rontgenaufnahme des
Thorax an (91 %). Nur bei zwei Patienten war deliialagische Befund unauffallig. Bei sechs
Patienten lag eine zentrale Pneumonie vor, bei Ragenten eine sonstige Pneumonieform. Bei
einem Patienten wurde eine Bronchitis diagnostizier

Bei keinem Patienten wurden Atelektasen, Lungeniigan oder Pleuraerglisse gefunden.

3. 3. 4 McIntosh Score, Krankheitsverlauf und Theraien

Kein Patient wurde intubiert oder maschinell bedt(eintosh I). Bei sieben Patienten bestand
akuter Sauerstoffbedarf (Mcintosh II), alle andeRatienten erhielten nur supportive Therapien,
hatten also einen milden Krankheitsverlauf (Mclhtd$).

Nahezu alle Patienten erhielten Ipratropiumbronmd éntibiotika (je n = 9). Sechs Patienten
erhielten inhalative Adrenalin Gaben und zwei Raéir inhalative Glukokortikoidgaben. Funf
Patienten wurden mit Glukukortikoiden sytemischrigksdt und ein Patient bekam Montelukast.
Keiner aus dieser Gruppe bekam Ribaverin.

Ein Patient musste im Verlauf der Erkrankung flunffTage auf die Intensivstation verlegt

werden. Kein Patient verstarb wahrend der hBoVkida.

3. 3. 5 Risikofaktoren und Koinfektionen in der Paientengruppe

Unter den Patienten dieser Studie gab es keinegEhiitenen und nur ein Patient, der bei Geburt
unreif mit einem Geburtsgewicht von 0,970 kg war.

Drei Patienten (27 %) hatten neben der diagnostiziehBoV Infektion auch noch eine andere

virale Infektion. In allen Fallen war das KopathondeSV.

Unter den mit RSV koinfizierten Patienten war derdits erwahnte Patient mit dem schwersten

Krankheitsverlauf, der intensivmedizinische Betmegibedurfte.
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3. 3. Matched pairs Analyse

Fur die matched pairs Analyse wurden nur Patiebtmutzt, bei denen im Rachenspulwasser
kein anderes Pathogen bzw. DNA gefunden wurde undlie auswertbare Patientendaten zur
Verfiigung standen. Insgesamt entsprachen diesepridoien 14 Patienten. Sechs Patienten
entstammen der retrospektiven Studie, acht Patietgeprospektiven Studie.

Diesen insgesamt 14 Patienten wurden im Sinne emaéched pairs Analyse 14 RSV positive
Patienten aus der DSM RSV P8ebatenbank zugeteilt. Wie unter Methoden bereitduert
wurde ein P-Wert < 0,005 als signifikant angesetigie. statistische Auswertung gab keinen
Anlass, die Annahme, dass sich die beiden zu viehgleden Gruppen nicht signifikant
unterscheiden, zu verwerfen. Daher konnte wie Tab2l zeigt jeden hBoV+ Patienten

erfolgreich ein RSV+ Patient zugeordnet werden.

Tab. 2: Basisdaten der 14 hBoV positiven Patienten verghcmit den 14 gematchten RSV
positiven Patienten. In den zu untersuchtenden sBagn unterscheiden sich beide
Patientenkollektive in keinem Punkt signifikant,dass eine matched pairs Analyse durchgefuhrt

werden kann.

Item hBoV+ RSV+ P-Werte

Geschlecht ménnlich n=7 (50%6) n=8 (51%) 0,705
Alter bei Diagnose in Tagen Median 366 318

(Range) (132-645 (75-772) 0,662
Schwangerschaftswochen Median 39 39

(Range) (30-42) (28-41) 0,886
Geburtsgewicht in Gramm Median 3750 3650

(Range) (976-4640 (1096-4030 0,065
Frihegeborenes (< 37 SSW) n=1 (1%) n=1 (7%) 1
Geburtsgewicht

in Gramm < 1.500 n=1 (7%) n=1 (7%) 1

Bezuglich Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Gesailter und Geburtsgewicht unterschieden
sich die beiden Patientenruppen nicht signifik@&em Friigeborenen unter den hBoV positiven
Patienten konnte ein RSV positives Frilhgeborenggeardnet werden. Keiner der fur die
matched pairs Analyse verwendeten Patienten ltgru@LD, Asthma, angeborenen Herzfehlern

oder anderen angeborenen Vorerkrankungen.
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3. 3. 1 Symptome und Diagnosen

Bei nahezu allen Patienten war der Allgemeinzustéhd) bei Aufnahme reduziert: 79 %
(hBoV+) bzw. 86 % (RSV+).

Husten kam in 93 % (hBoV+) bzw. in 86 % (RSV+) @&alle vor und war somit das haufigste
Symptom. Auch Obstruktionen und Einziehungen wurliélbeobachtet: Obstruktionen in 71 %
(hBoV+) bzw. 50 % (RSV+) und Einziehungen in 648B¢V+) bzw. 57% (RSV+).

Insgesamt préasentieren sich beide Patientengruppe@hnlicher Symptomatik und es konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt warde

Nur bei der gemessenen Korpertemperatur liegt egmifikanter Unterschied vor: Die
Temperatur hBoV infizierter Patienten liegt mit doschnittlich 38,3 °C unterhalb der
Temperatur von mit RSV infizierten Patienten mitahschnittlich 39 °C.

Die Laborbefunde (Leukozytenzahlen) unterscheidgnia beiden Gruppen nicht signifikant.

In beiden Gruppen gab es keine Félle von Arrythroiger Krampfanfalle.

Tabelle 3 zeigt die klinische Symptomatik der baid@atientenkollektive (hBoV+ und RSV+)
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Von den hBoV+ Patienten wurden in 86 % der Faliee dRontgenaufnhame des Thorax (CXR)
durchgefuhrt. Bei den RSV+ Patienten war dies ni&7 % der Falle der Fall.

In Tabelle 4 sind die durch den jeweiligen Kindeaei®logen gestellten Diagnosen aufgelistet.
In ca. der Hélfte der Falle wurde je eine Pneumalmgnostiziert: bei den hBoV+ Patienten in
41 % und bei den RSV+ Patienten in 57 % der Fé&lha. meisten wurde die Diagnose einer
zentralen Pneumonie gestellt (hBoV+ 29 %, RSV+ 36 %
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Tab. 3: Klinische Symptomatik bei Diagnosestellung

Nur bei der Kérpertemperatur gibt es signifikanteté’schiede zwischen den Gruppen. In allen
anderen Kklinischen Symptomen gleichen sich die dmei@ruppen, was auf ahnlich schwere
Krankheitsverlaufe hindeuten kann.

Befund hBoV+ RSV+ p-Wert

n=11 n=12

Reduzierter AZ 1
79 % 85 %
n=3 n=2

Guter AZ 1
21 % 14 %
n=>5 n=9

Fieber (> 38,5°C) 1
36 % 64 %
n=12 n=12

Husten 1
93 % 86 %
n=11 n=1

Apnoen 1
7% 7%
n=9 n=38

Einziehungen 0.699
64 % 57 %
n=2 n=2

Stridor 1
14 % 14 %
n=10 n=7

Obstruktionen 0,246
71% 50 %
n=0 n=3

Akute Otitis Media 0,222
0 21 %
Temperatur in °C 38,3 39

Median 0,024
(Range) (37,0-39,2 (37,3-40,5
Leukozyten in x10/L 11,45 11,10

Median 1
(Range) (8,4-23,2 (4,6-18,4
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Tab. 4: Rontgenbefunde
Die Tabelle zeigt die Anzahl der durchgefuhrten #®énuntersuchungen und die von
Kinderradiologen gestellte Diagnosen und stellt gegenniber. Die Rontgenbefunde beider

Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant.

Befund hBoV+ RSV+ p-Wert

n=12 n=38

CXR gemacht 0,209
86 % 57 %
n==6 n=7

Pneumonie 1
41 % 50 %
n=4 n=>5

Zentrale Pneumonie 1
29 % 36 %
=2 =2

Andere Pneumonie 1
14 % 14 %

3. 3. 2 Therapeutische Interventionen

In Tabelle 5 sind die unterschiedlichen Therapigigelistet. Nahezu alle Patienten erhielten eine
Antibiotikagabe (hBoV+ 71 %, RSV+ 64 %). Ansonste&men vor allem inhalative Gaben von
Adrenalin, Betamimetika und Steroide, sowie sysselme Steroidgaben und intravendse
Volumensubstitution zum Einsatz.

Einer der dringensten und haufigsten therapeutrs¢hrventionen bei Atemwegsinfektionen
jeglicher Art stellt die Sicherstellung der Saueffserfigbarkeit da. Mittels Mcintosh Score
kann man eine Abstufung dieser Intervention vornemmnd so auch Ruckschlisse auf die

Ersthaftigkeit der Erkrankung schliel3en.
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Tab 5: Therapien

Die wichtigsten der Ublichen arztlichen Intervenga bei einem solchen Krankheitsbild sind in
dieser Ubersicht zusammen und gegeniiber gestelleB5ruppen erhielten nahezu die gleichen
Therapien, nur bei der systemischen Gabe von 8tajibt es einen signifikanten Unterschied,

mehr hBoV+ Patienten erhielten eine solche.

Therapie hBoV+ RSV+ p-Wert
n=10 n=9

Antibiotikagabe 1
71 % 64 %

Inhalatives n=5 n=1

Adrenalin 0,168
36 % 7%

Inhalative n=5 n=3

Steroide 0,678
36 % 21 %

Inhalative n==6 n=10

Betamimetika 0,127
43 % 71 %

Systemische Gabe =6 n=

von Steroiden 0,016
43 % 0
n= n==6

Sauerstoffgabe 1
43 % 43 %

Intravendse n= n=8

Volumentherapie 0,127
29 % 57 %

Je sechs hBoV+ Patienten und RSV+ Patienten ezhiadine supportive Sauerstoffgabe und
werden somit dem Mclintosh Score Il zugeordnet. B Patient maschinell beatmet werden
musste und kein Patient unter maschineller Beatndimdnfektion erwarb, wurden alle anderen
Patienten dem Mclintosh Score Il zugeordnet. TabBllzeigt die Einteilung nach Mcintosh

Score im Uberblick.
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Tab 6: McIntosh Score

Der modifizierte McIntoshs Score beschreibt derv&ebkgrad der Infektion in vier Graden.

Grad 1 Intubation und mechanische Beatmung aufgdendinfektion

Grad Il Zuséatzliche Gabe von Sauerstoff

Grad Il rein symptomatische Therapie ohne zusételiSauerstoffgabe

Grad IV Patient ist zum Zeitpunkt der Infektion aasderen Grinden bereits intubiert und
beatmet (auch bei Patienten mit Tracheostoma)

Die Patienten beider Gruppen verteilen sich gleiig auf die Schweregrade 1l und Ill.

Mcintioh-Score hBoV+ RSV+ p-Wert
I 0 0 /
I n=6 n=06
1
43 % 43 %
[l n=28 n=28
1
57 % 57 %
\% 0 0 /
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4. Diskussion

4. 1 hBoV: Ursache fiur Atemwegsinfektionen oder nuein Zufallsfund?

Die hier prasentierte matched pairs Analyse verbteerstmals hBoV DNA positive Patienten
ohne nachgewiesene Koinfektionen mit RSV DNA pusiti Patienten ohne nachgewiesene
Koinfektionen. Die Ergebnisse sprechen dafir, deise hBoV Infektion anscheinend nicht
milder als eine RSV Infektion verlauft.

Die RSV Infektion im Kindesalter ist eine ernstzimende Erkrankung, die Letalitat liegt bei
ansonsten gesunden Kindern bei bis zu 1 % (BerRsuish, 2007). Wahrscheinlich kommt auch
hBoV eine pathogenetische Bedeutung zu. Der Nachwai hBoV DNA in Rachenspullwasser
erkrankter Kinder ist allerdings kein Beweis dafidgss hBoV der Ausléser der klinischen
Symptomatik ist. Es gibt zahlreiche Viren, die vrergehend in den Atemwegssekreten
nachweisbar sind ohne eine Krankheit zu verursacBaher muss die Bedeutung jedes neu
entdeckten Virus als Ausloser von Infektionszeickatisch beurteilt werden (Fredericks et al.,
1996).

Ahnlich wie fiir andere kiirzlich entdeckte Virenrdtéir hBoV noch kein Zellkulturmodell zur
Verfigung, anhand dessen man einen zytophathiséffakt mit einer hBoV Infektion in
Verbindung bringen kénnte.

Das Bocavirus ist nicht mit anderen bekannten hyra#iogenen respiratorischen Viren
verwandt, so dass auch auf diesem Weg keine kraskbairsachende Rolle von hBoV
abgeleitet werden kann.

Andere humane Parvoviren (z.B. B19 und PARV4) kdnneie in der Einleitung schon
beschrieben, monate- bis jahrelang im menschli€rganismus persistieren. Sollte dies auch fur
das Bocavirus gelten, kann ein positiver hBoV DNAN& auch nur einen Nachweis
persistierender Viren ohne Zusammenhang mit deuedktzu beobachtenden klinischen
Symptomatik darstellen (Manning et al., 2007).

Daher sind vergleichende Studien, die sowohl bemmgmatischen als auch bei
asymptomatischen Patienten bzw. Probanden nach BBdven, besonders wichtig.

Die jliingste Studie, die sich mit dieser Frage béfich, ist die Studie von Frey et al. aus 2007.
Diese thailandische Studie, koordiniert vom amemgehen Center of Disease Control and
Prevention, hat Rachenspilwasser von 1168 Patignteambulant erworbenen Pneumonien,
von 512 Patienten mit grippeéhnlichen Symptomen Q\DEfinition: Influenza-like lliness) und

von 280 asymptomatischen Personen auf hBoV untetisuc
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Nur bei drei der asymptomatischen Patienten (1 %)des hBoV DNA gefunden. Bei den
Patienten mit Pneumonien und grippeéahnlichen Symetolag der Anteil positiver hBoV DNA
Nachweise mit 3,9 % (n = 20) bzw. 4,5 % (n = 58n#dikant hoher. In der Altersgruppe der
Kinder bis vier Jahre, die in dieser Arbeit vorranigetrachtet wurden, lag der Anteil hBoV DNA
positiver Patienten mit Pneumonie bei 12 und udéer asymptomatischen Patienten nur bei 2 %.
Diese Arbeitsgruppe hat auch die Viruslast der hBXVA positiven Probanden untersucht und
festgestellt, dass eine hohe Viruslast nahezu hlisBtch bei symptomatischen Patienten vorlag
(Lu et al., 2006).

Auch andere Studien haben asymptomatische Kontupifgen in ihre Untersuchungen mit
einbezogen. Die Arbeitsgruppe Keselst al. konnte bei keinen von 96 untersuchten
asymptomatischen Kindern hBoV DNA nachweisen; hgagewaren bei 425 symptomatischen
Kindern in 5,2 % hBoV DNA nachweisbar (Kesebir bf 2006) Allanderet al. fand bei keinen
von 64 Patienten ohne Symptome hBoV DNA im Rachémssser, im Gegensatz zu 49 hBoV
DNA Nachweisen bei 259 symptomatischen Patientdiarider et al., 2007).

Letztendlich erfordern die Koch'schen Postulates Wierfligbarkeit eines Tiermodells. Die
erwahnten Studien untermauern aber eindricklich dengenden Verdacht, dass hBoV

zumindest im Kindesalter ein Ausldser respiratéresdnfektionen ist.

4. 2 Pravalenz

In der eigenen retrospektiven Studie fand sichd&ir Nachweis von hBoV DNA in NPA Proben
eine Pravalenz von 5,9 %, in der prospektiven &tlatj die Pravalenz bei 2,8 %. Das mediane
Alter der Patienten zum Zeitpunkt des hBoV DNA Naefises war mit 10,6 Monaten in der
retrospektiven und 9 Monaten in der prospektivetetsuchung ahnlich.

In der Literatur findet man fur den Nachweis vonromBDNA in NPA Proben Pravalenzen von
1,5 % bis 19 % (Allander et. al., 2007; Bastienakt 2007). Die meisten der untersuchten
symptomatischen Kinder waren jinger als 24 MonAtkarider et al., 2007; Chung et al., 2006;
Qu et al., 2007; Sloots et al., 2006).

Beide Bonner Studien bewegen sich also im Mittdlféér publizierten Pravalenzzahlen und
bestéatigen die Annahme, dass sich vor allem jungerder unter 24 Monaten symptomatische
hBoV Infektionen zuziehen.

Aussagekraftige Untersuchungen zu alteren Kindegeh bislang nicht vor.
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Es gibt nur wenige Studien, die das Vorkommen vBo\h DNA in respiratorischen Sekreten
von Erwachsenen untersucht haben (Bastien etdl7; Manning et al., 2006).

Eine japanische Studie hat Daten zur Seroepidegi®loubliziert. Die Arbeitsgruppe Endo und
Mitarbeiter hat von 204 Personen im Alter zwischamigen Tagen und 41 Jahren Serumproben
untersucht und bei 71 % (n = 145) gegen hBoV gatehAntikdrper nachweisen konnen. Ab
einem Alter von 6 Jahren waren nahezu alle Patestropositiv (94-100 %), bei Kindern
zwischen sechs und acht Lebensmonaten lag derl|Algeseropositiven nur bei 5,6 %. Diese
Daten lassen darauf schlieRen, dass hBoV weit @kebrist, dass die Erstinfektion im spéaten
Sauglingsalter bzw. im Kleinkindalter stattfindetduanschlieRend eine humorale Immunantwort
nachweisbar ist. Ob diese Antikorper eine Immunigggen Reinfektionen vermitteln, ist
ungeklart. Antikdrpernachweise im Serum von Saggimvor dem 6. Lebensmonat (Anti-hBoV-
IgG ) sind wahrscheinlich diaplazentaren Ursprufigedo et al., 2007). Auch hier ist unklar, ob
diese ,Leihantikdrper’ von der Mutter das Neugeberdzw. den Saugling vor einer hBoV

Infektion der tiefen Atemwege schiitzen.

4. 3 Saisonalitat

Die beiden hier prasentierten Studien lassen aushadischen Grinden keine validen
Ruckschlisse auf die Saisonalitat von hBoV Infeieio zu.

Auch bereits publizierte Daten lassen keine eiridelBestimmung einer Saisonalitat zu. Studien
aus Landern mit ahnlichen klimatischen Bedingungee in Deutschland beschreiben eine
hohere Infektionsrate in den Winter- und Fruhlingsaten (Allander et al., 2005). Beschrieben
ist unter anderem aber auch eine Saisonalitat \mitfr@hling bis Frihsommer (Choi et al.,
2006). Wie bei anderen viralen Erregern von Atensadgktionen scheint es zudem auch bei
hBoV Unterschiede in der Pravalenz von Jahr zu dalgeben (Maggi et al., 2007).

Wie die meisten retrospektiven Studien, wurden anater eigenen parallel zur Hauptsaison flr
stationdr behandelte Atemwegsinfektionen im Kinttesavorwiegend Proben aus den Herbst-,
Winter- und Friahlingsmonaten getestet. Perineale tetdnchungen aus deutschen
Patientenkollektiven gibt es bisher nicht. Um egenauere Untersuchung der Saisonalitat zu
betreiben, misste man Proben aus allen Monateusireiahenden, vergleichbaren Mengen von

symptomatischen und asymptomatischen Patientensuicteen.
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4. 4 Klinische Symptomatik

Nach den Ergebnissen der matched pairs Analysesehtdet sich die klinische Symptomatik
bei Patienten mit hBoV Infektion anscheinend nickignifikant von den klinischen
Manifestationen der RSV Infektion. Zumindest in démr untersuchten sehr umschriebenen
Patientenkollektiv verlief die hBoV Infektion nicimilder aber auch nicht schwerwiegender als
die RSV Infektion.

Die Mehrheit der Patienten in beiden Gruppen zegten reduzierten Allgemeinzustand am Tag
der Diagnosestellung. Die Hauptsymptome waren Hysdstruktionen, Einziehungen, Stridor
und Atempausen, ohne dass diese Symptome in e@mdoaiden Gruppen signifikant haufiger
auftraten.

RSV infizierte Patienten hatten bei Diagnosestgllaignifikant hthere mediane Temperaturen:
39 °C vs. 38,3 °C bei den hBoV positiven Patienten.

Fieber ist bei der Beurteilung des einzelnen Padrerls klinisches Unterscheidungsmerkmal
zwischen bakteriellen und viralen Atemwegsinfekéiomicht geeignet, auch wenn bakterielle
Infektionen im Mittel haufiger Fieber tiber 38 verursachen (Thoracic Society, 2002).

Die haufigsten berichteten Symptome einer hBoVkida sind Husten, Rhinorrhd und Fieber
(Schenk et al., 2007). Die hier publizierten Ergeba bestéatigen diese Beobachtungen.

In der retrospektiven Untersuchung fanden sichruide klinischen Krankheitsbildern vor allem
Pneumonien (n = 6), obstruktive Bronchitis (n = )d einmal eine Infektion der oberen
Luftwege.

Obstruktive Bronchitis wurde in der prospektiverud& mehrmals durch den behandelnden
Kinderarzt als Hauptdiagnose angegeben (n = 4).hBidigste Diagnose in dieser Gruppe war
jedoch ebenfalls die Pneumonie (n = 5). Je einmatley die Diagnose Aspiration bzw. Krupp-
Syndrom (subglottische Laryngitis) gestellt.

Damit bewegen sich die Bonner Ergebnisse im Spektar fur hBoV Infektionen publizierten
Hauptdiagnosen. Diese sind Bronchitis, Bronchmlifneumonie und akute Exazerbation eines
Asthma bronchiale.

Keiner der Patienten in der eigenen Untersuchutiguhiter einem vorbestehenden Asthma
bronchiale, das ohnehin meist erst bei élterereRi&in diagnostiziert wird.

Die Symptome akuter Infekte der Atemwege &hneli siehr stark. So sind auch &hnliche
Hauptdiagnosen fir RSV und HMPV Infektionen bessben (Wilkesmann et al., 2006;
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Williams 2005). Es gibt keine Symptome oder klihisn Krankheitsbilder, die pathognomisch
fur eine hBoV Infektion sind (Allander et al., 2009eines et al., 2007).

Bei bis zu 25 % der hBoV positiven Patienten fansieh zusatzlich gastrointestinale Symptome
(Albuquerque et al., 2007; Arnold et al., 2006; &a@s et al., 2006). Wie in der virologischen
Einleitung beschrieben, sind die mit hBoV verwandbevinen und caninen Bocaviren bekannte
Ausldser gastrointestinaler Infektionen bei Tieren.

In der Literatur ist ein sechs Monate alter Junggchrieben, der wegen Bronchopneumonie und
Diarrhd untersucht wurde. Die Proben sowohl vomheaspulwasser, als auch vom Stuhl waren
positiv fir hBoV. Die Stuhlprobe wurde anschlieBemebativ auf Rota-, Astro-, Andeo- und
Calicivirus 1 und 2 getestet (Maggi et al., 200D)e Tenazitdt des Parvovirus hBoV kann
bedingen, dass sich bei Patienten mit hoher Vististaden Atemwegen auch Viren im Stuhl
finden.

Anhand der bislang publizierten Daten |aR3t sichZ&Zieammenhang zwischen gastronintestinalen
Symptomen und dem Nachweis von hBoV DNA in Stuhderonicht klaren. Wahrend Lee et al.
nur bei 0,8 % von 942 Kindern mit gastrointestinaBeschwerden hBoV im Stuhl nachweisen
konnten (Lee et al., 2007), berichten Neske undaiéiter einen hohen Zusammenhang
zwischen hBoV+ Rachenspilwassern und positiven|@iben: von 31 in NPA hBoV DNA
positiver Probanden standen ebenso StuhlprobeNerfiigung, davon waren 14 Proben positiv
(45,2 %) auf hBoV DNA (Neske et al., 2007).

Die Asservierung von Stuhlproben gehort nicht zutan8ard der Diagnostik von akuten
Atemwegsinfektionen; daher wurde auch in der heschriebenen prospektiven Studie auf die

Untersuchung von Stuhlproben auf hBoV DNA verzithte

4. 5 Radiologische Befunde

Aufgrund der wenig spezifischen klinischen Sympttkngann die Diagnose einer Pneumonie
meist nur mit Hilfe eines Rontgenbildes gesichertden. Allerdings lasst das Rontgenbild bei
Kindern mit Pneumonie meist keine sichere Unterisiting zwischen viralen und bakteriellen

Infektionen zu (Donnely, 2001; Hardey u. Boynes300

Es entspricht der allgemeinen Praxis, nur beiatati behandelten Patienten ein Réntgenbild

anzufertigen (British Thoracic Society, 2002).
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Virale Infektionen betreffen vor allem das resprache Epithel und fliihren zu Entzindungen
mit Odemen der bronchialen und bronchiolaren Wankstren (Aherne et al., 1970). Bei einer
zentralen (Broncho-)pneumonie kommen perihilaréttate hinzu.

Diese Pathologie stellt sich im Rontgenbild duradhehmende peribronchiale Verdichtungen, die
von den Hila in die Lunge einstrahlen, dar. Saggimit Bronchiolitis zeigen neben tberblahten
Lungenabschnitten typischerweise auch Atelektakeltabierte Lungenabschnitte). Dies liegt an
den anatomischen Verhéaltnissen bei Kleinkinderrlaierale Wege, die durch Nekrosematerial
verstopfte Abschnitte belliften konnten, wie die k&then Poren und der Lambert-Gang sind
kaum oder noch gar nicht ausgepragt (Donnely, 2001)

Die Mehrzahl der Bronchiolitis-Falle ohne ein pnemmsches Infiltrat im Rdntgenbild werden
durch Viren verursacht; eine Lobarpneumonie h&ufdyurch bakterielle Krankheitserreger (z.B.
Pneumokokken) (Gotway et al., 2005).

Pneumothoraces, Pleuraergiisse, Pneumatozelen unggrnabszesse kommen selten bei viral
verursachten Infekten vor und waren friher radisidge Kriterien um zwischen den beiden
verschiedenen Ursachen abzugrenzen (Osborne, 1978).

Dies konnte aber durch neuere Daten nicht unterrhamerden (Thoracis Society, 2002).
Padiater und padiatrische Radiologen tendieren ,dagustationar behandelten Patienten mit
radiologisch gesicherter Pneumonie ohne Erregewmish eine bakterielle Pneumonie zu

diagnostizieren (Donnelly, 2001).

In beiden untersuchten Patientengruppen wurde in Mehrzahl der Falle durch den
behandelnden Kinderarzt eine Réntgenaufnahme desaXtangeordnet (9/12 bzw. 10/11 der
Falle). Oft wurde durch den Kinderradiologen einaddose gestellt. In der retrospektiven Studie
Bronchitis (n = 4) und Pneumonie (n = 2) und in pi@spektiven Studie ebenfalls Bronchitis

(n = 1) und Pneumonie (n = 8)

In der matched pairs Analyse zeigten sich in Beauf) die Ergebnisse der radiologischen

Diagnostik keine signifikanten Unterschiede.

Allenfalls mittels einer Computertomographie, dre diesem klinischen Kontext nur &uf3erst
selten durchgefihrt wird, lassen sich gelegentlaile virale Genese unterscheiden, im

Rontgenbild ist dies nicht mdglich (Gotway et aDO5).
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In den untersuchten Kollektiven lag der Anteil ptigischer Rontgenbefunde zwischen 80 %
(prospektive Studie) und 55 % (retrospektive Studreder Literatur findet man hierzu Angaben
zwischen 43 % und 83 % (Allander et al., 2005; Boghe et al., 2006).

Der hohe Anteil der patienten mit mindestens eiriedmtgenbild unterstreicht den klinischen
Schweregrad der Erkrankung (75% bzw. 91% der Féalle)

Wahrscheinlich wird auch die Entscheidung fir odegen eine empirische antibakterielle

Therapie wesentlich vom Ergebnis der radiologisdbiagnostik bestimmt.

4. 6 Akute Obstruktion und Asthma bronchiale

Eine akute Bronchialobstruktion mit expiratorisch&emen war in beiden hBoV+ Gruppen
eines der Hauptsymptome der hBoV Infektion. In oh@tched pairs Kohorte zeigten 71 % der
hBoV+ Patienten diese klinische Manifestation.

Mehrere publizierte Studien legen nahe, dass dieeaBronchialobstruktion (,Engl.: ,wheezing’)
neben Husten, Einziehungen und Fieber, ein Haugtsymeiner hBoV Infektion ist (Allander et
al., 2005; Fry et al., 2007). Chung und Mitarbeitanden bei 13,8 % von 231 Kindern mit
'wheezing’ hBoV DNA in Rachenspulwasserproben. Ir6 3% war hBoV das einzige
nachweisbare Pathogen. Nur RSV DNA wurde genausfighénachgewiesen wie hBoV DNA
(Chung et. al., 2007).

Akute Exazerbationen, verursacht durch Virusinfakén, sind bei Asthmatikern und COPD
Patienten vorn erheblicher Bedeutung fur die Mat&iqMalia et al., 2007; Wedchiza 2004).

In den meisten Publikationen wird eine hBoV Infektimit akuten Exazerbationen von Asthma
bei alteren Kindern in Verbindung gebracht, und rzwat einer Haufigkeit von bis zu 27 %
(Allander et al., 2005; Foulongne et al., 2006)dér Studie von Maggi et al. konnte allerdings
bei keinem von 22 untersuchten erwachsenen Asthatiarfen mit akuter Exazerbation hBoV
nachgewiesen werden (Maggi et al., 2007).

4. 7 Laborbefunde

Die Leukozytenzahlen der Patienten der retrospekti@ruppe lagen durchschnittlich bei 12,4 x
10%L. In der prospektiven Gruppe lagen sie durchadruti bei 11,5 x 18/L.

Nur bei wenigen Patienten waren die Leukozytenzaleldhoht: bei einem Patienten aus der
retrospektiven Gruppe (23,3 x°1l0) und bei einem Patient der prospektiven Gruppi 6,7 x
10°/L).
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Vergleicht man die Leukozytenzahlen der hBoV+ Rdgie mit denen der RSV+ Patienten, so
gibt es keine signifikanten Unterschiede. Bei firatienten der 12 aus der retrospektiven Studie
war der Wert des C reaktiven Proteins (CRP) iméWauf 26,4 mg/L erhoht.

Mehr Patienten aus der prospektiven Studie hattedhée CRP Werte und zwar sieben der 11
Patienten (Mittelwert 29 mg/L).

Ahnliche Werte wurden fir bereits fir hBoV Infektin publiziert (Ma et al., 2006).

In der Studie von Allander et al. wurden etwas ryggere Leukozytenzahlen bei 12 hBoV
Patienten verdffentlich (9,1 x 40; Range 6,3-16,3 x £0.). Auch der Wert fiir das CRP lag
etwas geringer (Allander et al., 2007).

Es gibt zurzeit noch keine Studien, die andere ridimmische Entzindungszeichen wie
Interleukine oder Prokalzitonin im Kontext einerd\BInfektion untersucht haben.

Es gibt keine Laborbefundkonstelation, die den hdbblden Kinderarzt unmittelbar an eine
hBoV Infektion denken lassen kdnnte oder die gamntgticht, eine hBoV Infektion von einer
anderen viral bedingten Infektion der unteren Ateg®/zu unterscheiden.

Generell ist es schwierig anhand von Laborparamge@enschlie3lich dem CRP Wert, virale von
bakteriellen Atemwegsinfektionen sicher abzugren@ark et al., 2007). Auch andere Marker
der so genannten Akuten Phase wie Zellsenkungsgestigkeit und Zahlung der Leukozyten
und Neutrophilen, zeigen keine signifikanten Untbisde bei unterschiedlichen
Krankheitsursachen, weswegen man diese Marker nmhingend bei jedem Patienten
bestimmen muss (British Thoracic Society, 2002)e \&iuch in anderen klinischen Situationen
sind diese Marker eher zur Verlaufsiberwachunggpeti Sekundar deutlich ansteigende CRP

Werte lassen an die Mdglichkeit einer bakterieBemperinfektion denken.

4. 8 Koinfektionen

Bei sechs der 12 Patienten in der retrospektivemdi&t konnte ein weiteres Virus im
Rachenspilwasser nachgewiesen werden (50 %). Digfgktionsrate war in der prospektiven
Kohorte mit 36 % niedriger. Das am haufigsten naghigsene Kopathogen war RSV. Nur in
einem Fall wurde mit Influenza A ein anderes kopg#nes Virus nachgewiesen.

Wie unter Materialien und Methoden beschriebenghaluir nicht nach Adeno-, Parainfluenza-

oder Rhinoviren gesucht die vor allem bei Kleinkenuals Kopathogene infrage kommen.
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In den bis heute publizierten Studien ist durchwag hohe Koinfektionsrate zwischen 18 und
90 % (Schildgen et al., 2008) beschrieben. Am lggtén wurden RSV, HMPV, Adeno- und

Rhinoviren als Kopathogene nachgewiesen.

Die hohe Rate an Koinfektionen macht die Bewertdag krankheitsverursachenden Rolle von
hBoV schwierig. Wie in der Einleitung beschriebahtgs unter den Parvorvirinae den Genus
Dependovirus, deren Vertreter einen Helfervirus Iniektionsauslésung benétigen (Berns u.
Parish, 2007). Ob Bocaviren auch auf ein solchdéeh@us angewiesen sind oder selber als
Helfervirus fur andere Viren fungieren (z.B. firYRSst ungeklart.

Genauso fraglich ist, ob vielleicht persistiererRtEcaviren bei einer Virusinfektion mit einem

anderen Virus ihren ,Ruhestatus® verlassen und daime Blut gefunden werden kénnen,

wéhrend sie hingegen bei monoinfizierten Patiemtérazellular verbleiben und sich dadurch
einer Diagnostik erfolgreich entziehen.

Es ist nicht bekannt, ob Koinfektionen den Verlaufer hBoV Infektion erschweren oder evitl.

hBoV als Kopathogen die klinischen Manifestatioaederer Virusinfektionen aggraviert.

4. 9 Therapeutische Intervention

Die matched pairs Analyse zeigt keine signifikantérerschiede zwischen der RSV-positiven
und der RSV-negativen (hBoV positiven) Kohorte inezBg auf die therapeutischen
Interventionen. Neben Sauerstoffvorlage (bei putsmetrisch gemessener Sauerstoffséattigung
unter 94%) und Ausgleich der oft vorliegenden Dehtation bekommen die RSV+ und hBoV+
Patienten Inhalationen mit Adrenalin, Steroiden WBetamimetika. Nur bei der systemischen
Gabe von Steroiden unterscheiden sich die beidaan®angruppen: 43 % hBoV+ Patienten in
der matched pairs Analyse bekamen eine solche Galleend kein RSV+ Patient systemisch
Steroide verabreicht bekam.

In beiden Gruppen wurden in den meisten Féllenbiatika verabreicht (hBoV+ 71 %, RSV+
64 %). Wahrend man bei einer isolierten BetrachtdeghBoV Studien noch zu dem Ergebnis
kommen kann, dass evtl. die Arzte bei negativem RRgebnis den Verdacht auf eine
bakterielle Pneumonie hatten und daher Antibiotikeabreichten (Vo6lz et.al. 2007), zeigt sich
aber

auch bei den RSV-positiven Patienten mit radioldgigesicherter Pneumonie ein hoher Anteil

mit Antibiotikatherapie. Hier besteht ein Potentialir Einsparung von Antibiotika, die
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insbesondere bei leichteren Formen einer RSV-pesitiPneumonie, ohne Hinweis auf eine
bakterielle Superinfektion, nicht indiziert sind

Es gibt bis heute keinen Goldstandard um sichersaven viral und bakteriell bedingten
Infektionen der Atemwege zu unterscheiden (Chur@@96).

Die Therapie viraler Infektionen bei immunkompetntKindern ist in der Regel rein
symptomatisch mit Volumenersatztherapie, der Ubelnwag der Sauerstoffsattigung und deren
Sicherstellung mittels Sauerstoffvorlagen oder mestler Beatmung.

Studien unter erwachsenen pulmologischen Patieztgigen, dass die Steroidgaben, ob
systemisch oder inhalativ, kontrovers betrachtetiee missen. Anscheinend verbessern z.B. die
Gaben inhalativer Steroide nicht die GesamtprogrnoseCOPD Patienten, bisher eine klassische
Indikation fir inhalative Steroide. Im Gegenteilhénen diese Gaben sogar das Risiko fir
Hospitalisation und andere Komplikationen (Ernstlet 2007). Des Weiteren haben zahlreiche
Studien gezeigt, dass die Gaben von Steroidenitaimerursachten Bronchitiden keine Wirkung
haben (Fitzgerald u. Kilham 2004). Auch die Thesamit Brochodilatatoren ist bei viralen
Bronchitiden nicht angezeigt: Sie verbessern riohtAtemfrequenz oder die Sauerstoffsattigung
der Patienten und fuhren auch nicht zu kirzerdarmostaen Aufenthalten (Ogra et al., 2004).

Ein Schnelltest auf hBoV wére winschenswert um niight gerechtfertigten Gaben von
Antibiotika, Steroiden und Betamimetika bei Kindenit hBoV-Infektionen zu vermeiden. Diese
Bedeutung wurde auch schon in Hinblick auf RSV ktitmen untersucht (Adcock et al., 1997).

Sollte sich die Rolle des Bocavirus als ernstesikraitsverursachendes Pathogen in weiteren
Studien bestatigen, wird wohl der Versuch unternemmwerden, analog den Bemuhungen fir
RSV und HMPYV einen Impfstoff zu entwickeln (Schmig007).

In der Pravention von RSV Infektionen gibt es s&itgerem zwei vielversprechende Anséatze.
Zum einen gibt es den Versuch mit dem monoklon#atikbrper Palvizumab schwere RSV
Infektion bei Hochrisikokindern im Neugeborenen uBduglingsalter zu verhindern bzw.
einzuddmmen (Pedraz et al, 2003, Romero, 2003).

Eine weiterer therapeutischer Ansatz zur Theraplgensbedrohlicher RSV Infektionen bei
immunsupprimierten Kindern ist die Verabreichungnv®ibavirin (Ohmit et al., 1996).
Aul3erhalb dieser sehr umschriebenen Patientensulgigm ist Ribavirin noch nicht indiziert,

da der Nutzen unbewiesen ist. Moglicherweise hatTdierapie mit Ribavirin bei einer RSV
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Infektion gunstige Effekte auf die spatere mdglidbetwicklung eines allergischen Asthma
bonchiale und der Entwicklung einer generellen Adqghen et al., 2008).

Auch wenn Ribavirin von manchen Autoren als ,Brartdvirostatikum“ angesehen wird,

schlie3t das ungunstige Nebenwirkungsprofil, dideptelle Teratogenitat, die schwierige

Verabreichung (mehrere Stunden taglich als Int@iatund die hohen Kosten, einen breiteren

Einsatz von Ribavirin bei RSV-Infektionen noch aus.

4. 10 Schlussfolgerung

Die hier vorgelegten Untersuchungen haben gezeigss hBoV bei stationdr behandelten
Kindern nachgewiesen werden kann. Ob es sich umredgvantes Pathogen handelt oder
lediglich um einen ,innocent bystander’ ist nacte wor ungewiss.

Die matched pairs Analyse zeigte bei den PatientgmAtemwegsinfektion und Nachweis von

hBoV DNA im respiratorischen Sekret keine signifiken Unterschiede zu einer vergleichenden
Kohorte von Kindern mit RSV Infektion. Dies kanrs @in Hinweis zur Pathogenitat von hBoV
verstanden werden.

Die Therapie beider Kohorten zeigte ebenfalls keigaifikanten Unterschiede, wobei der hohe
Anteil antibiotisch behandelter Patienten kritischterfragt werden sollte.

Mit der Entdeckung von hBoV ist ein weiteres Viinsdie inzwischen umfangreiche Liste der
erwiesenen oder wahrscheinlichen Ausloser von Ategsmfektionen aufgenommen worden.
Viele Infektionen der unteren Atemwege, die naateri negativen RSV Nachweis bisher als
bakteriell verursacht angesehen wurden und mitbigtika behandelt wurden, kénnten durch
hBoV oder weitere, noch nicht entdeckte respiratbre Viren verursacht sein.

Vor allem bei stationdar behandelten Patienten esolvenn die entsprechende Diagnostik
verfugbar ist, nach viralen Erregern von Atemwefghitionen gesucht werden.

Zum einen kann so die unkritische Anwendung vonilAotika reduziert werden. Zum anderen

ist es nur so maglich, die Bedeutung dieser Erregemem klinischen Kontext zu beurteilen.

4. 11 Ausblick
Letztlich kbnnen nur diagnostische Methoden, dig deinen Proben mittels RNA oder DNA-
Amplifikation den hochsensitiven Nachweis spezrelgreger zulassen, das inzwischen sehr

breite Spektrum mdglicher Erreger von Atemwegsitiéglen im Kindesalter mit ausreichender
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Sensitivitat darstellen. Longitudinale Untersuchemgm Verlauf missen klaren, wie lange die
neuen Viren in respiratorischen Sekreten nachweislggben. Die matched pairs Analyse von
Patienten, die ausschlie3lich mit einem Virus iefiz sind (bei denen lediglich ein Virus
nachgewiesen wurde) kann - ebenso wie die Unteusigclvon gesunden asymtomatischen
Kindern - ein wichtiges Instrument zur Beurteilunigr Pathogeneitat eines neuen Virus
darstellen.

Studien mit Zellkultursystemen und Tiermodellen weibesserte Methoden der serologischen
Diagnostik werden in Zukunft wesentlich zur Beantiwog der zahlreichen noch offenen
Fragestellungen in Bezug auf das humane Bocaveiliaben.

Am Anfang dieser Arbeit stand die Entscheidung,\aeiiche potentiellen Krankheitserreger man
die Rachenspilwasserproben untersuchen sollte.pfalgischen Griinden habe ich mich, wie
unter ,Materialien und Methoden* beschrieben aufe dihaufigsten virologischen
Krankheitserreger in der zu untersuchenden Altegge beschrankt (z.B. HMPV, Influenza A
und B).

Dabei wurden die Proben weder in Hinblick auf baktkee Krankheitserreger noch auf Pilze
untersucht. Viele, insbesondere erst kirzlich eitige ,emerging® Viren, konnten nicht
berticksichtigt werden, weil dies den Umfang die8ebeit gesprengt hatte. Anschlielende
Studien, sollten die in dieser Arbeit als hBoV+ gtiastizierten Proben auf ein erweitertes
Spektrum an Krankheitserregern untersuchen, insidese auf Rhino- und Echoviren.

Proben, die sich nach einer solchen eingehenderobidtogischen Diagnostik als allein fur
hBoV DNA positiv herausstellen, missten dann ineeierneuten matched pairs Analyse
untersucht werden. Fraglich ist, ob eine solchelyssadurchgefiihrt werden kann, denn viele
hospitalisierte Kinder zeigen Infektionen mehreimreger die ambulant und nosokomial
erworben wurden und oft werden virale Pneumonienbakteriellen Superinfektionen begleitet.
Ziel sdmtlicher Anstrengung muss am Ende die Etalotig eines Zell- oder Tiermodells sein, um
endgultige nach den Koch’schen Postulaten hBo\ésials pathogen oder nicht klassifizieren zu

kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Das humane Bocavirus ist ein 2005 erstmals bedwdmies Virus, das seitdem

weltweit in Zusammenhang mit Atemwegssydromen hmsphalisierten Kindern beobachtet

wird. Wahrend tber die Pravalenzzahlen dieser tidekzahlreiche Publikationen veré6ffentlich

sind, fehlen noch Daten zur klinischen Bedeutung) Blecavirus. Diese Arbeit versucht anhand
der Gegenuberstellung von hBoV positiven Patiem@ RSV positiven Patienten die klinische

Bedeutung des Virus besser einzuschéatzen.

Methode:Mittels einer Standard-PCR wurden 271 Rachensdergroben aus den Frihjahrs-,
Herbst- und Wintermonaten der Jahre 2002 bis 2@d®spektiv auf hBoV untersucht und
prospektiv 389 Proben aus der Winterperiode voneider 2005 bis Mai 2006.

Aus den positiven Funden wurden die Patienten sust¢, die keine Koinfektionen hatten und
fur die auswertbare Patientendaten vorlagen. Diesemoinfizierten Patienten wurden in einer
Matched Pair Analyse in den Basisdaten nicht gkpmt unterscheidbare RSV infizierte
Patienten zugeordnet. Im weiteren Vorgehen wurdemlauf, Symptomatik, Schweregrad,
radiologische Befunde und Therapie der hBoV undRI8¥ Infektionen gegenubergestellt und

verglichen.

Ergebnis:In der retrospektiven Studie konnten 16 Probeitigasuf hBoV getestet werden

(5,9 %) und in der prospektiven Studie 11 (2,8 Y@n diesen Patienten waren insgesamt 14
Patienten alleine hBoV positiv und konnten erfoigianit 14 RSV positiven Patienten gematcht
werden. Eine Gegenuberstellung zeigte, dass anften Werten fur die Kérpertemperatur sich
die Symptome beider Patientengruppen nicht sigmifikroneinander unterscheiden. Auch in der
Auswertung in Bezug auf Schweregradeinschatzungyafiie und Bildgebung der Infektionen
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

SchlussfolgerungEine hBoV Infektion verlauft nicht milder aber d@uoicht schwerwiegender

als eine RSV Infektion. Da die RSV Infektion eirehwerwiegende und bedeutsame padiatrische
Erkrankung darstellt, muss man auch die kliniscreleBitung des humanen Bocavirus fur
padiatrische Patienten als ernstzunehmend einstiare mikrobiologische Abklarung bei
ambulant erworbenen Infekten der unteren Atemweg&indesalter sollte immer neben RSV

auch auf hBoV als wichtiges, respiratorisches Vungersucht werden.
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6. Schlussbhemerkungen

6. 1 Kenntlichmachung nicht eigener Leistungen

Diese Arbeit entstand unter der Leitung von PD@iver Schildgen am Virologischen Institut
der Universitat Bonn. Samtliche hier dargestelEsmperimente der retrospektiven Studie wurden
von mir selbst durchgefiihrt. Experimentelle Arbeitker prospektiven Studie, deren Daten auch
fur die matched pairs Analyse benutzt wurden, waitgds von mir, teils von Frau Ramona Liza
Tillmann oder anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppegefuhrt.

Die statistische Auswertung geschah unter Anleitwon Frau Dr. Anja von Renesse,
Kinderklinik DRK Kliniken Westend, Berlin.

6. 2 Publizierte Arbeiten
Aspekte dieser Arbeit waren bereits Gegenstandzwas Publikationen:
» Schildgen O, Klinkenberg D, Tillmann RL, Renessa ¥q Miller A, Simon A. Human
Bocavirus Infection cause similar symptoms andicdihseverity as Respiratory Syncytial
Virus infections.(zur Publikation eingereicht)
* Volz S, Schildgen O, Klinkenberg D, Ditt V, Mulléy, Tillmann RL, Kupfer B, Bodo U,
Lentze MJ, Simon A. Prospective study of Human Booa (HboV) infection in a
pediratric university hospital in Germany 2005/200€&lin Virol; 2007 40: 229-235

6. 3 Limitation der Studien

Wie alle wissenschatftlichen Arbeiten unterliegttadeese mehreren Limitationen.

Bei den hier vorgestellten Studien handelt es sithzwei monozentrische Studien. Die Daten
lassen sich evtl. nicht auf andere Kliniken Ubgera

Wie bei allen medizinischen Tests, konnen falsclsitp@ Ergebnisse nicht vollstandig

ausgeschlossen werden.

In der retrospektiven Studie konnten nicht alle krage kommenden tiefgefrorenen
Rachenspulwasserproben untersucht werden, da maphahentenproben schon fir andere
Forschungsarbeiten aufgebraucht worden waren.

Fur die prospektive Studie gilt, dass moglichereeigcht alle Patienten mit Symptomen einer
Infektion der oberen Atemwege die in der unterseichitVintersaison in der Unikinderklinik

Bonn vorstellig wurden, erfasst worden sind.
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Diese Arbeit stellt keine Interventionsstudie darver die Wirksamkeit einzelner Therapien kann
daher keine Aussage gemacht werden, samtliche gessdariber und Empfehlungen tber
Therapien und bildgebene Verfahren sind nur einsadumenfassung der aktuellen Literatur

diesbezuglich.

6. 4 Rechtliche Hinweise

Diese Arbeit wurde finanziell durch die Else-Kroikgesenius-Stiftung (Bad Homburg)
unterstiitzt (Nr. A01/05//F00). Die DSM RSV P8eStudie wird unterstiitzt von der Abbott
GmbH (Wiesbaden). Die Arbeitsgruppe erhélt Férdgemn der Europdischen Kommission
(LSHM-CT-2006-037276).

Ansonsten bestand und besteht keine finanzielle solestige Verbindung zu einer der Firmen
deren Produkte verwendet oder im Text erwahnt wosiled.

Alle Prozeduren und das grundlegende ProtokollDfg RSV Paell Studie wurden durch die
Ethikkommission des Universitatsklinikum Bonn gemédit und entsprechen den Standards, wie
sie in der Helsinki Deklaration von 1975 bzw. irr devidierten Fassung von 2000 niedergelegt
sind.

Evtl. fehlende Hinweise auf einen Kopierschutz besondere im Abschnitt ,Materialien und
Methoden®, bedeuten nicht, dass es sich im Einltelfeht doch um patentgeschitzte Produkte

oder durch internationales Recht geschiitzte Eigaenéhandelt.
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